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1. RESUMEN

La via de sefializacion Wnt-candnica juega un rol central en la etiologia del cancer de
colon. Esta via de transduccién de sefiales tiene como su factor clave a la proteina B-catenina,
cuya concentracion citoplasmatica es fuertemente controlada por un proceso de degradacion
mediado por el proteosoma, con la participacion del supresor de tumores APC (Adenomatous
poliposis coli), la proteina de andamio Axina, y las enzimas glicogeno sintasa kinasa 3f3
(GSK3p) y caseina kinasa 1a (CK1a). A pesar de que varias porciones de B-catenina han sido
ampliamente estudiadas en relacion con la incidencia del cancer colorrectal, la o las funciones
de su dominio carboxilo-terminal no han sido mayormente exploradas. En dicha region existen
algunos posibles sitios de fosforilacion para diversas kinasas que podrian ser importantes en su
regulacion. La hipdtesis que se planted en esta tesis es que existen mutaciones en el extremo
C-terminal de -catenina en tumores presentes en pacientes con cancer colorrectal. El objetivo
general fue realizar un andlisis gendmico en biopsias de pacientes con cancer de colon y
normales para detectar la presencia de mutaciones en los exones 12 y 13, ambos parte del
extremo C-terminal de B-catenina. Para comprobar esto se aislo DNA y RNA a partir de
biopsias de colon normales y con cancer, y se secuencio la region correspondiente a los exones
12 y 13 de B-catenina en productos de PCR obtenidos a partir de DNA genomico y cDNA.
Luego de analizar los electroforetogramas y sus secuencias resultantes mediante herramientas
de bioinformatica, no se encontré6 mutaciones en ninguna de las 18 biopsias procesadas, ya sea
en DNA gendmico o cDNA. Estos resultados sugieren que la region carboxilo-terminal de -
catenina pareciera no ser un blanco de mutaciones que se puedan relacionar con la progresion

del cancer de colon.



2. INTRODUCCION

La importancia del cancer de colon recae en su alta incidencia en el mundo y en Chile,
donde ocupa el tercer lugar entre todos los canceres (Medina, Kaempffer 2001). En este tipo
de cancer el 70-75% de los casos se origina como un tumor esporadico, mientras que en el
20% existe historia familiar (Bannura, 2006). El cancer de colon mas frecuente es el no-
poliposico hereditario o HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer).

Muchos canceres involucran una reactivacion inapropiada de la sefializacion mediada
por la ruta Wnt-candnica, donde la proteina -catenina tiene un rol fundamental (Polakis,
2000). En efecto, la sobreexpresion de ciertos ligandos Wnts, los cuales son normalmente
secretados durante el desarrollo embrionario, conduce a la proliferacion y transformacion
celular (Bhanot et al, 1996).

La via Wnt-canonica tiene como componente principal a la proteina -catenina, cuya
concentracion citoplasmatica libre es fuertemente controlada por un proceso de degradacion
proteosomal, donde participan como efectores las proteinas APC, axina, GSK3f y CKla
(Doble et al, 2003; Zeng et al, 2005). Un estudio con pacientes que sufrian de
adenocarcinomas de colon de estadio II demostr6 que la B-catenina nuclear es un marcador de
prondstico independiente en el cancer de colon de estadio II (Horst et al, 2009)

Una variada cantidad de literatura ha demostrado que mutaciones en el gen supresor de
tumores APC causan no so6lo cancer colorrectal sino que ademas otro tipo de patologias, como
la Adenomatosis Poliposa Familiar (Kinzler et al, 1996). Se han encontrado mutaciones
asociadas con cancer de colon hereditario en los genes codificantes para APC, axina y en el
dominio N-terminal de B-catenina (Munemitsu et al, 1995). Dichas mutaciones hacen a -

catenina refractaria a la degradacion proteosomal, conduciendo a su disociacion del complejo
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y mayor estabilizacion (Li et al, 1999). Se ha visto que la mayoria de las mutaciones en APC
tienen lugar en la region MCR (Mutation Cluster Region) donde se han encontrado cambios
sin sentido y, en muchos casos, deleciones. En un estudio se observd que pacientes con
tumores rectosigmoides y rectales presentaban con mayor frecuencia mutaciones sin sentido
C-T y mutaciones de corrimiento de marco de lectura y de delecion en el gen de APC, en
comparacion con pacientes con tumores de colon distales y proximales (Luchtenborg et al,
2004). No obstante, en un subgrupo de canceres que poseian APC no mutado, la activacion de
la sefializacion por [B-catenina parecia deberse a mutaciones que volvian a la proteina
insensible a la degradacion mediada por APC/GSK3p (Munemitsu et al, 1995; Morin et al,
1997, Rubinfeld et al, 1997; Munemitsu et al, 1996).

A nivel clinico, el cancer colorrectal puede ser en gran parte prevenido por la deteccion
y remocioén de los pdlipos adenomatosos, siendo la sobrevida significativamente mayor
cuando el cancer es diagnosticado mientras todavia esta in situ (Levin et al, 2008). Esta
neoplasia tiene una larga fase preclinica, lo cual favorece el tratamiento si las lesiones
precursoras son detectadas precozmente. De ahi la importancia de desarrollar un método de
diagnéstico precoz, de alta sensibilidad y especificidad que permita pesquisar eficientemente
este tipo de cancer en su fase preclinica. En la actualidad los métodos de chequeo que se
utilizan en el pais son el test de hemorragias ocultas, la sigmoidoscopia, la colonoscopia y sus

combinaciones (Bannura, 2006).

Via de seiializacion mediada por los ligandos Wnt y rol de B-catenina.

La sefializacion mediada por los ligandos Wnt comienza cuando éstos se unen a

receptores de la familia “Frizzled”, de siete dominios de transmembrana, y su co-receptor
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LRP5/6 (Bhanot et al, 1996; Yang et al, 1996). Esta interaccion provoca el reclutamiento de
proteinas de la familia “dishevelled” (Dvl en humanos o Dsh en murinos), los cuales son
intermediarios proximales que inhiben a la enzima GSK3[ (Yanagawa et al, 1995).

La proteina kinasa GSK3p es parte de un “complejo regulador negativo” en la ruta de
sefalizacion Wnt-candnica (Figura 1), puesto que en ausencia de una sefial Wnt esta enzima
fosforila a B-catenina e induce su ubiquitinacion y posterior degradacioén proteosomal (Wagner
et al, 1997). Este complejo estd formado también por APC, axina y Fratl, el cual regula la
frecuencia de ubiquitinacion y degradacion de B-catenina (Li et al, 1999).

La inhibicion de GSK3p, debido a la presencia de una sefial de Wnt, produce la
estabilizacion de B-catenina y posteriormente su translocacion al nicleo, donde actiia como un
cofactor esencial para la actividad de los factores de transcripcion de la familia TCF/LEF (T-
Cell Factor/Lymphocyte Enhancer-binding Factor) (Molenaar et al, 1996). El complejo
transcripcional bipartito B-catenina-TCF/LEF regula positivamente la expresion de muchos
genes, tales como c-myc, ciclina-D1, survivina y cox-2, los cuales en su mayoria estan
relacionados con proliferacion, resistencia a la apoptosis y, consecuentemente, con progresion
tumoral (Nusse & Willert, 1998; Tapia et al. 2006).

Se ha planteado recientemente que existiria en el citoplasma un “complejo regulador
positivo” que promoveria la estabilizacion de B-catenina, formado entre otros por Dvl y como
elemento central la proteina kinasa CK2 (Song et al, 2000). Este complejo seria también
activado por la sefalizacion de Wnt y, en consecuencia, la inhibicion de CK2 desestabilizaria
marcadamente a B-catenina y Dvl, bloqueando la proliferacion celular (Song et al, 2000). Al
respecto, se sabe que B-catenina traducida in vitro es fosforilada por CK2 y es esencial para la

mantencion de los niveles de B-catenina y Dvl en células de epitelio mamario (Song et al,
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2000). Estudios experimentales apoyan esta hipodtesis, puesto que el tratamiento de células
epiteliales mamarias con apigenina (inhibidor de CK2) reduce la actividad de esta kinasa y
acelera dramaticamente la degradacion de B-catenina y Dvl (Song et al, 2000). Por otro lado,
se ha demostrado que la subunidad catalitica CK2a promueve la actividad transcripcional
dependiente de B-catenina-TCF/LEF a través de un mecanismo que requiere la actividad

enzimatica de esta kinasa (Tapia et al, 2006).

MENMBRANE
ADHESION COMPLEX

E-Cadherins

POSITIVE REGULATORY
COMPLEX

Figura 1. Rol central de B-catenina en la ruta Wnt-candnica y su regulacion por diversas proteinas kinasas. La
union de un ligando Wnt a un receptor de transmembrana frizzled inicia la cascada de sefiales Wnt. Esta
interaccion activa a la Dvl y CK2 que impediria la fosforilacion de B-catenina por el complejo de degradacion
(GSK3p, APC y axina). En consecuencia, B-catenina se acumula en el citoplasma y es translocada al nucleo
donde interactua con Lef/Tcf formado un complejo capaz de estimular la transcripcion de genes involucrados en
tumorigénesis. En cambio, cuando no existe una sefial Wnt, B-catenina es mantenida en bajas concentraciones por
accion del complejo de degradacion negativo formado por axina y APC, los cuales se unen a [B-catenina y
facilitan su fosforilacion por CK1, GSK3p, lo que la marca para ser ubiquitinada y finalmente ser degradada por
el proteosoma (Song et al, 2000).
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En sintesis, en ausencia de estimulacion por Wnt el complejo regulador negativo
destinaria a [-catenina para su degradacion en el proteosoma, resultando en niveles
citoplasmaticos bajos y el factor transcripcional TCF/LEF inactivado. En cambio, cuando
algin ligando Wnt se une al receptor Frizzled y su co-receptor LRP5/6, la proteina Dvl es
reclutada a la membrana y a su vez a axina, inhibiendo de esta forma al complejo regulador
negativo. Esta inhibicion junto con el efecto del complejo regulador positivo determinan la
acumulacion citoplasmatica de P-catenina y su translocacion al nucleo, donde se une a
TCF/LEF para transactivar genes blancos de la ruta Wnt-candnica (Song et al, 2000).

Por lo tanto, la compleja regulacion de B-catenina explica que la estabilizacion de sus
niveles citoplamaticos - debido a la sobreexpresion de algun ligando o mutaciones en [-
catenina, APC o axina - pueda causar tumorigénesis en humanos y modelos animales (Song et
al, 2000). Asimismo, algunos tumores podrian también originarse por regulacion de la
expresion y/o actividad de varias proteinas kinasas involucradas en la ruta Wnt-canonica,

como GSK3p (Song et al, 2000), CK2 (Tapia et al, 2006) o Akt/PKB (Fang et al, 2007).

Estructura de B-catenina y sus dominios funcionales.

La proteina B-catenina estd compuesta por tres dominios principales: uno N-terminal,
uno central denominado ARM (formado por 12 repeticiones del motivo “armadillo”) y otro C-
terminal (Hoover, 2008) (Figura 2). El dominio N-terminal ha sido el méas estudiado, puesto
que posee residuos involucrados en la estabilidad de B-catenina (Hoover, 2008). En este
dominio se han descrito varios sitios blancos de fosforilacion, algunos de los cuales se
encuentran mutados en ciertos tumores. En cambio, el dominio central ARM pareciera estar
relacionado con la salida o exportacion nuclear de B-catenina, donde la proteina APC cumple

un rol fundamental (Sierra et al, 2006). Finalmente, el dominio C-terminal es el menos
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estudiado y pareciera estar implicado en la funcion transcripcional de B-catenina (Bustos et al,

2006). Ademas, este dominio contiene varios sitios putativos de fosforilacion para diversas

kinasas, siendo una de ellas la proteina kinasa CK2 (Song et al, 2003; Litchfield, 2003).

{a) Putative
phosphorylation
sita(s), mutated Interactions with:
intumaors
o-catanin E-cad herin
l l L/ APC TCF/LEF-1/Pan  and Fascin
NH, HEEEEN T [ T T T T T T T T T 7 ] cooH
Trans-activation
I 1 domain

Ubiguitination
sites

Figura 2. Estructura de B-catenina. (a) Esquema de la estructura primaria de B-catenina, donde se muestra: el
dominio N-terminal (negro); el dominio central ARM (blanco), que interactia con APC, Tcf, E-cadherina y
fascina; y el dominio de transactivacion (gris). (b) Topologia (arriba) y estructura en cinta (abajo) de los 12
motivos armadillo, donde los circulos y rectangulos son a-hélices vistas desde arriba y el lado (Nusse et al,
1998).

Mutaciones encontradas en p-catenina.

Dentro de los carcinomas de colon con expresion de APC no mutado, un 15% de ellos
presentan mutaciones puntuales en [-catenina en alguno de los cuatro residuos de
serina/treonina de su dominio N-terminal, los cuales son el blanco de fosforilacién por GSK3[3
(Morin et al, 1997). Estas mutaciones vuelven a B-catenina refractaria a la destruccion por el

complejo regulador negativo e, interesantemente, cambios similares se han detectado en otros
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tipos de tumores como melanoma, cancer gastrico, carcinoma hepatocelular y tumores del
foliculo piloso (Rubinfeld et al, 1997; Polakis, 2000). Por otro lado, analisis del dominio N-
terminal de B-catenina han identificado mutaciones activadoras en cinco tipos de cancer
colorrectal deficientes en mutaciones de APC (Morin et al, 1997) y en una pequefia proporcion
de pacientes con cancer colorrectal no tipificado (Ilyas et al, 1997).

Por el contrario, el dominio C-terminal no ha sido estudiado en cuanto a su relacion
con la incidencia de cancer colorrectal. En un trabajo se ensayaron fragmentos de -catenina
con su dominio C-terminal truncado como sustratos in vitro de la proteina kinasa CK1. Se
encontrd que la remocion del segmento C-terminal completo y todo el dominio ARM menos el
primer motivo armadillo dan cuenta del tamafio minimo de B-catenina susceptible de sufrir
fosforilacion por esta enzima (Bustos et al, 2006). Asimismo, un estudio in vivo de mutaciones
en el dominio C-terminal de -catenina mostr6 que los residuos Ser-191 y Ser-605 son los
sitios de fosforilacion predominantes por la kinasa JNK2 en respuesta a una sefial Wnt en la
linea celular ST2 de estroma derivado de médula 6sea de raton (Wu et al, 2008).

Por lo tanto, hasta ahora los estudios de B-catenina y su relacion con la progresion del
cancer colorrectal se han centrado principalmente en los dominios N-terminal y ARM, pero el
papel del dominio C-terminal atin no se esclarece ni tampoco se conoce si tiene una funcion en
la localizacion subcelular o en la actividad transcripcional de B-catenina.

Esta tesis se enfocara en la busqueda de mutaciones en los exones 12 y 13 del gen de
B-catenina, debido a que en ese ex6n se han descrito dos posibles sitios blanco de fosforilacion
por la proteina kinasa CK2, Ser-605 y Ser-646, ademdas de contener al menos un sitio
importante involucrado en la respuesta a una seiial Wnt, Ser-605, en células ST2 de raton (Wu

et al, 2008).
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3. HIPOTESIS

Considerando los antecedentes anteriores, se propone la siguiente hipdtesis para esta
tesis:

Existen mutaciones en el extremo carboxilo-terminal de f-catenina en tumores

de pacientes con cancer colorrectal

4. OBJETIVOS
Objetivo General:

Realizar un analisis gendmico en biopsias de pacientes con cancer de colon y normales
para detectar la presencia de mutaciones en los exones 12 y 13, correspondiente al extremo

carboxilo-terminal de B-catenina.

Objetivos Especificos:

1. Aislar el DNA genomico, RNA y preparar cDNA desde 18 biopsias de pacientes con cancer
de colon y normales;

2. Amplificar por PCR los exones 12-13 y secuencias aledafias del gen de P-catenina
(CTNNBLI1 en notacion base de datos NCBI) desde el DNA gendémico y el cDNA preparado
de las biopsias;

3. Secuenciar los productos de PCR de la region correspondiente a los exones 12-13 y
secuencias aledanas del gen de 3-catenina de las biopsias;

4. Realizar un analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas, mediante el uso de las
herramientas Clustal W2 y “Blast 2 sequences” (Tatusova et al, 1999); y

5. Correlacionar las mutaciones encontradas en los exones 12-13 del gen de B-catenina con la

progresion tumoral.
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5. MATERIALES Y METODOS
Obtencion de las muestras.

Las biopsias de pacientes con diagnéstico de cancer colorrectal (Tabla 1) provienen del
Banco de Tejidos del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile, evaluadas bajo la asesoria de la Dra. Cristina Fernandez F., Jefe Técnica del Banco.
Estas biopsias se han obtenido siguiendo los protocolos éticos y de preservacion de tejidos
apegados a las normas internacionales, que garantizan la preservacion de tejidos neoplasicos y
no neoplasicos con integridad celular (DNA y proteinas, con posibilidad de recuperar RNA)

para estudios moleculares y genéticos.

Recoleccion de la informacion.

Los tejidos en estudio han sido evaluados por un patélogo que toma muestras
representativas de la neoplasia (extraida quirurgicamente de los pacientes con fines curativos o
paliativos) bajo protocolos que garantizan la integridad del DNA. Se han archivado en un
congelador a -80°C, previa asignacion de un nimero interno que garantiza la confidencialidad
de la informacion. En una base de datos se archiva ademas los consentimientos informados de
los pacientes y la informacion clinica, incluyendo la clasificacion de tumores malignos,
estadio tumoral (TNM), datos epidemiologicos y los marcadores histoldgicos de prondstico de

la muestra (Tabla 1).
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Tabla 1: Biopsias disponibles para el estudio.

Numero interno | Condicion | Estadio tumoral

215A tumoral

215B normal

252A tumoral

252B normal

253A tumoral

259A tumoral pT3NO*
259B normal

326A tumoral pT3NO*
334A tumoral Grupo II**
334B normal

335A tumoral

335B normal

356A tumoral

370A tumoral

394A tumoral

394B normal

425A tumoral pT4NO*
425B normal

*Clasificacion TNM; ** Clasificacion Jass
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Extraccion del DNA a partir de biopsias de colon.

Homogenizacion del tejido. Las muestras de tejido congelado luego de la cirugia se

conservaron a -80°C y desde ese deposito fue seccionado un fragmento del tejido y sumergido
en 1 mL de Trizol reagent (Invitrogen), transportado en Labtop Nalgene cooler jr. y vuelto a
congelar a -80°C. Estos fragmentos se homogenizaron con un homogenizador de vidrio marca
Tri R instruments.

Separacion de fases. Se incubaron las muestras a temperatura ambiente para permitir la

completa disociacion de los complejos nucleo proteicos. Luego se agregd 200 plL de
cloroformo y se agitd los tubos vigorosamente por 15 segundos y se incubaron 2 minutos a
37°C. Las muestras se centrifugaron a 12000 g por 15 minutos a 4°C en una centrifuga
refrigerada Hettich Mikro 22R microcentrifuge y la mezcla se separ6 en una fase inferior
fenolica (roja) y una fase superior cloroférmica que contiene el RNA.

Precipitacién del DNA. Se transfirio la fase acuosa a un tubo limpio para la extraccion de

RNA y se guardo la fase organica para aislamiento de DNA. Se removi6 la fase acuosa sobre
la interfase, se agregd 300 pL de etanol 100%, se mezcld la muestra por inversion. Luego se
dej6 incubando las muestras a temperatura ambiente por 3 minutos y se centrifugaron a 2000x
g por 5 minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada Hettich Mikro 22R microcentrifuge.

Lavado del DNA. Se removio el sobrenadante de fenol-etanol se lavd el sedimento dos veces

con 1 mL de una solucion de citrato de sodio 0,1 M en etanol 10%, se dejo incubando el
sedimento con agitacion periddica en la solucion por 30 minutos a temperatura ambiente al
cabo de los cuales se centrifugd a 2000g por 5 minutos a 4°C. Se resuspendi6 el DNA en
etanol 75% y se mantuvo en él durante 20 minutos a temperatura ambiente luego se
centrifugd a 2000 g por 5 minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada Hettich Mikro 22R

microcentrifuge.
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Redisolucion del DNA. Se secd el DNA por 15 minutos a temperatura ambiente en un tubo

abierto y luego se disolvié en NaOH 8mM. El pH de la solucion se ajustdo con HEPES.

Cuantificacion del DNA. La cuantificacion del DNA se llevd a cabo con el kit comercial

Quant-iT dsDNA BR Assay Kit en el fluorimetro Qubit de Invitrogen.

Evaluacién de la integridad del DNA. La integridad del DNA se evalu6 por un gel de agarosa

al 1% en buffer TBE (Tris, acido bérico, EDTA 0,5 M pH 8.0) con bromuro de etidio. Se
utilizé tampon de carga Fermentas en relacion 1:6 con respecto al volumen de la muestra y 5
puL de marcador de tamafio molecular DNA del fago A digerido con la enzima de restriccion
Hind III de Invitrogen. El gel se corrié aproximadamente 30 minutos a 100 volt en tampon de
corrida TBE 1X y el DNA se observo por exposicion del gel sobre el transiluminador UV

Vilber-Lourmat.

Extraccion del RNA a partir de biopsias de colon.

Precipitacién del RNA. Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo limpio y se guard6 la fase

organica para aislamiento de DNA. Se agreg6 500 puL de alcohol isopropilico, se incubaron las
muestras a -20°C por una hora minimo, se centrifugaron las muestras a 12000 g por 10
minutos a 4°C en una centrifuga refrigerada Hettich Mikro 22R microcentrifuge.

Lavado del RNA. Se removi6 el sobrenadante, se lavé el pellet de RNA una vez conl mL de

etanol 75%, se mezcld por vortex y se centrifugd a 7500 g por 5 minutos a 4°C en una
centrifuga refrigerada Hettich Mikro 22R microcentrifuge.

Redisolucién del RNA. Se sec6 el sedimento de RNA a temperatura ambiente con el tubo

abierto y se disolvid en agua tratada con DEPC. Se almacen¢ a -80°C.
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Cuantificacion del RNA. Se cuantificd la concentracion con el kit Quant-iT RNA BR Assay

Kit de Invitrogen en el fluorimetro Qubit.

Electroforesis en gel de agarosa conteniendo formaldehido. Para analizar la integridad del

RNA se prepard un gel de agarosa al 1% en 36,1 mL de agua DEPC con tampén SmL MOPS
10X (MOPS, acetato de sodio, EDTA) conteniendo 8,9 mL de formaldehido al 37%. Se
utiliz6 tampon de carga (40 uL de MOPS 10X, 75 pL de formaldehido al 37%, 200 uL de
formamida 45,04 g/mol, 60 puL de Dye, 25 pL. de bromuro de etidio 0,5ug/mL) en relacion 1:6
respecto al volumen de la muestra. El buffer de corrida fue MOPS 1X con agua DEPC.
Posteriormente se evalud la integridad del RNA observando el gel por exposicion a luz UV en
transiluminador Vilber-Lourmat.

Sintesis del cDNA. El cDNA de las biopsias se obtuvo mediante el método de transcripcion

reversa. Para la denaturacion del RNA, 3ug de RNA en 25 pL de agua DEPC se incubaron
con 1,5 uLL de random primer en concentracion 1 pg/ul. a 70°C por 5 minutos en un volumen
de 17 pL. Posteriormente se colocaron los tubos en hielo y se agregaron 5 puL de buffer 5X,
1,25 pL de dNTPs 10mM , 0,63 pL de inhibidor de RNAasa 40 U/uL y 1 pL de enzima RT
(M-MLV) 200 U/uL (Invitrogen) y entonces los tubos se incubaron a 37°C por 60 minutos y

luego 10 minutos a 90°C.

Amplificacion por PCR de los exones 12 y 13 del gen de B-catenina.

Desde DNA genémico extraido de biopsias de colon. La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizé como templados el DNA gendmico de biopsias de colon y partidores gen
especifico que amplificaban los exones 12 y 13, ademads de la secuencias aledafias. El tamafio

del producto de PCR es de 580 pares de bases y el total de residuos incluidos en esta secuencia
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es de 90 aminoacidos (Figura 3). Este segmento abarca la secuencia aminoacidica desde Leu-
602 hasta Glu-692, lo que incluye las serinas 605 y 646, posibles blancos de fosforilacion por

la proteina kinasa CK2 y, en el caso de Ser-605, sustrato de la enzima JNK2 (Wu et al, 2008).

A

AATATTATTTACTACAGTGTGAATGCCTCTTGCACTCTGAATTGGGAATGTTTGCACCACAGTGGGGGGCTTGCCA
TGTTTTAGCTTTAGATTTAATTAGGTTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCTGCTTTATTCTCCCATTGAAAACATCC
AAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAACTTGCTCAGGACAAGGAAGCTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGC
CACAGCTCCTCTGACAGAGTTACTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGGTAAGTAAAAAGGAACCAAAGCCTTTAGC

AGATGTGTACATTGAAGTCTCAGTTTTTCCTCAAGGGCCTTTTTCTCCTTGTCTCTTAG
GTAGGGAAATGTGAGCAGTTATTTATCTGGTAGTTTCCTAGAGCAGG

TATGGCAGCTTGTTCTTTCCTCTCAAAACACTTAGTACACATTCATTTGCATTGATGTTTCCCTGGCTTGAGTATT
TCTTCTTTATGCTGTCTAGCAACTGCTCTGAGGAAGAACTATAATACAAGCTTTAAAGAGTCTGTTCAGAATCATT
ACAAATAAGTTGTGTTATTTAAAATTATAATTCATA

Exén 12

Ex6n 13
B

Partidor sentido  5’-CCTCTTGCACTCTGAATTGG-3’
Partidor antisentido 5’-ACTCAAGCCAGGGAAACATC-3’

Figura 3. Secuencia analizada del gen de B-catenina (CTNNBL). La parte A de la figura representa parte del gen
CTNNBL1 que incluye los exones 12 y 13. En amarillo se destaca la secuencia a la cual estaban dirigidos los
partidores utilizados en la amplificacion, en celeste la secuencia del exén 12 y en rosado la secuencia del exon
13, en rojo los codones que codifican las serinas 605 y 646. En B se indican las secuencias de los partidores.

La amplificacion se realiz6 mediante el protocolo de PCR Platinum® Taq DNA
Polymerase High Fidelity (11304-011, Invitrogen), utilizando un volumen final de reaccion de
50ul conteniendo 5 ul de Buffer PCR 10x High Fidelity, 0,6 ul de la mezcla de dNTP 10 mM,
1 ul de MgSO4 50 mM, 1,5 pl del mix de primers , 0,4 pl de Platinum® Taq High Fidelity y
aproximadamente 60 ng de templado. El programa de PCR utilizado para amplificar los
exones 12 y 13 de B-catenina fue el siguiente: 5 minutos a 94° C (denaturacion) , seguido de
42 ciclos de : 1 minuto a 94°C , 45 segundos a 63°C (apareamiento), 50 segundos a 68°C

(extension) y finalmente 1 ciclo de 5 minutos a 68°C (extension final).
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Desde cDNA preparado de RNA extraido de biopsias de colon. Las serinas 605 y 646

también fueron analizadas con partidores gen-especifico que amplificaban el exon 12 de B-
catenina. El tamafio del producto de PCR es de 360 pb (Figura 4). Esta amplificacion se
realiz6 mediante el protocolo de PCR Platinum® Tagq DNA Polymerase High Fidelity (11304-
011, Invitrogen), utilizando un volumen final de reaccion de 50ul conteniendo 5 ul de Buffer
PCR 10x High Fidelity, 0,6 pl de la mezcla de dNTP 10 mM, 1 pl de MgSO4 50 mM, 1,5 pl
del mix de primers, 0,4 pl de Platinum® Taqg High Fidelity y aproximadamente 60 ng de

templado. Se utiliz6 el mismo programa de PCR con el que se amplificé el DNA gendmico.

A

GAAGGTTGTACCGGAGCCCTTCACATCCTAGCTCGGGATGTTCACAACCGAATTGTTATCAGAGGACTAAATACCA
TTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTTATTCTCCCATTGAAAACATCCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAACT
TGCTCAGGACAAGGAAGCTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCACAGCTCCTCTGACAGAGTTACTTCACTCT
AGGAATGAAGGTGTGGCGACATATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGAGGACAAGCCACAAGATTACAAGA
AACGGCTTTCAGTTGAGCTGACCAGCTCTCTCTTCAGAACAGAGCCAATGGCTTGG

Exo6n 12
B

Partidor sentido 5- GAAGGTTGTACCGGAGCCCT-3’
Partidor antisentido 5'-CCAAGCCATTGGCTCTGTTC-3’

Figura 4. Secuencia analizada del cDNA del gen de B-catenina (CTNNBL). La parte A de la figura representa
parte del cDNA que incluye el exén 12 (celeste). En amarillo se destaca la secuencia a la cual estaban dirigidos
los partidores utilizados en la amplificacion y en rojo los codones que codifican las serinas 605 y 646. En B se
indican las secuencias de los partidores.
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Secuenciacion y analisis bioinformatico.

Los productos de PCR sin purificar fueron enviados para su secuenciacion a la empresa
biotecnoldgica Macrogen (Seoul, Korea). Para la secuenciacion, esta empresa utiliza un
secuenciador capilar 3730xI DNA (Applied Biosystem, Foster city, USA). Los resultados,
graficados como electroforetogramas, fueron analizados visualmente utilizando el programa
Chromas Lite 2.01 para evaluar la calidad de la secuenciacion y para detectar posibles
mutaciones heterocigotos. Las secuencias obtenidas se compararon con la secuencia normal
del gen (NCBI). Esta comparacion se realizé utilizando las herramientas bioinformaticas
“Blast 2 sequences” disponible en la pagina web

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/bl2seq/wblast2.cgi y la herramienta clustal W, disponible en la

pagina web http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html.
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6. RESULTADOS.
Extraccion de DNA genomico a partir de las biopsias de colon.

Se extrajo DNA gendmico a partir de las 18 biopsias de colon, luego se procedio a
cuantificarlo (Tabla 2) y evaluar su integridad (Figura 5) como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos.

Tabla 2: Cuantificacion de DNA gendémico.

Numero interno | DNA (ng/uL)
215A 3,1
215B 4,9
252A 56,0
252B 23,1
253A 4,31
259A 72,6
259B 3,6
326A 29,3
334A 2,3
334B 3,7
335A 12,6
335B 3,1
356A 8,2
370A 6,6
394A 36,4
394B 5,8
425A 4,7
425B 31,9
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En la figura 5 se muestra un ejemplo representativo de la integridad del DNA
gendmico obtenido a partir de las biopsias de colon. Como se observa, las muestras analizadas
en los carriles 1 y 2 presentan un DNA de alto peso molecular, integro, no se observan
contaminaciones ni degradaciéon del mismo, segin se puede comparar con el estandar de

tamafio molecular DNA del fago A digerido por la enzima de restriccion Hind III (carril 3).

<« 23130

e ] 4_ 9416
<+ 4557
< 46

Figura 5. Electroforesis de DNA gendémico de biopsias de colon. La figura muestra dos DNAs gendmicos
analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Los carriles 1 y 2 muestran distintas biopsias de colon,
el carril 3 corresponde a 250 ng del estandar de tamafio molecular del DNA del fago lambda digerido con la
enzima de restriccion Hind III. Las flechas indican el tamafio molecular de los fragmentos del estandar de tamafio
molecular.

Extraccion de RNA a partir de las biopsias de colon.

Con el objetivo de confirmar los resultados que se encontraran en el DNA gendmico
se extrajo RNA a partir de las biopsias de colon para producir cDNA. Se procedio a
cuantificarlo (Tabla 3) y evaluar integridad (Figura 6) como se describe en la seccion de

Materiales y Métodos.
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Tabla 3: Cuantificacion de RNA.

Numero interno RNA (ng/uL)
C252A 874
C252B 805
C259A 552
C259B 470
C334A 116
C334B 360
C335A 440
C335B 473
C425A 159
C425B 470

En la evaluacion de la integridad del RNA obtenido a partir de las biopsias de colon
por electroforesis en agarosa conteniendo formaldehido (Figura 6) se observd normalmente
dos bandas correspondientes a RNA ribosomal de tamafnos 18S y 28S, aunque en algunos

casos se observo degradacion de RNA como se puede observar en el carril 2 de la Figura 6.

28S
18S

Figura 6. Analisis mediante electroforesis de RNA total extraido de biopsias de colon. Los RNAs totales fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1% conteniendo formaldehido. Los carriles 1, 2 y 3
corresponden a RNA ribosomal de distintas biopsias. Las flechas indican RNA ribosomal 18S y 28S.
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Amplificacion de los exones 12 y 13 del gen de B-catenina por PCR a partir de DNA
genomico de las biopsias de colon.

En la amplificacion de los exones 12 y 13 del gen de B-catenina se utiliz6 DNA
gendmico a partir de las biopsias de colon, segun el procedimiento detallado en la seccion de
Materiales y Métodos. En la figura 7 se presenta una electroforesis en gel de agarosa de la
amplificacion por PCR. En estas condiciones de reaccion se obtiene una banda tnica de 580

pb que corresponde al tamafio esperado.

335A 335B 425A 425B  252A 252B 259A

W O S M s e e« S80pDb

Figura 7. Amplificacién por PCR de los exones 12 y 13 de B-catenina a partir de DNA gendmico. La figura
muestra los productos de amplificacion por PCR obtenidos a partir de 7 muestras diferentes y analizados por
electroforesis en un gel de agarosa al 1%. En cada carril se indica el nimero de identificacion de la biopsia. La
flecha indica el tamafio molecular del producto de PCR.

Analisis de electroforetogramas de la secuenciacion de los exones 12 y 13 de B-catenina a
partir de DNA genémico.

Los productos de PCR fueron secuenciados como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos. Los resultados, graficados como electroforetogramas, fueron analizados
utilizando el programa Chromas Lite 2.01. En la figura 8 se muestra un electroforetograma
donde cada color representa una base nucleotidica. En la parte superior de cada
electroforetograma se muestra la secuencia deducida por el programa. En los casos en que se
detectd una insercion o mutacion en la secuencia de una hebra (se indica con un circulo en la

figura). En todos los casos se realizo la secuenciacion de la hebra sentido y antisentido.

29



ty | A - _ .Irll_

il -_lll | .||; | m bt a1 M

|

RIATLIATATA L Al I W
I'. |r||| | | 1RIRt! I T H A R'RIR
AACARRARNANARANAAR {L| L INRARSARARRARINRA ’J BABARNAYAY

Figura 8. Electroforetogramas de la secuenciacion de los exones 12 y 13 de B-catenina. En la parte A de la
figura se observa el electroforetograma de la hebra sentido y en B el electroforetograma de la hebra antisentido.
En un circulo rojo se presenta la serina 605 en la hebra sentido (A) y en la hebra antisentido (B) del producto de
PCR de la biopsia G425A. Existe identidad entre ambas hebras.

En el andlisis de los codones codificantes para las serinas 605 y 646, no se hallaron
mutaciones. Esto se demostrd por la identidad observada entre la secuenciacion de la hebra
sentido y antisentido del producto de PCR obtenido del DNA gendémico de biopsias de colon,
secuencias obtenidas de tejidos normales y tumorales y la secuencia del gen obtenida de la
base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information, USA).

En muchas de las secuencias analizadas, como se muestra en la figura 9, se observaron
problemas en la secuenciacion de la hebra sentido. Estos problemas incluyen la sobreposicion

de varios picos correspondientes a dos o tres nucleotidos distintos en parte o la totalidad de la
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secuencia. De hecho, en muchos casos la secuencia obtenida a partir de la hebra sentido se
diferenciaba de la secuencia del gen obtenida de la base de datos del NCBI. En cambio, la
secuencia de la hebra antisentido siempre se observo limpia y concordaba perfectamente con
la secuencia del gen obtenida de la base de datos del NCBI. Esto sugiere que en la
secuenciacion de la hebra sentido hubo problemas técnicos que hacian dificil y poco creible el
analisis. Por lo tanto, se privilegio el andlisis de los resultados de la hebra antisentido de cada

biopsia.
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Figura 9. Validacion de la secuencia por comparacion entre hebras sentido y antisentido. En A se muestra la
secuencia de la hebra sentido donde se observa la insercion de una citosina en la posicion 71 y la transicion de
una timina por una citosina en la posiciéon 76. En B se muestra la secuencia de la hebra antisentido donde estos
cambios no se presentan.

Como se menciond anteriormente, se decidid analizar las secuencias de las hebras

antisentido por ser secuencias limpias. Al comparar las secuencias obtenidas en la hebra
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antisentido con la secuencias de referencia (NCBI) se comprobo la identidad completa en la
mayoria de los casos. Solo se detectaron dos discrepancias que correspondieron a artefactos

técnicos producidos en la secuenciacion, los que se destacan con un circulo rojo en la Figura

10.
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Figura 10. Analisis de hebras antisentido. En A se muestra la secuencia de la hebra antisentido de la biopsia
G252B donde se observa una N en la posicion 78. En B se muestra la secuencia de la hebra antisentido de la

biopsia G335A donde se observa un pico extraio de timina que se sobrelapa con varios nucledtidos generando
una secuencia anémala.
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Analisis por alineamiento de las secuencias de los exones 12 y 13 del gen de B-catenina a
partir de DNA genomico.

Las secuencias obtenidas para cada biopsia se compararon entre ellas y con la
secuencia del gen en la base de datos NCBI mediante la utilizacion del programa ClustalW

obtenido de internet, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos (Figura 11).

090616-R1_MO6_G252A-catafrw.ab TTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCT-GCTTTATTCTCCCATTGAAAACAT 49
090616-R1_006_G252B-catafrw.ab TTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCT-GNTTTATTCTCCCATTGAAAACAT 49
090616-R1_107_G259A-catafrw.ab TTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCT-GCTTTATTCTCCCATTGAAAACAT 49
090616-10_N09_G335A-catafrw.ab TTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCT-GCTTTATTCTCCCATTGAAAACAT 49
090616-10_J11_G425B-catafrw.ab TTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCT-GCTTTATTCTCCCATTGAAAACAT 49
090616-10_F11_G425A-catafrw.ab TTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCTCGCTTCATTCTCCCATTGAAAACAT 50

* k%

Figura 11. Alineamiento multiple de las secuencias de exones 12 y 13 del gen de P-catenina. Se muestra un
ejemplo del alineamiento de las secuencias de las hebras sentido amplificadas a partir de DNA gendmico de
distintas biopsias. Se observa una insercion de una citosina en la secuencia de la biopsia numero G 425 A y la
transicion de una timina por una citosina. La N que se destaca en la secuencia de la hebra sentido de la biopsia

G252B corresponde a un error de la secuenciacion que no pudo identificar la base correspondiente.

Posteriormente, con el fin de corroborar si las mutaciones encontradas eran reales o no,
se procedio a hacer tres comparaciones:

a. entre la secuencia del gen de la base de datos del NCBI y la secuencia de la hebra sentido de
la biopsia (Figura 12 A);

b. entre la secuencia de la hebra sentido y la secuencia de la hebra antisentido de la misma
biopsia (Figura 12 B); y

c. finalmente, entre la secuencia de la hebra antisentido de la biopsia y la secuencia del gen en

la base de datos NCBI (Figura 12 C).

Con este tipo de comparacion, pudo comprobarse que las mutaciones encontradas en la
hebra sentido no eran reales, puesto que el alineamiento con su correspondiente hebra

antisentido no mostraba concordancia.

33



A

Templado
090616-10_F11 G425A-catafrw.ab

B

090616-10_F11 G425A-catafrw.ab
Inversa

GTTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCT-GCTTTATTCTCCCATTGAAAACA 149
-TTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCTCGCTTCATTCTCCCATTGAAAACA 49

TTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCTCGCTTCATTCTCCCATTGAAAACAT 50
TTTTGTTTGTGTTTTCTCCTTAGCT-GCTTTATTCTCCCATTGAAAACAT 49

C
Templado TTAGCTGCTTTATTCTCCCATTGAAAACATCCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGA 180
Inversa TTAGCTGCTTTATTCTCCCATTGAAAACATCCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGA 79

Figura 12. Validacién de la secuencia por comparacion con la secuencia de la base de datos del NCBI. En A se
observa una insercién de una citosina y una transicion de una timina a una citosina en la secuencia de la hebra
sentido de la biopsia G425A. En B se observa que en la secuencia de la hebra antisentido (inversa), no hay ni
insercion de citosina ni cambio de timina por citosina. En C se muestra la identidad completa entre la secuencia

de la hebra antisentido de la biopsia G425A y la secuencia del gen obtenida de la base de datos.

Finalmente, se realizd un andlisis comparativo de todas las hebras antisentido de las
biopsias entre si y también con la secuencia de la base de datos del NCBI (Figura 13). Se

obtuvo casi un 100% de concordancia entre las secuencias, excepto por dos errores que

pudieron ser explicados por sus correspondientes electroforetogramas (ver Figura 10).

Por lo tanto, con este tipo de analisis no se encontraron mutaciones en las secuencias

de DNA genomico de las biopsias estudiadas.
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CCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAACTTGCTCAGGACAAGGAAG
CCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAACTTGCTCAGGACAAGGAAG
CCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAACTTGCTCAGGACAAGGAAG
CCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAACTTGCTCAGGACAAGGAAG
CCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAACTTGCTCAGGACAAGGAAG
CCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAACTTGCTCAGGACAAGGAAG
CCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAACTTGCTCAGGACAAGGAAG

CTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCACAGCTCCTCTGACAGAGTTA
CTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCACAGCTCCTCTGACAGAGTTA
CTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCACAGCTCCTCTGACAGAGTTA
CTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCACAGCTCCTCTGACAGAGTTA
CTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCACAGCTCCTCTGACAGAGTTA
CTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCACAGCTCCTCTGACAGAGTTA
CTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCACAGCTCCTCTGACAGAGTTA

CTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGGTAAGTAAAAAGGAACCAAAGCCTT
CTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGGTAAGTAAAAAGGAACCAAAGCCTT
CTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGGTAAGTAAAAAGGAACCAAAGCCTT
CTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGGTAAGTAAAAAGGAACCAAAGCCTT
CTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGGTAAGTAAAAAGGAACCAAAGCCTT
CTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGGTAAGTAAAAAGGAACCAAAGCCTT
CTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGGTAAGTAAAAAGGAACCAAAGCCTT

TAGCAGATGTGTACATTGAAGTCTCAGTTTTTCCTCAAGGGCCTTTTTCT
TAGCAGATGTGTACATTGAAGTCTCAGTTTTTCCTCAAGGGCCTTTTTCT
TAGCAGATGTGTACATTGAAGTCTCAGTTTTTCCTCAAGGGCCTTTTTCT
TAGCAGATGTGTACATTGAAGTCTCAGTTTTTCCTCAAGGGCCTTTTTCT
TAGCAGATGTGTACATTGAAGTCTCAGTTTTTCCTCAAGGGCCTTTTTCT
TAGCAGATGTGTACATTGAAGTCTCAGTTTTTCCTCAAGGGCCTTTTTCT
TAGCAGATGTGTACATTGAAGTCTCAGTTTTTCCTCAAGGGCCTTTTTCT

CCTTGTCTCTTAGCGACATATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGA
CCTTGTCTCTTAGCGACATATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGA
CCTTGTCTCTTAGCGACATATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGA
CCTTGTCTCTTAGCGACATATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGA
CCTTGTCTCTTAGCGACATATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGA
CCTTGTCTCTTAGCGACATATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGA
CCTTGTCTCTTAGCGACATATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGA

GGACAAGCCACAAGATTACAAGAAACGGCTTTCAGTTGAGCTGACCAGCT
GGACAAGCCACAAGATTACAAGAAACGGCTTTCAGTTGAGCTGACCAGCT
GGACAAGCCACAAGATTACAAGAAACGGCTTTCAGTTGAGCTGACCAGCT
GGACAAGCCACAAGATTACAAGAAACGGCTTTCAGTTGAGCTGACCAGCT
GGACAAGCCACAAGATTACAAGAAACGGCTTTCAGTTGAGCTGACCAGCT
GGACAAGCCACAAGATTACAAGAAACGGCTTTCAGTTGAGCTGACCAGCT
GGACAAGCCACAAGATTACAAGAAACGGCTTTCAGTTGAGCTGACCAGCT

CTCTCTTCAGAACAGAGCCAATGGCTTGGAATGAGGTAGGGAAATGTGA-
CTCTCTTCAGAACAGAGCCAATGGCTTGGAATGAGGTAGGGAAATGTGA-
CTCTCTTCAGAACAGAGCCAATGGCTTGGAATGAGGTAGGGAAATGTNA-
CTCTCTTCAGAACAGAGCCAATGGCTTGGAATGAGGTAGGGAAATGTGA-
CTCTCTTCAGAACAGAGCCAATGGCTTGGAATGAGGTAGGGAAATGTGA-
CTCTCTTCAGAACAGAGCCAATGGCTTGGAATGAGGTAGGGAAATGTGA-
CTCTCTTCAGAACAGAGCCAATGGCTTGGAATGAGGTAGGGAAATGTGAA
*

GCAGTTATTTATCTGGTAGTTTCCTAGAGCAGGTATGGCAGCTTGTTCTT
GCAGTTATTTATCTGGTAGTTTCCTAGAGCAGGTATGGCAGCTTGTTCTT
GCAGTTATTTATCTGGTAGTTTCCTAGAGCAGGTATGGCAGCTTGTTCTT
GCAGTTATTTATCTGGTAGTTTCCTAGAGCAGGTATGGCAGCTTGTTCTT
GCAGTTATTTATCTGGTAGTTTCCTAGAGCAGGTATGGCAGCTTGTTCTT
GCAGTTATTTATCTGGTAGTTTCCTAGAGCAGGTATGGCAGCTTGTTCTT
GCAGTTATTTATCTGGTAGTTTCCTAGAGCAGGTATGGCAGCTTGTTCTT

Figura 13. Alineamiento multiple de las secuencias de exones 12 y 13 del gen de [-catenina. Se muestra el
alineamiento de las secuencias de las hebras antisentido (inversas), con la secuencia del gen de la base de datos
NCBI (templado genémico). La N que se destaca en la secuencia de la hebra sentido de la biopsia G252B
corresponde a un error de la secuenciacion que no pudo identificar la base correspondiente. La insercion de una
adenina en la secuencia de la hebra G335A corresponde a un error de la secuenciaciéon comprobado en el
electroforetograma.
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Amplificacion del exon 12 del gen de p-catenina por PCR a partir de cDNA de las
biopsias de colon.

En la amplificacion del cDNA del exén 12 del gen de B-catenina se utilizd6 RNA total
de las biopsias de colon, extraido, cuantificado y evaluado en su integridad segiin se describe
en la seccion de Materiales y Métodos. En la figura 14 se muestra una electroforesis en gel de

agarosa al 1%, donde se observa una banda de 360pb correspondiente al amplificado esperado.

335A  335B 425B 252A 259A  259B

-—— -— <+— 360pb

Figura 14. Amplificacion por PCR del exén 12 del gen de B-catenina a partir de cDNA. Productos de
amplificacion por PCR obtenidos a partir de 6 muestras diferentes y analizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 1%. Sobre cada carril se indica el nimero de identificacion de la biopsia. La flecha indica el tamafio
molecular del producto de PCR.

Analisis de electroforetogramas de secuenciacion del exén 12 del gen de p-catenina a
partir de cDNA.

Los productos de PCR fueron enviados para su secuenciaciéon a la empresa
biotecnoldgica Macrogen (Seoul, Korea) como se describe en la secciéon de Materiales y
Meétodos. Los resultados, graficados como electroforetogramas, fueron analizados utilizando el
programa Chromas Lite 2.01.

Se procedié a buscar mutaciones utilizando el mismo procedimiento anterior para
DNA genomico. Los electroforetogramas del exén 12 amplificado desde las biopsias fueron
analizados y se comprobd que no existian mutaciones donde se encuentran las serinas 605
(Figura 15) y 646. Tal como se describi6 anteriormente, cuando se detectaron discrepancias

entre las secuencias de las hebras sentido de los productos de PCR de cada biopsia y la
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secuencia del gen obtenida de la base de datos del NCBI se procedid a comparar las
secuencias de las hebras antisentido y sentido de la biopsia entre si, asi como la secuencia del

gen obtenido de la base de datos del NCBI y la secuencia de la hebra antisentido (Figura 16).

| ,'!i-ll II,!|\I|:I , '\l'ﬁl - d fo
A

Figura 15. Electroforetogramas de la secuenciacion del exon 12 de B-catenina. En la parte A de la figura se
observa el electroforetograma de la hebra sentido y en B el electroforetograma de la hebra antisentido. En un
circulo rojo se presenta la serina 605 en la hebra sentido (A) y en la hebra antisentido (B) del producto de PCR de
la biopsia C252A. Existe identidad entre ambas hebras.
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Figura 16. Validacion de la secuencia por comparacion entre hebras sentido y antisentido. En A se muestra la
biopsia C252A en su hebra sentido donde se observa la transversion de una adenina por una timina en la posicion
50. En B se muestra la hebra antisentido de la misma biopsia donde no se presenta este cambio de base
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Analisis por alineamiento de las secuencias del exon 12 del gen de B-catenina a partir de

cDNA.

Las secuencias obtenidas para cada biopsia se compararon entre ellas y con la
secuencia del cDNA en la base de datos NCBI mediante la utilizacion de un programa
ClustalW obtenido de internet, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos.

En la figura 17 se muestra un ejemplo de validacion de la secuencia de cada hebra

del producto de PCR, con el mismo procedimiento utilizado para el DNA gendmico.

A

Templado TTGTTATCAGAGGACTAAATACCATTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTTATTCTCCCATTG 112

ERLEEER R et P e e e el
C252 A fw  TTGTTATCAGAGGACTAAATACCTTTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTTATTCTCCCATTG 60

B

C252A-frw. AGAGGACTAAATACCTTTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTTATTCTCCCAT 58

Inversa AGAGGACTAAATACCATTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTTATTCTCCCAT 100
templado AGAGGACTAAATACCATTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTTATTCTCCCATTGAAAACATC 120
Inversa AGAGGACTAAATACCATTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTTATTCTCCCATTGAAAACATC 110

Figura 17. Validacién de la secuencia por comparacion con la secuencia de la base de datos del NCBI. En A se
observa la transversion de una adenina por una timina en la secuencia de la hebra sentido de la biopsia C252A.
En B se observa que no existe esta transversion en la secuencia de la hebra antisentido de la biopsia. En C se
comprueba la identidad entre la secuencia de la hebra antisentido de la biopsia y la secuencia del gen obtenida de
la base de datos del NCBI.

Como se expuso anteriormente, se optd por considerar las hebras antisentido para la
comparacion, debido a la superior calidad de su secuenciacion. En la figura 18 se expone el
alineamiento de todas las secuencias de las hebras antisentido de las biopsias con la secuencia

de la base de datos del NCBI.

39



Es asi como, con este tipo de analisis no se encontraron mutaciones en las secuencias

del cDNA de las biopsias estudiadas.

Inversa_C425B-cdnabrev AATTGTTATCAGAGGACTAAATACCATTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTT
_Inversa_C335A-cdnabrev AATTGTTATCAGAGGACTAAATACCATTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTT
_Inversa_C259B-cdnabrev AATTGTTATCAGAGGACTAAATACCATTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTT
_Inversa_C259A-cdnabrev AATTGTTATCAGAGGACTAAATACCATTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTT
_Inversa_de_C252A-cdnabrev AATTGTTATCAGAGGACTAAATACCATTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTT
_Templado_cDNA AATTGTTATCAGAGGACTAAATACCATTCCATTGTTTGTGCAGCTGCTTT
_Inversa_C425B-cdnabrev ATTCTCCCATTGAAAACATCCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAA
_Inversa_C335A-cdnabrev ATTCTCCCATTGAAAACATCCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAA
_Inversa_C259B-cdnabrev ATTCTCCCATTGAAAACATCCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAA
_Inversa_C259A-cdnabrev ATTCTCCCATTGAAAACATCCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAA
_Inversa_de_C252A-cdnabrev ATTCTCCCATTGAAAACATCCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAA
_Templado_cDNA ATTCTCCCATTGAAAACATCCAAAGAGTAGCTGCAGGGGTCCTCTGTGAA
_Inversa_C425B-cdnabrev CTTGCTCAGGACAAGGAAGCTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCAC
_Inversa_C335A-cdnabrev CTTGCTCAGGACAAGGAAGCTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCAC
_Inversa_C259B-cdnabrev CTTGCTCAGGACAAGGAAGCTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCAC
_Inversa_C259A-cdnabrev CTTGCTCAGGACAAGGAAGCTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCAC
_Inversa_de_C252A-cdnabrev CTTGCTCAGGACAAGGAAGCTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCAC
_Templado_cDNA CTTGCTCAGGACAAGGAAGCTGCAGAAGCTATTGAAGCTGAGGGAGCCAC
_Inversa_C425B-cdnabrev AGCTCCTCTGACAGAGTTACTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGCGACAT
_Inversa_C335A-cdnabrev AGCTCCTCTGACAGAGTTACTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGCGACAT
_Inversa_C259B-cdnabrev AGCTCCTCTGACAGAGTTACTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGCGACAT
_Inversa_C259A-cdnabrev AGCTCCTCTGACAGAGTTACTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGCGACAT
_Inversa_de_C252A-cdnabrev AGCTCCTCTGACAGAGTTACTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGCGACAT
_Templado_cDNA AGCTCCTCTGACAGAGTTACTTCACTCTAGGAATGAAGGTGTGGCGACAT
_Inversa_C425B-cdnabrev ATGCAGCNGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGAGGACAAGCCACAAGATTAC
_Inversa_C335A-cdnabrev ATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGAGGACAAGCCACAAGATTAC
_Inversa_C259B-cdnabrev ATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGAGGACAAGCCACAAGATTAC
_Inversa_C259A-cdnabrev ATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGAGGACAAGCCACAAGATTAC
_Inversa_de_C252A-cdnabrev ATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGAGGACAAGCCACAAGATTAC
_Templado_cDNA ATGCAGCTGCTGTTTTGTTCCGAATGTCTGAGGACAAGCCACAAGATTAC

Figura 18. Alineamiento multiple de las secuencias del exon 12 del gen de B-catenina. Se muestra el
alineamiento de las secuencias de las hebras antisentido (inversas) del cDNA amplificado de las biopsias, con la
secuencia del exén 12 de la base de datos NCBI. La N que se destaca en la secuencia de la hebra sentido de la
biopsia G252B corresponde a un error de la secuenciacion como se explico anteriormente en el analisis de los
electroforetogramas del DNA gendmico.
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7. DISCUSION.

En general, la busqueda de mutaciones en genes involucrados en la via Wnt-candnica
se desarrolla con la posibilidad de encontrar una herramienta de diagnostico del cancer de
colon, u otros donde la ruta participe, ademds de su utilizacion como blanco de nuevas drogas
o complemento a los tratamientos ya existentes.

Los tratamientos convencionales del cancer de colon raramente consideran las
propiedades bioldgicas asociadas con las mutaciones principalmente porque hay poca
informacion sobre la influencia de estos cambios del DNA en la historia natural de la
respuesta a tratamientos particulares (Souglakos et al, 2009). Sin embargo, los tumores
colorrectales son tipicamente accesibles para su caracterizacion molecular y también la
localizacién de mutaciones en exones especificos (Souglakos et al, 2009).

Existen estudios que permiten suponer que una mutacion puede servir como marcador
pronodstico. Al respecto, ciertas lesiones moleculares en un tumor primario de céancer
colorrectal pueden ser marcadores de mejoria clinica (Souglakos et al, 2009). Por ejemplo, se
sabe que mutaciones en los exones 9 y 20 del oncogen PIK3CA estan asociadas con una
reducida sobrevivencia libre de recaidas en pacientes con estadio I1 6 III (Kato et al, 2007).

En el caso particular de B-catenina, la mayoria de las mutaciones descritas en la
literatura se localizan en la region N-terminal, donde se encuentran los residuos de
serina/treonina que son blanco de fosforilacion por GSK3p (Polakis, 2000). Sin embargo, en
la region C-terminal no se han descrito mutaciones, por lo que la busqueda de alguna nos
sugirio inicialmente un aporte interesante al conocimiento de la progresion maligna del cancer
de colon. Ademas, muy recientemente se ha descrito un hallazgo que motivé aun mas nuestro
estudio, donde se mostré que in vivo las serinas 191 y 605 son sitios de fosforilacion por la

kinasa JNK2 en respuesta a una sefial Wnt (Wu et al, 2008).
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Cambios en el desarrollo de la investigacion

De acuerdo a los datos recién mencionados, en un principio se propuso analizar los
exones 12 y 13 de B-catenina amplificados por PCR de DNA gendémico extraido desde
biopsias de colon fijadas en formalina tamponada e incluidas en parafina. Durante los
primeros meses de la investigacion se busco estandarizar la extraccion del DNA y el protocolo
de PCR para realizar los objetivos perseguidos. Sin embargo, a pesar del mucho tiempo
invertido, este tipo de muestras no poseia las caracteristicas necesarias para realizar lo que se
habia propuesto.

Es asi como luego de multiples esfuerzos se llegd a la conclusion de que el tratamiento
a que estas muestras habian sido expuestas llevaba a degradacion del DNA gendmico, en
consecuencia no seria posible amplificar a partir de ellas el producto de PCR buscado.

En las circunstancias anteriores, surgio la posibilidad de cambiar el tipo de muestras a
estudiar, ya que afortunadamente en el Banco de tejidos del Servicio de Anatomia Patologica
del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, se disponia de muestras de tejido congelado.
Entonces se procedio a trabajar a partir de muestras de tejido congelado, lo que permitia
ademas extraer RNA de las mismas biopsias, transformando este contratiempo en una

oportunidad.

Estrategias moleculares abordadas.

Se estudié el DNA gendémico para buscar mutaciones en los exones 12 y 13, con la
posibilidad de analizar también las secuencias intrénicas, aumentando de esta manera la
posibilidad de un hallazgo no previsto.

Por otro lado, la utilidad de la purificaciéon del RNA de las biopsias es que se pudo

preparar el cDNA, lo que suponia una ventaja, puesto que se sabe que B-catenina es una
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proteina mayormente expresada en células tumorales, esto es, su mRNA esta también
mayormente expresado. Por consiguiente, el hecho de producir un ¢cDNA con partidores
especificos para una region determinada de B-catenina nos permitié enfocarnos en un solo gen
de la totalidad de mRNAs presentes en una biopsia, lo cual permitiria ademas aumentar las
posibilidades de detectar las mutaciones buscadas. Hay que destacar que la busqueda de
mutaciones en DNA geonomico y cDNA se realiz6 en paralelo. En el caso que se hubiera
detectado alguna mutacion heterocigota, hubiera sido posible discriminar mediante la

secuenciacion del cDNA si alguno de los alelos se expresaba mayoritariamente.

Analisis critico de los resultados obtenidos.

Fue posible obtener DNA gendémico y RNA integro de 18 biopsias de colon congeladas
dispuestas para este estudio. Sin embargo el rendimiento fue irregular lo que arrojo bajas
concentraciones en algunas muestras de DNA gendmico. Una posible causa puede atribuirse a
la utilizacién de un protocolo no probado anteriormente para este tipo de tejidos. Con estas
muestras también se logro el objetivo de amplificarlas por PCR convencional.

Por otro lado, hubiese sido ideal contar para todas las biopsias con su contraparte
tumoral pero en algunos casos no fue posible por no encontrarse en el banco de tumores. De
todos modos se pudo obtener algunas lo que, en la circunstancia de encontrar mutaciones,
habria permitido sugerir una correlacion entre la progresion a malignidad y la posesion de
estos cambios en el DNA.

Los resultados que arrojé la secuenciacion fueron dispares en su calidad. En el caso del
DNA gendmico, se pudo contar con secuencias de pureza aceptable para la totalidad de las
hebras antisentido. No ocurrié lo mismo con las secuencias de la hebra sentido, donde se

observé una gran cantidad de problemas con sobreposicion de picos correspondientes a dos o
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tres nucledtidos, lo cual se confirmo6 en los electroforetogramas generados. Es por esto que
debid hacerse la comparacion entre la hebra antisentido con la secuencia de referencia, lo que
permitio establecer la concordancia entre las secuencias de las biopsias y la secuencia de la
base de datos. Por lo tanto, utilizando esta estrategia se pudo concluir que no existian
mutaciones en la region especifica del gen de P-catenina analizada para esas biopsias de
cancer de colon.

Para el cDNA 1a situacion fue distinta, las secuencias de las hebras sentido eran de mas
baja calidad aun que en la secuencia de DNA genomico. En los electroforetogramas se pudo
observar errores como superposiciones de picos, picos con proyecciones en sentido 3" que
enmascaraban o alteraban algunas secuencias, en algunos casos haciendo aparecer falsas
inserciones. Las causas de estos problemas podrian explicarse por impurezas presentes en el
protocolo de secuenciacion, ya que todas las secuencias mostraron la elucion de un compuesto
fluorescente alrededor de los 70 nucleotidos, lo que fue comprobado para el DNA genoémico y
para el cDNA, en hebras sentido y antisentido.

Otra explicacion para las diferencias en calidad de secuenciacion entre ambas hebras
puede ser la distinta capacidad de uniéon de los partidores en cada caso, ya que el error se
observo solamente en las hebras sentido. Por ultimo, la mayor calidad en general de las
secuencias del DNA gendmico podria deberse a la calidad de los amplificados, ya que en los
geles de agarosa se pudo constatar que las bandas del producto de PCR eran mads intensas,
habiendo utilizando el mismo programa de PCR.

Lo sefnalado anteriormente refuerza la idea de que fue de suma utilidad contar con las
secuencias de las hebras antisentido, porque de otro modo no se habria podido desmentir que

aquellos cambios en la secuencia que generaban discrepancias en los alineamientos con la
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secuencia del gen obtenida en la base de datos fueran verdaderamente mutaciones, sino que

errores en la técnica de secuenciacion, como fue lo que se concluyé en este estudio.

Proyecciones.

En esta tesis se busco mutaciones en los codones que codifican para los residuos Ser-
605 y Ser-646 de B-catenina, por ser éstos sitios putativos de fosforilacion por la proteina
kinasa CK2, la cual regula positivamente la via Wnt-candnica (Song et al, 2000; Song et al,
2003; Tapia et al, 2006). Nuestros resultados no permitieron detectar ninguna mutacion ni en
esas serinas ni en otros codones presentes en los exones 12 y 13, lo cual se estudi6 tanto en el
DNA genomico como en el cDNA de las biopsias de muestras tumorales y normales.

Lo anterior, si bien indica que la region C-terminal de B-catenina no seria blanco de
mutaciones que determinan la progresion a malignidad de un tumor, no descarta la posibilidad
de que el dominio C-terminal de B-catenina posea una funcion regulatoria sobre su actividad
transcripcional. Asimismo, el hecho de que no haya mutaciones en los residuos estudiados no
significa que pueda existir algiin cambio en el extremo C-terminal de -catenina producto de
la interaccion con otras proteinas, como sugieren los recientes resultados obtenidos en nuestro
laboratorio. En éstos se ha observado, mediante ensayos de actividad reportera, que la -
catenina mutada en el residuo Ser-646 a acido aspartico tiene una mayor actividad
transcripcional comparada con la proteina silvestre. Estos hallazgos también han sido
corroborados con ensayos de microscopia confocal de inmunofluorescencia en cuanto a
localizacién subcelular (datos no mostrados).

Finalmente, es importante destacar la utilidad de este tipo de estudios no sélo por los

argumentos expuestos anteriormente relacionados con el cancer de colon, sino que también
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por la importancia de comprobar mediante secuenciacion de las dos hebras del DNA las
posibles mutaciones encontradas en investigaciones como ésta, ya que pueden conducir a una

mal interpretacion de resultados y la consecuente pérdida de tiempo y recursos.
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