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INTRODUCCION




CANCER COLORRECTAL
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100 anormal
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= Casos cdncer colorrectal
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70 \/\\/\
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20 Perdida de peso
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20 abdominal
10 /\/ /\/
s
0 . o Anemia
Adenocarcinoma Tumores carcinoides, Col . Masas
olonoscopia y Signos y sintomas
(Arcos et al.,2009) tumores rectosigmoidosc palpables en
estromales,linfomas y -opia oS tliacas
sarcomas

\/

Calva Arcos M, Acevedo Tirado M. Revision y actualizacién general en cancel colorrectal. Anales de Radiologia
Mexico. [Internet] 2009[ citado 2018 septiembre 17]; 1: 99-115. Available in:
http://www.medigraphic.com/pdfs/anaradmex/arm-2009/arm091i.pdf

<



http://www.medigraphic.com/pdfs/anaradmex/arm-2009/arm091i.pdf

EPIDEMIOLOGIA

A nivel mundial se presentan 17
Casos de CCR por cada 100 000
habitantes

o}

663 000 casos | 571 000 casos

4107 casos
por afo
Ubicandose
en el cuarto
lugar

‘ 2268
16.8-268
10.7-168

62-107 | Notapplicable

<6.2

() Mayor canfidad de casos /),
reportados v

O Menor cantidad de casos
reportados

No data

Tasas de incidencia de cdncer colorrectal en hombres y mujeres a ni
mundial. Fuente World health organization, International Agency
Research on Cancer globocan, 2018



EPIDEMIOLOGIA

2018 2040
A NIVEL

18 078 957 MUNDIAL 29 532 994

preeeReeeY < peeeeeeeee
it prefigieee
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AAARARAL
casos estimados a Fuente: 2040 World health organization,
International Agency for Research on Cancer globocan, 2018.




3% de los casos antes
de los 40 afos y el 97%
después de los 40 afios
(Ruiz et al., 2016)

Consumo de alcohol,
dieta, sedentarismo,
entre otros. (Campos et

al.,2016)
Hdbitos
de vida 5 a 10% del total de
casos son hereditarios,
CAUSAS Y (Sanchez et al., 2018)
Afectan directamente FACTORES
el material genético. DE RIESGO

(Sanchez et al., 2018)

Radiaciones Exposiciones : .
A sustancias quimicas

(Jurado et al., 2015)

Campos F. Colorectal cancer in young adults: A difficult ch
oncology.[Infernet] 2016[ citado 2018 s

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5537173/
Ruiz R, Taxa L, Ruiz E, Mantilla R et al. Colorectal cancel
and prognostic factors from a cancer institute i
peru.[Internet] 2016] citado 2018
http://www.scielo.org.pe/scieleiphp?script=sci_ant
Campos F. Colorectal cancer in young adults:
oncology.[Internet] 2016[ citado
https://www.ncbi.natm.nih.gov/pmc/articles/

Bacteroides fragilis y cepas
productoras de colibactina.
(Tolosa et al.,2018)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5537173/
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1022-51292016000100005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5537173/

CLASIFICACION Y ESTADIOS

Se disemina a otros érganos

Submucosa--—— ) - e =

“M

https://salud-1.com/enfermedades/estadios-del-cane

T :La extension del tumor
N :la afectacidn o no de los ganglios
M :la ausencia o presencia de metdstasis

(Akkoca et al . 2014) Akkoca A, Yanik S, Ozdemir Z, Goksin F. TNM and Modified Dukes stagi

characteristics of patients with colorectal carcinoma.International J
[Internet] 2014[ citado 2018 septiembre 27] ; 7(9): 2828-2835..Avai
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4211795/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4211795/

FISIOPATOLOGIA MOLECULAR

K-RAS

GNAS

—

SPOCKT

APC

-

Algunos genes
implicados

Secuencia adenoma-carcinoma

Epitelio

normal

Microade-
noma

|

LOH
5q

Adenoma
temprano

Adenoma

intermedio

|

Adenoma o :

Mutacion 18q LOH
K-ras Mutacion DCC

Fearon ER, Vogelstein B. A genetic model for colorectal tumorigenesis.Cell. [Internet] 1990[ citado 2018
septiembre 17]; 61(5):759-67. Available in: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2188735

Adaptada de Fearo

SMAD4

I | FBXW7

BRAF

Mutacion P53 Otras
17p LOH


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2188735

FISIOPATOLOGIA MOLECULAR

SPOCK1 :
Charbonier et al., establecen el
EXONES primer exon como no
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 codificante, debido a la ausencia

del coddén ATG, imprescindible
para iniciar el proceso de
transcripcion y finalmente de
transduccidn

MET ASP ALA 130 181196 304 oY GLU TRP

: 63 78 331 3771439 |
M0 oo cONROT
- DOMINIO OSTEONECTINA ‘ MANO EF SULFATO  SULFATO
{ }nomm KAZAL

B covrncvor

estructura del geny la proteina SPOCK1. Adaptada de Charbonnier et
Tlustracién realizada por Orlando Pineda




FISIOPATOLOGIA MOLECULAR-SPOCK!

Esquematizacion de la
sintesis de SPOCK1, su
modificacién

postraduccional  (unidn
de hepardn y condroitin
sulfato en la region c
terminal). Interaccion
del proteoglicano con
receptores de la
membrana celular y la
activacion de la ruta
PI3K/AKT inhibiendo la
apoptosis.

Tlustracidn realizada por Orlando Pineda adaptada de Liu et al., 2009,
Fan et al., 2016 y Wang et al., 2018
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Knockdown of SPOCKI1 Inhibits the Proliferation and Invasion in
Colorectal Cancer Cells by Suppressing the PI3K/Akt Pathway
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Ping Z, Tao G, Jun D, Guang Y et al.Knockdown of SPOCK1 Inhibits the Proliferation and Invasion in Colorectal Cancer Cells by or‘iginar'ias del ar‘chul

Suppressing the PI3K/Akt Pathway.Oncology. [Internet] 2016][ citado 2018 septiembre 21]. Available in:
https://www.ingentaconnect.com/contentone/cog/or/2016/00000024/00000006/art00006
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OBJETIVOS




OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar si variantes presentes en la regién codificante de SPOCK?
pueden relacionarse potencialmente con la etiologia del cdncer
colorrectal.

Objetivos especificos

 Establecer la importancia de SPOCKI en el cancer colorrectal.

« Identificar variantes presentes en la secuencia nucleotidica de
SPOCK1.

 Analizar las variantes encontradas en la secuenciacién de SPOCKI de
tejidos tumorales.




METODOLOGIA




f\ Consideraciones

39 tejidos de pacientes con 7V,
neoplasias colorrectales v | eticas resolucion 8430
meder| | de1993

,éﬂ;"m‘““}; A 4 v l
C/GGUR .. ..
L= | Sangre Tejido tumoral, Tejido
| variaciones somdticas adyacente
Extraccion de ADN : !
Método salting out Extraccion de ADN Extraccion de ADN
| Método salting out Método sa/ting out
No se Disefio de primers | Primer3 No se
eqcugn’rran ! encuentran
variaciones, se | Amplificacién PCR variaciones, se
descarta la : S |
., convencional escarta la
gig.lont region
codificante y iy
Electroforesis en gel de agarosa codificante
Si se encuentran Secuenciacion de Sanger Si se encuentran
variaciones, se realiza v variaciones, se realiza
el mismo procedimiento <« Andlisis bioinformdtico —— el mismo procedimiento
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DISENO DE PRIMERS

Gene: SPOCK1 ENSGO0000152377 Cap‘l'ur'a de ensembl.or'g

Description SPARC (osteonecting, cwev and kazal like domains protecglycan 1 [Source:HGMNC SymbolAcc: HGMNC:- 11251 &)
Gene Synonyms SPOCK, TIC1, testican-1
Location Chromosome 5: 136 975 298-137 598 379 reverse strand.
GRCh35:CMO00667 .2
About this gene This gene has 11 transcrpts (splice varants), 129 orthologues, is a member of 1 Ensembl protein family and is associated with 10 phenct

Transcripts Hide transcript table
|
Show/hide columns (1 hidden) Fiter |

Name Transcript ID bp Protein Biotype CCDSs UniProt Ref5eq Flags

SPOCK1-202 ENSTODDDD394945 5 | 4846 43%aa | Protein coding CCDS4191% | Q08629 | NM_004598# | TSL1  GENCODE basic  APPRIS P1
KIE NMiNARRG -0

PI‘IIIIG‘['B i(v. 0.4.0) Pick primers from a DNA sequence.

There is a newer version of Primer3 available at http:/primer3.ut.ee

Paste source sequence below (3'-=3, string of ACGTNacgtn -- other letters treated as N - numbers and b
use a Mispriming Library (repeat library): NONE v |

Captura de Primer3




DISENO DE PRIMERS

Tamano Idealmente entre 18-25
nucleétidos

Temperatura melting Entre 55-75°C idealmente

(Tm) o Temperatura

Fusion

Contenido de GC Entre un 40-60% de CG

Debe evitarse la
complementariedad entre
las bases del primer con el

Autocomplementariedad

fin de minimizar la

formacion de estructuras

secundarias
Complementariedad Debe ser evitada. Cuando
entre los dos primers los dos primers son

complementarios entre si
tenderan a hibridarse entre
ellos y formaran dimeros de
primer

Similaridad Cada primer debe ser 100%
complementario al DNA al

cual se va a hibridar.

Tabla extraida de “disefio de primers, maestria en
genética humana Universidad del Rosario

start len tm gk _any _ 3' seq

LEFT PRIMER 66 24 64.06 45.83 5.00 2.00 tggattcagaacacttccccacta
RIGHT PRIMER B25 24 64.01 45.83 4.00 1.00 gtttgagcacttgagagcaccatt
PRODUCT SIEZE: 760, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

hSPOCK1 _| nt8_-363_F: LN RCARCAGE RO E G R
hSPOCK1_Int9 334 R

Sintesis

/A ELIM BIOPHARM

Excellence Accelerated
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PCR CONVENCIONAL

Tabla de reactivos usado en la PCR convencional

Reactivos Volumen Concentracion Concentracion final
. Para 25puL
Inicial
Master mix 2X promega 8uL 2X 0,64X
Primer Forward 2uL 10 UM 0,8uM
Primer Reverse 2L 10 uM 0,8uM
H20 destilada 11l -0-
ADN a amplificar 2L 100ng/pL 8ng/pL

Total 25uL

Tabla realizada por Orlando Pineda




PCR CONVENCIONAL

Programacién del termociclador

Proceso Temperatura Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95°C 10min 1
Desnaturalizacion 95°C 40seg
Annealing 57-66°C 40seg 35
Extension 72°C 1min
Extension final 72°C 10min 1
Almacenamiento 4°C Infinito 1




39 tejidos de pacientes con @ Consideraciones
eticas resolucion 84
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Electroforesis en
gel de agarosa

ELECTROFORESIS Y
SECUENCIACION DE SANGER

Mds de una banda se
repite la amplificacion,
o se cambia la alicuota
de ADN.

Una sola banda, se
envian a secuenciar

— /s ELIM

BIOPHARM

Excellence Accelerated

\
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ANALISIS BIOINFORMATICO

ExonsfIntrons ~ Translated sequence  Flanking sequence  Iniron sequence  UTR

MUSCLE e

: . e 5' Upstream sequence
(VTR Webservices | Help & Documentation | Bioformafics Tools FAQ ® Feednack | <Share
1 ENSE00001520082 137439348 137499179 - - 170
Tools > Mutiple Sequence Alignment = MUSCLE
Intron 1-2 137499478 137 496,559 620 t&CqtgeCcagaguaacecogege tegecctgegegeeatgeeeegeag

GACCRHTGGCTUAG‘:.'C GIETCECACTACCACCGOEACAAGTACTGGALCCGETTT

Multiple Sequence Alignment e :ZEE%& SE‘&ET H ilj EE:EEEE;ZE;;;Z ke

MUSCLE stands for MUtiple Sequence Comparison by Log- Expectation. MUSCLE is claimed to achieve both befter average accuracy and befter speed than ClustalW2 CG“GAC
orTCuﬁee dependmg onthe chosen ODUDI]S‘ [ntron 2-3 137438312 137 267 056 N7 gt0agtaccygcaecacccauett. ae ... . . LOTEEECEALELELECCE AT ALAD
3 ENSEDD003594531 137267055 137267010 0 i 4 GATGATIATTTCAGRAACTGGAAfcolinA AN sEcCTTTEAECARS
Intron 3-4 137267009  13714069% 126,315 qtaa atttottoctg.. . .Jccctccttettgtitttgecteag

Important note; This tool can align up to 500 sequences or a maximum file size of 1 MB.

4 ENSE0O03548873 137140694 137140580 1 2 115 uC"I@IHCATCILAGG.“uCCuTCCHIG&\GaThA.%TuCRGCCHTCfAGIGIG]G

£
TGACCCAGRETACCAGAGRRCCRTGTGTGTCACERCANERALETSC

CCAG
STEP 1- Entr yourinput sequences nton 45 OIM0ST9  137.11256) 2018 ————  E
5 ENSEODDD36154%6 137112561 137112435 2 0 1 g@l;m sesn_alg cczacr@acg csm;cl_cl qmnrssumu
Enteror past & Set of sequences n any supported format C?AGEE‘.ET - gBercacacasTCacEATcaTRTaiGeCTCASATGAECACTCCTACLE
‘ ‘ Intron 5-6 13712434 137 067 830 44 605 gttggttttcttgtetttttatgtt. ... ... .. .JACCtgttgtgtetetettitgeag
. .. ;. f ENSED00D1004926 137067829 131067715 0 1 115 T6CAMET T GGABTTCRATRCTTGT TETACTCRCAARA Gl CTRECCACCETCTETAATGEG
Cap'l'ur'a de Ia her‘r‘amlenTa b'o”’lforma""CG CC TGTCQTGTCTCQC?.GI-‘.GQCTGQSCCACQAB" CACRRGGCAGRRRGEARTG
MUSCLE [ntron 6-7 137067 714 136,992 601 75,114 q gotttocttcagagad..........gtetgttotott
7 EMQENNANTENATY 176 007 £nnN 196 007 494 1 1 17

Captura de secuencia nucl
en ensembl.org




RESULTADOS Y DISCUSION

PACIENTES MENORES Y MAYORES DE 40 ANOS

®m mayores ® Menores

Aumento 1 5%y
1,6% en adultos
jovenes Globocan

Abanto et al., 2017
y Ruiz et al, 2016
Epidemiologia CCR

jovenes

Inmunosenescencia
Danay et al.,2014

Desde hace mds de 20 afios se
demuestra susceptibilidad Varma

Ruiz R, Taxa L, Ruiz E, Mantilla R et al. Colorectal cancer in the young: clinicopathologic feature
cancer institute in Peru.Revista de gastroenterologia del peru.[Internet] 2016[ citado 201€
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1022-51292016000100005

HOMBRES Y M

mHombres mMuje

Se relacionan World Health
Organization, International
agency for research on

cancer

et al., 1990

Varma JR, Sample L. Colorectal cancer in patients aged less than 40 years. J Am Board F;
Available from: https://www.nchi.nlm.nih.gov/pubmed/2407049

Danay D, Hernandez S, Beatriz D, Verdecia G. Inmunosenescencia: efectos g
Immunosenescence : effects of aging process on immune system. 2014;30(4):332-45.


http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1022-51292016000100005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2407049

RESULTADOS Y DISCUSION
CUANTIFICACION

200 ng/ . == 1173 ng/ . m—— Vel cbreids n

current protocols of molecular biology

260/280 entre 1,7y 1,96

SHORT PROTOCOLS IN
MOLECULAR

2 e Armas et al., 2011 260/230 entre 1,83 y 1,90.
AR ; Javadi et al, 2014 ‘ '

otecua-Biooay-kemn suan 7000 | comparan distintos métodos
como el fenol-cloroformo con
meTOdOS de 9rad|enTeS de Sales De Armas Y, Capé V, Lopez LX, Mederos L,
(50/7"//7_9 OUf) y kl.‘.s ComerCialeS extraccién de ADN de tejidos embebidos

Javadi A, Shamaei M, Ziazi LM, Pour
Qualification study of two genomi
samples. Tanaffos. 2014;13(4):41-




RESULTADOS Y DISCUSION
CORRIDO ELECTROFORETICO

2000 pb Exon 3
—— 803 ph

1

100pk Fig.6B




RESULTADOS Y DISCUSION
CORRIDO ELECTROFORETICO

Controles Exén7 Exén 8 Exon 9

Exén 4 Exén 5 EXon6  negativos | ' Lo ' Lo . |
| |

! FigéD 1 2 3 4 & 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 16 17 18

- r r | AR
FigéC 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

100pb —

|
" Exén 10-11




Exon 2
1 2 3 4 5 6 7 Fig.GA
2000 pb
——803pb
100pb

Valones et al.,2013, proponen
Las fuerzas intermoleculares
De la regiones

guaninas y citosinas

ricas en

Exon 3 region rica en G-C

Agne M, Valones A, Guimardes RL, André L, Branddo C. usefulness of PCR in mmb. 2009;1-
11. Available https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3768498/pdf/bjm-40-1.pdf

RESULTADOS Y DISCUSION
CORRIDO ELECTROFORETICO

Se realizaron 351 PCR mas las
repeticiones

Exon 3

Fig.6B

2000pb—

500pb—
400pb

200pb—
100 pb

Davalieva K, Efremov GD. Influence of salts and PCR inhibitors on the amplification
capacity of three thermostable DNA polymerases. Maced J Chem Chem Eng.

2010;29(1):57-62.

Presencia de sales
inhibidoras que bloquean
sitios de unidn del cofactor
Mg2+

(Davalieva et al.,2010)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3768498/pdf/bjm-40-1.pdf

RESULTADOS Y DISCUSION
ANALISIS BIOINFORMATICO

Fig.7C

Fig.7A
WThSPOCKEZ2 CECAGLCTCCTCOTTCOTAGATGRGTCCCCCATTCGTCAGA TCOCTEEETOTAGAS
hEPOCKITTI22x2 —-——--- TCCTCETTCGTAGATCAGT CCCCCATTCGTCRGAGGOETCCCTGGLTCTAGRG

EEEEEE ek KEREFEETTER AR * Ewmw ey *HNEER
WThSPOCKEx2 GLGCGACAGECGCCCCAGGTELGCGAGCGCTGCCCGTECCCECCGOGEGETCCOIGIOTE
hSPOGCRITTL Zex2 GOGLGRACAGECGCCCCAGSTELGLERGCECTSCCOGTEICCECCGCEGEETCCLIGICTC
R kKRR Rk Rk R Rk R R Ak R A
WThSPOCKEX2 CGGECTEEEECECTGEGACGCI TEEETGOCCGEEECTCGIGECCECCCGCCCTCTTCGET
hSPOCKITT] 28x2 CEGECTEEGELECTEECACGLLTEEETEUCGGEGITLELGELLGCCOGCOCTCTTLGLT
arrzre rrmzan axzrs
WIhSPOCKERZ CATCEULCTELGCELCCTELCLCGLAGATECUGGCGRTLGU GG TGT TEGCGGLEELIGLT
hSPOCKITTI Zex2 CATCGLLCCTGOGCGOCCTGLCoCGoAl
wEmErar crazrera werrers *
WThSPOCKE®2 GUGECGTEETECTTCCTCCAAGTCGAGAGCCGGUACC TEGACGCGETCGCCGRAGGCGOE
hSPOGCEITT12ex2
B e e e L L
WThSPOCKEx2 GROCCCARCCACGGLAATTTCC TAGACAATGACCAGTGGLTEAGCACCGTOTCCCAGTAL
hEPOCKITTZ2ex2
EEEETee [T T kak ko *
WThSPOCKE=Z GACCGGOACAAGTACTGGAACCGLTT TCCAGACGTGAG TRCCGHUGCCACCCGEITTTGE
hEPOCKITTL Zex? TGAGTACCEGCGCCACCCGEUCITES
P [ wrees
WThSPOCKER2 GEGECECEEAGCOTOTOGEAGEEHALCCCTEAAGCGGEETTEEEETCTETETUTETETET
hSPOCKLITTL 2ex2 GGGECGLGEAGCCTCTOGGAGEGGACCCCTG
ERRRA AR R R RR AR AR B
WIhSPOCKex5 CTTCTIGEGRCARRRTCCTCTGCTICCTATCARTGAGT TEEAGCARATGEARGTECTGEIT
hSPOCEITT1Zex5R ——————————————————— TGECTTCCTATCARTGAGTTGEAGCARRATGERAGTGCTGECT FIgTD
e
WIhSPOCKex5 ARGECCCTCAGGATCCCTIGECCTEETIGEATAGTCCTITATTTATITGECCTITIATIC
hSPOCKITT1ZexsR ARGECCCTCAGGATCCCTIGECCTEETIGEATAGTCCTITATTTATITGECCTITIATIC
AR R AR AR AR R AR R R AR R R R AR R AR AR A F AR AR AR R AR R AR
WThSPOCKexS TGGERACTTAGAGGERRAGRCTCATAGGSTCTGGAGCTTCRARCTAATTTATCCCCTTTTITT
hSPOCKITT1Z2exSR TGGGAACTTAGAGCGARAGRCTCATAGGGTCTGGAGCTITCARCTAATTITATCCCCTITITT
T
WIhSPOCKex5 CTCRATICTTT
hSPCCKITT1ZexSR CTCRATICTTT
e e L L I
WThSPOCKexS
hSPOCKITT1z2exSR
E AR R AR AR TR R AR AR AR KA F R R AR AR TR AT R AR AR A AT AT
WIhSPOCKex5 GETTGEITTTCIIGTCTITITATGTITATCARRRATACTICATE
hSPOCEITT1Zex5R GETTGGETTTTCTIGTCTTTITATGTITATCARRARATACTTCATE
AR R ERAE AR AR R AR A F R AR R A A A F A F R R AR RS A E R
WIhSPOCKexS TCGECTTGIICTARCACTICTCTATGCCARAACT GEGGCTIGGEARGCEIGGTGEECTCC
hSPOCKITT1z2exSR TCGECTTGIICTARCACTICTCTATGCCARAACTGEGGCTIGGGARGCEIGGTGEECTCC
E AR EERA R AR R AR R AR R R AR AR AR R AR AR R F AR R AR AR R AR R AR
WIhSPOCHexS AGGCCTTGCCCTTCAGRRGC TGCTECATTAGCRGACTCAGRGATETICTCTGECCRATGER
hSPOCKITT12ex5R AGGCCTTGCCCTTGAGARGCTGCTGCAT TAGCAGACTCAGAGATGTICTCTGGCCATGEA
e

WIhSPOCKexS GACHAGCARAATARAAATATTCTATCCTGTGTARCTGGECIGGT TGEAGEEGARGAAGAR

hSPOCKITT1ZexSR GACLAGC

T

Fig.78
WThSPOCKlex3 CCRGTATTC TRCATRCEETT RGGRATTT TTGATATTTTTT
hSPOCK1TTlex3 CCAGTATTC TARCATRCGGTT LAGACRGGAATTT R AARTTGATATTTTTT
WThSPOCKlex3 TARTTACRCATTARTGCCTGTITTTGGGRRARRRTTTCTAAGCTITCAGTGTTITITCCTTIIGTIG
HspocklTTlex3 TARTTACRCATTARTGCCTGTITTTGGGRRARRRTTTCTAAGCTITCAGTGTTITITCCTTIIGTIG
WIhSPOCKlex3 TITIGGGAGET CGTITITTATGCAGTTAT TTTITIC CT
hSPOCK1TT1lex3 TITTGGEREET GETTTTTATGCAGTTAT TTTTTG CT
WIhSPOCKlex3 CIGRCCTTTGTTITCTATTTITTITICCTTATAT.
hSPOCK1TTlex3 CIGACCTITIGITITCIATTIITIITCCTITATAT.
WIhSPOCKlex3 IR TCGATCCAATATTTCTITGCTCTATACTICTCTGETARR
hSPOCK1TT1lex3 IR TCGATCCAATATTTCTITGCTCTATACTICTCTGETARR
WThSPOCKlex3 TGTIGEICTCATTITICCTTCCTIGCATGCTGAGTTARTGTTCCCACRRGEECCAGCTAGT
hSPOCK1TT1lex3 TGIGCICTCATTITICCTTCCTIGCATGCTGAGTTAATGTTCCCACRRCCLCCAGCTAGT
WThSPOCKlex3 GETIGTTATTITATTGACTITGGECACTGRATTGACTGEGETGATAGRRERTTATTTIGTATC
hSPOCK1TT1lex3 GETIGTTATTITATTGACTITGGECACTGRATTGACTGEGETGATAGRRERTTATTTIGTATC
o
VWIhSPOCKlex3 AT TGCT TATTTCT CTCACCTTATATC TACCCCTCATTTARACAATTITCTTTITAATTCCS
hSPOCK1TT1lex3 AR RTTGGTTATTIGICTGRAGETTATATCTAGGGCTEATTTARACRRTITCTTITRATTGE
WIhSPOCKlex3 CTTGACCART AT A ATCATTCATTCCTTITGCTTTTAR AR AR A RACTGARRTTTGATTATCRE
hSPOCK1TTlexn3 CTITGACCAATATAATCATTGATICGTTTTCTTTTARAARARRACTGARATITGATTATCA
WIhSPOCKlex3 ALTTARCATGETGARTTCTCECECTGRATCCACTGCTTTCATICATCCRRCAGACTAT
hSPOCK1TT1lex3 ALTTARCATGENGAATTCTCECECTGRATCCACTGCTTTCATICATCCRRCAGACTAT
Fig.7E
WIhSPOCKex€ TCTIAAGTTICATATIAATARTTTTATITIAGARRTAGTGACAGTACGGGTITACCATCAT
hSPOCK1TT7ex& ———————————————————RATTTTATTTIL, AGTGACAGTAGGGTTITACCATCAT
P i
WIhSPOCKex€ TAARGGAAGTCTICTAGGGCITCCACAGTGTITTITAGAAGTTATCCICTGCATTIGGTAR
hSPOCKITT 7ex6 TAARGEARGTCTICTAGGGCTTCCACAGTGTTTTTAGRAAGTTATCCTCTECATTTGOTAR
e SN
WThSPOCKex& AATATA AR GECCATTTCTTATTTAGTATTCTGTRAATTGAGACCTCTACCTGAGETCGAC
hSPOCK1TI7ex6 ARTATAARAGGECCATITCTTATTTAGTATICTGTRAATIGAGACCTICTACCIGAGGTCGAC
A e
WThSPOCKex& CTCICCCTGCTTIGTCTTTGCTTTTGTGRAAGCARAGGGCACTGCTEGTTTCTTAGRAGGCE
hSPOCKITT 7ex6 CTCICCCTIGCTTIGTICTITIGCTTTIGTGAAGCARRAGGGCACTGCTGTTICTTAGGAGGCE
S AEemA ek e AAnEE A n s n kgt A A D AN RSt R AA AR AR
WThSPOCKex& GEGTIAGGEGTCTGTTATGGCTGCATICTTARGACCTGTIGTGICTCTICTTITIT!
hSPOCK1TT7ex& GGGIAGGEGTCIGTTATGGCIGCATICTTAAGACCTGITIGTGICTICICTTIT
i e e el
WIhSPOCKex€
hSPOCKITT7exé6
e e L e S i e
WIhSPOCKexé GGTGAGTGAG
hSPOCK1TT7ex& GGTGAGTGAG
S e e i
WIhSPOCKex€ GGTITCCITCAGAGARTTCGIGGGCAGGARATGGGGEETCACACAGEETTGATGTGGCCGA
hSPOCKITT 7ex6 GETITCCTTCAGRGAAT TCCTGGECAGGARATGEGEEGTCACAGAGEETTEGATGTGECCER
s
WThSPOCKex& GCTCTGTCCCAGGCACTAGEARACARACTGEAGARA TGAGCAGACATGACAGGTARGTACT
hSPOCKITT 7ex6 GCTCTGTCCCAGGCACTAGERACARACT GAGCAGA—————————————————

)

WThSPOCKlexd LAARR AR TTARRTTTCCCT GEAGETCOTARACCCTGCCCTCCTICTTETTTTTACCT
hSPOCKITTZ0ex4 ARARR AR AR TTARRTTTCCCIGEAGETCCTARACCCTGCCCTCCTICTTGTTITIGOCT
LR R L R L s LR s b e s b e A R L b R LS )
WIhSPOCKlexd
hSPOCKITTZ0exd
EE L s T
WIhSPOCKlexd GT
hSPOCK1TT20exd GT
R R R R R R A A R R A R R F A F F F AN I T F X F R IR T FAFFEF S
WIhSPOCKlexd RAGGCRAGGRRGECCEEEEECTEERGECTGEEAGECATTCTGCAGCT GRCAGATCTGAGGS
hSPOCK1TT20exd AAGGCRAGRANGECCEEERGCTGRGGECT GREA:
EE I R L R S L s b s s i L)
WIhSPOCKE=xT7 SRR A TR R CCARCCT I TATGC T TAGCAR AR CTCATCTCTEATTCTCTIGTCTT Flg TF
hSPOCEL1TT1Zex7 CIGICTT
- ——
WIhSPOCKE=xT7 CTCAGGATGCTRACAC A ACECTCAGRCCRACTGCACCTTGCTTTICACRACCRACACACGEOCATC
hSPOCEL1TT1Zex7 CICAGERANGCIRCACRACCEETCAGRCCACTECACCTTGCITICACACGCRACACAGEOCATC
— i —————
WIhSPOCEex7 CAAATTCARC T TCTCARCARACCCTCCTIGCCCTGEEECTCTAGCCICICTITITITGTCCC
hSPOCEL1TT1Zex7 CRRATTCRRCTITCIGRACRARCECTGCTICGCCCTEEEEEICTIRAGECICICTIITITETCCC
— ——— i ——————
WIhSPOCEex7 ACTCITICITICTACTARCACCATCTITGGGCTCTITICCACCTCGACCTARCACTTATAT
hSPOCKITT1Zex7 ACTCTTITGITIGTIACTARCRAGCATCTTIGEGGGIGTITITCCACGTIGAGETRARCAGTTATAT
. P e iy
WIhSPOCEex7 CETGGTICGGATAGARR TTCCTITGARCCTCCCITICCCACTAGCCCTGCACACACRAR
hSPOCKITT1Zex7 CETGEETTGEEAT TTGCTITTGRRCATGECTTTGCCRGTRAGCT
o kSl ek B Bk Bk B Bl kB sk ok L B Bl Sk Bk B
WIhSPOCEex7 EECAGARACCCCCCACCCCCATTICTCICTITCTGTTTIGCTITICICT.
hSPOCKITT1Zex7 GECAGRRAGCCCCCAGCCCCATTGTCTGTITCTGTTTGCTTTICTCT:
. v . P
WIhSPOCEaxT7
hSPOCEL1TT1Zex?7
o o o P
WIhSPOCEaxT7 TARCARCCRTITIAR
hSEPOCELITT1Zex7 TARCACCAT
WIhSPOCEaxT7 ATATCACATTICCICRAT T TATTAGACATIGATITRAGECTTACGCRATATCATTTIGEEEET
hSEPOCELITT1Zex7 ATATCACATTICCTC AR TTTAT TACACATIGATITAGGCTTACCARTATCATTIGGGCET
WIhSPOCKexT CRR AR A CARCCCATTACATTAR R TATATACTITGACTTTARRATATGTCCCARTCTCRARAR
hSPOCEL1TT1Zex?7 CARAR A CACCCATTACATTARATATATACTITGACT




RESULTADOS Y DISCUSION
ANALISIS BIOINFORMATICO

WThSPOCE=xT
hSPOCELITT1ZexT

WThSPOCE=xT
hEPOCELITT1ZexT

WThSPOCE=xT
hEDPOCELITT1ZexT

WIhSPOCEexT
hEDPOCELITT1ZexT

WIhSPOCE=xT
hEDOCELITT1ZexT

WIhSPOCE=xT
hEPOCELITT1ZexT

WIhSPOCE=xT
hEPOCELITT1ZexT

WIhSPOCE=xRT

hEDOCEITT1ZexT

WIhSPOCEexRT

hSPOCKITT1ZexT

WIhSPOCEexRT
hSPOCELTIT1ZexT

oA R T e A R R R L e TTTATCC T TRAGC R R A TERTCTETEATTCTCTEICTT
- TCTGICTT

e ol

CT ARG T TR R R R C T GRCR CCACTECRECTT T TTCACRAGCATRCREECCATC
CTERGERNE TR R CRRC T GRER CCRACTECRECTTECTTTCACAGCRTRCREECCRATC

e ke ko ke e ol e ol o el e ol o o e e e e e e e e e ol e e o e ol e

CRR R TTCRR T T TR C R L R G e TECT T CC T EEEEETCTREECTCTCTTITITETCCC
CRR R TTCRR T T T ERRC R R e CTECT T CCTEEEEETCTREECTCTCTITITEICCC

e el e e e ol e e el e e e e e e e e e e ol e e e e e e ol o e e e e e e e e e o o

AT CTITICTT I G A TR R A TCTTTGEGETCTTTTCCRCETCRAGETRARCAGTTATAT
AT CITI T T I G R TR A R TCT T GECETCTITI CCRCETCRAGETRARCACTTATAT

e el e e e ol e e el e e e e e e e e e e ol e e e e e e ol o e e e e e e e e e o o

T EE T ICEAT AR AR T I TG T ITGARCE TGO ITIGCCACTAGCCCTGCRACACRAGRR
T EET T CGAT AR R T T T GCTTTEARC AT CECTTTECCRCTAGCCCTECRCACRGREDR

e el e e e e e e el e el e e e e e e e e e e ol o e e e e e e e e e e o

EECAGRRRGCCCCCRGCCCCATTGTCTIGTICTGTTTIGCTITICTICT
EECRGRLRCCCCCCRECCOCATTETCTCTICTETTTEGCTTITITICTICT

e el e e e ol e e el e e e e e e e e e e ol e e e e e e ol o e e e e e e e e e o o

e el e e e ol e e el e e e e e e e e e e ol e e e e e e ol o e e e e e e e e e o o

TERGRCCRTITTRR
TRELELCCRTTITTRER

e el e e e ol e e el e e e e e e e e e e ol e e e e e e ol o e e e e e e e e e o o

AT CRCRTTTCCT A AT T T ATTACACATTCATITACGEETTRGCARTATCATTTEEEEET
ATATCRCARTTTCCT AR TTTATTRCGACATTGATITAGEETTRGCARTATCATTTEEEEET

EhE A AR AR AR AR AR AR A AR AR AR A AR AR R e AR AR E SRR R d Al R o

AR R R R TTRCATT AR AT ATATACTITGRCTTTARATETCTCCCRARTCTCRALED
GRARR RO TTRCETTARRTATATACTITGRCTITTARAT -

e o ey o e e e e e e o e e o e e o e e e e e e
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En el electroforetograma se observa pico

¢ FigTF4



RESULTADOS Y DISCUSION
ANALISIS BIOINFORMATICO

WThSEOCKex &
hSPOCKITT Text

WIhSFOCKexE
hSPOCKITT7ex6

WIThSFOCKex&
hSPCCHITT 7ex6

WIhSPFOCKex&
hSPCCHITT 7ex6

WThSEOCKex &
hSPOCKL1TIT 7ext

WIThSPFOCEex&
hSPOCKITT7ex6

WIThSFOCKex&
hSPOCKITT 7ex6

WIhSPFOCKex&
hSPCCHITT 7ex6

WThSEOCKex&
hSPOCKL1TIT 7ext

Fig.7E

T TR GT T AT AT TAA T AR TTTTATTTITAGAR R TRAGTCACAGTAGGETTTACCATCAT
- - - AARTTTIATTTITAGRAR R TAGTGACAGTAGGGTTTACCATCAT

R R R E R I T I EFRAI T EFTAIEF TR A I T T RIS T TR TR T ETIS

AR T T T CTAGEG I TCCAC AT GT TTTTAGRAGTTAT CCTCTGCATTIGLTAR

TR AL TCT T CTAGE ST TCCACAGTETTITTAGRRGTTATCCTCTGCATTIGETAR
R e Y T L T R R R LR T R L T L L T T gy

ARTATRR R AT TTCTIATTTAGTATICTGTARAT TGAGACCTCTRACCTGAGETCGAT
AT TR AT TTCTIATTTAGTATICTGTAAT TGACACCTCTACCTGAGETCGAT

FEE R R EET R I E R F I I EFFF A FFF A I FTFEFFA I T I AT I EAFEETRFI IS EFT I I AT T EEFTEF

CICTCCCTGCTTTIGICTTTGCTTTIGTGRAGCAR R GEGCRACTGCTCTITCTTAGGAGGCS
CTCT O T TTT T LT T TGO TTTIGTGRAGCAR B GEGCRCTGCTETTITCTTAGGRAGGCS

FEE R R EET R I E R F I I EFFF A FFF A I FTFEFFA I T I AT I EAFEETRFI IS EFT I I AT T EEFTEF

GEETAGGEETCTGTTATGECTGCATTCTTAAGRCCTETTETETCTCTCTITT
GEETAGGEETCTGTTATGECTGCATTCTITAAGRCCTETTIGTETCTCTICTITT
B e e L T T T

LR R L R L L R L L e L L L L

GETGAGTIGAS
GETGAGTIGARS

FEE R R EET R I E R F I I EFFF A FFF A I FTFEFFA I T I AT I EAFEETRFI IS EFT I I AT T EEFTEF

GETTIICCTTCAGRGRATTOGIGGECAGGR AT GGG TCACAGAGEETTGATGTGECCGR
GETTIICCTTCAGAGRATTCGTGGECAGEA AT GGEEEETCACAGAGEETTGATGTGECCGR

FEE R R EET R I E R F I I EFFF A FFF A I FTFEFFA I T I AT I EAFEETRFI IS EFT I I AT T EEFTEF

GCTCIGT o ARG ACTAGGRARACE R A CTGEACAR A TEAGCAGACATEACAGETAASTACT
GCICIGTCCCAGGCACTAGGRARCRR A CTGEAGAR R TEAGEAGR—— - - -

FEEFFFEETFFEETRF I I EFFIFEEF I IS FEF I I A F I AT TSR

Pico heterocigoto, el alineamiento se hizo
con el alelo WT




RESULTADOS Y DISCUSION
ANALISIS BIOINFORMATICO
Variaciones en las regiones
intronicas

Variaciones encontradas en las regiones introénicas

2 3 4 5 6 7 8 9 10-11
c.187-437 A>G c.589+115 T>A  ¢.590-786>A c.991+71T>C c.992-43delA
MAF:0,50 MAF:0.33 MAF: 0,50 MAF: 0,34 MAF 0,48
Heterocigoto Heterocigoto  Homocigoto Heterocigoto  rs3217011
rs6596370 rs718703

Variaciones intronicas encontradas en zohas A pesar que no se encontraron variaciones

aledafias a exones de algunos tejidos codificantes, SPOCK! ha sido implicado como

tumorales. ,
) - , . oncogen y como oncoproteina.
MAF: frecuencia alélica minima geny P

rs: referencia del SNP
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CONCLUSIONES

Los resultados indican que SPOCK! es un oncogen con una participacion
significativa en diferentes tipos de cdncer. Por tanto, un candidato en
estudios adicionales en el CCR.

Los resultados excluyen la implicacién de variantes codificantes en la
etiopatologia del CCR; por lo tanto, este estudio podria descartar la regidn
exdnica y los sitios de sp/icing como posibles marcadores moleculares de la

enfermedad.

A partir de los experimentos realizados y la literatura revisada, se sugiere
que el método no comercial mds eficiente para realizar extracciéon de ADN
de tejido es el Aigh salting out.

Con respecto a la poblacion se demuestra un aumento de casos de cancer
colorrectal en poblacion menor de 40 afios.




PERSPECTIVAS

En este marco se sugiere que variaciones en otras regiones
genomicas asociadas a SPOCKI (e.g reguladoras) podrian relacionarse
con el fenotipo. Por consiguiente, se recomienda en estudios futuros
la secuenciacion del promotor de este gen (minimo 1000 pb) en mayor
cantidad de muestras que permitan evidenciar un estudio estadistico.
De encontrarse se recomienda iniciar estudios funcionales de
luciferasa para reconocer la fijacidn de factores de transcripcion en

la region promotora que contribuyan a su sobre expresion.
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EXTRACCION DE ADN
SALTING-OUT

Adicién de sales ‘
caotropicas que favorecen

la  denaturalizacion  de
proteinas de membrana

http://www.pq
0s/61.html

Lavado del pellet | )

uimicas.com/product
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NaCl

Adicién de proteasa | )

Precipitacion
del ADN

Polypeptide Polypeptide fragments
R = aromatic or aliphatic (preferred)

http://www.worthington-biochem.com/PROK/

Resuspension del pellet




