o
C/GGUR

Centro de Investigacion
en Genética y Genomica

Genotipificacion de la regidon promotora de CHRDL2 para la
busqueda de variantes potencialmente relacionadas con la
etiologia del cancer colorrectal

Nasly Yurany Roa Torres

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad de Ciencias de la Salud
Programa Bacteriologia y Laboratorio clinico
Trabajo de grado
Bogota D.C
2019




Genotipificacion de la region promotora de CHRDLZ2 para la
busqueda de variantes potencialmente relacionadas con la
etiologia del cancer colorrectal

Martha Lucia Posada Buitrago, PhD
Docente facultad de ciencias de la salud
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Asesora interna

Paul Laissue Hormaza, MD, MSc, PhD, HDR
Lider funcional del Centro de investigaciones en genética y gendmica de la
universidad del Rosario facultad de medicina

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Facultad de Ciencias de la Salud
Programa Bacteriologia y Laboratorio clinico
Trabajo de grado
Bogota D.C
2018



INTRODUCCION




Cancer colorrectal

Caracteristicas generales 746.000 casos ® _— _
eurmulacin de (10% de todos Tasa de incidencia de 20,6
e los tipos de por cada 100.000

geneticasy , habitantes
epigenéticas en las células cancer)
epiteliales del colon
Enfermedad multifactorial
Signos o sintomas 614.000 casos o
(9,2% de todos — _
Sangrado rectal los tipos de Tasa de mc(ljdenua de 14,3
. 100.000
(T. Armaghany, et al.,2012) - cancer) por cada
Dolor abdominal habitantes
Perdida de peso
Diarrea o estrefiimiento (Kolligs.,2016) (Kuipers et al.,2015)



Los pacientes diagnosticados con

Antecedentes antecedentes familiares de CCR

familiares constituyen el 25%

(Sameer et al., 2013)

Genéticos
Factores
Sexo | de edad )
riesgo
El 80% de los casos
de CCR son Ambientales

(Arnold M, et al., 2016)

esporadicos
(Kuipers et al.,2015)




Fisiopatologia molecular

ELEMENTO REPRESENTACION
BMPs Metilacion de Inestabilidad
Antagonistas de BMPs islas CpG cromosomica
Células Mesenquimales

Células Madre (Progenitoras) El 80% de los casos

Genes
Células Proliferativas Indiferenciadas d e CC R p rese ntan im p| icad

(de cambio) i
mutaciones de APC 0s

Células en proceso de diferenciacion

- .. .‘f ’ ..
. v “" . G [en arresto celular)
’ “ : @ ‘ : -
1 T e e Células Epiteliales Intestinales
- (diferenciadas)
Inestabilidad de
microsatélites
Las anomalias de la via WNT caracterizan a la mayoria de los
canceres colorrectales esporadicos.

(Muller, et al.,2016)
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Fisiopatologia
molecular de
CHRDL2

CHORDIN LIKE 2 inhibe la
sefalizacion de BMPs,
interactuando con estas
proteinas e impidiendo su
union a receptores
especificos BMPs

(Jian Sun, et al., 2017)

COCO, Noggin, DAN (NBL1), BMP-3, Activin B/Inhibin a,
Chordin, BAMEI, USAG1, PRDC, Gremlin 1, BMPER,
Follistatin, Cerberus

|

BMPZ2, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMP8, BMF3, BMP10, |
BMFP15, GDFS, GDF6, GDF7

BMPs & GDFs

Type Il receptors
ACVR2A, ACVRZB,

Type | receptors
ACVRI, ALK1,
ALK3, ALKG

Cytoplasm Small molecular BMP inhibitors
P\ (DM, DMH1, DHM2, DMH3, ML347,

K02288, LON-193189, LDN-214117)

Smurf proteins (Smurf1/2)
I-SMADs (SMADG/T)

P SMADISE oy
Non-canonical (SMAD-independent) ~ PF2A — 3 @

signaling:

* p38, ERK, JNK (MAPK)
* PI3K/AKt

* LIMK

* Rho

= ROCK

= TAK1

Transcription

P SMAD1/5
SMAD4
PN
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Oncogéen CHRDLZ

Chr 11
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https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CHRDL2

195phb 157pb
579b 113pb 94pb 143pb 94pb  S56pb  169pb  174pb 93pb
E 12
xones ‘ CHRDL2 codifica para
Pares de bases 1867 la proteina CHORDIN-LIKE 2, cuya

https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00 ubicacion es extracelular Y CItoplasmatlca.

000054938;r=11:74696429-74731385;t=ENST00000376332




CHRDL2 vy el cancer colorrectal

Overexpression of colorectal cancer oncogene CHRDL2 predicts a poor prognosis

Adenocarcinoma Interface area Normal tissue
ryw
8 i A A A A

I 03 y Cyclin D1
o© P21

<10l Normal Tumor Cleaved caspase 9

Relative CHRDL2 mRNA level
=)
(*]
®0
00 i8S
000
>
| 2
[ 2
L
| N &
[ 4
Ld 4.4
>
[ 32

Cleaved caspase 3
GAPDH

(Sun, et a., 2017)




OBJETIVOS

GENERAL
Determinar si existen variantes alélicas poco frecuentes en una regién de 595 pb del promotor de CHRDL2
gue puedan relacionarse con la etiologia del cancer colorrectal.

ESPECIFICOS

Iniciar un banco de ADN proveniente de tejidos tumorales de cancer colorrectal en el Centro de
investigacion en genética y gendmica de la Universidad del Rosario (CIGGUR).

*Determinar si existen variantes de secuencia poco frecuentes en la regidon promotora de CHRDL2 gque
puedan relacionarse con la etiologia del cdncer colorrectal.




METODOLOGIA

\ .
Tejido tumoral { Extraccién de ADN J Salting out
Consideraciones  éticas ) . -
resolucién 8430 de 1993 L Cuantificacién de ADN NanoDrop (NanoDrop One Thermo scientific®).

Disefio de primers Primer 3

N
Amplificacion PCR
convencional

™
Electroforesis en gel de
agarosa

~,
Secuenciacidn de
Sanger

N
{Andlisis bioinformd’ricoJ




Disefio de primers

Transcript: CHRDL2-203 EnsT00000376332.7

Description chordin like 2 [Source:HGNC Symbal;Acc:HGNC: 24168 &)
Gene Synonyms BNF1
Location Chromosome 11: 74 696 429-74 731,385 reverse strand.
About this transcript This transcript has 11 exons, is annotated with 24 domains and features, is associated with 8427 variations and maps to 383 oligo probes. ; d If T,
Gene This transcript is a product of gene ENSGDDOOUUSdQSB Primers de amplificacion
- del fragmento de 595pb
Show/hide columns (1 hidden)
Name Transcript ID bp Protein Biotype CCDs UniProt RefSeq Flags d € I p rom Oto r d € CHRDLZ
CHRDL2-203 ENST00000376332.7 | 1867  429aa | [l Protein coding CCDSB0893% | Q6WN34g  NM_001278473% | TSL.1 GENCODE basic APPRIS P1
NM_001304415&
NP_001265402
NP_001291344 &
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000054938;r=11:74696429- Nombre del Primer Secuencia 5’3" Amplicon
74731385;t=ENST00000376332
esperado
t h_CHRDL2prom_- GCCGGTACCGAGCGCGGCGCCTGAAGCCCTTG
557_F_Kpnl_pgl4.22 595pb
Transcrito utilizado para el Primer forward

d |Seﬁo de prlm ers e Bl et i GGGAAGCTTCCCAGCAAGGAGGAGAGGACCC
Hindlll_pgl4.22 TC

Primer reverse




METODOLOGIA

\ .
Tejido tumoral { Extraccién de ADN J Salting out
Consideraciones  éticas ) . -
resolucién 8430 de 1993 L Cuantificacién de ADNJ NanoDrop (NanoDrop One Thermo scientific®).
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PCR convencional

Concentraciones y volumenes de los

reactivos utilizados en la reaccion de PCR Condiciones de la PCR
Reactivo VOLUMEN Proceso Temperatura Tiempo
Master Mix 2X (Promega) 8.0 uL Desnaturalizacion inicial 95°C 10 minutos
Primer Forward (10 uM) 2.0 uL 35 Ciclos
Primer Reverse (10 uM) 2.0 uL Desnaturalizacion 95°C 40 segundos
H20 destilada 10.0 pL Anillamiento 64°C 40 segundos
ADN a amplificar (=100 ng/ ulL) 2.0 uL Elongacion 72°C 30 segundos
DMSO (dimetilsulféxido) 1.0 L Elongacion final 72°C 10 minutos
Total 25.0 L Conservacion 4°C

Realizado por: Nasly Roa Torres
Realizado por: Nasly Roa Torres
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Resultados y
discusion




Extraccion de ADN y datos demograficos

ADN de tejido tumoral en 45 pacientes =————————) 314 ng/ulL a 2963 ng/ulL

ADN ACEPTABLE




Sexo

>70 ANOS
>50 ANOS <70 49%
ANOS
40%

m >70 ANOS m >50 ANOS <70 ANOS
W <50 ANOS

Realizado por: Nasly Roa Torres
B MASCULINO BFEMENINO m =

Realizado por: Nasly Roa Torres




Electroforesis en gel de agarosa

Electroforesis en gel de agarosa del fragmento de 595pb de la regién promotora de CHRDL2. CIGGUR



Secuenciacion de Sanger y analisis

bioinformatico

Variantes heterocigotas tejido tumoral 3
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GCOGCCECGCCECCECCaITEETAORACCELCACCCCaCCGRaCCCCAGRICCOCAOaal

CCOACCCCaAnCCCACCaAGCAGGEGaCalCaaCCaCCTCTARCCCGCGCaCCCaCaACA
CCOACCCCoARCCCACCaAGT AGGOGOCaCCaaCCaCCTCTARCCCGCGCaCCCaCaACA

e e )

COCECTEETCCCaCaraCCTCaCCCaaral T GG TCACAGACGCOaaTCCTCTCCL

CCCaCTEETCCCaCarGCCTCaCCOaaralTaCGCGC TCAECAGACGCOGaTCCTITCCL
B L e L

TeCTTTCTCCTCCTCTCCCTCTCACCTTCCCCCTTTCTTTOATCGCCTCTCCCTTCTGET
TeCTTTCTCCTCCTCTCCCTCTCACCTTCCCCCTTTCTTTRATCGCCTCTCCCTTCTGET

B S e S e e e

AEACCTTCCTTCRTCTCTCCATCTCTCCCTCCTTTCCCCACaTTETCTTTCCACCTTTCT

GEACCTTCCTTCRTCTCTCCATCTCTCCCTCCTTTCCCCAORTTCTC LI TCCACCTTTCT
B e L e e |

CTTCT T CCACCT TAGACCTCCCTTCCTaCCCTCCTT TCCTACCCACCGCTECTTLCTGG
CTTCT T AT TAGACCTCCCTTCCTaCCCTCCTT TCCTaCCCALT G- - - - - - - - - - -

B e b Rt et et B bttt

CCCTTCTCCaACCCCaCTCTAGCAGCAGACCT CCTRGAATCTATGOAT TRATCTGTEECE




Variantes homocigotas tejido tumoral 43

Secuencia WT

Secuencia TT43

FROMCHEDLZ WT
FROMCHRDLZ TT43ALFA

FROMCHRDLZ WT
FROMCHRDLZ TT43ALFA

FROMCHEDLZ WT
FROMCHRDLZ TT43ALFA

FROMCHRDLZ WT
FROMCHRDLZ TT43ALFA

FROMCHEDLZ WT
FROMCHRDLZ TT43ALFA

FROMCHRDLZ WT
FROMCHRDLZ TT43ALFA

FROMCHEDLZ WT
FROMCHRDLZ TT43ALFA

FROMCHRDLZ WT
FROMCHRDLZ TT43ALFA

GOGRCCEECCGCCTCTAGCCCGOGCGCCCGCARCA
GOECCGEROCGCCTICTRAGOCCGOGCGCCCGCRACR

SRR R R R ]

CCCGCT GETCCCECECEC]

CCCECT GETCCCROGCEC]
hkkkhk Rk h Ak hk ok kR

ACCCGGECGCT GOCECTCGECAGACGICGGTCCT CTCCC
CCEECECT GOGCGCTCGGCAGRCGCCGGTCCT CTCCC

R R s R s R ]

IGCTTTCTCCT CCTCT COCTCTCACCTTCCCCCTITCTTIT GATCGCCTCT COCTT CTGET
IGCTTTCICCT CCTCT COCTCTCACCTTCCCCCTTIT CTTIT GATCGCCTCT COCTT CTGET

R R i R R R R i i ]

GEACCTTICCTITCGTICT CTICCATCTICT COCTCCTTTCCCCGOGITCTCTTIT CCACCTTIICT
GEACCTICCTITCGICT CTCCATCTICT COCTCCTITCCCCGOGITCTCTTT CCACCTTICT

R R i R R R R i i ]

CITCTTCCCACCTTAGRACCTCCCTTCCTGCCCTCCT TICCTGCCCACCGCTRCTT CCIGE
CTTCTTCCCRCCTTAGRCCTCCCTICCTIGCCCTCCT TTICCTGCCCACCGCTGCTT CCIGE

R R i R R R R i i ]

COCTTCTCCGRCCCCGCTCTAGCAGCAGRCCTCCTGGEET CTIGIGGEITGATCIGTGREC
CCCTTICTCCGACCCCECTCTAGCAGCAGACCTCCTGGEET CTGIGGEITGATICTIGTGRCC

R R i R R R R i i ]

CCTGTGCCTCCGTIGTICCTTITT CGTICT COCTT CCTCCCGACTCOGCTCCCGGACCAGCGET
CCTGTGCCTCCGIGICCTITITCGICT COCTTCCTCC OG- —————

EE A ]

CTGACCCTGREGARRGRATGETTCCCGAGET GAGEETCCTI CTCCT CCTIGCTREEACTCG




SNP: ¢.-150C<T SNP: c.-357C<T SNP: c.-417C<T
MAF: 0.18 MAF: 0.48 MAF: 0.48
Rs: 72991239 Rs: 61897000 Rs: 112639765
7/45 35/45 33/45
Heterocigoto: 6 pacientes Heterocigoto: 20 pacientes | Heterocigoto: 20 pacientes
Total de secuencias
Homocigoto: 1 pacientes Homocigoto: 15 pacientes | Homocigoto: 13 pacientes
gue presentan en
polimorfismo

8 PACIENTES DE 45 ANALIZADOS NO PRESENTARON POLIMORFISMOS




CONCLUSIONES Se inicid la construccion de un banco de ADN de tejidos
tumorales de cancer colorrectal en el Centro de
Investigacion en Genética y Gendmica de la Universidad del

Rosario (CIGGUR) con 45 biopsias de cancer colorrectal que

permitiran posteriores estudios moleculares y fisioldgicos
del cancer de colon.

Se logro La secuenciacion de las 595pb del promotor de
CHRDL2 vy la identificacion de tres polimorfismos
previamente registrados en bases de datos y cuya
frecuencia alélica descartd la relacion de la region
promotora de CHRDL2 con la etiologia del cancer
colorrectal.




Perspectivas

Se propone hacer analisis de haplotipos para identificar si los polimorfismos encontrados en
combinacion con otros polimorfismos se encuentran relacionados con la etiologia del cancer
colorrectal.
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