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RESUMEN

Gastroquina 1 (GKN1), contiene un dominio BRICHOS, un segmento COOH-terminal y una
region NHa-terminal hidrofobica. Se ha reportado la presencia de dos isoformas de GKNI,
las cuales difieren en el primer aminoacido de la region NH»-terminal, GKN1-D y GKN1-N.
La isoforma que contiene asparagina (GKNI1-N) se ha encontrado disminuida e incluso
ausente en muestras de pacientes positivos a Helicobacter pylori (H. pylori). El objetivo de
este trabajo fue analizar la frecuencia de las isoformas de GKN1 en muestras de pacientes
con gastritis cronica y cancer gastrico. No se encontraron mutaciones en la posicion 2971,
(N —D), sin embrago, en siete muestras se localizé una mutacion de A—T en la regién 2967.
En conclusion, la isoforma GKNI1-N fue la més frecuentemente encontrada en los grupos de
estudio. Se identificd una mutacién que no involucra un cambio aminoacidico.

Palabras claves: Gastroquina 1, Region NH:-terminal hidrofébica, Isoformas.
ABSTRACT

Gastrokine 1 (GKN1), contains a BRICHOS domain, a COOH-terminal segment and a NH2-
terminal hydrophobic region. The presence of two isoforms of GKN1 have been reported,
which differ in the first amino acid of the NH2-terminal region, GKN1-D and GKN1-N. The
isoform containing asparagine (GKN1-N) has been found diminished and even absent in
samples of patients positive for Helicobacter pylori (H. pylori). The objective of this work
was to analyze the frequency of GKNI isoforms in samples from patients with chronic
gastritis and gastric cancer. No mutations were found at position 2971, (N — D), however,
in seven samples an A — T mutation was located in the 2967 region. In conclusion, the
GKNI1-N isoform was the most frequently found in the groups study. A mutation was
identified that does not involve an amino acid change.

124


mailto:itsel_cruz@hotmail.com
mailto:jams_9512@hotmail.com
mailto:gferti@hotmail.com
mailto:hjimenez@uagro.mx
mailto:trisrael@yahoo.com.mx
mailto:julioortiz771210@gmail.com
mailto:billades@uagro.mx
mailto:arroman6046@gmail.com
mailto:dinomtzcar@outlook.com

ACONTACS | VOL. 1 (2018)

Keywords: Gatrokinel; NH2-terminal hydrophobic region; Isoforms
1. INTRODUCCION

GKNI1 es importante para mantener la funcion fisiologica de la mucosa géstrica. Se ha
reportado que, en tejidos de cancer gastrico y lesiones precancerosas, tales como metaplasia
intestinal hay pérdida de la expresion de GKN1 [5], y que en lineas celulares de cancer
gastrico su sobreexpresion induce apoptosis, sugiriendo un posible papel de la proteina como
un supresor de tumor [1,6]. GKNI1 pertenece a la superfamilia de proteinas con dominio
BRICHOS y se le ha atribuido la regulacion de células epiteliales gastricas infectadas por H.
pylori [6]. Por otra parte, GKN1 juega un papel importante en la progresion de los canceres
gastricos esporadicos a través de la inhibicion de la EMT y la migracion de células cancerosas

[7].

La proteina y el ARNm de GKNI1 se localizan en las células mucosas superficiales del antro
y el fondo gastrico en humanos. GKNI, contiene un dominio BRICHOS, un segmento
COOH-terminal y una region NH»-terminal hidrofobica que acttia como péptido senal y/o de
anclaje transmembranal [2,4]. Se han identificado dos isoformas de GKNT1 que solo difieren
en el aminoacido asparagina (N) por acido aspartico (D) en el codon 13 del dominio NH>-
terminal. La implicacion funcional de estas dos isoformas no se ha establecido. Sin embargo,
la isoforma con N se encuentra en abundancia en estomago libre de enfermedad, mientras
que en los individuos infectados por H. pylori la isoforma predominante es la isoforma con
D. Estas dos isoformas de GKN1 podrian desempefiar papeles diferenciales en la respuesta
al dafio de la mucosa géastrica por H. pylori [3,5]. El objetivo de esta investigacion fue analizar
la frecuencia de las isoformas de GKN1 en muestras de pacientes con gastritis crénica y
cancer gastrico.

2. MATERIAL Y METODOS
Muestras

Se seleccionaron 30 muestras del Biobanco de DNA del Laboratorio de Investigacion
Clinica, obtenidas de pacientes originarios del Estado de Guerrero con diagnostico
endoscopico e histopatologico de gastritis cronica y cancer gastrico y de personas
asintomaticas, con resultado de la identificacion de H. pylori.

Amplificacion de la secuencia del gen que codifica la region NH2-terminal de GKN1

La amplificacion de la secuencia que codifica la region NHz-terminal de GKNI1, se realizo
mediante PCR punto final, bajos las siguientes condiciones de reaccion: SUl de Amplitaq
Gold Master Mix (Applied Biosystems, MA, USA), 1pM de cada iniciador (F 5'-GAT TGT
CTT TGC TGG ACT TCT T-3"; R 5'-GCA CGT TGA CTA CCT ACA TTT C-"), 100 ng
de DNA, en un volumen final de 15uL. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes; desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 min, 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
por 30 seg, alineamiento a 53.4°C por 30 seg, extension a 72°C por 30 seg y un paso de
extension final a 72°C por 7 min. Se incluyé un control negativo en el que se sustituy6 el
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DNA por agua desionizada estéril, los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis
en gel de agarosa al 1.5% y visualizados con luz UV en un trasluminador M-20E (UVP, CA,
USA) observandose una banda de 230pb (Figura. 1A).

Analisis de la secuencia del gen que codifica para la region NHz-terminal de GKN1

Para realizar el analisis de la secuencia del gen que codifica la region NH»-terminal de GKN1
el producto de PCR fue marcado utilizando el kit BIG DYE Terminator 3.1 (Applied
Byosistems, UK, USA) utilizando las condiciones de reaccion sugeridas por ¢l fabricante.
Las condiciones de marcaje fueron las siguientes; desnaturalizacion inicial de 95°C por 5
min, seguido de 25 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, alineamiento a 51°C por
15 seg, extension a 60°C por 3 min y una elongacion final a 60°C por 10 min, posteriormente
el producto fue purificado mediante el método de purificacion manual con isopropanol al
75% y resuspendido en 20 pL. de Hi-Di Formamida (Applied Biosystems, MA, USA) para
su posterior secuenciacion en el ABI PRISM 310 GENETIC ANALYZER (Applited
Biosystems, CA, USA). El electroferograma de la secuencia obtenida fue analizado en el
software Finch TV y alineada en el software online LALING (https://embnet.vital-
it.ch/software/LALIGN form.html), con la secuencia de referencia del gen GKNI
(NC_000002.12) para identificar la presencia de mutaciones en la secuencia del gen que
codifica para la region NHz-terminal.

3. RESULTADOS

El 60% de los pacientes incluidos en el estudio fueron mujeres y el 40% hombres, 40% de
los pacientes refirieron ser fumadores y el 66.6% consumidores de alcohol. La edad de los
participantes fue de entre 20 y 90 afios. Las caracteristicas generales de la poblacion estudiada
se muestran en la tabla 1. Previamente los participantes de este estudio fueron diagnosticados
con la infeccioén de H. pylori mediante deteccion de anticuerpos o PCR (Figura 2).

Tabla 1. Caracteristicas generales de personas asintomaticas y pacientes con gastritis cronica y cancer gastrico

Caracteristicas Asintomaticos Gastritis Cancer gastrico
cronica

n=10 % n=10 % n=10 %
Edad
< 20 afios 1 10
20-40 anos 9 90 1 10 3 30
41-60 anos 1 10 3 30 1 10
61-80 afios 5 50 5 50
81-90 afios 1 10
Género
Femenino 6 60 6 60 6 60
Masculino 4 40 4 40 4 40
Escolaridad
Sin estudio 1 10 4 40
Primaria 3 30 5 50
Secundaria 1 10 2 20
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Bachillerato 6 60 1 10

Licenciaturay mas 2 20 2 20

Sin dato 2 20 1 10
Antecedentes

familiares

Si 6 60 3 30 5 50
No 4 40 7 70 5 50
Fuma

Si 6 60 3 30 3 30
No 4 40 7 70 7 70
Alcohol

Si 9 90 8 80 3 30
No 1 10 2 20 7 70
Café

Si 4 40 8 80 9 90
No 6 60 2 20 1 10
Refresco

Si 10 100 7 70 7 70
No 0 0 1 10 3 30
Sin dato 2 20

Identificacion de mutaciones y frecuencia de las isoformas de GKN1

El analisis de las secuencias de las muestras incluidas en el estudio permiti6 la identificacion
de una mutacidn en la posicion 2,967 que implica un cambio de A por T en 7 muestras; 4 de
personas asintomaticas, 2 de gastritis cronica y 1 de cancer gastrico (Figura. 1C y Figura 3).
En la poblacion analizada no se observaron cambios nucleotidicos en el codon AAC de la
region NHz-terminal de GKN1 (Figura 1B y 1C) encontrando por lo tanto que la isoforma
predominante en esta poblacion fue la GKN1-N (Figura.3).
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Figura 1. Amplificacién y secuencias de GKNI1. A) Electroforesis de los productos de PCR en gel de agarosa al 1.5%; Carril 1:
marcador de peso molecular, Carril 2: control negativo, Carril 3-7 banda de 230 pb correspondiente a la secuencia amplificada de GKNI.
B) Electroferograma de muestra clinica en la que no se encontraron mutaciones, se puede observar que no hay cambios en la secuencia de
la region NH,-terminal de GKN1. C) Electroferograma de muestra con mutacion, se puede observar el cambio A—T en la posicion 2967,

marcado con la flecha negra. Cuadrado verde: Indica el codén AAC que codifica para N (no se observan cambios).
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18G/1gM positivo 1gG/1gM negativo H. pylori + H. pylori -
H. pylori PCR
Asintomaticos M Gastritis cronica B Cancer gastrico

Figura 2. Diagnostico de H. pylori en la poblacion estudiada. Se muestra el diagndstico de la poblacion estudiada; asintomaticos
(Diagnostico serologico; IgG e IgM); pacientes con gastritis cronica y cancer gastrico (Diagnostico molecular, mediante PCR).
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Figura 3. Isoformas y mutaciones de GKN1. Se muestra la frecuencia de la isoforma GKN1-N y GKN1-D en las
muestras analizadas, asi como la frecuencia de la mutacion en la posicion 2,967 de GKN.

4. CONCLUSION

La isoforma GKNI1-N fue la més frecuentemente encontrada en pacientes con gastritis
crénica, cancer gastrico y personas asintomaticas. Se identificod una mutacién en la posicion
2967 (A—T), la cual no involucra un cambio aminoacidico. Sin embargo, es posible que esta
mutacion provoque cambios en la proteina, debido a esto es necesario realizar estudios que
analicen el efecto de esta mutacion sobre la funcion de GKNI.
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