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ABSTRACT

A fundamental characteristic of cancer is genomic instability (GI), in which the genome, by
accumulating mutations without being detected or repaired, undergoes permanent changes in the
DNA sequence. There are trigger genes for GI among which PLK] has been reported, which is a
master regulator of the chromosome segregation process, specifically at the G2/M checkpoint and
cytokinesis. PLK/-mediated phosphorylation facilitates the correct docking of the chromatic spindle
at the right time and place of mitotic division. Overexpression of this gene can lead to the formation
of binucleated cells, chromosomal instability (CIN) and aneuploidy, which may contribute to the
development of cancer. Likewise, the INCENP gene participates in the process of sister chromatid
segregation and although there are few studies in which the role of INCENP as an inducer of GI is
reported, it is believed that it could be involved, due to its participation in the Chromosome Passenger
Complex (CPC). The research work explored the transcriptional relationship between INCENP and
PLK]1 genes, evaluating the expression of both molecules in two contrasting cell lines, the NIH-T3T
line, derived from mouse fibroblasts, and the HT-29 line, obtained from colon adenocarcinoma. The
results obtained suggest the possibility of a transcriptional correlation between PLK/ and INCENP,
which sheds light on the understanding of the mechanisms associated with the GI phenomenon in the
process of neoplastic transformation.
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INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad de origen molecular que se caracteriza por la pérdida de la identidad
celular en un contexto tisular especifico. Su desarrollo estd asociado a la acumulacion de alteraciones
genéticas y epigenéticas (Meza-Junco et al., 2006; Monzon et al., 2011). Este proceso puede ser
desencadenado por diversos factores, como la exposicion a sustancias quimicas, radiacion y errores
en la replicacion del ADN.

Se han propuesto diversas alteraciones caracteristicas de las enfermedades neoplasicas, incluyendo el
mantenimiento de la sefializacion proliferativa, evasion de supresores de crecimiento, resistencia a la
muerte celular, inmortalidad replicativa, induccién de angiogénesis y activacion de metastasis



(Hanahan & Weinberg, 2000). Ademas, de estds marcas fundamentales para el proceso de
transformacion, se han propuesto, complementariamente, marcas emergentes, que comprenden la
reprogramacion del metabolismo energético, la evasion de la destruccion por el sistema inmune, el
desbloqueo de la plasticidad fenotipica y la reprogramacion epigenética no mutacional y
caracteristicas habilitantes que contribuyen a la progresion tumoral, entre las que se incluyen la
inestabilidad gendmica, la inflamacién promotora del ambiente tumoral, los microbiomas
polimorficos y las células senescentes (Hanahan y Weinberg, 2011; Hanahan, 2022).

La inestabilidad gendémica (IG) es una caracteristica fundamental del cancer, en la que el genoma es
propenso a experimentar mutaciones o dafios en su estructura y secuencia de ADN. La integridad del
genoma esta vigilada y protegida por varios mecanismos, como la replicacion y reparacion del ADN,
la segregacion de los cromosomas en mitosis y el mantenimiento de los telomeros. Cuando dichos
mecanismos se ven alterados se genera IG (Duijf et al., 2019).

La IG se manifiesta de diversas maneras, siendo la inestabilidad cromosomica (CIN) la mas comun
en la mayoria de los tipos de cancer. En la CIN las células cancerosas experimentan una alta tasa de
cambios en su estructura y nimero de cromosomas en comparacion con células normales, generando
dificultad para mantener la estabilidad en sus cromosomas durante procesos como la replicacion y
segregacion cromosomica, lo que puede resultar en aneuploidias que van en detrimento del equilibrio
en la informacion genética, y, por ende, de la homedstasis celular (Negrini et al., 2010).

Varios autores han sugerido que procesos bioldgicos, mecanismos celulares y genes podrian ser
desencadenantes de la IG. Sin embargo, comprender este sistema tan complejo mediante la
identificacion y analisis individual de cada componente resulta insuficiente para obtener una vision
integrada de los desencadenantes. Se requiere una integracion de toda esta informacion para una
comprension sistémica y concatenada de los diversos factores moleculares que conllevan a la
aparicion de la IG. Entre los genes identificados como desencadenantes de la IG se encuentran
aquellos pertenecientes a la familia de /as Polo-like kinases (PLK1). PLKI regula varios aspectos
clave del ciclo celular, como la progresion de la mitosis, especificamente en el punto de control G2/M,
lo que permite la transicion de la fase G2 a M, asi como la segregacion cromosdmica y la citocinesis.
La fosforilacion mediada por PLK facilita el correcto acoplamiento del huso mitotico en el momento
y lugar adecuados de la division mitdtica (Schmucker & Sumara, 2014; Zitouni et al., 2014). La
sobreexpresion de este gen puede provocar errores en estos procesos, dando lugar a la formacion de
células binucleadas, CIN y aneuploidias, lo que puede contribuir al desarrollo de cancer en humanos
(Cunningham et al., 2020).

PLKI como regulador maestro del proceso de segregacion cromosdmica, controla otros elementos
fundamentales que contribuyen a la sincronia dicho proceso en tiempo y espacio, asi, existen pocos
estudios en los que se reporte papel de INCENP como inductor de IG, sin embargo, se cree que podria
estar implicado, debido a su participacion en el Cromosoma Passenger Complex (CPC, por sus siglas
en inglés) (Suescum et al, en revision), ubicado en el centro del cromosoma, donde desempeiia un
papel de regulacion en los procesos de division celular asociados a la segregacion de los cromosomas
durante la mitosis y la citocinesis (van der Waal et al., 2012). Se cree que existen dos complejos CPC
durante la mitosis, el primero se compone de cuatro subunidades no enzimaticas AURORA-B,
SURVIVINA, INCENP Y BOREALINA, que determinan la actividad, localizacion, estabilidad y
posiblemente la especificidad del sustrato. En el segundo complejo solo se encuentra INCENP y
AURORA-B posible responsable de la fosforilacion de la histona H3 en la serina 10 durante la mitosis.



La inhibicion de la fosforilacion de la histona H3 impide el inicio de la condensacion cromosdmica
y la entrada en mitosis (Hsu et al., 2000; Gassmann et al., 2004; Vader et al.,20006).

En este contexto, INCENP desempeina un papel esencial en la regulacion de la division celular y la
segregacion cromosomica. Por lo tanto, este trabajo pretende determinar la potencial asociacion entre
INCENPy PLK1, teniendo como objetivo general la validacion experimental del modelo matematico
de inestabilidad gendémica que asocia la expresion de dichos genes, mediante su medicion
transcripcional via qPCR, para definir el rol del gen INCENP en los procesos asociados al fenotipo
de inestabilidad genomica. Para alcanzar este objetivo, se establecieron los siguientes objetivos
especificos: (a) Lograr capturar transcripcionalmente la expresion del gen INCENP, mediante el
disefio de primers apropiados para su amplificacion en distintas lineas celulares, que permita evaluar
comparativamente la expresion del gen en experimentos de qPCR. (b) Contrastar la expresion del
gen INCENP en distintas lineas celulares, a través de experimentos de PCR en tiempo real, que
permita caracterizar sus patrones de expresion en lineas con fenotipos contrastantes de inestabilidad
genomica. (¢) Interpretar los resultados experimentales, a través de su contextualizacion biologica,
para proponer un modelo explicativo sobre el papel del gen INCENP en el fenotipo de inestabilidad
gendmica.

METODOLOGIA

Condiciones de cultivo celular

Se emplearon cultivos de las lineas celulares NIH-T3T de fibroblastos embrionarios de raton (Mus
musculus) y HT-29 de adenocarcinoma de colon (Homo sapiens). Ambas lineas celulares se
cultivaron en medio DMEM completo, suplementado con suero fetal bovino al 10%, L-glutamina al
1%, y 1% de penicilina-estreptomicina. Para ambas lineas celulares se sembraron aproximadamente
100.000 células en 4 ml de medio, en flasks de cultivo de 25 cm?, y se mantuvieron en incubacién a
37 °C con 5% de CO». Los cultivos se mantuvieron hasta que alcanzaron una confluencia del 80%,
momento en el cual se realizaron los pases necesarios para asegurar la viabilidad y la sobrevivencia
del cultivo durante el periodo de experimentacion

Extraccion de RNA vy sintesis de cDNA

Para la extraccion de RNA se utilizo el kit RNeasy Mini Kit de Qiagen® y se siguieron las
instrucciones procedimentales de la compafiia. La cantidad y calidad del ARN extraido se determind
utilizando un espectrofotémetro NanoPhotometer N120 (Implen™). Posteriormente, a partir de 1 pg
de ARN obtenido, se realizo la retrotranscripcion del ARN a DNA complementario (cDNA)
utilizando el kit Transcriptor Universal cDNA Master (Roche®) siguiendo el protocolo de sintesis
del fabricante. Utilizando el termociclador TC1000-G con el siguiente programa de amplificacion:
anillamiento de primers a 25 °C durante 5 minutos, retrotranscripciéon a 55°C por 10 minutos,
denaturacion a 85°C durante 5 minutos y finalizando con una temperatura de 4°C para mantener
estables a los acidos nucleicos.



Disefio de primers

Tomando las secuencias codificantes de los genes INCENP y PLK1 de las especies H. sapiens y M.
musculus, disponibles en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para el gen INCENP, se utilizaron las secuencias codificantes con
nameros de accesion NM_001040694.2 y NM_001369356.1. correspondientes a H. sapiens y M.
musculus respectivamente. Para el gen PLK1, se emplearon las secuencias con nimeros de accesion
NM 005030.6 y NM 011121.4. Posteriormente, con el propdsito de identificar las regiones
conservadas entre ambas especies, se realizaron alineamientos multiples para cada gen utilizando el
Software Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo), con los siguientes
pardmetros: penalidad por apertura de gaps = 10, penalidad por extension de gap = 1 y seleccionando
la matriz IUB para la estimacion de pesos por sustituciones.

El diseno de primers, se realizd mediante el software Vector NTI Advance 11.0 (Download Free —
Informer Technologies, Inc) para analizar las propiedades termodindmicas. Se consideraron
fragmentos con una longitud entre 12 y 25 pares de bases (PB), manteniendo una temperatura de
fusion (Tm) cercana a los 60 °C, asi como un equilibrio aproximado del 50% de guaninas y citosinas
(Dieffenbach et al., 1993). Ademés, se evitd la formacion de dimeros y loops. Posteriormente, se
seleccionaron los primers Forward (FW) y Reverse (RV) que generaron amplicones de entre 120 a
180 pb. Estos fueron sometidos a un analisis para elegir las combinaciones que mostraran la menor
cantidad de duplex o, en su defecto, la menor cantidad de energias negativas. Esto asegura que la
formacion de duplex entre el primer FW y RV no sea termodindmicamente desfavorable, facilitando
el proceso de amplificacion.

Una vez seleccionados los pares de primers que cumplian con los criterios mencionados, se procedio
a validar su especificidad utilizando la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del
NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Se esperaba que entre los resultados mas relevantes
se identificara el gen y la especie correspondiente a cada primer.

Validacion de primers por curvas de denaturacion

Para validarla calidad de los primers disefiados, se realiz6 PCR cuantitativa en tiempo real. La qPCR
se realiz6 en placas de 384 pozos, evaluando tres réplicas técnicas por cada réplica bioldgica de cada
linea celular analizada. Para cada reaccion se utilizaron 3pul de cDNA a una concentracion de 2 ng/ul
y 7ul del mix de amplificacion (KiCqStart® SYBR® Green qPCR Ready Mix™ de Sigma-Aldrich)
que contenia 1 pl de cada primer a una concentracion final en la reaccion de 2.5 uM y el fluoroforo
de deteccion SYBR Green. El proceso de amplificacion se realizd, utilizando el termociclador
QuantStudio™ 6 Pro Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific) con el siguiente programa de
amplificacion: periodo de incubacion a 95°C durante 10 minutos, 45 ciclos continuos de
amplificacion (95°C por 30 segundos, 65°C por 30 segundos y 72°C por 20 segundos), finalizando
con una curva de desaturacion para determinar la temperatura especifica a la cual caia la
fluorescencia, para asi determinar el nimero de amplicones presentes por reaccion de amplificacion.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Determinacion de los valores de expresion de los genes INCENP y PLK1

Para la determinacion de los valores de expresion relativa de los genes INCENP y PLK1 se realizo el
procedimiento descrito en el numeral anterior (validacion de primers por curvas de denaturacion),
complementado con un andlisis de expresion. mediante el método de cuantificacion relativa 2-AACt
(Livak & Schmittgen 2001) contrastando la linea celular NIH-3T3 (control) con la linea HT-29
(tratamiento). La expresion de los genes INCENP y PLKI se normaliz6 utilizando el gen YWHAZ
como normalizador. Finalmente, se realizaron pruebas 7-student pareadas para determinar diferencias
significativas (p< 0.05) entre los valores de expresion génica.

RESULTADOS

Disefio de primers

e Alineamientos

Utilizando las secuencias NM 001040694.2 H. sapiens y NM _001369356.1 M. musculus para
INCENP, y NM _005030.6 H. sapiens y NM_011121.4 M. musculus para PLK1, obtenidas de la base
de datos NCBI, se identificaron 5 fragmentos de regiones conservadas entre H. sapiens y M. musculus
tanto para INCENP (Tabla 1) como para PLK! (Tabla 2). Se calcul6 el porcentaje de homologia para
cada fragmento, evaluando las coincidencias entre las bases de las secuencias.

Tabla 1: Regiones de alta homologia para el gen INCENP entre Homo sapiens y Mus musculus.

. . o .
Fragmento Alineamiento % de Homologia
NM_001040694.2:165-2921 ATGGGGACGACGGCCCCAGGGCCCATTCACCTGCTGGAGCTATGTGACCAGAAGCTCATG 60
NM_001369356.1:163-2805 ATGGGGACCACAGCCCCAGGGCCTATTTGCCTTCTGGATCTATGTGACCAGAAACTCCTG 60
sokkokokkok Rk SfokolokkRRRKKR Kkok ok okokokok fokokokokokokokokokokokkok  kkk  kk
NM_001040694.2:165-2921 GAGTTTCTCTGCAACATGGATAATAAGGACTTGGTGTGGCTTGAGGAAATCCAAGAGGAG 120
NM_001369356.1:163-2805 GACTTTGTCTGCAATGTGGACAACAAGGACTTCATGTGGCTCAAGGAGATTGAGGAGGAG 120
ok Sfokok SfokkoRKRk oKk Rk KRKKKRKRK KKkkkkk  kkokk kk 3k kekekokokk
0
1 NM_001040694.2:165-2921 GCCGAGCGCATGTTCACCAGAGAATTCAGCAAAGAGCCAGAGCTGATGCCCAAAACACCT 180 85 A)
NM_001369356.1:163-2805 GCTGAGCGCATGTTTATCAGAGAATTCAGCAATGAGCCAGAGCTGATGCCCAAAACTCCT 180
*k * *KK
NM_001040694.2:165-2921 TCTCAGAAGAACCGACGGAAGAAGAGACGGATTTCTTATGTTCAGGATGAAAACAGAGAT 240
NM_001369356.1:163-2805 TCTCAGAAAAACCGTCGGAAGAAGAGGCGGGTGTCTAACATTCAGGATGAAAACAGAGAT 240
SokskokokRkok KoKKKK KKKKKKKKKKK KoKk XK KRk k skekkokskokskskskokokokokokokkkkokok
NM_001040694.2:165-2921 CCCATCAGGAGAAGGTTATCCCGCAGAAAGTCTCGGAGCAGCCAGCTGAGCTCCCGACGC 300
NM_001369356.1:163-2805 CCCGTGAGGAAAAGGTTATCCCGCAGAAAGTCTCGGAGCAGTCAGGTGGGTACCCGGCAC 300
Fokok ok ok dokk dok ok kKKK K K
2 NM_001040694.2:165-2921 GCTACACCCCAGGACCCCAAGGGTCAAGGGGTCGGGACGGGGCGGTCTGCGTCTAAGCTC 771
NM_001369356.1:163-2805 GCTACCCCTCAGAGCCCCAAGAACCGAGGGGTTGGGGAAGGACGTTCTGTTTCCAAGCTC 699
skkokkok kk dkkk kokkokkokk * skkokkokk kokk kk ckk ckkkk  kk kokokokkk
NM_001040694.2:165-2921 AGGATTGCGCAGGTCTCCCCTGGCCCACGGGACTCGCCAGCCTTTCCAGATTCTCCATGG 831 0
NM_001369356.1:163-2805 AAGATTGCTCGGGCCTCCTGGGGGCTGCAGGACTCTCCTGGCTCTACAGACTCACCATGG 759 69 A)
k kkokkkk k kk kKK kk ko k Rkkkkk ok ok Rk ok kkokk Okok kokokkkk
NM_001040694.2:165-2921 CGGGAGCGGGTGCTGGCTCCCATCCTGCCGGATAACTTCTCCACGCCCACGGGCTCTCGC 891
NM_001369356.1:163-2805 CAAGAGCGGGTGCTTTCTCCTATCCTGCTGAATAACATCTTGCCCACAACAGCCAAGAGC 819
* kkkkkokkokkokk  kokk kkokdokk K kKK Kokk *k ok Rk ok ok *k




3 NM_001040694.2:165-2921 CAAGTCTTAGCCCAGAAGTACTCTCTGGTGGCCAAACAGGAAAGTGTTGTCCGCAGGGCG 1005

NM_001369356.1:163-2805 GTGCCACTAGCCTCGAAGTATAATTTGGTGGCCAAACAAGAAAATGGCAGTCGCAGATCA 933
soboklok siolololoiok ok siokolololololollolok ololok ok sorokolok %
NM_001040694.2:165-2921 AGCAGAAGGCTTGCCAAGAAGACTGCCGAAGAGCCAGCTGCCTCTGGCCGCATCATCTGT 1065 0
NM_001369356.1:163-2805 AGCAGAAGGATTGCCAAGAAGGCTGGCAAAGAGCCAGAGGCCTCTGCTCGAATCATTTGT 993 78 A)
Hokk K ok Sorkokok koK
NM_001040694.2:165-2921 CACAGTTACCTGGAGAGGCTCCTGAATGTTGAGGTGCCCCAGAAAGTTGGTTCTGAGCAG 1125
NM_001369356.1:163-2805 CACAGTTACCTGGAGAGGCTCCTGAATGTTGAAGTGCCTCAGAATGTTGGCCTGGAGCAG 1053

sofofolok skkololok fokokokok solofolok

4 NM_001040694.2:165-2921 GTCATGAAGTCCTTTATTAAGCGCAACACTCCCCTGCGCATGGACCCCAAGTGCAGCTTC 1602
NM_001369356.1:163-2805 GTCATGAAGTCCTTTATTAAACGCAACACTCCGCTTCGTGTGGACCCTAAGTGCAGCTTT 1527
Hok ok
NM_001040694.2:165-2921 GTCGAGAAGGAGCGGCAGCGCCTGGAGAATCTGCGGCGGAAGGAGGAGGCCGAGCAGCTG 1662
NM_001369356.1:163-2805 GTTGAGAAGGAGCGCCAGCGCCTAGAGAGCCTGCGACGGAAGGAGGAGGCCGAGCAGCGG 1587
ok sorkloioiolok soklololiok oliok kokokiok. sooflolokoioRkRRRRRRRK K
0,
NM_001040694.2:165-2921 CGCAGGCAGAAGGT AAGCGGCGGCGGCTGGAGGAGGTGAAGCTGAAGCGT 1722 90 A)
NM_001369356.1:163-2805 CGCAGACAGAAGGTAGAGGAAGACAAGCGGCGGCGACTGGAGGAGGTGAAGCTGAAGCGT 1647
sokokokok sHokokokok
NM_001040694.2:165-2921 GAGGAACGCCTCCGCAAGGTGCTGCAGGCCCGCGAGCGGGTGGAGCAGATGAAGGAGGAG 1782
NM_001369356.1:163-2805 GAAGAGCGCCTCCGCAAGGTGTTGCAGGCCCGTGAGAGGGTGGAACAGATGAAGGAGGAA 1707
Hok ok Hokok
NM_001040694.2:165-2921 AAGAAGAAGCAGATTGAGCAGAAGTTTGCTCAGATCGACGAGAAGACTGAGAAGGCCAAG 1842
NM_001369356.1:163-2805 AAGAAGAAGCAGATTGAGCAGAAGTTTGCTCAGATTGATGAGAAGACAGAAAAGGCTAAG 1767
ok ok sfoofolok sofok
5 NM_001040694.2:165-2921 GAGAGGGAGCTGCAGGAGCGGGAGAAGGCCCTGCGGCTGCAGAAGGAGCAGCTGCAGAGG 2259
NM_001369356.1:163-2805 AAGAGGGAGATGCAGGAGAGAGAGAAAGCCCTGCGACTCCAAAAGGAACGACTTCAGAAG 2163
* shololook ok ok dokololok ok kk okokok K
NM_001040694.2:165-2921 GAACTGGAGGAGAAGAAGAAGAAGGAAGAGCAGCAGCGTCTGGCTGAGCGGCAGCTGCAG 2319
NM_001369356.1:163-2805 GAACTGGAGGAGAAGAAGAGGAAGGAAGAGCAACAGCGCCTGGCTGAGCAGCAACTGCAG 2223
sokokolok stk fofokfork
NM_001040694.2:165-2921 GAGGAGCAAGAGAAGAAAGCCAAGGAGGCAGCAGGGGCCAGCAAGGCCCTGAATGTGACT 2379
NM_001369356.1:163-2805 GAGGAGCAGGCAAAGAAAGCTAAGGAGGTGGCAGCAGCCAGGAAAGTCCTGAACATGACT 2283
* sobokok  stolololok ok sk sfoolololok  slokoloiok
NM_001040694.2:165-2921 GTGGACGTGCAGTCTCCAGCTTGTACCTCATATCAGATGACTCCGCAAGGGCACAGGGCC 2439
NM_001369356.1:163-2805 GTGGATGTGCAGTCTCCTGTTTGTACCTCATATCAAATGACTCCACAAGGACCCAAATCC 2343
sokokokok * sokokkk K Kk Kk 820/
0
NM_001040694.2:165-2921 CCTCCCAAGATCAACCCAGATAACTACGGGATGGATCTGAATAGCGACGACTCCACCGAT 2499
NM_001369356.1:163-2805 ATCCCCAAGATCAGCGTAGACGATTATGGGATGGACCTAAATAGTGATGACTCCACAGAT 2403
sofokofoiofoloolok kol ok slok sololololololok ok stoloiolok ok slofolokolorolok okok
NM_001040694.2:165-2921 GATGAGGCCCATCCCCGGAAGCCCATCCCCACCTGGGCCCGAGGCACCCCGCTCAGCCAG 2559
NM_001369356.1:163-2805 GATGAGTCCCACCCCCGGAAACCCATCCCTTCCTGGGCCAAAGGCACCCAACTCAGCCAG 2463

ook solokok

NM_001040694.2:165-2921 GCTATCATTCACCAGTACTACCACCCACCGAACCTTCTGGAGCTCTTTGGAACCATTCTC 2619
NM_001369356.1:163-2805 GCCATTGTCCACCAGTACTACCACCCTCCAAACATTCTAGAGCTCTTCGGATCTATTCTC 2523
Fk Rk Ok sklkplolkioklololRiolok ok okok Stokokok oRolokoilok okok Sk korokokokok

NM_001040694.2:165-2921 CCACTGGACTTGGAGGATATCTTCAAGAAGAGCAAGCCCCGCTATCACAAGCGCACCAGC 2679
NM_001369356.1:163-2805 CCACTGGACTTGGAGGACATCTTTAAGAAGAGGAAGACTCGCTACCACAAGCGCACTAGC 2583
sofokokok solok sk skklolok soRkaklolololololok kokok
NM_001040694.2:165-2921 TCTGCTGTCTGGAACTCACCGCCCCTGCAGGGCGCCAGGGTCCCCAGCAGCCTGGCCTAC 2739
NM_001369356.1:163-2805 TCTGCTGTTTGGAACTCACCACCCCTGAAAGCCACCATGGTCCCCAGCAGTGGGGACTAG 2643

selofoloioior olooloioilolololok Sfokololok kK lolok skaiilolololololololok ofok skokok

En el alineamiento para INCENP, el fragmento 4 present6 el mayor porcentaje de homologia con un
90%. A partir de este fragmento, se disefiaron tres primers. El segundo mejor resultado lo obtuvo el
fragmento 1, con un 85% de homologia, a partir del cual se disefiaron dos primers adicionales. Los
primers disefiados presentaban un maximo de una base diferente entre las secuencias.

Tabla 2: Regiones de alta homologia para el gen PLK entre Homo sapiens 'y Mus musculus.

. . .
Fragmento Alineamiento % de Homologia
NM_005030.6:45-1856 CCGGAGGTCCTAGTGGACCCACGCAGCCGGCGGCGCTATGTGCGGGGCCGCTTTTTGGGC 180
NM_011121.4 CCGGAGGTCCTAGTGGACCCACGCAGCCGGCGECAGTATGTACGGEGGCGCTTTCTGGET 180
sokkskk kkkokok kekkokokk kokokok
NM_005030. 6:45-1856 AAGGGCGGCTTTGCCAAGTGCTTCGAGATCTCGGACGCGGACACCAAGGAGGTGTTCGCG 240
NM_011121.4 AAAGGAGGCTTCGCCAAATGCTTCGAGATCTCAGACGCAGACACAAAAGAGGTGTTCGCA 240
Kok Kk sokkkk skl sokkkookkokololokkokok oklokk okokokok ok skokokolokakokRokkok
NM_005030. 6:45-1856 GGCAAGATTGTGCCTAAGTCTCTGCTGCTCAAGCCGCACCAGAGGGAGAAGATGTCCATG 300
1 NM_011121.4 GGCAAGATCGTGCCTAAGTCTTTGCTGCTCAAGCCCCACCAGAAGGAGAAGATGTCTATG 300 889%,
*kk
NM_005030.6:45-1856 GAAATATCCATTCACCGCAGCCTCGCCCACCAGCACGTCGTAGGATTCCACGGCTTTTTC 360
NM_011121.4 GAGATCTCAATTCACCGCAGCCTAGCACACCAACACGTCGTAGGCTTCCATGACTTTTTT 360
¥k okk skok kkkookokkskkiokkkk kok kokookk kekstokokkskokiokk okokkk K kkskokokok
NM_005030. 6:45-1856 GAGGACAACGACTTCGTGTTCGTGGTGTTGGAGCTCTGCCGCCGGAGGTCTCTCCTGRAG 420
NM_011121.4 GAGGACAGCGACTTTGTATTTGTAGTTTTGGAGCTCTGTCGCAGGAGGTCCCTCCTGGAG 420

sorolokiolok soklokiok ok ok ok Kok Fokok




NM_005030.6:45-1856 CTGCACAAGAGGAGGAAAGCCCTGACTGAGCCTGAGGCCCGATACTACCTACGGCAAATT 480
NM_011121.4 CTGCACAAGAGGAGGAAGGCACTGACCGAGCCTGAGGCCCGCTACTACCTGCGACAGATA 480
Fok okokokk Hok ok KK
NM_005030.6:45-1856 GTGCTTGGCTGCCAGTACCTGCACCGAAACCGAGTTATTCATCGAGACCTCAAGCTGGGC 540
NM_011121.4 GTCCTGGGCTGCCAGTACCTGCACCGCAATCAGGTCATTCACAGGGACCTCAAGCTGGGC 540
Fok ok HRRRAKRRAAKIIAAAK HoK K oK HORKRK K RO K
NM_005030.6:45-1856 AACCTTTTCCTGAATGAAGATCTGGAGGTGAAAATAGGGGATTTTGGACTGGCAACCAAA 600 0
2 NM_011121.4 AACCTCTTCCTGAACGAGGATCTGGAGGTGAAAATAGGGGATTTTGGCTTGGCAACCAAA 600 8 8 A)
soofokok Hok
NM_005030.6:45-1856 GTCGAATATGACGGGGAGAGGAAGAAGACCCTGTGTGGGACTCCTAATTACATAGCTCCC 660
NM_011121.4 GTGGAATATGAAGGGGAACGAAAGAAGACCTTGTGTGGCACTCCTAACTACATAGCTCCT 660
*k kkkkk Xk
NM_005030.6:45-1856 GAGGTGCTGAGCAAGAAAGGGCACAGTTTCGAGGTGGATGTGTGGTCCATTGGGTGTATC 720
NM_011121.4 GAGGTGCTGAGCAAGAAGGGACACAGTTTTGAGGTGGATGTGTGGTCCATTGGGTGCATC 720
Hok Hokk
NM_005030.6:45-1856 ATGTATACCTTGTTAGTGGGCAAACCACCTTTTGAGACTTCTTGCCTAAAAGAGACCTAC 780
NM_011121.4 ATGTATACCTTGCTAGTGGGCAAGCCTCCCTTTGAGACCTCGTGCCTAAAAGAGACCTAC 780
ok ok ok
NM_005030.6:45-1856 CTCCGGATCAAGAAGAATGAATACAGTATTCCCAAGCACATCAACCCCGTGGCCGCCTCC 840
NM_011121.4 CTCCGGATCAAGAAAAATGAATACAGTATTCCCAAGCACATCAACCCAGTGGCCGCCTCC 840
NM_005030.6:45-1856 CTCATCCAGAAGATGCTTCAGACAGATCCCACTGCCCGCCCAACCATTAACGAGCTGCTT 900
3 NM_011121.4 CTCATCCAGAAGATGCTTCAGACAGACCCCACTGCCCGCCCCACCATTCACGAGTTGCTC 900 9 1 %
FohkRkk HRAKK kAR
NM_005030.6:45-1856 AATGACGAGTTCTTTACTTCTGGCTATATCCCTGCCCGTCTCCCCATCACCTGCCTGACC 960
NM_011121.4 AATGACGAGTTCTTCACTTCTGGCTACATCCCCGCCCGTCTCCCTATTACCTGCCTCACC 960
HAAAK Hok Hokok
NM_005030.6:45-1856 ATTCCACCAAGGTTTTCGATTGCTCCCAGCAGCCTGGACCCCAGCAACCGGAAGCCCCTC 1020
NM_011121.4 ATCCCACCAAGGTTTTCAATCGCTCCCAGCAGCCTGGACCCCAGCAGCAGGAAACCTCTC 1020
*k *ok * fokokk Kk kKoK
NM_005030.6:45-1856 ACAGTCCTCAATAAAGGCTTGGAGAACCCCCTGCCTGAGCGTCCCCGGGAAAAAGAAGAA 1080
NM_011121.4 AAAGTCCTCAATAAAGGTGTGGAGAACCCCCTGCCTGACCGTCCCCGGGAGAAAGAGGAA 1080
* sokkokk dokok
NM_005030.6:45-1856 CTGCACAGTGTCAATGCCTCCAAGCCCTCGGAGCGTGGGCTGGTCAGGCAAGAGGAGGCT 1200
NM_011121.4 CTGACCAGTGTCAACGCCTCCAAGCCCTCGGAGCGCGGGCTGGTGCGGCAAGAGGAGGCT 1200
Fokok
NM_005030.6:45-1856 GAGGATCCTGCCTGCATCCCCATCTTCTGGGTCAGCAAGTGGGTGGACTATTCGGACAAG 1260
NM_011121.4 GAGGATCCTGCCTGCATCCCCATCTTCTGGGTCAGCAAGTGGGTGGACTATTCGGACAAG 1260
NM_005030.6:45-1856 TACGGCCTTGGGTATCAGCTCTGTGATAACAGCGTGGGGGTGCTCTTCAATGACTCAACA 1320
4 NM_011121.4 TATGGCCTTGGGTATCAGCTGTGTGACAACAGTGTGGGGGTGCTTTTTAATGACTCAACA 1320 9 1 %
)k fokokokkokkokokkokkokokKk  KkkkK dokdkkK *k
NM_005030.6:45-1856 CGCCTCATCCTCTACAATGATGGTGACAGCCTGCAGTACATAGAGCGTGACGGCACTGAG 1380
NM_011121.4 CGCCTGATTCTCTACAATGACGGGGACAGCCTGCAGTACATAGAGCGTGATGGCACGGAG 1380
sokokolok ok Fok sotoforok Fokok
NM_005030.6:45-1856 TCCTACCTCACCGTGAGTTCCCATCCCAACTCCTTGATGAAGAAGATCACCCTCCTTAAA 1440
NM_011121.4 TCCTATCTCACTGTGAGCTCCCATCCCAATTCCTTGATGAAGAAGATCACTCTCCTCAAC 1440
koK HHRAK HORAKK Hokokokok Hok
NM_005030.6:45-1856 TATTTCCGCAATTACATGAGCGAGCACTTGCTGAAGGCAGGTGCCAACATCACGCCGCGC 1500
NM_011121.4 TATTTCCGCAATTACATGAGTGAGCACCTGCTGAAGGCAGGGGCCAACATCACACCCCGG 1500
Forokoaokk Hk Kk
NM_005030.6:45-1856 GAAGGTGATGAGCTCGCCCGGCTGCCCTACCTACGGACCTGGTTCCGCACCCGCAGCGCC 1560
NM_011121.4 GAAGGCGACGAGCTGGCCCGGCTGCCCTACCTACGAACGTGGTTCCGCACACGCAGCGCC 1560
sokkokk kk kkkkk *kk
NM_005030.6:45-1856 ATCATCCTGCACCTCAGCAACGGCAGCGTGCAGATCAACTTCTTCCAGGATCACACCAAG 1620
NM_011121.4 ATCATCCTGCACCTCAGCAACGGCACCGTGCAGATTAACTTCTTCCAGGACCACACCAAA 1620
NM_005030.6:45-1856 CTCATCTTGTGCCCACTGATGGCAGCCGTGACCTACATCGACGAGAAGCGGGACTTCCGC 1680
5 NM_011121.4 CTTATCCTGTGCCCCCTGATGGCAGCGGTGACCTACATCAACGAGAAGAGGGACTTCCAA 1680 92 %
Kok bk
NM_005030.6:45-1856 ACATACCGCCTGAGTCTCCTGGAGGAGTACGGCTGCTGCAAGGAGCTGGCCAGCCGGCTC 1740
NM_011121.4 ACGTACCGCCTGAGCCTCCTGGAGGAGTATGGCTGCTGCAAGGAGCTGGCCAGCCGCCTC 1740
Hok Hokok
NM_005030.6:45-1856 CGCTACGCCCGCACTATGGTGGACAAGCTGCTGAGCTCACGCTCGGCCAGCAACCGTCTC 1800
NM_011121.4 CGCTACGCCCGCACCATGGTAGACAAGCTGCTGAGCTCGCGCTCCGCCAGCAACCGCCTC 1800
*kkokokok skkkk kkk
NM_005030.6:45-1856 AAGGCCTCCTAA 1812
NM_011121.4 AAGGCCTCCTAG 1812
sokfoRRRRRARK

Para PLK]I, el fragmento con mayor porcentaje de homologia fue el fragmento 5 con un 92% de
coincidencias, seguido por los fragmentos 3 y 4 cada uno con un 91%. Los cuatro primers disefiados
para este gen se obtuvieron de los fragmentos 1, 2 y 4, con dos primers provenientes del fragmento
2, todos con un maximo de una base diferente entre las secuencias. La ausencia de primers en los
fragmentos con mayor porcentaje de homologia se debi6 a que sus propiedades termodindmicas no

eran Optimas.




e Secuencias de primers

Con los 5 fragmentos de las regiones conservadas para INCENP y PLK1, se disefiaron primers FW y
RV. Se seleccionaron aquellos que presentaban las mejores propiedades termodinamicas,
considerando la temperatura de fusion o anillamiento (Tm), el porcentaje de guaninas y citosinas, y
la menor cantidad de dimeros y loops. Para INCENP, se identificaron 5 primers FW y 2 primers RV
(Tabla 3), mientras que para PLK] se encontraron 4 primers FW y 3 RV (Tabla 4).

Tabla 3: Primers disefiados para el gen INCENP.

Propiedades termodinamicas

Gen Secuencia 4 de 4 de

Tm (€) | GC% dimeros | loops
FW1 |GAGAATTCAGCAATGAGCCAGAGC 62.9 48 5 2
FW2 |AGGAGGCTGAGCGCATGTT 67.5 65 4 0
FW3 TGCGACGGAAGGAGGAGGC 69.3 70 0 0
FW4 |GGAGGAGGCCGAGCAGCG 71 74 1 0
FWS |GGCGACTGGAGGAGGTGAAG 69 67 0 0
RV1 |ACTTTCTGCGGGATAACCTTTTC 60.7 46 0 0
RV3 TGAGCAAACTTCTGCTCAATCTGC 61.9 48 4 2

Tabla 4: Primers disefiados para el gen PLK].

Propiedades termodinamicas
Gen Secuencia 4d #d
Tm (C) | GC% | . ¢ ¢
dimeros | loops
FW1 |TAGTGGACCCACGCAGCCG 68.2 60 2 0
FW2 |TGGGTCAGCAAGTGGGTGGA 68 60 0 0




FW3 |GACCTCAAGCTGGGCAACCTCT 67.2 59 1 0
FwW4 |GCTGGGCAACCTCTTCCTGA 65.9 60 0 0
RV1 |TGAGCAGCAAAGACTTAGGCAC 61.1 50 2 0
RV2 |TGTAGAGAATCAGGCGTGTTGAGTC 62.6 48 2 1
RV3 |GACCACACATCCACCTCAAAACTG 63.4 50 0 0

e Combinaciones de primers

Se seleccionaron combinaciones de primers FW y RV para INCENP (Tabla 5) y PLK1 (Tabla 6) que
permitian la generacion de amplicones entre 150 y 180 pb. Se seleccionaron aquellas combinaciones
que, al ser sometidas al andlisis diplex, mostraron una menor formacion de éstos o que presentaron
energias de entalpia cercanas a cero indicando una menor probabilidad de que el primer FW se una
al primer RV. Las combinaciones de primers se nombraron con la inicial del gen seguida de un

numero consecutivo.

Tabla 5: Combinaciones de primers para INCENP.

Tamafio #de
Gen Secuencia Combinacion del Diiplex
amplicon
FW | AGAGAATTCAGCAATGAGCCAGAGC
n FWI-RVI 134 6
RV | GACTTTCTGCGGGATAACCTTTTC
FW | GAGGAGGCTGAGCGCATGTT
12 FW2-RV1 158 4
RV | GACTTTCTGCGGGATAACCTTTTC
FW | CTGCGACGGAAGGAGGAGGC
I3 FW3-RV3 183 4
RV | CTGAGCAAACTTCTGCTCAATCTGC
FW | AGGAGGAGGCCGAGCAGCG
14 FW4-RV3 137 6
RV | CTGAGCAAACTTCTGCTCAATCTGC




FW | CGGCGACTGGAGGAGGTGAAG
IS FW5-RV3 123 4

RV | CTGAGCAAACTTCTGCTCAATCTGC

Tabla 6: Combinaciones de primers para PLK].

Tamaiio # de
Gen Secuencia Combinacion del duplex
amplicon

FW | TAGTGGACCCACGCAGCCG
P1 FWI-RV1 141 3
RV | TGAGCAGCAAAGACTTAGGCAC

FW | TGGGTCAGCAAGTGGGTGGA
P2 FW2-RV2 109 2

RV | TGTAGAGAATCAGGCGTGTTGAGTC

FW | GACCTCAAGCTGGGCAACCTCT
P3 FW3-RV3 182 2

RV | GACCACACATCCACCTCAAAACTG

FW | GCTGGGCAACCTCTTCCTGA
P4 FW4-RV3 174 3

RV | GACCACACATCCACCTCAAAACTG

Validacion experimental de los primers disefiados

Las curvas de denaturacion se generan gracias a la deteccion de la fluorescencia producida por el
SYBR Green y detectada por el termociclador. Luego de los ciclos sucesivos de amplificacion se
induce un incremento lento y constante de la temperatura a la que se someten las muestras. El
incremento de la temperatura provoca la denaturacion del cDNA, resultando en una caida abrupta del
nivel de fluorescencia. Esta caida se representa como un pico de temperatura al cual se pierde la sefal
fluorescencia y es tipica de cada amplicon generado. Productos especificos de amplificacion tendran
un Unico pico de temperatura (Adams, 2020).

En el caso de INCENP se evaluaron 5 primers (Figura 1), de los cuales 12 presento el mejor resultado,
mostrando un solo pico de denaturacion, lo que indica que los primers FW y RV disefiados son
especificos para amplificar la region conservada en humano y raton. I1 presenta dos picos muy



cercanos entre si, sugiriendo una menor especificidad en comparacion con 12, pero con la posibilidad
de mejorar su especificidad modificando su temperatura de anillamiento. Por otro lado, los primers
I3, 14 e I5 mostraron multiples picos de denaturacion, lo que indica que no son especificos para
amplificar INCENP simultdneamente en las lineas celulares de H. sapiens y M. musculus. El
normalizador YWHAZ mostr6 solo una temperatura de denaturacion.
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Figura 1: Picos de denaturacion para el gen INCENP. La combinacion de primers I1 presenta
dos picos de denaturacion muy cercanos entre si, mientras que la combinacidn de primers 12
muestra un solo pico, lo que la convierte en la més precisa de todas las combinaciones de
primers analizadas. Por su parte, 13, 14 e IS presentan multiples picos de denaturacion. El
normalizador YWHAZ presento un solo pico.



Para PLK]I se evaluaron 3 combinaciones de primers (Figura 2), P3 result6 ser el mas especifico,
mostrando un pico de denaturacién bien definido, lo que indica una alta especificidad para amplificar
la region seleccionada del gen en ambas especies evaluadas. En contraste, P1 fue el menos especifico,
seguido de P2, que present6 varios picos de denaturacion cercanos.
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Figura 2: Curvas de denaturacion para PLK/. La combinacion de primers P1 y P2 presentan
dos picos de desnaturalizacion muy cercanos entre si, mientras que la combinacion de primers
P3 muestra un solo pico, lo que la convierte en la mas precisa de todas las combinaciones de
primers analizadas. El normalizador YWHAZ present6 un solo pico.

Analisis del nivel de expresion relativa para INCENP y PLK1

El anélisis de los niveles de expresion génica para INCENP (Figura 3) y PLK] (Figura 4) mostré un
comportamiento similar. Se observo una disminucion de la expresion en la linea celular HT-29 de
adenocarcinoma de colon en H. sapiens en comparacion con la linea celular NIH-3T3 de fibroblastos
de M. musculus. La expresion de INCENP disminuy6 en un 48% en la linea celular HT-29 en
comparacion con la linea de fibroblastos de raton. De manera similar, la expresion de PLKI
disminuyd en un 41% en la linea celular HT-29. Sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas, debido a la alta variabilidad de los datos.



Expresion génica para INCENP

2.5 p=0.6136

« |

& 2.0-

]

= o

& 1.5-

=]

2 1.0

7] U™

@ 1.00

2 05

= ) 0.52
0.0 T .

NIH-3T3 HT-29

Figura 3: Expresion relativa para el gen INCENP en las lineas celulares evaluadas: Se muestra
la disminucion de la expresion génica de INCENP en la linea celular HT-29 en comparacion
con la linea celular NIH-3T3. A pesar de estas reducciones en la expresion, las diferencias no
fueron estadisticamente significativas.
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Figura 4: Expresion relativa para el gen PLK/ en las lineas celulares evaluadas: Se muestra
una disminucion en la expresion génica de PLK en la linea celular HT-29 en comparaciéon con
la linea NIH-3T3. A pesar de estas reducciones en la expresion, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas.



DISCUSION

Los alineamientos de secuencias para los genes INCENP y PLK1 revelaron que existen regiones que
preservan similitudes en las secuencias para ambos genes, permitiendo identificar regiones altamente
conservadas, esto puede traducirse en una homologia funcional para ambos genes, lo cual permitio el
disefio adecuado de primers lo que conllevo a demostrar que los primers 12 y P3 son especificos. Esto
puede atribuirse a que sus condiciones de temperatura de fusion (Tm) y el equilibrio de guaninas y
citosinas favorecieron el correcto anillamiento a las regiones objetivo. El uso de una misma
temperatura de fusion para todos los primers podria haber provocado que algunos como I1, P1 y P2,
no funcionaran adecuadamente. La temperatura utilizada podria no haber sido dptima para los primers
con Tm mas bajos, lo que afectd su rendimiento (Dieffenbach et al., 1993).

En cuanto al nivel de expresion génica, se observo una tendencia: cuando la expresion de INCENP
disminuye, la de PLK/ también lo hace, sugiriendo una relacion entre ambos genes. Esto podria
deberse a que se ha reportado que la disminucién de la expresion de INCENP interrumpe la
localizacion de PLK1 en el cinetocoro (Goto et al., 2004). No obstante, AURORA B debe fosforilar a
INCENP para que se dé la localizacion de PLK]I.

Aunque no se ha confirmado si INCENP es un sustrato directo de PLK 1, esta quinasa es crucial para
varios aspectos del funcionamiento de /INCENP (Carmena & Earnshaw, 2006; Carmena et al., 2012).
Experimentalmente, en el presente estudio se observé una tendencia especifica, asi, cuando la
expresion de INCENP disminuye, la de PLK también lo hace, sugiriendo una relacion entre ambos
genes. Esto podria deberse a que se ha reportado que la disminucion de la expresion de INCENP
interrumpe la localizacién de PLK! en el cinetocoro (Goto et al., 2004.

PLK]1 ha sido reportado como un oncogén relevante para la progresion del ciclo celular, ya que se
encuentra sobreexpresado en diferentes tipos de cancer (Yuan et al.,1997; Tokumitsu et al.,1999;
Macmillan et al., 2001). Desempefia un papel crucial en la carcinogénesis y en la desregulacion de
los puntos de control del ciclo celular (Gheghiani et al., 2021; Jeong et al., 2018). Sin embargo,
estudios recientes, también han indicado que PLK/ puede actuar como un supresor tumoral, ya que
la disminucion en su expresion génica promueve la muerte celular. Cualquier forma de desregulacion
de PLKI puede generar aneuploidias. En casos de sobreexpresion, todas las cromatidas pueden ser
llevadas a una misma célula hija, mientras que una baja expresion del gen puede impedir la
segregacion cromosomica. En ambos casos, se producen aneuploidias, que son caracteristicas de la
inestabilidad gendmica (IG).

En cuanto a los valores de diferencias significativas obtenidos en las graficas de expresion relativa
para INCENP y PLKI, la falta de diferencias estadisticamente significativas se atribuye a la alta
variabilidad de los datos. Una alta variabilidad dificulta la deteccion de diferencias reales entre las
muestras.



CONCLUSIONES

Este estudio proporciond evidencia experimental que permitid corroborar una relacion en la expresion
de INCENP y PLKI, sin embargo, no generd datos suficientes para determinar con certeza la
participacion de INCENP en la inestabilidad gendmica. Esto podria deberse a la insuficiencia de los
datos y al hecho de que este estudio se realizo con lineas celulares de dos especies distintas.

La expresion de INCENP y PLK1 puede depender del cultivo celular, el uso de otras lineas celulares
diferentes a HT-29 de adenocarcinoma de colon en estado més avanzado de transformacion
neoplésica, serian Utiles para contrastar los resultados obtenidos en esta investigacion. Para mejorar
el proceso experimental en investigaciones futuras, se sugiere utilizar mas réplicas biologicas
provenientes de distintos cultivos celulares, lo que proporcionaria una mejor estimacion de la
respuesta biologica.
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ANEXOS

Secuencias codificantes de INCENP y PLK1

>NM_001040694.2:165-2921 Homo sapiens inner centromere protein (INCENP),
transcript variant 1, mRNA
ATGGGGACGACGGCCCCAGGGCCCATTCACCTGCTGGAGCTATGTGACCAGAAGCTCATGGAGTTTCTCT
GCAACATGGATAATAAGGACTTGGTGTGGCTTGAGGAAATCCAAGAGGAGGCCGAGCGCATGTTCACCAG
AGAATTCAGCAAAGAGCCAGAGCTGATGCCCAAAACACCTTCTCAGAAGAACCGACGGAAGAAGAGACGG
ATTTCTTATGTTCAGGATGAAAACAGAGATCCCATCAGGAGAAGGTTATCCCGCAGAAAGTCTCGGAGCA
GCCAGCTGAGCTCCCGACGCCTCCGCAGCAAGGACAGTGTAGAGAAGCTGGCTACAGTGGTCGGGGAGAA
CGGCTCCGTCCTGCGGCGTGTGACCCGTGCTGCGGCTGCAGCTGCCGCGGCTACCATGGCATTGGCTGCA
CCTTCTTCACCCACCCCTGAGTCTCCCACGATGCTGACTAAGAAGCCCGAGGATAACCACACCCAGTGCC
AGCTGGTGCCTGTGGTGGAGATCGGCATCAGTGAGCGCCAGAATGCTGAGCAGCATGTCACCCAGCTCAT
GTCCACCGAGCCTCTGCCCCGCACTCTGTCCCCGACTCCAGCTTCAGCCACAGCTCCAACCTCCCAGGGC
ATCCCGACATCAGATGAGGAATCAACACCTAAGAAGTCGAAGGCCAGGATACTGGAGTCCATCACAGTGA
GCTCCCTGATGGCTACACCCCAGGACCCCAAGGGTCAAGGGGTCGGGACGGGGCGGTCTGCGTCTAAGCT
CAGGATTGCGCAGGTCTCCCCTGGCCCACGGGACTCGCCAGCCTTTCCAGATTCTCCATGGCGGGAGCGG
GTGCTGGCTCCCATCCTGCCGGATAACTTCTCCACGCCCACGGGCTCTCGCACGGACTCTCAATCGGTGC
GGCACAGCCCGATCGCCCCGTCTTCCCCGAGTCCCCAAGTCTTAGCCCAGAAGTACTCTCTGGTGGCCAA
ACAGGAAAGTGTTGTCCGCAGGGCGAGCAGAAGGCTTGCCAAGAAGACTGCCGAAGAGCCAGCTGCCTCT
GGCCGCATCATCTGTCACAGTTACCTGGAGAGGCTCCTGAATGTTGAGGTGCCCCAGAAAGTTGGTTCTG
AGCAGAAGGAACCCCCCGAGGAGGCTGAGCCTGTGGCGGCAGCTGAGCCAGAGGTCCCTGAGAACAATGG
AAATAACTCGTGGCCCCACAATGACACGGAGATTGCCAACAGCACACCCAACCCGAAGCCTGCAGCCAGC
AGCCCGGAAACACCCTCTGCAGGGCAGCAAGAGGCCAAGACGGACCAAGCAGATGGACCCAGAGAGCCAC
CGCAGAGTGCCAGGAGGAAGCGCAGCTACAAGCAGGCCGTGAGTGAGCTGGACGAGGAGCAGCACCTGGA
GGATGAGGAGCTGCAGCCCCCCAGGAGCAAGACCCCTTCCTCACCCTGCCCAGCCAGCAAGGTGGTACGG
CCCCTCCGGACCTTTCTGCACACAGTGCAGAGGAACCAGATGCTCATGACCCCGACCTCAGCCCCACGCA
GCGTCATGAAGTCCTTTATTAAGCGCAACACTCCCCTGCGCATGGACCCCAAGTGCAGCTTCGTCGAGAA
GGAGCGGCAGCGCCTGGAGAATCTGCGGCGGAAGGAGGAGGCCGAGCAGCTGCGCAGGCAGAAGGTGGAG
GAGGACAAGCGGCGGCGGCTGGAGGAGGTGAAGCTGAAGCGTGAGGAACGCCTCCGCAAGGTGCTGCAGG
CCCGCGAGCGGGTGGAGCAGATGAAGGAGGAGAAGAAGAAGCAGATTGAGCAGAAGTTTGCTCAGATCGA
CGAGAAGACTGAGAAGGCCAAGGAGGAGCGGCTGGCAGAGGAGAAGGCCAAGAAAAAGGCGGCGGCCAAG
AAGATGGAGGAGGTGGAAGCACGCAGGAAGCAGGAAGAGGAGGCACGTAGGCTCAGGTGGCTGCAGCAGG
AGGAGGAAGAGCGGCGGCACCAAGAGCTGCTGCAGAAGAAGAAGGAAGAGGAGCAGGAGCGGCTGCGGAA
GGCGGCCGAGGCTAAGCGGCTGGCAGAGCAGCGGGAGCAGGAGCGGCGGGAGCAGGAGCGGCGCGAGCAG
GAGCGGCGCGAGCAGGAGCGGCGGGAGCAGGAGCGGCGCGAGCAGGAGCGACAGCTGGCAGAGCAGGAGC
GTCGGCGGGAGCAGGAGCGGCTCCAGGCCGAGAGGGAGCTGCAGGAGCGGGAGAAGGCCCTGCGGCTGCA
GAAGGAGCAGCTGCAGAGGGAACTGGAGGAGAAGAAGAAGAAGGAAGAGCAGCAGCGTCTGGCTGAGCGG
CAGCTGCAGGAGGAGCAAGAGAAGAAAGCCAAGGAGGCAGCAGGGGCCAGCAAGGCCCTGAATGTGACTG
TGGACGTGCAGTCTCCAGCTTGTACCTCATATCAGATGACTCCGCAAGGGCACAGGGCCCCTCCCAAGAT
CAACCCAGATAACTACGGGATGGATCTGAATAGCGACGACTCCACCGATGATGAGGCCCATCCCCGGAAG
CCCATCCCCACCTGGGCCCGAGGCACCCCGCTCAGCCAGGCTATCATTCACCAGTACTACCACCCACCGA
ACCTTCTGGAGCTCTTTGGAACCATTCTCCCACTGGACTTGGAGGATATCTTCAAGAAGAGCAAGCCCCG
CTATCACAAGCGCACCAGCTCTGCTGTCTGGAACTCACCGCCCCTGCAGGGCGCCAGGGTCCCCAGCAGC
CTGGCCTACAGCCTGAAGAAGCACTGA

Figura 1: Secuencia codificante del gen INCENP para la especie Homo sapiens.



>NM_001369356.1:163-2805 Mus musculus inner centromere protein (Incenp),
transcript variant 1, mRNA
ATGGGGACCACAGCCCCAGGGCCTATTTGCCTTCTGGATCTATGTGACCAGAAACTCCTGGACTTTGTCT
GCAATGTGGACAACAAGGACTTCATGTGGCTCAAGGAGATTGAGGAGGAGGCTGAGCGCATGTTTATCAG
AGAATTCAGCAATGAGCCAGAGCTGATGCCCAAAACTCCTTCTCAGAAAAACCGTCGGAAGAAGAGGCGG
GTGTCTAACATTCAGGATGAAAACAGAGATCCCGTGAGGAAAAGGTTATCCCGCAGAAAGTCTCGGAGCA
GTCAGGTGGGTACCCGGCACCTCCGCAGCAAGCCCGTTACTATTGTTGAGGAGAATGGCTTCCCTGTGTT
GCAGCGGATAACCCGGGCCACAGCTGCAGCAGCGGCAGCAGCAGCGGCAGCGTCTGTGGCATCAGCTTCT
TCCTCTTCCACTGCTGGGTCTCCCACAGTGCTGACCAAGAAAGCAGTGGTGGAGATAAGCACTAGTGAAC
GACTGAGTGCAGAACTACAACTCACTAAGCTCAAAGGTAGCCTTCCTCCATCTCCAGTTTCCCAAGGCAC
CCTGACATCAGAGGAGGAACTAACACCCAAGAAATCAGAGGCTGGAAAGCTGGACTCTGTCACAGTGAAC
TCCCTCAAGGCTACCCCTCAGAGCCCCAAGAACCGAGGGGTTGGGGAAGGACGTTCTGTTTCCAAGCTCA
AGATTGCTCGGGCCTCCTGGGGGCTGCAGGACTCTCCTGGCTCTACAGACTCACCATGGCAAGAGCGGGT
GCTTTCTCCTATCCTGCTGAATAACATCTTGCCCACAACAGCCAAGAGCCCTCTTGGGAATATTCGGTCA
GTGCGGCGAAGCCTGATTTCCCAGGATTCCCAAGTGCCACTAGCCTCGAAGTATAATTTGGTGGCCAAAC
AAGAAAATGGCAGTCGCAGATCAAGCAGAAGGATTGCCAAGAAGGCTGGCAAAGAGCCAGAGGCCTCTGC
TCGAATCATTTGTCACAGTTACCTGGAGAGGCTCCTGAATGTTGAAGTGCCTCAGAATGTTGGCCTGGAG
CAGGAGCCTGTCGAGGTGGCCGAACCTGAGGAGGCAGAAGAGGAGCAAGAGGTCTCCAAGAACAGTGGGT
GTCCCTCCAAACCCCGCAGTGCCACCAAGATTGCGATTAGTACGCCCACCTCGAAGCCTGCGGCCGCTGG
TCAGACAACAACTGTTGAAGAGCAAGAAGCTGAGCTTGACCAAACAGATGGACACAGAGAACCACCCCAG
AGTGTCAGGAGGAAACGCAGTTACAAACAGGCAATAAGTGAACCGGATGAGGAGCAACTGGAAGATGAAG
AACTGCAGCCCTGCCAGAATAAGACCCCTTCCCCACCCTGTCCAGCCAACAAGGTGGTACGGCCCCTCCG
GACTTTCCTGCACACAGTGCAGAAGAACCAGATGCTCATGACCCCCACACTGGCCTCCCGCAGCAGTGTC
ATGAAGTCCTTTATTAAACGCAACACTCCGCTTCGTGTGGACCCTAAGTGCAGCTTTGTTGAGAAGGAGC
GCCAGCGCCTAGAGAGCCTGCGACGGAAGGAGGAGGCCGAGCAGCGGCGCAGACAGAAGGTAGAGGAAGA
CAAGCGGCGGCGACTGGAGGAGGTGAAGCTGAAGCGTGAAGAGCGCCTCCGCAAGGTGTTGCAGGCCCGT
GAGAGGGTGGAACAGATGAAGGAGGAAAAGAAGAAGCAGATTGAGCAGAAGTTTGCTCAGATTGATGAGA
AGACAGAAAAGGCTAAGGAGGAGCGTCTGGCAGAGAAGGCAAAGAAGAAGGCAACTGCCAAGAAGATGGA
AGAGGTAGAGGCACGAAGGAAGCAGGAGGAGGAGGCACGCAGGCTCAGGTGGCTCCAACAGGAGGAAGAG
GAGCGGCGGCATCAAGAAATGCTACAACGGAAGAAGGAGGAAGAACAGGAGCGCCGCAAAGCAGCTGAGG
CCAGGCGCCTGGCAGAACAGCGGGAGCAAGAGAGGCGAAGGGAGCAGGAGCGGCGGGAGCAGGAGCGGAG
GGAACAGGAGCGGAGGGAACAGGAACGGAAGGAGCAGGAGCGGCGGGAGCAGGAGCAGGAGCGTCTTCGG
GCCAAGAGGGAGATGCAGGAGAGAGAGAAAGCCCTGCGACTCCAAAAGGAACGACTTCAGAAGGAACTGG
AGGAGAAGAAGAGGAAGGAAGAGCAACAGCGCCTGGCTGAGCAGCAACTGCAGGAGGAGCAGGCAAAGAA
AGCTAAGGAGGTGGCAGCAGCCAGGAAAGTCCTGAACATGACTGTGGATGTGCAGTCTCCTGTTTGTACC
TCATATCAAATGACTCCACAAGGACCCAAATCCATCCCCAAGATCAGCGTAGACGATTATGGGATGGACC
TAAATAGTGATGACTCCACAGATGATGAGTCCCACCCCCGGAAACCCATCCCTTCCTGGGCCAAAGGCAC
CCAACTCAGCCAGGCCATTGTCCACCAGTACTACCACCCTCCAAACATTCTAGAGCTCTTCGGATCTATT
CTCCCACTGGACTTGGAGGACATCTTTAAGAAGAGGAAGACTCGCTACCACAAGCGCACTAGCTCTGCTG
TTTGGAACTCACCACCCCTGAAAGCCACCATGGTCCCCAGCAGTGGGGACTAG

Figura 2: Secuencia codificante del gen INCENP para la especie Mus musculus.



>NM_005030.6:45-1856 Homo sapiens polo like kinase 1 (PLK1), mRNA
ATGAGTGCTGCAGTGACTGCAGGGAAGCTGGCACGGGCACCGGCCGACCCTGGGAAAGCCGGGGTCCCCG
GAGTTGCAGCTCCCGGAGCTCCGGCGGCGGCTCCACCGGCGAAAGAGATCCCGGAGGTCCTAGTGGACCC
ACGCAGCCGGCGGCGCTATGTGCGGGGCCGCTTTTTGGGCAAGGGCGGCTTTGCCAAGTGCTTCGAGATC
TCGGACGCGGACACCAAGGAGGTGTTCGCGGGCAAGATTGTGCCTAAGTCTCTGCTGCTCAAGCCGCACC
AGAGGGAGAAGATGTCCATGGAAATATCCATTCACCGCAGCCTCGCCCACCAGCACGTCGTAGGATTCCA
CGGCTTTTTCGAGGACAACGACTTCGTGTTCGTGGTGTTGGAGCTCTGCCGCCGGAGGTCTCTCCTGGAG
CTGCACAAGAGGAGGAAAGCCCTGACTGAGCCTGAGGCCCGATACTACCTACGGCAAATTGTGCTTGGCT
GCCAGTACCTGCACCGAAACCGAGTTATTCATCGAGACCTCAAGCTGGGCAACCTTTTCCTGAATGAAGA
TCTGGAGGTGAAAATAGGGGATTTTGGACTGGCAACCAAAGTCGAATATGACGGGGAGAGGAAGAAGACC
CTGTGTGGGACTCCTAATTACATAGCTCCCGAGGTGCTGAGCAAGAAAGGGCACAGTTTCGAGGTGGATG
TGTGGTCCATTGGGTGTATCATGTATACCTTGTTAGTGGGCAAACCACCTTTTGAGACTTCTTGCCTAAA
AGAGACCTACCTCCGGATCAAGAAGAATGAATACAGTATTCCCAAGCACATCAACCCCGTGGCCGLCTCC
CTCATCCAGAAGATGCTTCAGACAGATCCCACTGCCCGCCCAACCATTAACGAGCTGCTTAATGACGAGT
TCTTTACTTCTGGCTATATCCCTGCCCGTCTCCCCATCACCTGCCTGACCATTCCACCAAGGTTTTCGAT
TGCTCCCAGCAGCCTGGACCCCAGCAACCGGAAGCCCCTCACAGTCCTCAATAAAGGCTTGGAGAACCCC
CTGCCTGAGCGTCCCCGGGAAAAAGAAGAACCAGTGGTTCGAGAGACAGGTGAGGTGGTCGACTGCCACC
TCAGTGACATGCTGCAGCAGCTGCACAGTGTCAATGCCTCCAAGCCCTCGGAGCGTGGGCTGGTCAGGCA
AGAGGAGGCTGAGGATCCTGCCTGCATCCCCATCTTCTGGGTCAGCAAGTGGGTGGACTATTCGGACAAG
TACGGCCTTGGGTATCAGCTCTGTGATAACAGCGTGGGGGTGCTCTTCAATGACTCAACACGCCTCATCC
TCTACAATGATGGTGACAGCCTGCAGTACATAGAGCGTGACGGCACTGAGTCCTACCTCACCGTGAGTTC
CCATCCCAACTCCTTGATGAAGAAGATCACCCTCCTTAAATATTTCCGCAATTACATGAGCGAGCACTTG
CTGAAGGCAGGTGCCAACATCACGCCGCGCGAAGGTGATGAGCTCGCCCGGCTGCCCTACCTACGGACCT
GGTTCCGCACCCGCAGCGCCATCATCCTGCACCTCAGCAACGGCAGCGTGCAGATCAACTTCTTCCAGGA
TCACACCAAGCTCATCTTGTGCCCACTGATGGCAGCCGTGACCTACATCGACGAGAAGCGGGACTTCCGC
ACATACCGCCTGAGTCTCCTGGAGGAGTACGGCTGCTGCAAGGAGCTGGCCAGCCGGCTCCGCTACGCCC
GCACTATGGTGGACAAGCTGCTGAGCTCACGCTCGGCCAGCAACCGTCTCAAGGCCTCCTAA

Figura 3: Secuencia codificante del gen PLK1 para la especie Homo sapiens.

>NM_011121.4:109-1920 Mus musculus polo like kinase 1 (Plk1), mRNA
ATGAATGCAGCGGCCAAAGCTGGAAAGCTGGCTCGAGCACCAGCCGACCTCGGGAAAGGTGGGGTTCCGG
GAGATGCAGTTCCCGGTGCCCCAGTGGCCGCCCCGCTGGCGAAAGAAATTCCGGAGGTCCTAGTGGACCC
ACGCAGCCGGCGGCAGTATGTACGGGGGCGCTTTCTGGGTAAAGGAGGCTTCGCCAAATGCTTCGAGATC
TCAGACGCAGACACAAAAGAGGTGTTCGCAGGCAAGATCGTGCCTAAGTCTTTGCTGCTCAAGCCCCACC
AGAAGGAGAAGATGTCTATGGAGATCTCAATTCACCGCAGCCTAGCACACCAACACGTCGTAGGCTTCCA
TGACTTTTTTGAGGACAGCGACTTTGTATTTGTAGTTTTGGAGCTCTGTCGCAGGAGGTCCCTCCTGGAG
CTGCACAAGAGGAGGAAGGCACTGACCGAGCCTGAGGCCCGCTACTACCTGCGACAGATAGTCCTGGGCT
GCCAGTACCTGCACCGCAATCAGGTCATTCACAGGGACCTCAAGCTGGGCAACCTCTTCCTGAACGAGGA
TCTGGAGGTGAAAATAGGGGATTTTGGCTTGGCAACCAAAGTGGAATATGAAGGGGAACGAAAGAAGACC
TTGTGTGGCACTCCTAACTACATAGCTCCTGAGGTGCTGAGCAAGAAGGGACACAGTTTTGAGGTGGATG
TGTGGTCCATTGGGTGCATCATGTATACCTTGCTAGTGGGCAAGCCTCCCTTTGAGACCTCGTGCCTAAA
AGAGACCTACCTCCGGATCAAGAAAAATGAATACAGTATTCCCAAGCACATCAACCCAGTGGCCGCCTCC
CTCATCCAGAAGATGCTTCAGACAGACCCCACTGCCCGCCCCACCATTCACGAGTTGCTCAATGACGAGT
TCTTCACTTCTGGCTACATCCCCGCCCGTCTCCCTATTACCTGCCTCACCATCCCACCAAGGTTTTCAAT
CGCTCCCAGCAGCCTGGACCCCAGCAGCAGGAAACCTCTCAAAGTCCTCAATAAAGGTGTGGAGAACCCC
CTGCCTGACCGTCCCCGGGAGAAAGAGGAACCGGTGGTCCGGGAGACAAATGAGGCCATTGAGTGCCACC
TTAGTGACTTGCTACAGCAGCTGACCAGTGTCAACGCCTCCAAGCCCTCGGAGCGCGGGCTGGTGCGGCA
AGAGGAGGCTGAGGATCCTGCCTGCATCCCCATCTTCTGGGTCAGCAAGTGGGTGGACTATTCGGACAAG
TATGGCCTTGGGTATCAGCTGTGTGACAACAGTGTGGGGGTGCTTTTTAATGACTCAACACGCCTGATTC
TCTACAATGACGGGGACAGCCTGCAGTACATAGAGCGTGATGGCACGGAGTCCTATCTCACTGTGAGCTC
CCATCCCAATTCCTTGATGAAGAAGATCACTCTCCTCAACTATTTCCGCAATTACATGAGTGAGCACCTG
CTGAAGGCAGGGGCCAACATCACACCCCGGGAAGGCGACGAGCTGGCCCGGCTGCCCTACCTACGAACGT
GGTTCCGCACACGCAGCGCCATCATCCTGCACCTCAGCAACGGCACCGTGCAGATTAACTTCTTCCAGGA
CCACACCAAACTTATCCTGTGCCCCCTGATGGCAGCGGTGACCTACATCAACGAGAAGAGGGACTTCCAA
ACGTACCGCCTGAGCCTCCTGGAGGAGTATGGCTGCTGCAAGGAGCTGGCCAGCCGCCTCCGCTACGCCC
GCACCATGGTAGACAAGCTGCTGAGCTCGCGCTCCGCCAGCAACCGCCTCAAGGCCTCCTAG

Figura 4: Secuencia codificante del gen PLK! para la especie Mus musculus.



Tablas de homologia para INCENPy PLKI1

Tabla 1: Porcentaje de homologia para los fragmentos conservados de INCENP.

Fragmento pb Coincidencias Homologia
1 300 254 85%
2 180 125 69%
3 180 140 78%
4 300 270 90%
5 540 445 82%

Tabla 2: Porcentaje de homologia para los fragmentos conservados de PLK].

Fragmento pb Coincidencias Homologia
1 300 264 88%
2 300 264 88%
3 360 328 91%
4 360 329 91%
5 312 286 92%




