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RESUMEN

EI Cancer Gastrico tiene rna alta incidencia en Chile constituyendo la primera causa de

muerte  por  tumores  malignos.  La  respuesta  immune  innata  es  considerada  como  la

primera linea de defensa tumoral,  siendo uno  de sus componentes mas importantes las

c6lulas  Natural  Killer  (NK),  las  cuales  estin  especializas  en  la  eliminaci6n  de  c6lulas

tumorales  o  infectadas por virus.  La  actividad  de las  c5lulas NK  esta regulada por un

complejo  balance  de  receptores  inhibidores  y  activadores.   Entre  los  receptores  de

activaci6n  se  destaca NKG2D,  el  que  se  expresa en c6lulas NK y  linfocitos T.  Se hen

descrito  diferentes ligandos  de NKG2D (NKG2DL)  como MICA,  MICB y ULBP1-6.

Estos   marcadores presentan expresi6n restnngida en c6lulas normales y una inducci6n

en respuesta al estr6s celular y transformaci6n tumoral, permitiendo la eliminaci6n de las

c6lulas   estresadas  por  el   sistema  immune.   Este  proceso   se   desarrolla  mediante   la

interacci6n  NKG2D-ligando,  lo  que  gatilla  una  serial  de  activaci6n  en  la  c6lula  que

expresa NKG2D, promovi6ndose lisis citotoxica de la c6lula que expresa el ligando.  Se

hen  reportado  diversos  polimorfismos  en  el  gen  A4tc4  que  estarian  implicados  en  su

interacci6n  con  el   receptor  y   que  darian  cuenta  de  mecanismos  de  evasi6n  de  la

respuesta inmunitaria durante la progresi6n tumoral.  En consecuencia,  esta memoria se

propone que durante el  desarrollo del cancer gdstrico se originan mutaciones en el gen

que   codifica  MICA,   las   que   estarian   afectando   la  interacci6n   ligando-receptor  y

promoviendo la evasi6n inmune por parte  de las c6lulas tumorales.  El  objetivo de  este

trabajo fue identificar variantes somaticas de nucle6tido  simple (SNV) en  el gen Mtc4

en pacientes  chilenos  con cancer gastrico y  analizar los efectos de  estos  cambios  en la

proteina. En este estudio se incluyeron cincuenta pacientes con adenocarcinoma gdstrico



del  Departanento  de  Cirugia  Digestiva  del  Hospital  del  Salvador.  La  detecci6n  de

mutaciones   en   la  secuencia  de  A4JC4   se   realiz6  por   secuenciaci6n   masiva  en   la

plataforma  Mseq  de  Illumina.  Para  el  analisis  bioinfomiatico  de  las  secuencias  se

emple6  el   algoritmo   Somatic  Variant  Caller  (Illumina).     Detectindose  3   variantes

nuevas,  no  descritas  previamente  en  bases  de  datos,  de  las  cuales  debido  al  puntaje

entregado por el algoritmo SIFT s6lo la variante chr6:  31380116 tendria un efecto en la

proteina MICA.

Por otra parte, en base a las frecuencias al6licas se identificaron 6 mutaciones somaticas

de  tipo  SNV.  Sin  embargo,  en  relaci6n  a  los  datos  entregados  por  la  base  de  datos

SNpeffect s6lo la variante P294A present6 una reducci6n en la estabilidad de la proteina

NICA.  A su vez,  la localizaci6n de  este cambio se present6  en rna regi6n de posibles

cortes proteoliticos mediados por metaloproteasas, sugiriendo que esta mutaci6n podria

estar dando  cuenta de la liberaci6n de ligandos solubles por parte de la c6lula tumoral,

promoviendo un mecanismo de evasi6n al sistema inmune.

Nuestros  resultados  sugieren  que la presencia de  SNVs  en  el  gen A4JC4,  en pacientes

con  adenocarcinoma gdstrico,  podria corresponder a rna estrategia  de  evasi6n  immune

que est6 favoreciendo el establecimiento y desarrollo del tumor.



ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is the principal causes of cancer mortality in Chile. Innate immune

response is  considered the  first tumoral  defense line,  indeed,  one  of it most impoliant

components  are  Natural  Killer  (NK)  cells,  which  are  specialized  in  the  tumoral  cells

elimination or viruses infected cells. The activity of NK cells is regulated by a complex

balance of inhibitors  and  activators  receptors.  The  activating receptor NKG2D,  whose

ligands (NKG2DL), expressed on the T lymphocytes and NK cell surface, belong to the

NIC (MICA and NICB) and ULBPAAET (ULBP1-6) finilies. NKG2D have restricted

expression  in  normal  cells  and  an  induction  in  response  to  cellular  stress  and  tumor

transformation,  allowing the removal of stressed-out cells by the immune system.  This

process  develops  through  the  interaction  NKG2D-ligand,  which  trigger  an  activation

signal  in the  cell  that  expresses NKG2D,  promoted the  cytotoxic  lysis  in  the  cell that

expresses  the  ligand.  Differents  A4JG4  polymorphisms  indicate  this  gene  would  be

involved  in the  interaction  with  the  receptor and would explain  mechanisms  of tumor

evasion,  during tumoral progressing.  In  summary,  in  this  memory  propose that during

the development of gastric cancer, take place mutations in the gene that encodes NICA

protein,  which  would affect the ligand-receptor interaction  and promoting the immune

evasion by tumoral cells. The aim of this study was to identify somatic single nucleotide

variants (SNV) in the A4tc4 gene, in chilean patients with gastric cancer and analyze the

effects of these  changes in the protein.  Were included in this  study  flfty patients  with

gastric  adenocarcinoma  of  the  Department  of  Digestive  Surgery  of the  Hospital  EI

Salvador and the  detection  of mutations  in the  sequence  of A4JC4  was performed by

massive  sequencing  in  the  Mseq platform of Illumina.  The  bioinformatic  analysis  of
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sequences  was  performed  with  the  algorithm  Somatic  Variant  Caller  (Illumina),  three

new variations  were  detected,  this had not been previously  described  in  databases,  of

which  due  to the  score  given by  the  SIFT  algorithm  only  the variant  chr6:  31380116

would  have  an  effect  on  the  NICA  protein.  Also,  were  identified  6  SNV  somatic

mutations  according to  allele frequencies.  IIowever,  in relation to the data released by

the database SNpeffect only variant P294A presented a reduction in the NICA protein

stability. The location of this change is introduced in a region of possible proteolytic cuts

by metalloproteases, suggesting that this mutation could be giving the release of soluble

ligands by the tumor cell, promoting an evasion mechanism of the immune system.  Our

results  suggest  that  the presence  of SNVs  in the A4JC4  gene,  in  patients  with  gastric

adenocarcinoma,  it  might  be  related  with  immune  evasion  strategy  which  provides

establishment and development of tumor.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cancer Gfstrico

El cancer es un proceso de crecimiento y propagaci6n incontrolada de c6lulas, generado

por  un  desorden  hiperproliferativo  donde  las  c6lulas  adquieren  la  capacidad  de  ser

autosuficientes  en  las  sefiales  de  crecimiento  y  ser  insensibles  a  las  sefiales  que  lo

inhiben. Estas c6lulas cancerosas tienen potencial proliferativo ilimitado, pueden evadir

la   apoptosis,   estimular   la   angiog6nesis   sostenida,   evadir   la   dest"cci6n   immune

adquiriendo la capacidad de invadir tejidos y generar metdstasis en puntos distantes del

organismo qanahan & Weinberg, 2011).

EI  Cancer Gdstrico  (CG) ,es  el  cuarto mas comdn en  el  mundo,  con rna incidencia del

8% (con 951.600 casos nuevos) y representa la segunda causa de muerte relacionada con

cancer, abarcando el 10% de 6stas (723.loo muertes por afro) (Torre y col., 2015). Chile

se  encuentra  entre  los  paises  con  las  tasas  de  mortalidad  mas  altas junto  a  Singapur,

Costa RIca y  Jap6n  qee y  col.,  2006),  representando  la primera causa de  muerte  por

tumores  malignos  para ambos  sexos  (MNSAL,  2010),  con  una tasa de  mortalidad en

tomo a 20 por loo.000 habitantes, falleciendo alrededor de 3.000 personas al afro.

EI    CG   es   una   enfermedad   multifactorial    gatillada   de    la   interacci6n    entre   la

susceptibilidad gen6tica propia del  individuo  y  factores  ambientales  (MCLean,    2014).

De  estos  dltimos,  uno  de los factores principales  es  la dieta;  el  consumo  de  alimentos

que contienen nitritos, alimentos ahumados y/o salados aumenta el riesgo de desarrollar

esta   enfermedad.   Ademds   la  infecci6n   por  fie/jcobcrc/er  p);/orz.   rff.   zz);/oH)   se  ha



identificado  como  rna de las causas  del  desarrollo  de esta patologia (Kandulski y  col.,

2010).

EI CG agrupa tumores que se encuentran bajo la uni6n gastroesofagica, correapondiendo

generalmente  a  un  adenocarcinoma.  En  la  mayoria  de  los  casos  progresa  de  manera

lenta, asintomalica y en nuestro pals, mds de la mitad de los pacientes se encuentran en

un estado avanzado de la enfermedad al momento del diagn6stico (MNSAL, 2010). Los

tratamientos   disponibles   para   pacientes   con   CG  inclnyen:   cirugia,   quimioterapia,

radioterapia   o    rna   combinaci6n    de    ellas.    Sin    embargo,    el    inico    tratamiento

potencialmente  curativo  corresponde  a la gastrectomia total  o parcial  acompafiada con

linfadenectomia (Okines y col., 2010); no obstante, de los pacientes intervenidos un 40%

a  65%  de  ellos podrian presentar recurrencia de  la enfermedad (Dicken y  col.,  2005).

Los  pacientes tratados tienen  rna  esperanza de  vida promedio  de 24  meses y  solo  un

10%  a 30% una sobrevida de  5  afros.  Teniendo  en  cuenta la alta incidencia del  CG en

Chile, 1as poco  esperanzadoras estadisticas en cuanto a resultados  de tratanientos y las

exitosas  estrategias preventivas  de  paises  como  Jap6n  (Asaka y  col.,  2014),  es  que se

considera   impostergable   incluir   dentro   de   las   politlcas   publicas   la   prevenci6n   y

detecci6n precoz del CG en nuestro pals.

1.2 Sistema Immune y c6lu[as Natural Ki]]er

El  sistema immune  en  mamiferos  es rna compleja red  de mol6culas,  c6lulas y 6rganos

que  interacthan  para  proteger  al  organismo  tanto  del  dafio  por  elementos  extemos

(provocado por agentes pat6genos),  asi  como  por agentes  intemos  (tales  como  c6lulas

neopldsicas).  Cabe sefialar, que esta funci6n es realizada sin ocacionar dafio a las c6lulas



propias  del  organismo,  debido  a que  este sistema posee la capacidad  de  discriminar lo

que  es propio  de lo  que no  lo  es  a trav6s  del  reconocimiento  de mol6culas  especificas

(Visser & Coussens, 2006).

El  desarrollo de la fase efectora del sistema immune implica procesos  de tolerancia, los

que  estin balanceados  por  complejos  mecanismos  de  control  que  favorecen  su  acci6n

efectora  e  inhibitoria.  En  este  contexto,  se  ha  demostrado  que  agentes  pat6genos  y

neoplasias  han  desarrollado  estrategias  que  les  han  permitido  evadir  los  sistemas  de

control  de  la respuesta  immune,  evitando  su  reconocimiento  y  eliminaci6n,  fen6meno

conocido como Evasion Inmune  (Eagle & Trowsdale, 2007).

Por su parte, el sistema immune Innate esta compuesto por c6lulas circulantes y proteinas

plasmaticas, cuyas funciones son: la protecci6n del organismo frente a agentes agresores

extemos,  el  control  de procesos infecciosos y  la defensa frente  a agresores  end6genos

(como   neoplasias),   participando   en   el   control   de   los   procesos   antitumorales   y

antimetastdsicos  (Karre  y  col.,  2005).  La  activaci6n  del  sistema  immune  Innato  trae

consigo la respuesta immune adaptativa mediada por los linfocitos T y 8.  Estas  c61ulas

portan receptores antig6nicos que permiten distinguir antigenos propios de los ex6genos

y   dirigir  eventos   posteriores.   Las   c6lulas  tumorales   son  propias   del   organismo  y

difirieren solo  sutilmente  en su comportamiento y patr6n bioquimico.  Por tal  raz6n,  1a

Inmunidad Innata al  ser la primera barrera de defensa contra estas  c6lulas,  tiene un rol

efector   fundamental   en   las   primeras   etapas   del   desarrollo   del    cancer,   proceso

denominado Inmunovigilancia (Dunn y col., 2004).



Uno  de  los  componentes  mds  importantes  del  sistema  immune  innato  son  las  c6lulas

Natural Killer (NK) (c6lulas citoliticas naturales), las  cuales  corresponden a la primera

linea  de  defensa  contra  ciertas  infecciones  virales  y  tumores  (Trinchieri,  1989).  Cabe

destacar que estas c5lulas son capaces de reconocer y lisar c6lulas tumorales e infectadas

con virus sin sensibilizaci6n previa (Cerwenka & Lanier, 2001 ).

Las  c6lulas NK son linfocitos  derivados de la medula 6sea, y  la mayoria se  encuentra

localizada  en  la  sangre  periferica,  linfonodos,  bazo  y  m6dula  6sea  (Ferlazzo  y  col.,

2004), y en humanos, comprenden entre un 5-20% de los linfocitos de sangre periferica.

Las  c6lulas NK eliminan las  c6lulas blanco  (c6lulas tumorales o  c6lulas infectadas por

virus)  mediante  diversos  mecanismos,  uno  de  ellos  corresponde  a  la  liberaci6n  de

grinulos  citoplasmaticos  que contienen proteinas como perforina y  granzimas  (Trapani

&  Smyth, 2002), las cuales promueven lisis celular por osmosis e inducen apoptosis de

las c6lulas blanco, respectivamente (Podack & Dennert,1983 ; Dennert y col.,1987).

Una altemativa a la liberaci6n de grinulos es la muerte de la c6lula blanco inducida por

apoptosis  mediante  receptores  de  muerte  presentes  en  estas.  Las  c6lulas  NK  pueden

expresar ligandos  de  muerte  de la fanilia del  factor  de necrosis tumoral  (TNF),  como

ligando Fas, TNF-tt y  TRAIL  (ligando  inductor de  apoptosis relacionado  al  TNF),  los

cuales se unen a receptores especificos en la superficie de la c5lula blanco, gatillando el

proceso de apoptosis (Zamai y col.,1998).

Otro  mecanismo  de  acci6n  consiste  en  la secreci6n  de  citoquinas  inmunoreguladoras,

siendo  capaces  de  expresar  interfer6n  aFN)-y,  TNF-qu  TNF-f},  factor  estimulante  de



crecimiento  de  granulocitos y  macr6fagos  (GM-CSF),  interleuquina (IL)-  10  (Deniz y

col., 2008) e IL-13  (Loza y col.,  2002). Dentro  de estas  citoquinas el IFN-y es  de gran

importancia en la inmunidad antitumoral, ya que inhibe la proliferaci6n celular, restringe

la angiog6nesis tumoral, estimula la presentaci6n de antigenos, promueve la apoptosis y

estimula la respuesta immune adaptativa, entre otros roles (Dunn y col., 2006).

1.3 Activaci6n de las c6Iulas NK

Las celulas NK expresan en su superficie un amplio repertorio de receptores activadores

e inhibitorios,  los que se unen a mol6culas presentes en la superficie  de c6lulas blanco

tales  como hAIIC-I (Complejo principal  de histocompatibilidad de  clase I) y mol6culas

relacionadas  con  IVIIC-I.  El  reconocimiento  de  las  c6lulas  blanco  por las  c6lulas  NK

involucra  rna  alteraci6n  en  el  balance  entre  sefiales  activadoras  e  inhibitorias.  Estas

sefiales  son  entregadas  simultineamente  a  las  c6lulas  NK  por  distintas  familias  de

receptores presentes en su superflcie y que se unen a ligandos expresados por las c6lulas

blanco  (Smyth  y  col.,  2005).  Sin  embargo,  la  p6rdida  de  la  mol6cula  NIC-I  en  la

superficie  de  la c6lula blanco, ya sea por mutaciones gen6ticas  que ocurren  durante el

desarrollo   tumoral   o   por   mecanismos   de   evasion   viral;   eliminaria   los   controles

inhibitorios, predominando las mol6culas activadoras y resultando en la activaci6n de la

c6lula NK. Este fen6meno es conocido como Reconocimiento por Ausencia de lo Propio

(Shifrin y col., 2014) y el resultado de esta interacci6n va a determinar si la c6lula NK es

finalmente  activada,  si  se  producen  citoquinas  y/o  si  la  c6lula  blanco  es  eliminada

(Caligiuri, 2oo8).



1.4 Receptor NKG2D y sus ligandos

El receptor NKG2D (Natural Killer Group 2, type D) se expresa en todas las c6lulas NK

y ha sido  identificado  en  linfocitos Tc[P  CD8+,  T 78 y  NKT (Chan y  col.,  2006).  Este

receptor es un homodimero que pertenece a la familia de los receptores tipo lectinas del

tipo C (Houchins y col„  1991) y consiste en dos proteinas de transmembrana de tipo 11

unidas  por un  puente  de  disulfuro.  El  dominio  de  transmembrana posee  aminoacidos

cargados positivamente y el dominio intracelular es muy corto y no tiene la propiedad de

sefializaci6n  intracelular.  En humanos,  el  receptor NKG2D  forma un  complejo  con  la

mol6cula adaptadora DAP10  (proteina activadora DNAX de  10 kDa),  la cual se asocia

con el receptor NKG2D como homodimeros (Wu y col.,1999). DAP10 tiene en su cola

citoplasmatica  un  motivo  Tyr-Ile-Asn-Met  (YINM),  que  al  ser fosforilado  genera rna

sefial  que  estimula  la  proliferaci6n,  citotoxicidad  de  las  c6lulas  NK y  provee  de  co-

estimulaci6n a los linfocitos T activados (Chang y col., 1999; Wu y col., 2000).

En humanos se ham descrito dos familias de ligandos para NKG2D (NKG2DL):

A)         La familia de proteinas relacionadas con la cadena de MHc de clase I ouc). En

este complejo se encuentran codificadas: MCA y MCB. Los que presentan similitud a

la cadena tt del NIC-I con los dominios Gl, cL2 y a3, pero se diferencian de 6stos al no

unir P2-microglobulina ni presentar antigenos (Zwimer y col.,1998).

8)         La familia de proteinas de uni6n a la mol6cula uL16 del citomegalovirus, la cual

consta de  6  miembros  (ULBP1-6)  (Cosman y  col.,  2001).  Sin  embargo,  debido  a  que

s6lo  ULBP   1   y  2  unen  realmente  a  la  proteina  UL16,  la  denominaci6n  actual  es



Transcritos  Inducidos  por  Acido  Rednoico  1  (RAET1:  RAETII  (ULBP1),  RAETIH

(ULBP2), RAETIN (ULBP3), RAETIE  I y 2 (tJLBP4), RAETIG (ULBP5), RAETIL

(ULBP6)  (Chalupny y  col.,  2003;   Eagle y  col., 2009). Estas mol6culas son similares a

los  ligandos  MIC,  pero  presentan  s61o  los  dominios  cLl  y  ci2  de  la  cadena  a y  no  se

codifican dentro d;i complejo NIC.

Los  NKG2DL  no  se  expresan  cominmente  en  la  superficie  en  tejidos  normales.  Sin

embargo,   su   expresi6n   en   superficie   aumenta   en   diversos   tipos   celulares   bajo

condiciones de esties (shock termico), infecci6n y frecuentemente durante la progresi6n

tumoral.   En   este  punto,   es  importante  recalcar  que   debido   a  que  los  tumores  se

desarrollan a partir de c6lulas propias, son generalmente poco inmunog6nicos y muchas

veces  no   sop  reconocidos  eficientemente  por  el  sistema  immune,  por  tal   raz6n  la

presencia de estos ligandos que se expresan en c6lulas y lineas tumorales (Nausch, 2008)

servirian para poder detectar las c6lulas transformadas. Estudios previos han establecido

que la expresi6n de NKG2DL en tumores los hace susceptibles a su eliminaci6n por las

c6lulas NK z'J? vz./ro y ademds la formaci6n de tumores puede ser prevenida a trav6s de la

sefializaci6n por NKG2D (Gonzalez y col., 2006).

Por lo tanto,  el receptor NKG2D juega un rol importante en la Inmunidad antitumoral a

trav6s de la interacci6n entre el sistema immune del hu6sped y el tumor.

1.5 Mol6cu]as NKG2D y sus ligandos en la inmunidad antitumoral

La  inmunidad  antitumoral  se  puede  describir  en  tres  fases:  Eliminacidn,  Equilibrio  y

Evasion,  las  que  se  describen  en  la Teoria de  las  3  E  de la Inmunoedici6n  del  cancer



@unn  y  col.,  2004).  Durante  la  Eliminaci6n,  el  sistema  inmune  del  hu6sped  puede

prevenir un crecimiento tumoral, trabajando en conjunto con la respuesta immune innata

y  adaptativa  sin  que  haya  progresi6n  a las  siguientes  fases  mediante  la  liberaci6n  de

citoquinas  proinflamatorias,  las  que  reclutan  c6lulas  del  sistema immune  innato  como:

macr6fagos,  c6lulas  dendriticas  y  c6lulas  NK.  En  tanto,  durante  la  fase  de  Equilibrio

debido a la rapida tasa de reproducci6n y mutaci6n que tienen las c6lulas tumorales, se

produce rna selecci6n  de clones resistentes al sistema immune del hu6sped. Este estado

se puede mantener durante muchos afros, en donde las c6lulas tumorales son eliminadas

mientras los clones resistentes permanecen en los tejidos (Bumet,1971 ). Durante la fase

final  de  la  Inmunoedici6n  que  corresponde  a  la  Evasi6n,  los  tumores  desactivan  el

reconocimiento  immune  permitiendo  la progresi6n  de  la  enfermedad,  promoviendo  la

angiog6nesis y la invasi6n de tejidos, siendo capaz de sobrepasar la respuesta immune y

desencadenar mefastasis.

El    escape    immune    y    la   progresi6n    tumoral    constituyen    distintos    mecanismos

inmunosupresores, los que pueden incluir la p6rdida de la maquinaria de presentaci6n de

antigenos,   expresi6n   de   moleculas   inhibitorias   de   apoptosis   e   inducir   celulas   T

reguladoras (Dunn y col., 2004).

En cuanto a los mecanismos de Evasi6n de la Inmunovigilancia, existe evidencia de que

a pesar  de  la  expresi6n  de  NKG2DL  en  tumores  y  que  tales  mol6culas  se  presentan

como sefiales de muerte, informindole a las c6lulas NK que estin presentes y gatillando

el  ataque  citolitico,  en la mayoria de los  casos  el  tumor logra sobrevivir y  escapar del

ataque del  sistema immune.  Teniendo en cuenta esta contradicci6n,  se ha planteado que



podria existir rna selecci6n negativa sobre las c6lulas tumorales que expresan NKG2DL

en  su superficie y en particular investigaciones en melanoma,  indican  que la expresi6n

de estos ligandos depende del estado de avance tumoral, existiendo una alta expresi6n de

estos ligandos en las lesiones primarias, pero disminuye en las lesiones metastdsicas. Por

lo que con el tiempo quedarian s6lo las c6lulas tumorales memos inmunog6nicas, es decir

aquellas que no  expresan o poseen rna baja expresi6n de los NKG2DLs (Vetter y col.,

2004).  Otro  mecanismo  que  se ha  documentado  es  rna  expresi6n  continua de  MICA,

unido  a la membrana,  regulando  negativamente la activaci6n  de  las  c6lulas NK por el

receptor NKG2D, lo que compromete la capacidad de las c6lulas efectoras en reconocer

y consecuentemente, lisar las c6lulas tumorales.  Por otra parte, se han detectado formas

solubles   tanto   de   ligandos   NIC   como   RAET1,   lo   cual   tendria   relaci6n   con   la

disminuci6n de la cantidad y funcionalidad del receptor NKG2D en la superficie de las

c6lulas por la intemalizaci6n y la degradaci6n lisosomal  de NKG2D,  disminuyendo asi

sus niveles de expresi6n en superficie en linfocitos T CD8+ y  c6lulas NK,  afectando la

citotoxicidad (Groh y  col., 2002).  Adicionalmente, se ha reportado que formas solubles

de  IVIC-Are  (SMIC)  tambi6n  desactivarian  la inmunidad  de  las  c6lulas  NK,  debido  a

que   pueden   actuar   como   inhibidor   competitivo   bloqueando   el   reconocimiento   de

mol6culas MC unidas a la membrana. For otra parte, la expresi6n de NKG2DL solubles

se   debe   a   que   pueden   ser   clivados  por   metaloproteinasas   secretadas   por   c6lulas

tumorales, lo que conlleva en la liberaci6n de formas solubles de los ectodominios de los

ligandos  de  NKG2D  (Coudert  y  col.,  2006).  Es  asi  como  se  han  detectado  ligandos

solubles en muestras serol6gicas de pacientes de distintos tipos de cancer; en particular,

SMCA  en  el   suero   de  pacientes   con  cancer  de  pr6stata,  cancer  de  colon,   cancer



pancreas,  neuroblastoma,  osteosarcoma y  tumores  hematopoy6ticos  severo  (Tamaki  y

col.,   2009).   Por  tal   raz6n,   aunque   los   tumores   expresan   NKG2DL,   estos   crecen

progresivamente  en individuos sanos debido  a los multiples mecanismos  de evasi6n  de

la respuesta immune antes presentados.

El  hecho  de  que  las  c6lulas  clonales  tumorales  evadan  los  mecanismos  de  control

ejercidos por las c6lulas NK, puede deberse a la ocunencia de mutaciones en el ADN de

las c6lulas neoplasicas que conlleven a la alteraci6ri en la interacci6n de NKG2D con sus

ligandos, desde el punto de vista de su afinidad o expresi6n del ectodominio que permita

la liberaci6n  de los ligandos  al plasma.  En  este  contexto,  se  han  reportado  numerosas

variaciones  en  las  secuencias  de  los  NKG2DL  de tipo  polim6rficas  que  podrian  estar

implicadas en la evasi6n (Antoun y col., 2010).

1.6  Variaciones  gen6ticas  de 44rc4  como  mecanismos  de  evasi6n  de  inmunidad

antitumoral

El gen A47C4 es transcrito en un ARI`in de  1.382 pb, originando un polip6ptido de 383

aminoacidos con un peso molecular de 43 kDa q3ahram y col,1994). La proteina MCA

es altamente glicosilada, ya que tiene 8 sitios potenciales de N-glicosilaci6n ubicados a

lo largo  de sus  3  dominios  extracelulares, por lo  que la.proteina madura tiene un peso

molecular 65 kDa (Groh y col,1996) (Figura 1).
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Desde  un  punto  de  vista  funcional,  se  ha  reportado  que  el  gen  A4JCL4  es  altamente

polim6rfico,  documentindose  hasta  la  fecha  91   alelos  para  este  gen  ®ase  de  datos

IMGT, http://www.imgt.org). Se sabe que la mayoria de los sitios polim6rficos varian en

posiciones  nucleotidicas no  redundantes,  con  predominancia en  los  dominios  oL2  y  Of

implicados tanto en la interacci6n con NKG2D (Figura 1) asi como tambi6n con el sitio

de  clivaje  por metaloproteasas  (Salih y  col.,  2002).  Se ha  reportado  que A4JC4  posee

variaciones  en  el  ntimero  de  repeticiones  de  la secuencia  en tandem  GCT  en  el  ex6n

correspondiente   al   segmento   transmembrana  y   que  tales  variaciones  o  mutaciones

codifican para  diferente ndmero  de  alaninas  (Mizuki  y  col.,  1997),  dichas  variaciones

serian  propias  del  desarrollo  tumoral  (mutaciones  somaticas).  En  particular,  el  alelo

A5.1 posee rna inserci6n (G) que genera un cornmiento del marco de lectura y un cod6n

de teminaci6n prematuro  dentro de la regi6n transmembrana,  por tat  raz6n  la proteina

resultante no se expresa en la superficie de la c6lula, codificando una forma soluble del

ligando   MCA.   Ademas,   pacientes   con   carcinoma   hepatocelular   con   el   genotipo

homocigoto  A5.1  han  reportado  niveles  altos  de MICA  solubles y  una menor tasa de

supervivencia O'6rez-Rodriguez y  col.,  2000; Kumar y  col.,  2012).  Adicionalmente,  el

alelo  MICA*010  codifica  para  rna  proteina  inestable  que  es  degradada  fapidamente

dentro  de  la  c6lula  y  que  no  alcanza  a  expresarse  en  la  superficie  celular.   Se  han

identificado   diversas   sustituciones   en   los   dominios   cil,   Ch2  y   G3   de  MCA,   cuyos

polimorflsmos estarian implicados en la interacci6n con NKG2D y  en particular el alelo

NICA*A9 que codifica para el SNP MCA-129val se ha asociado a rna disminuci6n en

la  afinidad  a  NKG2D   en  pacientes   con   Carcinoma  Nasofalingeo   en  la  poblaci6n

Tunecina (Choy & Phipps, 2010).
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En base a datos previos obtenidos en el laboratorio, se determin6 que cerca del 70% de

las c6lulas tumorales de pacientes con cancer gdstrico expresan MICA, MICB, ULBP 2-

5-  6,  ULBpl  y  ULBP3.  En  tanto,  en  el  suero  de  pacientes  con  este  cancer  se  ha

reportado la presencia de SMCA y en el sobrenadante de cultivos celulares tumorales de

cancer gdstnco se ha observado la presencia tanto de MCA como NICB.

En base a estos antecedentes, el gen A47G4 ha sido caracterizado mediante secuenciaci6n

masiva de nueva generaci6n; este proceso a diferencia de los sistemas de secuenciaci6n

tradicionales,  utiliza plataformas que son capaces de generar paralelamente y  de forma

masiva,  millones  de  fragmentos  de  ADN en  un  dnico  proceso  de  secuenciaci6n  en  un

tiempo  record y  por  costes  cada vez  mds  reducidos.  Por  tal  raz6n,  y junto  a  su  gran

rendimiento, este tipo de platoformas es id6neo para un sin fin de estudios a gran escala

imposibles de abordar con ningdn otro tipo de tecnologia existente hasta la fecha, debido

al  enorme  coste  que  ello  supondria.  En  este  contexto,  dos  estudios  de  asociaci6n  del

genoma completo (GWAS) hen identificado un /ocj en A4:tc4  que estarian relacionados

con susceptibilidad a neoplasia cervical y carcinoma hepatocelular inducida por el virus

de la hepatitis C, respectivamente (Chen y col., 2014).

Mds alla de los estudios gen6ticos que permiten el hallazgo de genes bnicos responsables

de enfemedades  que siguen un patr6n de herencia mendeliano,  la revoluci6n cientifica

que ha supuesto la secuenciaci6n masiva ha permitido realizar estudios de detecci6n de

variaci6n propias  del  desarrollo  de  enfermedades en  el  individuo y  en particular  en  el

campo   de   la   oncologia,   ha   supuesto   una   gran   herramienta   que   permite   detectar
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variaciones  generadas  durante  la  progresi6n  tumoral   (mutaciones  somaticas)  y   que

podrian estar dando cuenta del mecanismo por el cual el tumor se desarrolla.

Es ampliamente conocido el alto costo biol6gico, econ6mico y emocional que implica la

enfermedad de cancer para el paciente y su familia, siendo a partir de los 40 afros una de

las principales causas de muerte en ambos sexos (superando una tasa de 2000 por cada

100.000 habitantes  a los  80  afros)  Q4edina & Kaempffer,  2000).  De todos los tipos de

cancer existentes, el Cchcer Gastrico ubic6 a Chile en el tercer lugar a nivel mundial en

1998  (Itriago  y  col,   1998),  teniendo  rna  tasa  de  morbilidad  local  de  23,2  por  cada

loo.000  habitantes;  y  en  la  actualidad  para  nuestro  pals,  diferenciando  por  genero,

corresponde al primero en el  caso de la poblaci6n masculina y el quinto en la femenina

(con  una tasa  de mortalidad  de  20  por  cada  loo.000  habitantes)  QAINSAL,  2010).  EI

prop6sito   del   presente   estudio   de   secuenciaci6n   masiva,   es   la   identificaci6n   de

mutaciones  genedcas  de  tipo  SNV  en  regiones  codificantes  del  gen  A4JC4  los  que

podrian  estar  dando  cuenta  de  mecanismos  de  evasion  inmune  propios  del  desarrollo

tumoral  durante  la  progresi6n  del  adenocarcinoma  gdstrico;  mediante  una  interacci6n

alterada  de  NKG2D  y  su  ligando  NICA  en  los  pacientes  en  estudio.  Finalmente,  se

analizari el efecto.7.# s7'/7.co de estas variantes en la conformaci6n del ligando NICA.

Los  resultados  de  esta tesis  mos  ayudarin  a  entender  los  mecanismos  de  evasi6n  del

sistema immune por parte del tumor y las implicaciones que en un futuro podria tener la

secuenciaci6n masiva en el  diagn6stico y prevenci6n del Cancer G5strico.
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1.7 Hip6tesis

C6lulas tumorales de adenocarcinoma gastrico humano presentan mutaciones somaticas

en el gen que codifica la proteina NICA.

1.8 0bjetivo General

Identificar  mutaciones  somaticas  en  el  gen  de  MCA  en  c61ulas  de  adenocarcinoma

gdstrico que expliquen la evasi6n immune en pacientes con cancer gdstrico.

1.9 0bjetivos Especificos

1.         Secuenciar  masivamente  exones  del  gen  de  NICA  de  pacientes  con  cancer

gastrico.

2.         Analizar  la  presencia  de  variaciones  de  un  s6lo  nucle6tido  (SNV)  del  gen

MICA.

3.         Estudiar  la  frecuencia  de  mutaciones  somaticas  en  el  gen  A47C4  y  evaluar

bioinformalicamente su efecto en la funci6n del proteina NICA.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Pacientes

Para el presente estudio se reclutaron 50 pacientes diagnosticados  con adenocarcinoma

gdstrico y sometidos a gastrectomia en el Hospital  Salvador en colaboraci6n con el Dr.

Marco  Bustamante,  Director del  Departamento  de  Cirugia y  el  Dr.  Patricio  Gonzalez,

mos  provey6   de  las  muestras.   Previo  a  la  recolecci6n  de  muestras  se  obtuvo   rna

autorizaci6n firmada por el paciente,  a trav6s  de un Consentimiento Informado  (Anexo

1).   Para   el   estudio,   s?   incluyeron   pacientes   con   tumores   localizados;   los   que   se

recolectaron durante la cirugia. El criterio de exclusi6n de los pacientes fue haber tenido

un trataniento  de quimioterapia y/o  radioterapia previo a la intervenci6n.  El protocolo

de  estudio  se  aprob6 por el  Comit6  de Etica de Investigaci6n  en  Seres Humanos de la

Facultad  de  Medicina,  Universidad  de  Chile  (Anexo  2).  La Tabla  1  indica  los  datos

clinico-patol6gicos de los pacientes reclutados en el presente estudio.
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patol6gicas de los pacientes con cancer gastrico.

(N-50)

Edad  (ajios) 65.66  ±10.36

Sexo
MujeresHombres 1634

ANTRO/ANTRAL 10
CARDIA-ESOFAGO 1

CARDIAL 2
CUERPO 4
CUERPO Y ANTRO 3
CURVATURA MAYOR 3191

Localizaci6nTumor
CURVATURA MENORFONDO

FONDO-CUERPO 1

FONDO-CUERPO-
1

ANTRO
SUBCARDIAL 3
NA 2

Tamafio Tumor   > o = a 5 cm 18

(diametro >5y<10 21

mayor  en cm) < o = a  1 0 cm 11

T1 6
Clasidicaci6n T2 4

TNM T3 12

T4 28

H. pylori
+ 2228
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2.2. Analisis de calidad de] material gen6tico extraldo desde muestras

2.2.1. Preparaci6n  del tejido tumoral

Durante   la   gastrectomia   se   obtuvieron   muestras   frescas   de   tejido   tumoral    de

aproximadamente   3   mm3,   las   cuales   se   transportaron   al   laboratorio   en   1   ml   de

amortiguador fosfato  salino  (PBS) pH 7,2   (Gibco,  EE.UU) y  se mantuvieron  a -20°C

hasta su uso.

2.2.2. Extracci6n del ADN gen6mico

El proceso de extracci6n de ADN gen6mico se realiz6 mediante el uso del kit comercial

de purificaci6n QIAamp DNA Mni Kit (QIAGEN, EE.UU) segiin las indicaciones del

fal>ricante.

El   protocolo   inicia  con  la  lisis   de  las   c6lulas  presentes   en   el   tejido,   mediante   la

incubaci6n del volumen de muestra suspendida con Proteinasa K (20 mg/ml) en PBS  a

56°C por 3  horas.  El  lisado  celular resultante es transferido junto a 200  ul  de  etanol  a

rna columna de centrifugaci6n QIAalnp Mini, con la finalidad de que el ADN gen6mico

se rna a la membrana de gel  de silice que esta contenido en dicha columna.  Luego,  la

membrana es lavada sistematicanente con las soluciones Awl  y AW2.  Finalmente se

eluy6 el ADN gen6mico depositado en la membrana con buffer AE.

2.2.3. Cuantificaci6n de ADN mediante densidad 6ptica

La  concentraci6n  del  ADN  gen6mico  para  cada  muestra  se  determin6  a  trav6s  de

espectroscopia UV,  midiendo  la absorbancia a 260 nm.  Se  evalu6 la pureza del  ADN,

midiendo  ademds la absorbancia a 280 nm, para establecer la relaci6n A260/A280.  Se

consideraron   como   valores   6ptimos   aquellos   entre   1.8   y   2.0.   Las   mediciones   se
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realizaron  en el  equipo  CYTATION 3  (Biotek hstruments, EE.UU) utilizando en cada

caso  2  ul  de muestra.  Como blanco  de la medici6n  se utiliz6  el  buffer de  eluci6n  AE

(QIAGEN, EEUU).

2.2.4. Cuantificaci6n de ADN de doble hebra

La medici6n especifica de la cantidad de ADN de doble hebra contenido por muestra se

realiz6 con el reactivo PicoGreen (Invitrogen, EE.UU).   Las muestras se excitaron a 480

nm y emiten fluorescencia a 520 nm cuya intensidad se midi6 en el equipo CITATION 3

(Biotek  Instruments,  EE.UU).  Este  ensayo  se  llev6  a  cat)o  en  placas  negras  de  96

pocillos de fondo plano QTunc, EE.UU).

Preparaci6n Buffer

Se  prepar6  Buffer  TE  20X  (200  mM TRIS-Hcl;  20  mM EDTA;  pH  7.5)  con  agua

destilada y libre de DNAsas. Luego se diluy6 a rna concentraci6n final de lx. EI Buffer

TE  IX  (10  mM  TRIS-Hcl;  1  mM  EDTA;  pH  7.5)  se  utiliz6  para  diluir  el  reactivo

PicoGreen, las muestras de ADN y para el ensayo mismo.

Curva estfndar de ADN

Como ADN estindar se utiliz6 el reactivo Lambda (500 Lig/ml, Invitrogen, EE.UU). En

primer lugar este se diluy6 a una concentraci6n final  de 5000 Tig/inl en buffer TE  IX y

luego se prepar6 la curva estindar siguiendo el protocolo que se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2. Protocolo pre|)araci6n curva estandar para ensayo PicoGreen.

Concentraciin ulJ LL Buffer
llg/ul Lambda TEIX
1000 40 60
800 32 68
600 24 76
400 16 84
200 8 92

100 4 96
50 2 98

0 0 loo
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Reactivo PicoGreen

El  reactivo PicoGreen (2000X, Invitrogen,  EE.UU)  se diluy6  200 veces,  el mismo  dia

del  ensayo,  con buffer TE  IX preparando  cantidad suficiente para agregar  100  lil  de la

soluci6n en cada pocillo. La soluci6n se protegi6 de la luz ya que el reactivo PicoGreen

es fotosensible.

Una  vez  preparada  la  curva,  se  procedi6  a  preparar  los  pocillos  con  las  muestras.

Teniendo en cuenta la concentraci6n determinada previamente mediante espectroscopia

UV,  se  agreg6  I  ul  de  muestra si  la  concentraci6n  fue  mayor  a  100  ng/Hl  6  2  prl  de

muestra si la concentraci6n fue menor a 100 ng/prl. Las muestras se diluyeron agregando

99  o 98  ul  de buffer TE  IX respectivamente.  Finalmente,  se  agreg6  a cada uno  de los

pocillos  100 Hl de la soluci6n de PicoGreen.  Se incub6 5  min a temperatura ambiente y

se  procedi6  a  medir  la  intensidad  de  la  fluorescencia  en  el  espectrofluorimetro.  Las

muestras fueron excitadas  a 485  nm y la intensidad de fluorescencia fue medida a 520

nm.

2.2.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La integridad del ADN gen6mico extraido se evalu6 mediante electroforesis en un gel de

agarosa al  0,75%  en  TBE  (Tris,  borato EDTA)  1X,  utilizando  bromuro  de  etidio  (0.5

Hg/ml) para la detecci6n del ADN. En cada pocillo del gel se colocaron 2ul de buffer de

carga  con  5ul  de  ADN.  En  uno  de  los  pocillos  del  gel  se  coloc6  como  control  de  la

concentraci6n del ADN,  5ul  del  fago  lambda (Promega EE.UU 200  pug/inl)  sin digerir.

La  corrida  de  electroforesis  se  realiz6  aplicando  una  corriente  de  40  v  por  20  min

seguido de 70 v por 30 min.
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2.2.6. Hlectroforesis Capilar de ADN

Adicionalmente se evalu6 la integridad y tamafio de los fragmentos del ADN presentes

en  cada  muestra  mediante  electroforesis  capilar  paralela.  Para  ello  se  utiliz6  el  kit

comercial High Sensitive Genomic DNA (Advanced Analytical, EE.UU) y se diluyeron

las muestras de ADN gen6mico a rna concentraci6n no mayor a los 10 ng/prl.  Siguiendo

las instrucciones  del  fchricante las  muestras  diluidas  se  analizaron  en  el  bioanalizador

Fragment Analyzer TM (Advanced Analyticals, EE.UU),  que consiste en un sistema de

microelectroforesis mediante el  uso  de nanocapilares que separa los  componentes de la

muestra mediante electroforesis. Tras la corrida, el tamafio de los fragmentos de ADN se

visualizaron y  analizaron  empleando  el  software PROsize  2.0  (Advanced  Analyticals,

EE.UU)

2.3. Secuenciacion masiva de exones de] gen 447C4

2.3.1. Disefio de amplicones

Para la secuenciaci6n dirigida de los exones 2, 3, 4 y 5  del gen A4JCL4,  se utiliz6 un kit

Truseq  Custom  Amplicon  (Illumina  Inc,  EE.UU).  Para  ello  las  regiones  objetivo  se

cubrieron por 8  amplicones, los que se ingresaron mediante coordenadas cromos6micas

en  el  software  disponible online Designstudio  (Illumina Inc,  EE.UU) y posteriormente

se envi6 una orden para el  disefio  del  kit personalizado.  Cabe sefialar que al  disefiar el

proyecto,  se agregaron  15 pares de bases en los extremos (rio arriba y rio abajo)  de los

exones de modo de cubrir completamente las regiones en estudio.

Una vez  recibido  el  kit  Truseq  Custom Amplicon  (Illumina Inc,  EE.UU)  para  el  gen

A47CH  se revis6  el  archivo manifiesto,  el  cual  especifica el  genoma de referencia y los
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amplicones  que  cubren  el  gen  A47G4.  Las  regiones  en  estudio  para  el  gen  A4tc4  se

cubrieron con  12 amplicones, de modo que el kit de secuenciaci6n contenia los pares de

oligonucle6tidos personalizados que rodean cada amplic6n de la regi6n de inteies.

2.3.2. Preparaci6n de bibliotecas

La cantidad inicial de ADN gen6mico utilizado por cada muestra fue de 250 ng en 10 prl

de  soluci6n.  Con  esa  cantidad  de  ADN (recomendada por Illumina)  se prepararon  las

bibliotecas  de  las  50  muestras  incluidas  en  este  estudio.     Para  ello,  se  utiliz6  el  kit

Truseq   Custom   Amplicon   vl.5   (Illumina  Inc,   EE.UU)   siguiendo   las   indicaciones

proporcionadas por Illumina.

El  procedimiento  de preparaci6n  de  las  bibliotecas  se realiz6  de forma particular para

cada muestra y se centr6  en las  regiones gen6micas  de inter6s para el  gen A4JC4.  Este

proceso      consta   de   cuatro   pasos   clave:    1)   hibridacion,   2)   extensi6n-Iigadura,   3)

amplificaci6n y 4) normalizaci6n.

Durante  la Hibridaci6n,  un  pool  de  oligos  especificos  para  el  gen  A4JC4  hibrid6  (rio

arriba y abajo) en el ADN gen6mico de cada una de las muestras. Luego, empleando un

filtro de selecci6n por tamafio, se removieron por completo los oligos no unidos al ADN.

A   continuaci6n   el   paso   de   extension-ligadura  consisti6   en   enlazar  los  oligos   que

hibridaron  corriente  arriba y  abajo  de   la secuencia  de  inteies.  Este  proceso  permiti6

obtener  las  regiones  blanco  flanqueadas  por  secuencias  requeridas  en  las  siguientes

etapas.

La etapa de Amplificaci6n consisti6 en amplificar el producto del paso anterior, usando

partidores que permitieron agregar, en cada extremo de la hebra generada, una secuencia
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indice   que   sera   utilizada  para   el   multiplexado   de   muestras   (i5   e   i7),   asi   como

adaptadores universales requeridos para la etapa de generaci6n de grupos o clusters (P5

y P7).  Luego  se purificaron los productos de PCR (denominados bibliotecas) mediante

beads magn6ticos, dejando fuera otros componentes de la reacci6n.

A  continuaci6n  se procedi6  con el paso  de Normalizaci6n,  donde se regula la cantidad

de   cada  biblioteca  para  garantizar  rna  representaci6n  mds   equitativa  de  todas  las

muestras en la biblioteca agrupada (pool  de  50 bibliotecas).  Finalmente, las bibliotecas

ya normalizadas  se  agruparon  combinando voltimenes  iguales  de  cada biblioteca.  Para

su secuenciaci6n, el pool de bibliotecas agrupadas previamente se diluyeron en un buffer

de hibridaci6n (Hrl) y se denatur6 por calor a 96°C durante 2 minutos.

2.3.3. Secuenciaci6n en equipo Miseq

Para  la secuenciaci6n en el equipo Mseq, se utiliz6 el kit Mseq Reagent kit v.2 de 500

ciclos (Illumina Inc,  EE.UU).  Este kit incluy6  el  cartucho  con los reactivos necesarios

para la secuenciaci6n y  correspondi6  al  lugar  fisico  donde  se  cargaron  las  bibliotegas

para ser secuenciadas. Al momento de cargar el cartucho en el secuenciador, tambi6n se

cargaron los archivos relevantes para el analisis posterior a la secuenciaci6n. Estos son:

el archivo manifiesto especifico de este proyecto (el que define el genoma de referencia

utilizado, asi como las coordenadas gen6micas de cada amplic6n para el gen en estudio)

y  el  archivo  hoja de  muestras  que  especifica la combinaci6n  de  los  indices  para cada

muestra.

Las   bibliotecas   de   simple   hebra   se   cargaron   en   el   pocillo   17   del   cartucho   de

secuenciaci6n.  Las bibliotecas  fluyeron  a trav6s  de la celda de  flujo  donde hibridaron
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con   los  oligonucle6tidos  anti-sentido   de  P5   y  P7  que   son   complementarios  a  los

adaptadores presentes en la secuencia de las bibliotecas.

La corrida de secuenciaci6n se bas6 en la quimica de   secuenciaci6n por sintesis (SBS),

la  que  utiliza  un  m6todo  basado  en  terlninadores  reversibles  para  detectar  bases  de

nucle6tidos inicos  en la incorporaci6n  a las cadenas  de ADN en  crecimiento.  Durante

cada  ciclo  de  secuenciaci6n,  se  afiade  un  desoxinucle6tido  trifosfato  (dNTP)  marcado

con  fluorescencia  a  la  cadena  de  acido  nucleico.  El  nucle6tido  marcado  sirve  como

terminador para la polimerizaci6n,  de  modo  que tras  cada incoxporaci6n  de  dNTP,  el

colorante fluorescente se digitaliza para identificar la base afiadida (proceso denominado

Llamado  de BaseJ  y  a continuaci6n rna segmentaci6n  enzimatica libera  el  terminador

reversible permitiendo la incorporaci6n del nucle6tido siguiente en la secuencia. Puesto

que los cuatro dNTP ligados al terminador reversible (A, G, T, C) estin presentes como

mol6culas inicas, la competencia natural minimiza la tendencia a la incorporaci6n. Las

llarnadas de bases se realizaron directanente a parir de las mediciones de intensidad de

la schal durante cada ciclo de secuenciaci6n y el resultado final es la secuenciaci6n base

por base (Figura 2).

Cabe  sefialar  que  existen  diversos  filtros  de  calidad  para  las  bases  afiadidas  a  la

secuencia,  entre  ellos  destaca la castidad de la llamada de bases,  la que consiste  en  la

proporci6n de la intensidad de la sefial mds alta dividida entre la suma de las dos sefiales

mas altas.  Si existe mis de una llamada de bases con un valor de castidad inferior a 0,6

en los primeros 25  ciclos, las lecturas no pasan el filtro de calidad y no son incluidas en

los datos de secuenciaci6n.
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2.4. Anflisis Bioinformftico

El analisis de imagenes y llamado de bases se realiz6 mediante el software de analisis en

tiempo real  (RTA) integrado en el equipo Mseq.  Asimismo, se asign6 una puntuaci6n

de  calidad a cada base  incorporada en  cada ciclo  de secuenciaci6n.  Posteriormente,  se

procesaron  las  llamadas  de  bases  generadas  durante  el  analisis  principal  y  se  gener6

informaci6n  sobre  cada  muestra  en  archivos  de  tipo  FASTQ.  Este  tipo  de  archivo

presenta un fomato de texto muy similar al formato fasta, donde la Q se refiere a quality

(calidad) e implica que cada posici6n,  ademds de tener una letra referente al nucle6tido

afiadido, tiene asociado un valor de calidad.

2.4.1. Comprobaci6n de la calidad de los datos.

Las lecturas de la secuenciaci6n  se extrajeron   desde el  equipo Mseq en  archivos con

formato FASTQ para cada muestra (Figura 3). En este tipo de archivos, la calidad de las

lecturas se expresa en base logaritmica.  Asi,  una calidad Q20  significa una posibilidad

de 0.01 de haber leido rna base err6neamente. Q30 traduciria rna posibilidad de error de

0.001 y asi sucesivamente.
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Los   parimetros   de   calidad   de   los   datos   se   exploraron   con   el   programa  FastQC

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projectso,     que     informa     de     los     siguientes

parametros:

Calidad de la secuencia par base.  Grifica que muestra la calidad de las bases segdn la

posici6n  de  lectura.   Los  datos  son  de  buena  calidad  si  los  valores  de  las  distintas

posiciones de las lecturas son altos y se encuentra en la regi6n verde de la graflca (en la

Figura 4a las barras amarillas que muestran el rango 25-75%, son pequefias y de tamafio

semejante   en  todas  las  posiciones   de  lectura  y  se  encuentran   en  la  zona  de  alta

puntuaci6n).  Son malos datos si la calidad de las lecturas largas es mala, observindose

un aumento de variabilidad en las lecturas de las dltimas posiciones de la secuencia.
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Puntuaciones  de  calidad  por  secuencia.  Grarica que  representa la  distribuci6n  de  la

calidad  de  las  lecturas  QTigura  4b).   Si  rna  gran  cantidad  de  secuencias  en  un  ciclo

determinado  son  de baja calidad, puede deberse a un problema sistemalico del proceso

de secuenciaci6n.

2.4.2. Alineaci6n de las lecturas con el genoma de referencia.

Para el analisis de datos, se extrajeron los archivos de secuencia FastQ desde el equipo

Miseq      y      se      subieron      al      servidor      Basespace      provisto      por      Illumina

qttps:/roasespace.illumina.comthome/index),   el   cual   permite   el   almacenamiento   y

analisis de los datos de secuenciaci6n.

En este punto se utiliz6 la aplicaci6n Truseq Amplicon App para llevar a cabo el analisis

de  datos  de  secuencia  Q7igura  5),  de  acuerdo  al  flujo  de  trabajo  integrado  Amplicon

Truseq allumina Inc, EE.UU).
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Figura 5:  Herramicntas informaticas utilizadas en e] ana[isis de ]os datos.   Los archivos de

secuencias (Fastq)   generados durante la secuenciacion fueron alineados al genoma de referencia

(Hgl9).  Para el  llamado de  variantes  se  utiliz6 el algoritmo  Somatic  Variant Caller (SVC) y  las

variantes detectadas fueron reportadas en archivos de tipo VCF (Variant call format).
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La alineaci6n con el genoma de referencia qgl9) se realiz6 a lo largo de la longitud de

las  secuencias  objetivo  de  amplicones  mediante  un  algoritmo  de  Smith-Waterman  en

bandas. Esto gener6 un archivo BAM (*.ban) por cada muestra, el que contendra datos

de alineaci6n de secuencias.

2.4.3 Localizaci6n de las variantes presentes en el gen A4rcH.

La  identificaci6n  de  todas  las  variaciones  (llamado  de  variante)  presentes  en  el  gen

MCA  para  cada  paciente  se  realiz6  utilizando  el  algoritmo  Somatic  Variant  Caller

Q7igura 5), recomendado para el  analisis de dates generados con el kit utilizado en este

proyecto  (Truseq  Custom  Amplicon,  Illumina Inc.  EE.UU).  Este  algoritmo  identifica

aquellas  posiciones  cromos6micas  donde  la  secuencia  generada  no  coincide  con  el

genoma  de  referencia  (Hg19)  y  las  posiciones  cromos6micas  donde  se  detecta  un

cambio de base se reportan  en un archivo denominado formato de llamadas de variante

(VCF). El archivo VCF se obtuvo mediante el uso del Servicio de Anotaci6n de Illumina

(IAS)  especificamente  para  las  regiones  incluidas  en  el  archivo  Manifiesto,  el  que

presenta las coordenadas cromos6micas de las regiones del gen en estudio. Por este flujo

de  trabajo  se  obtuvieron  documentos  de  tipo  BAM  (archivo  de  alineamiento),  VCF

(archivo  que  contiene  las  variantes  detectadas)  y  sumary.csv  (archivo  que  contiene

informaci6n de la secuenciacion y variantes para cada muestra).

2.4.4. Filtrado de las variantes detectadas

Si bien los archivo VCF generados por este flujo de trabajo contenian anotaciones para

variantes  localizadas  en  las  regiones  del  gen  A4JC4  en  estudio,  se  utiliz6  de  forma

adicional  el  software  Variant  Studio  2.2  ¢llumina Inc,  EE.UU)  para  seleccionar  solo
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aquellas  variantes  de  tipo  SNV  que  pasaron  (PASS)  todos  los  filtros  descritos  en  la

Tabla3yqueselpcalizaranenelregionesex6nicasdelgen.Elfiltradosegdnestaserie

de parinetros permiti6  eliminar lo  que  se pueden  considerar falsos positivos (defectos

de la t6cnica).
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Tab]a 3: Lista de filtros utiLizados en ]a detecci6n de variantes

Tipo de Fi]tro Efecto

''£owCoverage " o filtro de baj a Filtra variaciones con coberturas menores de un ndmero a

cobertura. seleccionar de lecturas, ya que son potenciales artefactos.

El valor por defecto es de 5 lecturas.

"yeryz,owe"cr/" o filtro de muy Elimina aquellas variaciones con una puntuaci6n de

bajacalidad. calidad de menos de 30, que suelen ser artefactos

"I,owow¢/" o filtro de baja Elimina aquellas variaciones con puntuaciones de calidad

calidad entre 30 y 50, que pueden ser artefactos.

"I,ow8D" o filtro de baja QD Puntuaciones bajas del parinetro QD suelen representar

falsos positivos. En este caso, elimina las variantes con
(confianza de la

puntuaciones QD por debajo de 1.5.
variante/profundi dad no filtrada).

"StrandBias". Variaciones que s6lo aparecen en las lecturas de la mismadirecci6nsonhabitualmenteartefactos,porloquese

filtran.
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Se  gener6  un  archivo  VCF  definitivo  que  contiene  las  variantes  de  inter6s junto  con

informaci6n  sobre  cada  rna  de  ellas.  El  archivo  con  extensi6n  .csv  se  puede  leer  en

formato Excel  e incluye los siguientes datos de cada variante identificada:  gen,  carnbio

de  aminoacido,  frecuencia  en  la  que  el  alelo  aparece  en  la base  de  datos  de  los  1000

genomas,   referencia  dbsNP  y  puntuaciones   de  predicci6n  (segdn  programas  como

Polyphen), entre otros (Figura 6).
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2.4.5 Identificaci6n de mutaciones somfticas.

A partir de la premisa que frecuencias al6licas  dlstlntas  de rna proporci6n mendeliana,

50/50  o  loo/0,  estarian  dando  cuenta de  mutaciones  somaticas.  En  el  archivo  VCF  se

seleccionaron aquellas variaciones que  presentaron una frecuencia al6lica menor al 3 5%

(Yost y col., 2012), las cuales estarian representando mutaciones propias del tumor

2.4.6. Predicci6n del efecto de mutaciones somaticas en ]a proteina MICA

Algoritmos SIFT y PROVEAN

Con el  fin de deterrmnar el  efecto de vanaciones no sin6nimas en la proteina MCA, se

utiliz6   el   algoritmo   SIFT   vl.03   (Sorting   Tolerant  From   Intolerant)   (disponible   en

),  el  cual  simula  el  efecto  fenotipico  de  sustituciones  aminoacidicas

bajo la condici6n de que existe un alto grado de conservaci6n en regiones con posiciones

importantes para la proteina.

Adicionalmente,  se  utiliz6  el  algortimo  PROVEAN  vl. I.3  (Protein  Vanation  Effect

Analyzer) thtto://Drovean lcvI ore/index DhD), el cual   es un software que predice si una

sustituci6n de aminodeido tiene un impacto en la funci6n biol6gica de una proteina.

Base de dates SNpeffect

Se   utiliz6    la   base   de    datos    SNpeffect   4.0 effect switchlab.or 0   para

determinar  el  efecto  de variaciones  de tipo  SP`IV presentes  en  la base  de  datos  dbsNP

sobre la proteina MICA, para ello se evalu6 el impacto que tienen en la proteina con una

vanedad de algoritmos.
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Los   algoritmos   que   se   utilizaron   proporcionan.  informaci6n   sobre   una   serie   de

caracteristicas de la proteina, entre ellos, SMART y Pfam  permiten ver si la variaci6n se

produce dentro de los dominios funcionales de la proteina.

Visua]izador mo]ecu]ar PyMOL

Para determinar el efecto de las variaciones detectadas en la estructura tridimensional de

la  proteina  se  utiliz6  el  visualizador  molecular  PyMOL  ejecutado  en  el  entomo  de

programaci6n Python; para determinar mediante animaciones, los aspectos referentes   a

cambios en la estructura por variaciones no sin6nimas en la cristalografia de la proteina

MICA (PDB  183J).

2.4.7. Visualizaci6n de los resultados.

Se utiliz6 el programa IGV (Integrative Genomics Viewer) Qobinson y col., 2011) que

muestra  de  forma  grafica  los  datos  de  secuenciaci6n  obtenidos  (Figura  7).  Ademas,

permite  diferenciar  con  mayor  facilidad  verdaderas  variaciones  frente  a  artefactos.

Igualmente, facilita la comparaci6n entre muestras.
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3. RESULTADOS

3.1 Se]ecci6n de muestras en estudio y secuenciaci6n masiva de exones de] gen
MICA

Durante este estudio, se analizaron 50 pacientes con adenocarcinoma gdstrico sometidos

a gastrectomia total,  16 mujeres y  34 hombres, con un promedio  de edad de 65,1  afros.

La    Tabla    1     resume    los    diversos    datos    clinicos,    patol6gicos    y    operatorios

correspondientes a los  50 pacientes.  Sin embargo,  cabe sefialar que en un  comienzo se

trabaj6 con 60 individuos   a partir de los cuales se seleccion6 el grupo de individuos en

estudio;  tal  selecci6n  se  realiz6  en  base  a una serie  de  caracteristicas  utilizadas  como

control  de  calidad,  que  daban  cuenta que  el  ADN   de  la muestra era 6ptimo  para ser

secuenciado, como se describe a continuaci6n.

3.1.1 Integridad de] material gen6tico

El primer criterio para seleccionar las muestras en estudio fue la integridad del material

gen6tico, la que se analiz6 mediante electroforesis.

EI ADN extraido desde muestras del tejido tumoral de los pacientes con adenocarcinoma

gdstrico  se visualiz6  en geles  de  agarosa,  como  se  describe en  la secci6n Materiales y

M6todos.  A partir de los geles obtenidos,  las  60 muestras se separaron en  5  grupos de

acuerdo a la integridad del ADN gen6mico (ADNg) obtenido de las muestras (Figura 8),

en los Grupos I y H se present6 una banda bien definida de ADN gen6mico de alrededor

de 20.000 pares de bases (pb), mientras que en el gmpo V no se logr6 ver rna banda, por

tal raz6n las muestras de este grupo  se descartaron del estudio.

40



41

•i `  `t>  .e co  - \t`  io  r`  o>
8883388368aaaai)aaaoar)coc>`r>r`c)-a.r`a) c)

3 8 5 5 6 6 a; g 6 8 3aaauaacjaaaa

io ® c`. ® .a +a + in ® a -
S031)

rl rl rl a8988
§i§§

S8Sg53§S
1' 1) a 1) |J  ® 1) u

- c`. it>  o® a  - `  ®  - c`. oo a

§i§ B3 §38 §§ §8



Por otro lado, la integridad total del ADN se evalu6 mediante un  electroforesis capilar.

La que consiste en un sistema de microelectroforesis mediante el uso de nanocapilares,

que separa los componentes de la muestra mediante electroforesis; de este modo se logr6

visualizar con mds detalle el rango de fragmentos de ADNg para cada muestra.

Como se muestra en la Figura 9, se observa que para los Gnipos I y H los resultados se

correlacionaron a lo observado en los geles de agarosa, obteni6ndose un rango estrecho

con fragmentos mayores a 7000 pb. En tanto, para los Grupos HI y IV, se observ6 que el

rango de fragmentos es mas amplio llegando incluso a presentar tamafios cercanos a los

100 pb (Figura 10).
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Adicionalmente  se  cuantific6  el  ADN    de  doble  hebra  de  las  muestras  en  estudio,

midiendose   la   emisi6n   de   fluorescencia   a   520   nm.   En   base   a   los   resultados   se

seleccionaron  s6lo  aquellas  muestra  que  presentaron  una  concentraci6n  mayor  a  50

ng/ul, debido a que 6sta es la concentraci6n minima que sugiere Illumina para muestras

a ser secuenciadas.

En  base  a  estos  resultados  se  obtuvo  la  tabla  IV,  que  da  cuenta  en  detalle  de  las

caracteristicas de cada muestra analizada.  Se indica el grupo al que pertenece la muestra

de  acuerdo  a  la  clasificaci6n  en  gel  de  agarosa  y  se  presentan  los  resultados  de  la

cuantiflcaci6n.   En   rojo   se   destacan   las   muestras   que   presentaron   concentraciones

menores a 50 ng/ul, por lo que no fueron incluidas en el estudio.

Cabe  sefialar  que  muestras  pertenecientes  a  los  grupos  I y  HI  que  presentaron    en  la

electroforesis capilar fragmentos de ADN mayores a 1000 pb, al ser cuantificadas con el

reactivo Picogreen que mide la concentraci6n de ADN de doble hebra, presentaron rna

concentraci6n   menor   a   50   ng/ul,   valor   minimo   requerido   por   lllumina   para   la

secuenciaci6n. Por lo que estas muestras no fueron seleccionadas para ser secuenciadas.
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Tab]a 4: Deta]le de La cuantificaci6n de cada muestra analizada.
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En base  a los  analisis presentados,  de las  60 muestras procesadas,  s6lo  50  cumplieron

con los criterios de integridad y cantida de ADN gen6mico que las incluye en el grupo

seleccionado para ser secuenciado (Figura 11).
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3.1.2 Disefio de amplicones.

El proyecto  original  se disefi6  con  el fin de cubrir los exones 2,  3,  4,  5  del gen A4JC4.

Sin  embargo,  al  recibir los  reactivos  personalizados  del  kit Truseq  Custom  Amplicon

qllumina  Inc,   EE.UU)  junto   al   archivo   Manifiesto   que   contiene  las   coordenadas

cromos6micas  del  estudio,  se  evidenci6  que  se  adicionaron  amplicones  que  cubrian

regiones del exdn 1 y del ex6n 6 del gen A4TC4 (Figura 12).
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En el caso de los exones en estudio para el gen A4JCL4, un analisis mds detallado del total

de   amplicones   incluidos   en   el   proyecto   did   cuenta   que   se   adicionaron   2   nuevos

amplicones que mapearon regiones de inter6s para el gen A4JC4 en particular en el ex6n

3   (Figura 13).
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3.I.3-M6tricas de la secuenciaci6n

Durante la corrida de secuenciaci6n se evalu6 en tiempo real la, calidad del proceso. Una

vez que las bibliotecas fueron cargadas en el cartucho de secuenciaci6n, se generaron los

grupos o clusters para cada una de ellas. Por tal raz6n, un parinetro relevante consisti6

en evaluar la calidad de los grupos generados, de forma que se eliminen los datos memos

fiables basados  en  el  filtro  de  castidad de Illumina,  el  que  elimina las  lecturas  que no

est6n en fase con el resto de las lecturas del cluster (Figura 14). Por tal raz6n del total de

lecturas  generadas,  s6lo  aquellas  que  pasen  el  filtro  de  castidad  se  considerarin  como

lecturas passing filter (PF) y se considerarin para el futuro analisis de sus secuencias.
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En  relaci6n  a  las  lecturas  identificadas  del  conjunto  de  muestras  en  estudio  no  se

observ6  una distribuci6n  homog6nea,  observindose  un  rango  de  lecturas  identificadas

entre las muestras que va desde 0,5 a 4% del total de lecturas identificad`as (10.545.717)

(Figura   14).   La  muestra  CG36   es  la  que  posee  un  menor  porcentaje  de   lecturas

identificadas (0.63% del total), mientras que la muestra con mayor porcentaje de lecturas

identificados   corresponde   a  la  muestra  CG14   (4.10%   del  total).     En  base   a  estos

resultados  no  se  enconfro  una  relaci6n  entre  la  calidad  previa  del  ADN  gen6mico

utilizado para generar cada bibliotecas y las lecturas identificadas.

En general se espera que el rango de densidades de clusters se encuentre entre los 900 y

1100  K/mm2 (Illumina,  2015).  Nuestra  corrida  de  secuenciaci6n  mosfro  rna  densidad

promedio  de  los  grupos  equivalente  a 563  K/mm2,  lo  que puede  deberse  a la falta de

homogeneidad en la concentraci6n inicial de las.bibliotecas, pese a que exista rna etapa

de normalizaci6n en la preparaci6n de estas.

Otro parinetro relevante dentro de las   m5tricas de secuenciaci6n  corresponde al valor

Q30 asignado durante la identificaci6n de cada base afiadida a la secuencia (llamado de

bases).  Este valor es rna predicci6n de la probabilidad de llamada de bases incorrectas.

En  la  comda  de  secuenciaci6n  se  evidenci6  que  un  83.1%  de  las  bases  asignadas

superaron  el  filtro  de  calidad  Q30  (Figura  15).  Por  lo  que  sobre  el  80%  de  las  bases

identlficadas durante la secuenciaci6n presentaron una probabilidad de ser identificadas

err6neanente menor al 0,001  (Q30).
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Figura  15.    Puntuacidn  de  Calidad  (Q  Score)  del  llamado  de  bases  para  todos  los

ciclos de secuenciacion. La grifica represenfa el Q score   para el total de bases llamadas

durante la corrida de  secuenciaci6n.  Este valor es una medici6n de  la eficacia del llamado

de  bases.  En  esta  cornda  en  particular,  un  83.1°/o  de  las  bases  llamadas  supero  el  valor
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La  corrida  de  secuenciaci6n  incluy6  otros  genes  relacionados  a  A4JCIA,  como  lo  son

MJCB y los genes tzBP j-6, sin embargo los datos generados no fueron analizados en

el presente estudio.

Adicionalmente,  se  determin6  la  cobertura  de  los  12  amplicones  que  cubren  el  gen

A4TC4  y  se  comprob6  que la cobertura promedio para las  50  muestras  supera los  500x

(Figura  16),  dando  cuenta  que  en  general  cada  una  de  las  bases  de  las  regiones  en

estudio  se  leyeron  mss  de  100  veces  y  que  tal  valor  asegura  que  con  los  dates  de

secuencia obtenidos  es  posible  realizar  analisis  informaticos  para  identificar variantes

(Yost y col„ 2012).
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Figura  16.  Cobertura  promedio  por  amplic6n  I)ara    el  gen b4JCA.    La  grarica  da

cuenta de  la distribuci6n de la cobertura promedio de todos los amplicones que cubren el

gen A47CA en estudio, el rai`go cobertura varia entre los 500 y  5500x.
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3.2 Detecci6n de variantes en e] gen de A4TCIA.

3.2.1 Identificaci6n de variantes gen6ticas en ]as muestras en estudio

Mediante  el  presente  estudio  de  secuenciaci6n  masiva  del  gen  A4JC4  utilizando  la

plataforma Illumina Mseq,  se detectaron 62 variaciones  de un s6lo nucle6tido  (SNV);

de las cuales 23  estaban presentes en s6lo una muestra, mientras que 39 estaban en mds

de  rna  muestra  (Figura  17).  Se  observ6  ademds,  rna  distribuci6n  homog6nea  de  las

variaciones identificadas a lo largo del gen A4FC4  debido a que se observan variaciones

en todos los exones en estudio.
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3.2.2 Caracterizaci6n de nuevas variantes del gen A4TCIA

De las  39  SNV presentes  en mds de una muestra del grupo  de pacientes analizados, se

encontraron tres vanaciones  en el gen A47CA  que no habian sido  descritos previamente

en  la  bases  de  dato   de  polimorfismos  de  un  solo  nucle6tido   (dbsNP).   Estos  tres

polimorfismos son:

>   SNV  chr6: 31380106 -  Identificado en 2 de 50 pacientes.

>   SNV chr6: 31380114 -Identificado en 7 de 50 pacientes.

>   SNV cllr6: 31380116 -Identificado en 4 de 50 pacientes.

Cabe  sefialar  que tales  variaciones  se localizaron  en  el  ex6n  5  del  gen  MICA  (Figura

18).
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La variante  chr6:  31380106  genera  un  cambio  sin6nimo  del  aminoacido  Lisina  en  la

posici6n 299  de la proteina (K299K).  En tanto,  la   variante  chr6:  31380114 genera un

cambio no sin6nimo en la posici6n 302 de la proteina, reemplazando Valina por Glicina   `.

(V302G)   (Figura   19).   La  variante   chr6:   31380116   tanbien   genera   un   cambio  no

sin6nimo en la proteina, cambiando Leucina por Isoleucina q303I) (Figura 20).

63



1**~*~~-+,~-++~~**~~*r~**-*~*~-
® i ®®®®®®®®u®®®®®®u®®®u®®®®®®®d

h i& a `a \J az U  - Lr± c» \>` `3f i+ J `> a  a .±  ri ^3 .a \;; a `¢ i  J if i3 i> c

64



\\®®®®®®i\®®®®u®®®®®®®uu®u®®u®®®u,

( p , ~ p L ~ ~ h L h + ~ ~ L I ~ ~ p ~ + r. L p + p p + ~ , p |
; h r r + + + L r ~ I + + p p ~ L r- L + ~ + ~ r r L ~ + + P ~ )

)<ac±     .iLi+I.i     ^i    `„ii.,Ill     I     ')    i     ..Ii     ->it5    1     +t,3.-.j,`fii,   9,`~.i

; r r r , ~ , .i ~ L ~ , ~ L 19 , a , + r ,., ~ r ~ I p + r +, ~ * I
i a `a a EO .. is +a = `a a  i3 `s  a `a  i +. +> .a +a `a .a a  3  a *2 .a i± >3 `=  a \

!.....a...4..a.a.a.®....-..®o®;
).-.I,---,.-..---------.--------i

65



En  base  a  los  resultados  obtenidos  por  el   algoritmo   SIFI`,  s6lo  la  variante  chr6:

313 80116 tendria un efecto dafiino en la proteina MICA, debido a que su SIFT score fue

de  0.01,  valor  inferior  al   limite  0.05   que  predice  un  cambio  de  aminoacido  como

tolerado por la proteina (Tabla 5).
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3.2.3 Localizaci6n y distribuci6n de las variaciones gen6ticas en el gen A4JCIA

De  las  62  SNV  detectadas,  el  estudio  se  centr6  en variantes  presentes  en  mas  de  rna

muestra debido a que variantes identificadas  en s6lo rna muestra requieren de estudios

adicionales  dado  que la detecci6n de tales  SNVs  podria estar dando  cuenta  de  errores

propios de la generaci6n de la biblioteca y no de variantes propias del tumor.

Las 39 SNVs recurrentes entre las muestras en estudio se ordenaron en una tabla en que

se  visualiza  la   distribuci6n   de   las   variantes   de  forma   creciente   en   relaci6n   a  la

coordenada cromos6mica de las variantes  detectadas (Figura 21).  En  esta tabla con 39

variantes,  se identific6  la presencia de patrones  de variaciones  comunes  entre  diversas

muestras.

Se recurri6 a la informaci6n de rna base de datos que contiene marcadores gen6ticos de

tipo SNP presentes en la poblaci6n Chilena, para determinar si alguna de las mutaciones

encontradas   era  comdn   en  la  poblaci6n  del  pais,   lo   que   estaria  dando   cuenta  de

variaciones de tipo germinal (heredadas) en los individuos en estudio.

La bdsqueda de las variantes identificadas en nuestro estudio dio como resultado que 11

de  las  39  variantes  se  detectaron  en  la  base  de  datos  de  ChileGen6mico  (variantes

destacadas en rojo en la Figura 21 ).

68



- I I 11 - 11 11 I 11 11 111I I 11 11 11 11 11 111
co' I 11 11 11 11 11 111

11 11 I 11 11 11
I I I I 11 I I

1=
ao, 11 I 11 I 11-' 11 I 11

•i
I I I I

1==

cO

I I

11
I II I 11
I

I I

I = =co,

I I =

® I I II

I 8i== !i aa B= i i i
i

i i i i i i i i i ii %ii===

i i! .i i6 EE ji I i f fg !E f 8 i E E £ 3 gw!! j5 gEE£g

i =q =a 8 a a *R = 8S RR 8! 8 3 € a € S gs 8 >S 86S

gi
-ii

i !i i!
Ei

i ii i i
§?

ii i ia iE i 3 ! ± !i i i ii !„

69



3.3 Estudio de mutaciones somaticas en el gen MICA y determinaci6n de su efecto

en la proteina.

3.3.1 Identificaci6n de [as mutaciones somfticas en e] gen A47CH.

Las mutaciones somaticas (o adquiridas) son cambios gen6ticos que ocurren despu6s de

la concepci6n y pueden presentarse en cualquier momento de la vida de rna persona. En

particular, la cantidad de c6lulas del cuexpo que son portadoras de esos cambios depende

de  cuindo  ocurrieron  esos  carnbios,  de  modo  que  presentarch  rna  frecuencia  al6lica

diferente de la herencia mendeliana loo o 50; y se ha sugerido que una frecuencia al6lica

menor al 35  indicaria mutaciones surgidas durante el  desarrollo tumoral urarismendy y

col.,    2011).    Durante    el    estudio    de    mutaciones    somaticas    en    pacientes    con

adenocarcinoma gdstrico, mediante secuenciacion masiva, se detectaron 6 variaciones de

este tipo en base a sus frecuencias al6licas menores a 35  (Tabla 6); que incluyen a las 3

nuevas variantes previ amente analizadas.
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Tabla 6: Frecuencias aLe]icas |iromedio de las mutaciones somaticas detectadas.

Localizaci6n Variante Muestra dbsNP Prom Freq Alel

31379981 A>A/G
CGO8

rs61759927 15.41
CGO9

31379990 C>C/G
CG50

rs41553616 34.28
CG59

31380019 C>CIG
CG50

rsll6381822 32.02
CG59

`     31380106 A>A/G
CG33

5.64
CG49

:    31380114

T>T/G

CG30

5.5

CG36

CG37 :i:i:::i:i:::i:i:i:::i:::i i!i:i

::i:::i::::::::::::::::::: :i:i:

CG49 !!::: ::::i!!!

CG52
:.:':.:.

CG57
ii

CG60
!!

cO116A-:#j!#  I Cat/A

CG30
!ii! ii!ii;i!

3.75
CG36

CG37
i! !i:i

CG57
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De  las  variaciones  somaticas  detectadas,    se  identific6  una variante  sin6nima para  la

proteina MCA, rna variante localizada en la regi6n intr6nica entre los exones 4 y 5  del

gen  en  estudio,  ademas  de  4 variaciones no  sin6nimas  en  la secuencia  de  la proteina

MICA (Tabla 7).
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3.3.2 Localizaci6n de fas mutaciones somaticas

La distribuci6n de las variaciones somaticas en el gen A4JC4 se presenfo entre los exones

4 y 5, incluyendo rna vanante localizada en el intr6n entre ambos exones (Figura 22).
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3.3.3 Predicci6n de] efecto de las mutaciones somaticas en ]a proteina MICA

Debido a que 3  de las 6 variantes somaticas no habian sido descritas previamente en la

base de datos dbsNP, estas variaciones no contienen informaci6n en la base de datos de

SNpeffect. Ademas,   de las 3 restantes rna variaci6n se describi6 como sin6nima por lo

que no genera cambios en la secuencia de la proteina  Adicionalmente, otra variante se

localizb  en  rna  regi6n  intr6nica,  por  lo  que  para  el  presente  analisis  tampoco  se

consider6.  De este modo,  se utiliz6  solo la variante no sin6nima descrita como P294A

para la predicci6n de su efecto en la proteina MCA.

En  base  a  los  datos  entregados  por  la  base  de  datos  SNpeffect,  la  variante  P294A

produce un cambio en la proteina MICA que genera rna reducci6n en la estabilidad de la

misma (Figura 23).
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Con el fin de visualizar la mutaci6n P294A en la proteina MICA, se utiliz6 el programa

PyMOL para presentar a parir del  archivo PDB  (Protein Data Bank) la conformaci6n

tridimensional  de la proteina MICA y localizar la variaci6n analizada.  En particular, la

mutaci6n P294A se ubica en el  dominio al fa 3  (a3)  de la proteina NICA, el cual actha

como nexo entre los dominios de uni6n al receptor NKG2D y la regi6n transmembrana

de la proteina (Figura 24).
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4. DISCUSION

En  la ultima d6cada los  avances  en la investigaci6n gen6tica del  cancer han permitido

caracterizar mutaciones propias del tejido tumoral, a menudo referidas como mutaciones

somaticas.  Una vez  que rna c6lula sufre rna mutaci6n  somatica,  todas  las  c61ulas  que

derivan  de  ella  por  divisiones  mit6ticas  la  heredarin  y  de  este  modo,  el  individuo

poseera   un   grupo   de   c6lulas   con   un   genotipo   diferente   al   resto.   Asimismo,   es

ampliamente  aceptado  que  los  tumores  se  desarrollan  a  trav5s  de  la  acumulaci6n  de

mutaciones somalicas en genes especificos (Zhang y col., 2013).

Dado el hecho que las c6lulas derivadas del tejido tumoral expresan de forma simultinea

los  diferentes  ligandos  de  NKG2D  y  habi6ndose  demostrado  que  el  receptor NKG2D

participa en la inmunovigilancia y eliminaci6n de c6lulas tumorales (Bauer y col., 1999),

se  esperaria  que  estas  c6lulas  fueran  mds  susceptibles  a la  citotoxicidad  mediada por

linfocitos NK, NKT, T CD8+ o Ty8, resultando en el  control del crecimiento tumoral y

un pron6stico mds favorable para la enfermedad.  Sin embargo, estos tumores hen podido

progresar,  lo  cual  implicaria  que  las  interacciones  entre  el  receptor  NKG2D  y  sus

ligandos estarian alteradas en el microambiente tumoral. Dado que, si bien los ligandos

de  NKG2D   estin  presentes  en  las   c6lulas   derivadas   del  tumor,   podrian  presentar

alteraciones  en  su secuencia que  generasen  cambios  conformacionales  en  el  ligando  o

que promovieran la liberaci6n de ligandos solubles.

Debido a lo  anterior,  en  el  presente  estudio  se evaluaron variaciones  gen6ticas  de tipo

SNV  en  el    gen  A4JC4  que  actha  como  ligando  de   NKG2D,  donde  tales variaciones

80



estarian dando cuenta de mutaciones somaticas en pacientes con CG y se analizaron los

efectos  de estos cambios en la funci6n de la proteina.

4.1 Detecci6n de variaciones en el gen A4TCIA

A4JG4 es un gen altamente polim6rfico, a la fecha se conocen 91 variantes al6licas (datos

de  base  de  datos  IMGT)  y  si  bien  no  se  conoce  el  papel  que  la  mayoria  de  estos

polimorfismos ejercen sobre la funci6n  de la mol6cula,  en algunos casos se ha descrito

que estos variaciones afectan a la expresi6n de NICA o a su capacidad de activaci6n de

las c6lulas citot6xicas del sistema immune (Gonzalez y col., 2006)

Con el fin de detectar mutaciones somaticas en regiones codificantes del gen A4TC4  se

secuenci6   un   grupo    de    50   muestras   tumorales   provenientes   de   pacientes    con

adeno carcinoma gdstri co.

Las 50 muestras fueron agrupadas en 5 grupos de acuerdo a criterios de integridad de su

material genedco G7igura 8), esperando que tal agrupaci6n se asociara de manera directa

en que muestras que presentaran fragmentos mayores a 7.000 pb tuviesen una mejora en

la generaci6n de bibliotecas, no obstante, los resultados de secuenciaci6n sugieren que la

calidad  de  la  biblioteca  habria  sido   independiente  del  grupo   de  calidad  del  ADN

gen6mico asignado a la muestra.

En  este contexto es importante destacar que en relaci6n a las lecturas identificadas y la

clasificaci6n de las muestras no se observ6 una distribuci6n homog6nea a trav6s de los

gmpos, ya que en particular dos muestras que se encontraban en el mismo  conjunto  de

acuerdo  a  la  integridad  de  su  ADN  gen6mico   (Grupo  11)  presentaron  los  valores

extremos    de   la    distribuci6n    de   valores    de   lecturas    identificadas    luego    de    la
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secuenciaci6n,  los  que variaron  entre  el  0,5  a 4%  G7igura  14).  El  menor porcentaje de

lecturas  identificadas  lo  present6  la  muestra  CG36,  mientras  el  mayor  porcentaje  de

lecturas  identificados  correspondi6  a  la  muestra  CG14,  por  lo  tanto,  en  base  a  estos

resultados  no  se  encontr6  rna relaci6n  directa entre la integridad  del   ADN gen6mico

utilizado para generar cada biblioteca y las lecturas identificadas.   Ante esto, es probable

que  las variaciones  de  porcentaje  de  lecturas  identificadas  entre  muestras  se  deban  al

procedimiento de generaci6n de la biblioteca para cada muestra, en pahicular a la etapa

de   purificaci6n   de   fragmentos   de   ADN   utilizando   beads   magn6ticos;   donde   rna

manipulaci6n  no  6ptima  conllevaria  a  la  p6rdida  de  ADN  y  reducci6n  del  material

genedco disponible para la generaci6n de los grupos para cada muestra a3ronner y col.,

2013)

Por otra parte.  Ios resultados obtenidos  de la secuenciaci6n indicaron que el  95.5% de

las lecturas generadas pasaron los filtros de castidad, indicadores de la buena calidad de

los  grupos  generados  durante la etapa de  amplificaci6n  q7igura  14).  De  esta forma se

eliminaron aquellos datos menos fiables, los que podrian conllevar la detecci6n de falsos

positivos en los analisis de datos posteriores (Mnoche y col., 2011).

Otro  parinetro  relevante  dentro  de  las  m6tricas  de  secuenciaci6n  corresponde  a  la

puntuaci6n    de    calidad   (Q30)    del    llamado   de   bases   para   todos    los    ciclos   de

secuenciaci6n.  Este  valor  es  rna  medici6n  de  la  calidad  del  llamado  de  bases  y  en

particular  corresponde  a  la probabilidad  de  rna llamada  de  bases  incorrecta por  cada

1000 bases agregadas (Trivedi y col., 2014; Rutvisuttinunt y col., 2013). A partir de los

resultados   de   secuenciaci6n,   se   evidenci6   que   un   83.1%   de   las   bases   asignadas
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superaron el filtro de calidad Q30 (Figura 15); lo que estaria dando cuenta de rna 6ptima

calidad  de  las  lecturas  generadas  debido  a  que  en  relaci6n  a  las  caracteristicas  del

cartucho  de  la plataforma  de  secuenciacion  utilizada,  se  esperaria  un  puntaje  de  Q30

superior al  75%.  (Rutvisuttinunt y  col.,  2013).  En base a ello,  es posible asegurar rna

buena calidad de los datos de secuencia generados durante la secuenciaci6n y que estos

son aptos para analisis informaticos posteriores.

Un  punto  importante  a  destacar  es  que  el  proyecto  inicial  consistia  en  secuenciar los

exones 2,3,4 y 5 del gen A4JC4 junto a los otros 7 ligandos de NKG2D (NICE y ULBP

1  al  6).  Sin embargo,  luego  de analizar el  archivo Manifiesto y mapear los amplicones

para la comda de secuenciaci6n, se hizo evidente la presencia de amplicones adicionales

que estaban mapeando  exones anexos de los genes en estudio, ademds  de pseudogenes

como  A4JCC y  A4tcD.  Esto  se podria explicar  debido  a la  similitud  de  secuencia  que

presentan los genes de la familia NIC (Chen & Gyllensten, 2014), lo que implicaria que

las  sondas  dirigidas  a  regiones  de  inter6s  de  los  genes  A4JC4  y  A4JCB  hibridaran  de

manera inespecifica a regiones  de  estos  pseudogenes.  Adicionalmente,  la detecci6n  de

nuevos amplicones que est6n cubriendo regiones incluidas en el estudio, podria deberse

a problemas  detectados por Illumina durante la generaci6n misma de las sondas y  que

para  reducir  errores  de  lectura  posteriores,  se  incluyeran  amplicones  adicionales  para

sobre leer tales regiones.  Por lo  anterior,  se podria suponer que la inclusi6n de nuevos

amplicones conllevaria a la disminuci6n de reactivos de secuenciacion disponibles para

las sondas que mapean regiones del estudio, debido a la inclusion de nuevos amplicones

en  el  proceso.  No  obstante,  es  importante  destacar  que  luego  de  la  secuenciaci6n  se
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evidenci6 que la mayoria de los amplicones adicionales al estudio presentaron rna nula

o baja cobertura, por lo cual no afectaron la quimica de la secuenciaci6n de las regiones

estudiadas.  Cabe  sefialar  que para  el  gen  A4JC4  se  agregaron  4  amplicones:  uno  que

mapeo  el  ex6n  1,  dos  mapearon  el  ex6n  3  y  uno  mape6  el  ex6n  6,  por  tal  raz6n  el

presente estudio gener6 datos de secuencia de los 6 exones que conforman el gen A4JC4

lo que permiti6 detectar variantes en regiones que no fueron seleccionadas en el estudio

inicial.

El analisis bioinformatico de los datos de secuenciaci6n se realiz6 siguiendo el flujo de

trabajo Amplicon Truseq (Illumina) (Figura 5) y para el llamado de vanantes se utiliz6

el algoritmo Somatic Vanant Caller, recomendado por lllumina para el analisis de datos

generados  con  el  kit  utilizado  en  este  proyecto  (Tmseq  Custom  Amplicon,  Illumina

lnc.).   En   el   archivo   de  formato   de  llamadas   de  variante  (VCF)   se   detectaron   62

variaciones de un solo nucle6tido distribuidas de forma homog6nea en los 6 exones del

gen A471CL4; 23 variantes estaban presentes en s6lo una muestra, mientras que 39 estaban

en mds de una muestra.

En  el  estudio  se  detectaron  tres  nuevas  variantes  y  los  resultados  entregados  por  el

algoritmo  SIFT sugieren que la variante chr6:  31380116 tendria un efecto  dafiino en la

proteina MCA  (Tabla  5).  Este  algoritmo  se  basa  en  el  grado  de  conservaci6n  de  los

aminoacidos   en   alineamiento   de   secuencia  derivados   de   secuencias   estrechamente

relacionadas y recogidas a trav6s de PSI-BLAST (Kumar y col., 2009), por tal raz6n, la

variante  detectada  podria  tener  un  efecto  negativo  significativo  en  la  funci6n  de  la

proteina MICA.
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Cabe destacar que la muestra CGIO no present6 variantes  de tipo  SNV (variante de un

s6lo  nucle6tido)  para  el  gen  A4rc4,  lo  que  se  podria  explicar por  errores  tanto  en  el

proceso  de preparaci6n  de  la biblioteca,  asi  como  a la integridad  del  ADN  gen6mico

utilizado en el proceso.  Sin embargo, al analizar los datos del gen A4JCB secuenciado en

paralelo  a fu4TC4  para la misma muestra,  se  observa que  si  presenta variantes  de tipo

SNV,  de modo  que este antecedente nos podria sugerir que la ausencia de variantes  en

A4JC4 podria deberse a que si bien se detectaron SNV, estos fueron filtrados debido a su

baja calidad  durante el  flujo  de  analisis bioinformalico,  por lo  que no  se  detectaron  al

generar el archivo VCF.  Estudios recientes del laboratorio han detectado que los filtros

utilizados por el flujo de trabajo desarrollado por Illumina son estrictos en relaci6n a la

calidad  de  secuencia  para  la  identificaci6n  de  variantes,  y  que  un  re-analisis  de  los

mismos  datos  con  flujos  de  trabajos  con  GATK  y  MUTEC  hen  permitido  detectar

variantes que previamente no habian sido detectadas por el flujo de trabajo de Illumina;

por tal raz6n se hace necesario revisar nuevamente los datos brutos de secuencias para el

gen A4tc4 de la muestra CG10 con otros algoritmos de modo de poder detectar variantes

en esta muestra.

Del  mismo  modo  es  importante  destacar  que  para  la  muestra  CG46  se  detectaron  3

variantes  con  la  misma  coordenada  cromos6mica  (cuadro  verde  en  Figura  21).  Tal

fen6meno podria explicarse por la presencia de una variaci6n gen6tica de tipo Insersi6n

o  Deleci6n  (Indel)  cercano  a  esa  posici6n;  tal  mutaci6n  que  involucre  a  mds  de  un

nucledtido, podria generar secuencias con corrimientos de marco  de lectura en relaci6n

al  genoma de referencia,   las  que no  son  detectas por  el  algoritmo  SVC  debido  a que
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s6lo detecta variaciones de rna base de longitud. Y esta seria la raz6n por la que el flujo

bioinformatico detect6 mas de rna variante para rna dnica posici6n en el gen.

4.2 Mutaciones somaticas en el gen b4:JC4 y su efecto en Ia proteina

En base a la Figura 21  se evidenci6 la presencia de patrones de SNV a lo largo del gen

A4JC4  que  eran  comunes  entre varias muestras,  en particular se observaron bloques  de

vanaciones   que   se   formaban  por   agrupaciones   de  variantes   adyacentes   y   que   se

presentaban  como  lineas  compactas  a  trav6s  de  la  figura.  Estos  bloques  de  vanantes

podrian  estar  dando  cuenta de haplotipos,  es  decir,  conjuntos  de polimorfismos  de  un

s61o nucle6tido (SNPs) presentes en un cromosoma particular que estin estadisticamente

asociados y que se heredan en bloque; y que se relacionan con variaciones presentes en

la poblaci6n heredindose de padres a hijos (Goldstein & Cavalleri, 2005).

Basado   en   lo   anterior,   se  procedi6   a  descartar  los   SNPs  relacionados   a  posibles

hal;lotipos  de modo  de eliminar variantes de tipo germinal  Qeredadas) en las muestras

en estudio. Para ello se utilizaron datos presentes en la base de datos ChileGen6mico, el

cual corresponde a un muestreo poblacional de SNP (proyecto financiado por FONDEF

DIO11007:   "Gen6mica   de   la   poblaci6n   chilena:   Obtenci6n   de   perfiles   gen6ticos

necesarios en investigaci6n clinica, salud pbblica y medicina forense").  Al buscar las 39

variantes de tipo SNV detectadas en el estudio en la base de datos chilena, se identific6

que   11   de   las   variaciones   que   se   encontraban   en  bloques   correspondian   a   SNP

poblacionales chilenos.  De este modo al  descartarlos (cuadros rojos en la Figura 21) se

seleccionaron  28  SNV  candidatos  para ser considerados variaciones propias  del  tumor

(somaticas).
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A continuaci6n, se analizaron los datos de secuenciaci6n en bases a la frecuencia al6lica

de los 28 posibles SNV somaticos.  En particular se tiene que las variaciones heredadas

(germinales) presentan rna frecuencia al6lica de 50% cuando se encuentran en condici6n

de heterocigosis y de  100°/o cuando son homocigotas, sin embargo, durante el desarrollo

tumoral ocurren variaciones somaticas las que presentarin rna frecuencia al6lica menor

al  50 % ya que debido a las sucesivas divisiones mit6ticas de la c6lula que la carga solo

una porci6n del tejido la presentara (Harismendy y col., 2011 ).

Al analizar la frecuencia al6lica se identificaron 6 variantes somaticas distribuidas en los

exones 4,  5 y en el intr6n entre ambos.  Con el fin de determinar el efecto de estos SNV

en  la  proteina  MCA  es  importante  destacar  que  si  bien  la  variante  rs  116381822

presente  en  el  intr6n  no tendrian  un  efecto  directo  en la conformaci6n  de  la proteina,

podria estar implicada  en  el  proceso  de  splicing    (Wang y  col.,  2008);  lo  que podria

sugerirla   como   objeto   de   nuevos   estudios.   Adicionalmente,   rna   de   la   variantes

detectadas  genera  un  efecto  sin6nimo  en  la  posici6n  299  en  la  proteina  por  lo  que

tampoco se consider6 en los analisis posteriores.

Si bien 4 de las 6 variantes somaticas tendrian un efecto en la proteina MICA (Tabla 7),

dos  de  ellas  (V302G y  L303I)  no  hen  sido  descritas previamente  en  base  de  datos  de

SNP (dbsNP) por lo que no existe informaci6n en bases de datos referente a su efecto en

la proteina.

Finalmente, se procedi6 a analizar las variantes presentes en bases de datos, para ello se

utiliz6 la base de datos SNpeffect 4.0 que contiene informaci6n de SNPs codificantes no

sin6nimos y  analiza el  efecto fenotipico  de variaciones  en  genes humanos.  La versi6n

actual  (4.0),  incluye datos  de estabilidad de proteinas,  integridad de  sitios  funcionales,
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agregaci6n  de proteinas,  entre  otros  (De Baets y  col.,  2012).  En particular,  la variante

somatica P294A present6 un efecto en la proteina MCA de acuerdo a SNpeffect GTigura

23). Los datos sugieren que el cambio de rna prolina por rna alanina en la posici6n 294

gener6 una reducci6n de estabilidad de la proteina, donde el cambio es cualitativamente

importante  debido  a  que  los  requerimientos  estructurales  de  los  enlaces  peptidicos

generados por prolina estin  directamente relacionados  con la estructura terciaria de la

proteina;  en particular la ausencia de anillo por parte  de la alanina podria generar rna

diferencia  conformacional  que  implicaria  cambios  en  los  parametros  cin6ticos  y    de

estabilidad de la proteina (Street y col., 2005).

El   cambio   conformacional   generado  por  la  variaci6n  P294A  puede  verse   en   rna

representaci6n tridimensional del ligando NICA con el programa PyMol (Figura 24). Es

importante  destacar  que  esta mutaci6n  somatica  se  ubic6  al  final  del  ex6n  4,  el  cual

codifica para el  dominio  extracelular  al fa 3    de  la proteina MCA y  que  se  encuentra

adyacente  al  dominio  transmembrana.  En  este  punto  es  importante  destacar  que  la

posici6n de la variaci6n se localiza en el dltimo residuo del  dominio  al fa 3, el que esta

unido a un linker de 6 aminoacidos que a su vez lo une al dominio transmembrana de la

proteina. Tal localizaci6n de la variante podria ser un lugar de posible corte proteolitico

de MCA por parte de metaloproteinasas  (Chen &  Gyllensten, 2014),  donde el  cambio

conformacional  generado  por  el  cambio  no  sin6nimo  de  prolina  por  alanina  dejaria

disponible un sitio  de corte por estas  enzimas.  De  este modo la generaci6n del ligando

MICA soluble podria estar dando cuenta de mecanismos de evasi6n tumoral por parte de

las  c6lulas  transformadas,  donde  ligandos  que  no  estin  unidos  a  la  c6lula  se  estarian

uniendo  a  NKG2D  en  la  superficie  de  c6lulas  NK,  y  de  este  modo  actuarian  como
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inhibidor  competitivo  bloqueando  el  reconocimiento  de  mol6culas  NICA  unidas  a  la

membrana,  y  enmascarando  la posible  uni6n  de un ligando  efectivamente  anclado  a la

c6lula tumoral (Coudert y col., 2006).

Las  caracteristicas  clinico  patol6gicas  de  los  pacientes  que  presentaron  la  variante

somatica  con  efecto  en  la  proteina  MICA  son  las  siguientes:  el  paciente  CG50,  que

corresponde a un var6n de  54  afros  con un tumor localizado  en la ourvatura menor del

est6mago y  un TNM de 3;  en tanto,  el paciente  CG59  es un var6n  de 69  afros  con un

tumor  localizado  en  la  zona  antral  del  esfomago  y  con  un  TNM  de  4.  Estos  datos

sugieren que la detecci6n de variantes somaticas en  su ADN se podria relacionar con el

avanzado estado de la enfermedad,  debido a que se ha reportado que procesos celulares

de  control  intemos  estin  muy  alterados  debido  a aumentos  en  la carga  de mutaciones

somatica  con   la   edad,   con   consecuencias   para   el   envejecimiento,   el   cancer  y   la

neurodegeneraci6n  (Kemedy y col., 2012).

En base a ello,  se ha   reportado que la progresi6n tumoral requiere de un transcurso de

muchos afros y se ha demostrado que desde el punto de vista molecular, el  cancer es un

proceso  de  mdltiples  etapas  que  requiere  varios  eventos  de  mutaci6n  somatica  y  de

selecci6n  clonal,  que  producen  a  lo  largo  del  tiempo  variantes  en  la    descendencia

celular con propiedades de crecimiento cada vez mds agresivas (Kermedy y col., 2012).

Ademds,  el  analisis gen6tico ha demostrado que el cancer es un proceso secuencial  que

implica la acumulaci6n de sucesivas mutaciones en uno o vanos genes de distintos tipos

(oncogenes, genes supresores, genes de susceptibilidad,  etc) y la subsiguiente selecci6n

clonal de las c6lulas portadoras de las mismas, que conduce a que estas c6lulas alteren su
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comportamiento   incrementando   su   capacidad  proliferativa,   de   invasi6n  y   llegando

eventualmente a causar la muerte del organismo del que proceden (Campisi,  2013).

En   resumen,   1os   resultados   obtenidos   en   este   estudio   mos   permiten   corroborar   l`a

hip6tesis propuesta.  Se observ6 la presencia de variaciones somaticas de tipo SP`IV en la

secuencia  del  gen  A4rc4  cuyo  efecto  podria  estar  relacionado  con  la  liberaci6n  de

ligandos   solubles   y   progresi6n   tumoral.   Sin   embargo,   se   requieren   analisis   inas

e>inaustivos para poder determinar el real efecto de las variante en la conformaci6n de la

proteina;  ademds  de  estudiar  el  efecto  de  las  variantes  somaticas  que  no  han  sido

descritas previamente (nuevas) y determinar su efecto sobre el ligando NICA en cancer

gdstrico.

Es  importante  destacar que  si  bien a priorz.  se podria pensar que  los  SNV  con  mayor

efecto  en  la proteina  se  ubicarian  en  la zona  de  interacci6n  con  el  receptor;  nuestros

resultados  sugieren  que  cambios  conformacionales  en  dominios  distantes  al  sitio  de

interacci6n podrian dar cuenta de zonas de posibles cortes proteoliticos y la consecuente

generaci6n  de  ligandos  solubles  (Obuchi  y  col.,  2001).   Adicionalmente,  para  poder

afirmar con certeza la identificaci6n de variaciones somaticas es necesario secuenciar la

sangre   de   los   pacientes   en   estudio,   de   modo   de   poder   descartar   las   variaciones

germinales   para   cada   individuo.    Este   procedimiento   podria   realizarse   mediante

secuenciaci6n  de  tipo  Sanger,  especifica  para  las  coordenadas  cromos6micas  de  las

vanaciones somaticas detectadas.

La identificaci6n  de  mutaciones  somaticas  desde  datos  de  secuenciaci6n  masiva es un

reto debido a la dificultad de distingulr los verdaderos acontecimientos somaticos de los

artefactos  derivados  de  la PCR,  errores  de  secuencia o  de  la mala  asignaci6n,  por tal
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raz6n  para  tener  rna  mayor  confianza  de  los  resultados  obtenidos  se  hace  necesario

analizar la celularidad tumoral del tejido en estudio, es decir, incluir en nuestro analisis

el factor de pureza tumoral y sub-clonalidad de las muestras analizadas, y de este modo

identificar de forma certera verdaderos acontecimientos somalicos de aquellas variantes

presentes en linea germinal Ofassahn y col., 2013).

Por   otra  parte,   la   detecci6n   de   posibles   haplotipos   en   el   gen   A4JC4   se   podrian

correlacionar  con  que  este  gen  esta  localizado  en  el  brazo  corto  del  cromosoma  6,

perteneciendo  al  complejo principal  de histocompatibilidad humano  GILA) (Zwimer y

col.,  1998), donde una de las caracteristicas fundamentales de este grupo de genes es su

alto  grado  de  polimorfismo  y  la  presencia  de  desequilibrio  de  ligamiento.   Asi,  en

poblaciones, ciertas combinaciones de alelos se heredan juntos mas frecuentemente de lo

esperado  debido  al  azar y    conjuntos  de  polimorfismos  heredados  podrian  conducir  a

diferentes  haplotipos.  Esto  contribuiria  a  diferencias  en  la respuesta  inmunitaria  entre

individuos   (Tian  y   col.,  2001);  jugando   un  papel   importante  en  los  trasplantes   de

6rganos y la susceptibilidad a ciertas enfermedades, entre los que destaca el  cancer.  En

este  punto,  es  importante  sefialar  que  los  resultados  obtenidos  podrian  servir  como

antecedentes   para   desarrollar   un   nuevo   proyecto,   en   el   inbito   de   la   gen6tica

poblacional, que investigue la funci6n de los haplotipos presentes en el gen A4JC4 como

posibles marcadores moleculares o predictores de riesgo a padecer cancer gdstrico.

Finalmente,  los resultados obtenidos en la presente Memoria mos permiten postular que

la  presencia  de  mutaciones  somalcas  de  tipo  SNV  en  la  secuencia  del  gen  A4JC4

generan   variaciones   no   sin6nimas   en   la   proteina   con   un   posible   efecto   en   su

conformaci6n, promoviendo posiblemente la liberaci6n soluble del ligando MICA y que
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este podria ser uno de los mecanismos por el cual el adenocarcinoma gdstrico escapa de

la vigilancia inmune.

Adicionalmente, la utilizaci6n de secuenciaci6n masiva supone un gran desafio conjunto

entre   investigadores   y   medicos,   de   modo   de   poder   implementar   protocolos   de

prevenci6n y detecci6n temprana de CG.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados de nuestro estudio demuestran que es posible detectar variaciones

gen6ticas  de  tipo  SNV  en  el  gen A47C4  a partir  de  secuenciaci6n  masiva  de  ADN

gen6mico proveniente de pacientes con adenocarcinoma gdstrico.

Se observ6 la presencia de variaciones presentes en una iinica muestra, asi como

de SNV comunes entre muestras; sin embargo, para nuestro estudio de dete6ci6n de

mutaciones somaticas, s6lo analizamos los SNV presentes en mds de rna muestra, ya

que  variantes  identificadas  en  s6lo  rna  muestra  requieren  de  estudios  adicionales

dado que la detecci6n de tales SNVs podria estar dando cuenta de errores propios de

la generaci6n de la biblioteca y no de variantes propias del tumor.

Tres de las variantes detectadas no habian sido descritas previamente en la base

de dato  dbsNP.  No  obstante,  s6lo rna de  ellas tendria un  efecto  significativo  en la

proteina MCA respecto a su conformaci6n normal.

La secuenciaci6n masiva del gen MICA permiti6 identificar diversas variaciones

somaticas,   las   que   estarian   dando   cuenta  de  eventos   de  mutaci6n  propios   del

desarrollo tumoral.

Se   detect6   que  algunos  tumores   en   estadios  tardios   QII  y  IV)  presentaron

mutaciones  somalicas  que  generaron  un  efecto  sobre  la  proteina  MICA,  lo  que

podria estar asociado a la progresi6n del tumor.

Futuros estudios podrian centrarse en los haplotipos detectados en la secuencias

del   gen   h4TC4   de   modo   de   analizar   su   funci6n   como   posibles   marcadores

moleculares o predictores de riesgo a padecer CG.
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6. ANEXOS

FAC U  LTAD  o[  M E D I C I N A HOsEHTin€-LiH!Ea
UNNI`RSIDAD DE CH!LE

Anexo 1

FiAciENTEs CON EilAGhL6sTlco l]E CANCER eASTRlco    t`    I   r{N|

`Estqdlo de factores gen6tlcos,  determfrrantes de vlrulencla de /ie//bobacair A)+^Dr7

y su relacl6rl cal` cancer g6strioo.

INVEST]GAO0RPRI1`1CIPAl=
Patrlclo Gonz6lez Hormaz5bal
Facultad  de  Medlcli`a,  Ui`lversldad  de Chile
L~9786845
ermall:nnnn7alp7famofl|irhilp.ri

Arite5  de tomar la declsl6n de i]artlclpar en la  lrrvestlgacl6n,  lea  atentamente  este forfTiulario.

Mi  medlco   tratarite   me   ha   lnformadi)   qLie   padczco  c5nl:er  gastrlco.   Me  sometl:re  a  cirugia   coma   parte  del
tratamlento de ml enferrnedad, y se me ha invitado a  participar del estudio "Factores gen6ticos, determlnantes
de vlrulencla de f/e//cobecter py/or/, y su relacl6n con cancer gfstrlco-.

El  lnvestlgador  prlri[Ipal  deJ  esttldlo  me  lnlam6  qile  esfa  r8atlzando  ur}  estudlo  de  la  r€Iaci6n  entre  factores
geriEtlcos y b infecci6n con determlnados tlpos de bacterlzi lleJlcobacter pylorl.  Lzis concliJsloc\es de este esfudlo
seriin  de  utJlldad  pare  corriprender  mejor  lag  cail5a5  del  csna:r  g5strlco  y  la  poslbllldad  de  ldentlflcar aquellas
persorLas qua tengan  alco rlesgo de  desarrollar esta enfermedad  con el firi de  prevenlr su aparlcl6ri.

Se  me  ha  hafomado  qtJe  ml  pertldpacl6n  en  calldad  de  paclente  afectado  de  cf ncer  g§strico  consLste  en
(a)  responder  urn  encuestzl  qiie  recoplla  lrfomac]6ri  dc  rnls  dato5  personales  e  rilstorla  far7illlar  de  csdeer,

:Pigi.:::res3debLD:S#:legs=g[of::efau:Smeat°ebr::tn::n?tidc:SigN';)%'ei:bq.u##a'Ea„eq/,Ta:besectemre„e/#ya5iadnuaTknati:a,
efecto  de  los  factores  gen€tlcos  anallzados,   (c)  donar  1  blopsla  del  tuner  que  sc  obtendri  clesde  la  pleza
quirdrglca  que se  me extlrpar5 diirante la clnJgla,  desde la  cual se anallzarf el efecto de los factores genetioos

:8::I;#i°5ri#e(npa), £:::::n(aDfau)ey¥uedroe.Sangre tomada  deeds  tJna  vena  de  fu  aritel]razo,  desde  fa  coal  se

Se  Jme  inforTri6  qile  ml  partlclpad6n  cn  este  estud]o  no  me  representara  gastos  adlclona[Es,  nl  a  ml  ril  a  iT`l
slstema  de  salud,  a  lo  ya  cancelado  por  la§  prestaa.ories  que  se  me  tian  rei]Iizado  par  olden  d=  mi  mEdlm
tratante.

Se me ha infoiTriadc] que la tama de mue5tra de sangre que se  me reallzarf podn.a  produclr molestas tales coiiio

::£`hheermam°u#::a±,:#aa=i:neakeenori'e:d¥re:Le¥t¥tlpptloc:cuap'#€::ms,':n:oms}aq¥,°e'n'atommua:6ioi:asrd,::mp'ai:#drounenas
pare  mlnim7zar JBs i3oslbllld.dos que esto oc`lrra.

i:ramn:ei::Pi°g¥,ag:r?:ecu':,S,ab'&Pj'aa:egi#icafa5s=t:betxeennd::ed:::;ol:Plezaqulrir9Icaquesemeedrpara

Se   me   ha   lnformado   qua   las  milEstras  y  toda  ml   informacl6n   personal   serdn  ldentJflcadas  con  L!n  c6diso

:i;Ui:-Sife':npdaerauss:;5:naoq;::E°ntgECT;nt:=tl#o:.deslndMdualei£8rdnan6nimos,semantendranenreservay

Se me ha  lnlormado  que mJ  partlclpacJ6n  en  este  estudlo no me otonga  ninpdn  benefido  m€dlco  a compensacldn

::=::jgaa'£#E;rs±nbeiT:&i:'atls6en,mp:d%::fLC!neqfluciosfaagaD:a;i°Lnravs°:uennEfadodneesTueshaselnf°maci6n
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:f|:'i:5ndey|ae3i:,vne°rsE7a#r:h:,:.nada  fas  Prest3clor}es  nolmales  Cue  pud|era

a      r£,iu  zs'|t

Esto¥ .en ,sorlocimiento  q.u_e,  gi  caso  de  decldlr  no  particlpar en  este  estudlo,  terigo

Se  me  ha  informado  que  el  ]nvestlgi]dor Print:lpzll, Izi llnlversldad  de  Chlle y  ct  Hosp[fal alnlco
dc  Chlle  velar6n  par  ql]e  5e  proteja  la  confidendalldad  de  ml  ldentldad,  registro  medico  y  resultados  de  esta
lnvestigaci6n.

Par tiltlmo ho  leido  este  formularlci y se me  permiti6  r.alizar todas la5 pregui`tas'qtJe conslderE peralientes y de

g#,taErodsp'e'::Srqleu:pta::°n°dce°:ttr=:a=8tomJ,e:nte:I:3t:#acdm?np.asrt?d::dh6anpeenrme[stl£°e:#,:I.taiE;cnndmo'qmu:d:cO::
d@r5  copla  dB  este  doc`Imento,

Comslento  En  particlpar dc la  lrive5tJgacl6n -Estudlo  de factores  genftJcos y su  relaa'6n con  cancer giistrlco-,

Acepto  que  parte  de  las  muestras  se congelen  y allTlacenen  pare  estudlos  fLlturas que  piledan  surglr en  relacl6n
]1 e=tudlD de factores gen€b.cos y su relacJ6n con cancer g5strlco. S[_ NO _

iDcsea concoer los resultados de la lnvestigaci6q?.                             SI _ NO _

Nombre del  partldpante:

Nambre  del  lnvestJgador:

Nombre  del dl!legado del
Dlrector del  HDsplfal  (Mlnistro  de F6):

Cualqu[er duda  a  consulta  que  teriga  sabre  este  estudlo,  a  experimenta  cualquler  problema, slentase  llbre  de
comunicarse con el  Investigador.

Frente a cualqulEr dude respecto a aspectos le
Dr. Jilan Jorge Sllva.  Presidente del Coml[6 de

gE:I,=S y €tlcos de este estudio, sl€ntase llbre de  camilnlcarse  coTi:
Hospital Clinlco de fa  Unlverslclad de Chile.

Av.  Santos Dumor`t 999,  Santlaqo.  Fono 9789008.
Dr.  ri;noel  Oyarztiri.  PresJdente dEI  ColTiltf de  EHca  de  la lnvestJgacl6n en  Seres Humanos.

Faoultad de Medlclna,  lJnlvcrsldad de  Chlle. Av.  ]ndependencla  1027, Santiaqo.  Fono  9786923.

Carl copLa  a:  -  PaTtlclpante - lnvestlgador



Anexo 2

I__  _____________  __

UNlvERsiDAD   DE ailLE
FAciiLTAD DE MEDlaNA
coMrrE DE ETlcA  DE INVESTIGAa6N EN sEREs HUMANos

3   I   muo   201'

I   ...``

ACTA DE AF.FIOBACION
PROYECTO DE ITWES"GAC16N SEFIES lltJMANOS

Con fecha 24 de mayo de 2011, el Comite de Etlca de lnvestigaci6p en Seres liunanos
de  la Facultad de Mediclna,  lJniversidad de Chile, integrado por los slgulerites miembros:

Dr. Manuel oyandn G., Medlcci Neum6logo, Presldente
Sra.  Marianne Gaudlltz H., Enfermera, Mg. Humanldades, Vlcepresidente
Dr.  Hugo Amigo C.,  Ph. D., Espedallsta en Salud chbllca
Dr. Leandro Blaglrri A„  Medico lntemista
Dra. ula.a ofuentes 0., Medlco Genetlsta

#ra..#:;aH:##ri#]€[:gM°faM£.)Bif°e£E9ogo
Sra, aaudia Marshall F., Represenfante de la comiihidad

Ha  revisado  el  Prayecto  de  ]rIvestigaci6Ii      titufado:  'ASSOCIATION  0F CYTOKINE
POLTMOFtpHISMS   AI`lD   OF   GENEnc   DETERMIRANTS   oF   HL   pylorl   VIRULENCE
FACTORS  `A/ITll  GASTRIC  CANCER  RIsl(-  y  cuyo  lnvestlgador  resporsable  es  el   Dr.
Patri.clo Gor`zf lez H., quien desenipeiia func]ones en el  Programa de Gen6tica  Humane,
ICBM, FaaJltad de Medicina, LJniversidad de Chile.

E] CbmltE revis6 lan slguientes documentos del estudio:
•     Proyecto de lnvestlgacidn in extenso
-     Col.sent]miento informado
•     a/ del lrIvestigador responsabley de los co-irTvestigadores
•     Carta  compromise del irvestjgador para cz)ITlunlcar los resuJtados de! estudlo una vex

flnanzado 6ste.

|a|uzdg|g:#°iaydi##B%:a:a¥:ad:dH°Se£.:€;:?]raa:°p:=dE:¥sh:#°daonna:i[=d:S:
la  lnve5tlgacl6n  EHomedica  ei.  Seres  Humanos  aoMS 2002,  y de  [as  Gufas  de  Buena  Prfctlca
ainlca de ICH 1996.

•*                             Td6fono: 9786923 Fztx: 9786189 Emalli ceiha©rned.iicJ.«e.c]
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UNIVERSIDAD   DE CHILE
FAcULTAD  DE MEDlar\LA
coMrTE DE fucA  DE INVEsilGAa6N EN sEREs HUMANos

reallzacldn  deJ estudJo propuesto, denfro de las especlflcac]ones

3   1  "fl  201'
5obre  la  base  de  esta  informacl6Ti    el  Comlt6  de  Etjca  de  la  lnvest]gad6n  en  Sores

Hurrianos  de  Ja  Faourtad  de  Mecliana  de  Ja  Unlversi'dad  de  aille  se  ha  pronunclado  de  la
sigilJente manera sabre las aspec±os del proyecto que a conthuaci6n se seiialan;

a)          Caracter   de  la   poblaci6n   estLidiacla:   Im/estlgacl6n   no  terap6utlca,   poblaci6n   no
calidva.

b)          Utilidad del proyecto: a
c)           RJesgos y Benefidcis:  R]esgos no hay.
d)          Proteed6n de los partlclpantes: Esti bien asegurado en el consendmlento lnformado,
e)          Notificaci6n oportuna de rcacdones adversas: no aplica.
f)           EI   Investlgador  respansable  se  ha   comprometido   a   entregar  los   resultedos   de]

estudio a este Condt6 al finallzar el proyecto.

Per ]ci tanto,  el  comite estima  qile  el  estudio  propuesto esta  bien justificado y que no
slgnlflca   para   los   stjetos   involucrados   rlesgos   fisJcos,   psfqulcos   o   sodales   mayores   que
minlmos,

Eke corfut6 tambl6n anallz6 y aprob6 el corre§pondiente docunento de Cjonsentimiento
Informado en   su versl6n  or]glnal del 30 de maya de 2011, que se adJunta firmado, fechado y
timbrado par a CEISH.

En virdJd de las condderaclones anteriores el  Comlt€ otorga la aprobac]6n 6tlca   para la

protocolo,

Santlago, 31 de maya de 2011.

MGH/mva.
c.c. :  Archlvo Prey. 023-2011

comsi:'dv¥E:¥j!fk!j

*                           Te]6fono: 9786g23 Firm. 9786189 ErTdrl: calha©tndticlillerd
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