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RESUMEN

En Chile el cancer gastrico es la primera causa de muerte por tumores
malignos para ambos sexos, con alrededor de 3000 personas fallecidas al afio,
describiéndose las mayores tasas de mortalidad entre la VIl y X region y las menores

en las regiones extremas.

Diversas investigaciones en el campo de la inmunidad anti-tumoral, han
permitido evidenciar el rol del sistema inmune tanto en el control de células tumorales
en etapas tempranas como en la evasion de la destruccion inmune favoreciendo el
desarrollo del cancer. Dentro de las células inmunes, las células Natural Killer (NK)
tienen la capacidad de reconocer y eliminar células tumorales sin haber sido
sensibilizadas previamente con el antigeno. Esto ocurre via su receptor de activacion
NKG2D, cuya activacion dependerd de la union de sus ligandos expresados en la
superficie de células tumorales. El reconocimiento y la union del receptor NKG2D a
sus ligandos (NKG2DLs) permite la activacion de las células NK, conduciendo a la
liberacion de citoquinas o granulos citoliticos y con ello la muerte de la célula tumoral
gue expresa uno o varios NKG2DLs en su membrana. Sin embargo, la generacion de
altos niveles de NKG2DLs en la superficie celular, asi como la liberacién de la
molécula en forma soluble al ambiente tumoral, regulan negativamente la activacion
de las células NK afectando su funcionalidad, ya que inducen una disminucion de
NKG2D en la superficie de las células citoliticas, permitiendo con ello el crecimiento
tumoral. Adicionalmente, los ligandos de NKG2D liberados compiten con las
moléculas en la superficie de células tumorales, alejando a las células citoliticas de

sus células blanco.

En humanos se han descrito 2 familias de ligandos de NKG2D: las moléculas
MIC y RAETL1. Varios polimorfismos han sido descritos para estos ligandos, algunos
de los cuales han sido asociados con un aumento del riesgo a desarrollar cancer y
podrian estar implicados como potenciales mecanismos de evasidn inmune.
Principalmente aquellos que generan cambios en residuos que disminuyen la
afinidad por NKG2D o facilitan la liberacion del ectodominio del NKG2DL.
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El gen RAET1E se caracteriza por presentar una identidad de secuencia
menor al 43% con el resto de la familia de ligandos de NKG2D en humanos, lo que
podria deberse a un rol distintivo de esta molécula. Su expresion en algunos tipos de
cancer se ha identificado como un predictor de mal prondstico. Ademas, esta
molécula se expresa en tumores de pacientes y lineas celulares de cancer gastrico,
mostrando un patron de expresion heterogéneo. Llamativamente, estudios previos
mostraron que la expresion de RAET1E en lineas celulares de CG, frente al estimulo
de Helicobacter pylori, no fue revertida al bloquear MyD88, molécula corriente abajo
de los TLR a diferencia de lo que ocurrié con los otros ligandos de NKG2D. Lo que

podria deberse a que exista otra via que regule su expresion.

RAETL1E, es el gen mas variable dentro de los otros ligandos de la familia
RAET1. La existencia de variaciones genéticas en regiones regulatorias que alteren
la transcripcion ha sido establecida durante mucho tiempo y tendrian un rol en las
enfermedades humanas, entre ellas el cancer. Estas variaciones podrian alterar
sitios de union a factores de transcripcion y por tanto modificar su expresion, en
particular, en condiciones de estrés como ocurre en un proceso tumorogénico. Se
han descrito dos promotores para el gen RAETLE, siendo el 1 el mas activo

transcripcionalmente.

Por lo tanto nos hemos propuesto como hipétesis, que “variantes en el
promotor 1 de RAET1E en tumores de pacientes con adenocarcinoma gastrico
modifican los sitios de union para factores de transcripcién”. Entonces, el objetivo
general de este estudio fue “identificar variaciones en la regiébn promotora de
RAETL1E que generaren cambios en esa regiéon reguladora del gen, especificamente,
alterando sitios de union a factores de transcripcion en pacientes con cancer
gastrico. Para ello, se analizo la region promotora de RAET1E en 50 muestras de
adenocarcinoma gastrico a través de secuenciacion de Ultima generacion. Y ademas,

se evalud in silico el efecto de estas variaciones.

Identificamos 42 variantes de nucle6tido Unico (SNV) en los tumores de
pacientes con cancer gastrico, 19 de ellas no reportadas previamente. No todos los

SNVs generaron la modificacion de sitios de union para factores de transcripcion
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(FT). Se determin6 que 9 SNV alterarian sitios de unién para factores de
transcripcion. Entre los sitios afectados se generarian nuevos sitios de union para los
FTs: NKX 2-5, p53, AP-1, EVI1 y NFKB, mientras que se suprimirian sitios de union
para los FTs: MZF1, KLF3, c-Rel, SALL2, WT1 e IRF-2. Algunas de estas

alteraciones de encontrarian presentes simultdneamente en un mismo paciente.

En consecuencia, creemos que la alteracion de estos sitios de union podria
generar cambios en la regulacion del gen RAET1E al ser inducido por algunos de
estos factores de transcripcion, alterando la respuesta inmune mediada por este
ligando y favoreciendo mecanismos de evasibn en los pacientes con

adenocarcinoma gastrico.
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ABSTRACT

In Chile, gastric cancer (GC) is the leading cause of death due to malignant
tumors in both sexes, with near 3,000 fatalities each year. The highest mortality rates
have been described between VII and X regions while the lower rates are in the

extreme regions.

Several years of research in anti-tumour immunity have evidenced the role of
the immune system, both in controlling tumor cells in early stages as in the evasion of
immune-mediated destruction, promoting cancer development. Natural Killer (NK)
cells have the ability to recognize and eliminate tumor cells without having previously
been sensitized with the antigen. This occurs through the NKG2D activating receptor,
whose activation depends on the union of their ligands expressed on the surface of
tumor cells. The recognition and binding receptor NKG2D to its ligands (NKG2DLSs)
allows the activation of NK cells, leading to cytokine release or cytolytic granules and
thereby death of the tumor cell expressing one or more NKG2DLs in their membrane.
However, the expression of high levels of NKG2DLs on the cell surface and release
of the molecule as soluble tumor environment, downregulate activation of NK cells
affecting their functionality, since they induce a decrease NKG2D in cytolytic cell
surface, thereby allowing tumor growth. Additionally, soluble NKG2D ligands compete

with molecules on the surface of tumor cells, killer cells away to their target cells.

2 families of human NKG2D ligands have been described: the MIC and RAET1
molecules. Several polymorphisms have been described for these ligands, some of
which have been associated with an increased risk to develop cancer and could be
implicated as potential immune evasion mechanisms. Mainly those that generate
changes that reduce waste affinity for NKG2D or facilitate the release of the
ectodomain of NKG2DL.

The RAETI1E gene is characterized as the most divergent within the family of
NKG2D ligands in humans, which could be due to a distinctive role of this molecule.
Expression in some types of cancer has been identified as a predictor of poor
prognosis. Furthermore, this molecule is expressed in tumors of patients and gastric

cancer cell lines, showing a pattern of heterogeneous expression. Interestingly,
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previous studies showed that expression of RAET1E cell lines CG, in response to
stimulus with Helicobacter pylori was not reversed by blocking MyD88, a molecule
downstream of the TLR, unlike what happened with the other ligands of NKG2D. This

could be explained by another pathway regulating its expression.

The RAETI1E gene is the most polymorphic among RAET1 ligands. The
existence of genetic variations in regulatory regions that alter transcription has been
established for a long time and has been shown to have a role in human diseases,
including cancer. These variations could alter binding sites of transcription factors and
thus alter its transcription and expression, in particular under stress as occurs in a
tumorigenic process. Two promoters have been described for RAET1E gene and the

first promoter (RAET1E_1) has been predicted as the most active transcriptionally.

RAET1E_1 promoter variants in tumors of patients with gastric
adenocarcinoma modify binding sites for transcription factors The aim of this study
was to ldentify variations in the promoter RAET1 1 that generate changes in its
regulatory region and that may explain evasion of the immune response in tumors of
patients with gastric cancer. Specifically, altering binding sites of transcription factors
in patients with gastric cancer. For this purpose, the RAET1E promoter region was
analyzed in fifty samples from patient with gastric adenocarcinoma through next
generation sequencing. In addition, we analyzed the effect of these variations by

computational approaches.

We identified 42 single nucleotide variants (SNV) from tumors of patients with
gastric cancer. Nineteen SNVs have not previously been reported. Only nine SNVs
could alter binding sites for transcription factors. Transcription factors binding sites
generated were: NKX 2-5, p53, AP-1, NFkB and EVI1 while transcription factor
binding sites deleted were: MZF1, KLF3, c-Rel, SALL2, WT1 and IRF-2. Some of

these alterations were simultaneously present in a same patient.

Therefore, we believe that the alteration of these binding sites could lead to
changes in the regulation of RAET1E gene when induced by some of these
transcription factors, altering the immune response mediated by the ligand and

favoring evasion mechanisms in patients with gastric adenocarcinoma.
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INTRODUCCION
1. CANCER GASTRICO

De acuerdo a los ultimos informes de cifras mundiales de céancer, esta
enfermedad multifactorial sigue encabezando el listado como una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. EI 2012 hubo unos 14 millones de
nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas con el cancer, y se prevé que

esta cifra siga en aumento en los préximos 20 afios”.

Céancer de pulmén, de mama, de colon, de préstata y de estdmago, figuran
como los 5 tipos de cancer mas frecuentes en el mundo. En particular, el cancer de
estbmago o gastrico (CG) corresponde a nivel mundial al cuarto tipo de cancer mas
frecuente en hombres y al quinto en mujeres®’. Sin embargo, se sitia como la
segunda causa de muerte por cancer en el mundo con aproximadamente 738.000

muertes/afio®.

En relacion a la distribucion geografica del CG, resulta llamativa la variabilidad
gue presenta este tipo de cancer en los distintos paises y regiones del planeta. La
mayor incidencia de CG se presenta en Asia, América Latina y el Caribe, mientras
que los indices mas bajos se concentran en Africa y Norteamérica. En particular, los
paises con mayores indices de mortalidad por CG en Asia corresponden a Mongolia
seguido de Kyrgiztan y Tajikistan. Mientras que en América Latina y el Caribe los
paises con las mas altas tasas de mortalidad son Guatemala, Ecuador, Chile y Perg*
(Figura 1).

En Chile el cancer gastrico es la primera causa de muerte por tumores
malignos para ambos sexos, con alrededor de 3000 personas fallecidas al afio,
describiéndose las mayores tasas de mortalidad entre la VIl y X region y las menores

en las regiones extremas”®.
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Se han identificado varios factores de riesgo para el CG, entre ellos factores
sociodemograficos tales como la edad y el género. Las estadisticas evidencian que
el CG es tres veces mas frecuente en hombres que en mujeres y aun cuando puede
presentarse a cualquier edad, su frecuencia bajo los 40 afios es muy baja
alcanzando su mayor incidencia entre los 60 y 80 afios®. Habitos alimenticios como
el alto consumo de productos ahumados, salados, nitrados y carbohidratos, asi como
la baja ingesta de frutas y verduras, aumentarian significativamente el riesgo de
desarrollar CG. Por otro lado, un factor que ha adquirido mayor relevancia los ultimos
afios corresponde a la infeccion por Helicobacter pylori. Varios estudios
epidemiolégicos han proporcionado evidencia de la asociacion entre la infeccion por

H. pylori y el desarrollo de CG”.

KAZAKHSTAN MONGOLIA
18.e3 25.28

KYRGYZSTAN
19.64  cuNa

Stomach cancer

9.1+

56-9.1

4056

2840

comnn

<28

Figura 1. Mortalidad por cancer gastrico a nivel mundial. El mapa muestra la distribucién y tasa
mortalidad en las diferentes regiones del mundo incluyendo a ambos sexos. El indicador empleado es
el ASR (del inglés “Age-standarized rate”) y corresponde a la tasa de mortalidad por cada 100000
habitantes por afio. S6lo se muestran aquellos ASR de los paises con mayores indices de mortalidad.
Tomado de Ferlay y Cols., 2013,".
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De los tipos de cancer gastrico el 90% de los casos corresponde a
adenocarcinoma gastrico, el 10% restante se categoriza como linfomas gastricos,
tumores del estroma gastrointestinal (GIST) o sarcomas®. Los adenocarcinomas
pueden ser de dos tipos: intestinal o difuso. En el primer caso las células tumorales
forman glandulas funcionales que se parecen a la mucosa intestinal, mientras que el
segundo tipo, las células tumorales pierden la organizacion, y es mas propenso a

metastasis, por lo que se asocia a un mal pronéstico®.

Dado el caracter asintomatico de este cancer, la mayoria de los pacientes se
diagnostican en etapas avanzadas, cuando la reseccidén curativa es practicamente
imposible, lo cual también conduce a un mal prondéstico. El método mas sensible
para la deteccion de CG es el screening a través de una endoscopia digestiva alta.
Las opciones de tratamientos para el CG incluyen cirugia, quimioterapia, radioterapia
0 una combinacién de ellas. Sin embargo el Unico tratamiento potencialmente
curativo corresponde a la gastrectomia total o parcial acompafiada con
linfadenectomia'®. Normalmente, el adenocarcinoma gastrico progresa de manera
lenta y asintomética y en Chile mas de la mitad de los pacientes se encuentran en un
estado avanzado de la enfermedad al momento del diagnéstico®. Ademas, entre el
40 y 65% de los pacientes resecados con intento curativo presentaran recurrencia de
la enfermedad. Debido a lo anterior, la sobrevida a 5 afios de los pacientes con CG
resecable varia entre un 10 y 30% con un tiempo de sobrevida promedio de 24
meses’. De esta forma, el cancer gastrico es un tema prioritario en cuanto a salud

publica en nuestro pais.
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2. INMUNIDAD ANTITUMORAL Y NKG2D

Varios afos de investigacion, en el campo de la inmunidad anti-tumoral, han
permitido evidenciar el rol del sistema inmune tanto en el control de células tumorales
en etapas tempranas como en la evasion de la destruccion inmune favoreciendo el

desarrollo del cancer*'.

Un grupo particular de células con la capacidad de reconocer y eliminar
células tumorales sin haber sido sensibilizadas previamente, corresponde a las
células Natural Killer (NK)*. Estas células forman parte del sistema inmune innato y
proporcionan proteccion tanto contra patdgenos como tumores. Su funcién esta
fuertemente regulada por sefales inhibitorias y activadoras que simultaneamente le
estan siendo proporcionadas en el microambiente celular'®. El balance de estas
sefales captadas y procesadas por receptores distribuidos en la superficie celular
promoveran o no su actividad citolitica. Para su activacion la célula NK reconoceré a
través de receptores activadores, moléculas propias en la superficie de las células
blanco cuya expresion se induce en condiciones de estrés, como la generada
durante un proceso infeccioso o tumorogénico'®, en cuyo caso se activara la
respuesta citotoxica y secretora de citoquinas. Mientras que el estado de tolerancia
ocurre tras la union de moléculas del complejo MHC de clase | a sus receptores de
inhibicion.

Dentro de los receptores de activacion identificados en la células NK, NKG2D
(del inglés, Natural Killer group 2, member D) ha sido ampliamente estudiado por su
rol en la inmunovigilancia anti-tumoral. La expresion de este receptor no es exclusiva
de células NK, también se ha identificado en otros linfocitos como las células NKT
(del inglés Natural Killer T Cells), T citotoxicos CD8+, T yd, y bajo ciertas
condiciones por células T CD4+. Experimentos in vivo, demuestran que la sobre-
expresion de los ligandos de este receptor en células cancerosas causa el rechazo
de tumores en ratones®. Asi mismo, estudios empleando ratones deficientes en la
molécula NKG2D, muestran que en comparacion con los ratones wild type, la
deficiencia del receptor se relaciona con un incremento en la tasa de desarrollo
R

tumora En relacién al CG, estudios desarrollados por Saito y Cols.!” muestran



19

gue la disfuncién de las células NK, en pacientes con CG, se correlacionaria con la
disminucién de la expresion del receptor de activacion NKG2D. A su vez, otro estudio
mostré también una disminucion en la expresion de NKG2D en linfocitos T CD8+
circulantes, siendo este uno de los mecanismos de evasién del sistema inmune por
parte del tumor en este tipo de cancer'’*®. Por lo tanto, el receptor NKG2D y sus

ligandos son moléculas claves para el control tumoral.

3. LIGANDOS DEL RECEPTOR DE ACTIVACION NKG2D

A la fecha, mudultiples ligandos del receptor NKG2D (NKG2DL) han sido
identificados tanto en humanos como en ratén. Todos son homélogos de la molécula
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I, pero a diferencia de esta, no se
asocian con B,-microglobulina, ni tienen algun rol en la presentacion antigénica.

De acuerdo a su organizacion genética, en humanos estos ligandos han sido
agrupados en dos grandes familias: los genes MIC (del inglés MHC class I-related
genes), y los genes RAET1 (del inglés Retinoic acid early Transcription 1) también
conocidos como ULBP (del inglés UL16-binding protein), ambas familias de genes se
localizan en el cromosoma 6° (Figura 2).

Los genes MIC estan localizados dentro del complejo principal de
histocompatibilidad mayor en el brazo corto en la regién 6p21.3 (Figura 2A) y se
componen de 7 miembros (MICA, MICB, MICC, MICD, MICE, MICF y MICG), de los
cuales solo MICA y MICB producen transcritos funcionales (Figura 2B). Ambos genes
son inusualmente largos (8799 pb. MICA y 11716 pb MICB) comparado con el
tamafo promedio de los genes HLA-A a HLA-G de (3500 pb). Por otro lado, los
genes RAET1 (ULBP) se localizan en el brazo largo en la region comprendida entre
las bandas 6q24.2 y 60g25.3. Alli un cluster gendémico de 180 kb contiene 10
miembros de la familia RAET1 (RAET1E, RAET1F, RAET1G, RAET1H, RAETLI,
RAET1J, RAET1K, RAET1L, RAET1IM y RAETI1N), de los cuales sélo 6 codifican
proteinas funcionales. El tamafio de estos genes varia entre los 2407 y 6076 pb.?°
(Figura 2B).
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Figura 2. Localizacion de los genes que codifican para los ligandos de NKG2D en humanos. (A)

La familia de genes MIC y RAET1/ULBP se localizan en el brazo corto (6p21.3) y largo (6924.2-g25.3)

del cromosoma 6, respectivamente. Las flechas negras indican la posicion relativa y orientacion de los

genes. (B) Se ha representado la longitud relativa de los genes y la organizacién de sus exones

codificantes (cajas de colores) asi como los exones no codificantes (cajas en blanco). Las

abreviaciones L, GPI, TM y Cyt corresponden a las secuencias codificantes del péptido lider, el sitio

de anclaje glicosilfosfatidilinositol, dominio transmembrana y regién citoplasmatica, respectivamente.
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Aunque dentro de cada familia de NKG2DL son altamente conservados, los
miembros de la familia MIC comparten una baja similitud de secuencia o estructura
con la familia RAET1??'. Estructuralmente, los NKG2DL corresponden a
glicoproteinas de membrana. Las moléculas MIC consisten de tres dominios
extracelulares (a;, a, y as), seguidos de una region transmembrana, y una cola
citoplasmatica. Por su parte las moléculas RAET1 pierden el dominio extracelular as,
y algunas moléculas como RAET1 I, N y L, estan ancladas a la membrana a través
de un tallo Glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), mientras que las proteinas RAET1E y G
poseen regiones transmembrana (Figura 3). En cuanto a la molécula RAET1H se ha
descrito que puede estar anclada por un tallo GPlI o bien ser una proteina

transmembrana??.

1AW ARARAIAAD jQ RAARARRIRAMWIIRANI
|seesals Ieessssnsssnssn s s s nssnenee tasee el
MICA/MICB RAET1H RAET1H
RAET1I RAET1E
RAET1L RAET1G
RAETIN

Figura 3. Dominios proteicos y estructura de los ligandos de NKG2D. La figura esquematiza la
estructura de los diferentes ligandos descritos a la fecha para el receptor de activacion NKG2D. Los
dominios relevantes en la interaccién ligando-receptor corresponden a los dominios a1 y a2, que
seguln se observa son muy similares estructuralmente entre los diferentes NKG2DL. Destaca la
ausencia del dominio a3 en los genes RAET1, asi como variaciones en la vinculaciéon con la

membrana. Tomada y modificada de Raulet y col. 2013,



22

4. EXPRESION DE LOS LIGANDOS DE NKG2D

En condiciones normales la expresion de los NKG2DLs en las células es baja
o nula. Sin embargo, en la literatura se han reportado casos donde existe expresion
pese a haber ausencia de estrés celular. Por ejemplo, en humanos, RAET1l (ULBP1)
ha sido detectado en varias células sanguineas como linfocitos B, plaquetas,
monocitos y granulocitos, por lo cual se cree que esta molécula podria participar en
la hematopoyesis. En otro estudio se reportd que los ligandos: MICA, RAET1I y
RAET1N (ULBP3) en humanos, asi como los ligandos: Rae-1 y H60 en ratones, se
expresan en las células de la médula 6sea incluyendo las células estromales. La
molécula RAETIN sido reportada por su expresion en células madres

202324 v Jas moléculas MICA y MICB han sido identificados

mesenquimales humanas
por su expresion en el epitelio intestinal, probablemente debido a la estimulacion de
la flora bacteriana en el intestino®. Es importante destacar que en muchos de estos
estudios se reporta la expresidon en base a la cuantificacion del ARNm, que no

siempre se correlaciona con la presencia de la proteina en la superficie celular.

Una amplia variedad de tumores y lineas celulares de tumor expresan los
ligandos de NKG2D. Al respecto Carapito y Bahram?® sefialan que esta expresion
seria adquirida en el proceso tumorogénico y no durante la transformacion, porque la
expresion de oncogenes clasicos como K-ras, c-myc o Akt en células de ovario
murinas no produjeron un aumento en los niveles de los ligandos®. Asi mismo, cada
tumor en particular presenta un patrén especifico de expresion de los ligandos. Las
moléculas MICs se encuentran mas frecuentemente en tumores epiteliales derivados
de tejidos como ovarios o colon y en menor medida en neoplasias hematoldgicas. En
contraste, la familia RAET1 ha sido identificada mayoritariamente en lineas celulares
de leucemia de linfocitos T, y detectada en células leucémicas aisladas de

pacientes®.

En nuestro laboratorio hemos analizado la expresion de los NKG2DL tanto
en muestras tumorales de pacientes con cancer gastrico como en lineas celulares de
adenocarcinoma gastrico. Los ensayos de inmunohistoquimica muestran que existe

una expresion significativamente mayor de MICA y MICB en células tumorales que
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en mucosa adyacente y en ambas mayores que en muestras de mucosa gastrica de
pacientes sometidos a cirugia bariatrica, utilizados como control no tumoral. Por otro
lado, los analisis de expresion de estas moléculas, mediante ensayos de citometria
de flujo, muestran que los NKG2DL, entre ellos RAET1E, se expresan tanto en
células derivadas de adenocarcinoma gastrico como en la mucosa gastrica
adyacente al tumor. Los analisis muestran que en el 85% de los casos analizados,
sobre el 50% de las células expresan uno o todos los ligandos estudiados. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion entre el tumor
y la mucosa gastrica. Esto podria deberse a que entre los pacientes hay una
expresion muy heterogénea de los distintos ligandos. Sélo un 40% de las muestras
expresan estadisticamente mas NKG2DL en células tumorales que en mucosa

adyacente [Karina Kramm, Tesis para optar al titulo de Magister en Ciencias].

Por ultimo, una expresion aberrante de los ligandos ha sido vinculada a
enfermedades autoinmunes e inflamatorias como artritis reumatoide o la enfermedad

de Crohn®,

5. REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS LIGANDOS DE NKG2D.

En relacion a la regulacion de estos ligandos se sabe que ésta ocurriria en
varias etapas de su biogénesis y que las vias de respuesta al estrés serian las
responsables de la induccién de su expresion, tanto en condiciones fisiolégicas
(nutricionales/fisicas) como patolégicas (oncogénicas/ infeccién microbiana) 2%,
Vias de estrés activadas por infecciones, choque térmico, procesos tumorogénicos,
dafio tisular y dafio genotdxico regularian la transcripcién, traduccién y estabilizacion
del ARNm o proteina, y la expresién en superficie de los ligandos de NKG2D. Dado
el interés de este estudio nos enfocaremos en los mecanismos de regulacion

descritos a nivel transcripcional para los ligandos de NKG2D (figura 4).
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Figura 4. Panorama de los mecanismos de regulacion transcripcional descritos para los
ligandos de NKG2D. Como vemos la regulacién de la expresion de los ligandos ocurre en varias
etapas de su biogénesis. A nivel transcripcional varias son las sefiales que estaria induciendo su
expresion: (A) Sefiales proliferativas, que pueden ser activadas por oncoproteinas o la sefializacion de
PI3K, pueden inducir la transcripcion de los genes Rae-1, RAET1 y MICA. En el caso de Rae-1 es
mediado por la activacion y/o induccién de los factores de transcripcion E2F. (B) La activaciéon
oncogénica puede indirectamente activar a p53 aumentando la transcripcion de algunos ligandos de
NKG2D como RAET1l y RAET1H. (C) El estrés por shok térmico resulta en la activacion de los
promotores de MICA y MICB, a través del factor de transcripcion HSF1. (D) NF-kB, también se ha
reportado que se une y transactiva a los genes de los NKG2DL, aumentando la posibilidad de que la
expresion inducida por TLRs sea mediada por la activacion de NF-kB. A nivel pos-transcripcional
operan otras vias. (E) La respuesta al dafio del ADN, inducida por el dafio al ADN o una replicacién
desregulada, induce la expresion de los ligandos, probablemente regulando factores que estabilizan el
ARNmM. En este nivel la induccién de los ligandos es dependiente de las quinasas que censan el dafio
del ADN como ATM, asi como las quinasas corriente abajo CHK1 y CHK2. Tomado y modificado de

lannello y col., 20137’
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5.1 Regulacién Transcripcional

Los promotores de los genes que codifican MICA y MICB poseen elementos
de respuesta al choque térmico, por ello se ha descrito que la expresion de ambos
ligandos es regulada por esta via y, a través de ensayos de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChlIP), se mostré que tanto el promotor del gen de MICA como MICB

fueron ocupados por el factor de transcripcién de choque térmico 1 (HSF1)%.

Por otro lado, lannello y Raulet® demostraron que las condiciones
proliferativas in vitro podrian inducir la transcripcién de algunos ligandos del receptor
NKG2D, incluyendo a la familia de ligandos Rae-1 en fibroblastos murinos
proliferantes, y de MICA, MICB, RAET1H y RAETIN en la linea celular humana
HCT116%. La induccién del gen Rae-1 en células proliferantes se debe a la familia

de factores de transcripcién E2F, claves reguladores de la entrada al ciclo celular®.

Dado que p53 es un potente supresor de tumores, numerosos estudios han
investigado su rol en la regulacion de los NKG2DL. Los primeros trabajos reportaron
gue la expresion de estas moléculas se observaba en muchas lineas celulares,
incluso cuando el gen p53 era suprimido, sugiriendo entonces que p53 no era
esencial para la expresién de los ligandos®®. Sin embargo, un andlisis de los ligandos
RAET1l y RAET1H sugiere que p53 podria potenciar la expresion de estos ligandos.
En este sentido elementos de respuesta a p53 se localizaron en los primeros intrones
de estos genes, y en una linea celular se observd, mediante un ensayo ChIP, que
p53 se asocia a los genes RAET1l y RAET1H, por lo cual se cree que la accion de
p53 podria amplificar la transcripcion de algunos NKG2DL??®. Contrario a este
efecto, otro reporte indic6 que microARNs inducidos por p53 pueden regular
negativamente a RAET1H®. Entonces, pese a que p53 sea activado corriente abajo
del dafio del ADN, y aunque la respuesta al dafio del ADN induce a los ligandos en
células murinas, no puede afirmarse que este supresor de tumores sea relevante en
la induccion de la expresion de los NKG2DL. Al respecto, se cree que la inducciéon de
los ligandos en respuesta al dafio del ADN seria en parte, por un proceso

independiente de p53%,
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Los factores de transcripcion de la familia Sp, asi como NF-kB, han sido
reportados por unirse al promotor y participar en la activacion transcripcional de los
NKG2DL humanos. Ademas los factores de transcripcion AP-1 y AP-2a, estarian
involucrados en la regulacién negativa de los genes RAET1E y RAET1I*L El rol de
NF-kB es relevante dado que sugiere que varios NKG2DL serian regulados por
receptores tipo Toll-like (TLRs). De hecho, existe evidencia de que varios agonistas
de los TLRs indujeron la expresion de transcritos de RAET1 y de la expresion de la
proteina en superficie Rae-1 en cultivos de macréfagos murinos?'. Esta induccién de
Rae-1 por ligandos de TLR fue suprimida en ratones carentes de MYD88, el principal

adaptador de la sefializacion de los TLRs*,

En el contexto de estos receptores (TLR), en nuestro laboratorio se desarrollé
una linea de investigacion con el objetivo de contribuir al entendimiento de los
mecanismos por los cuales Helicobacter pylori regularia la expresion de estos
ligandos en CG. Se analiz6 la expresion de los ligandos de NKG2D en lineas de
adenocarcinoma gastrico (AGS, MKN-45 y HTB-135) estimuladas con Heat killed
Helicobacter pylori (HKHP). Se observé una induccion en la superficie de estas

células de las proteinas MICA, y algunos de los ligandos RAET1 (H, G, Ly E).

Dado que el lisado de HKHP contiene diversos patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs) con el potencial de ser reconocidos por los TLRs
(TLR4, TLR2 y TLR5), se evalud el efecto de HKHP sobre la expresion de todos los
NKG2DL tras la inhibicion de MyD88, una molécula adaptadora corriente abajo de la
via de los TLRs. Los resultados mostraron que tras la inhibicién hubo una reversién
del efecto inductor de la localizacion en superficie de las moléculas MICA y RAET1
H, G y L. Sin embargo, en el caso de RAET1E, se observdé un aumento en la
localizacion en superficie de esta molécula con respecto a las células estimuladas
s6lo con HKHP. Esto llama la atencién, ya que esta induccion podria deberse a una
via alternativa u otro mecanismo aun desconocido [Herndndez y col., manuscrito en

preparacion], por lo cual se requiere mayor investigacion.
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6. MECANISMOS DE EVASION MEDIADOS POR EL SISTEMA NKG2D Y SUS
LIGANDOS.

En base a la evidencia planteada anteriormente, muchos investigadores se
han preguntado por el mecanismo por el cual los tumores pueden desarrollarse y
persistir si expresan en su superficie NKG2DL. En los dltimos afios se han descrito
varios estudios que demuestran que las células tumorales han desarrollado
mecanismos que permiten evadir la inmunidad antitumoral mediada por el sistema
NKG2D vy sus ligandos. Entre los mecanismos descritos encontramos que existirian

033,34

tumores capaces de (1) secretar citoquinas supresoras como TGF-§ e IL-1 que

disminuyen la expresidon de estas moléculas, (2) secretar metaloproteasas que

promoverian la liberacién de los NKG2DL en forma soluble®**

, (3) excretar vesiculas
exociticas conteniendo uno o mas ligandos™ y (4) producir microARNs con
propiedades inmunosupresoras sobre los ligandos de NKG2D®**®. Algunas de estas
estrategias estarian asociadas a la diminucion de la expresion de los NKG2DL o a
competir con las moléculas en solucion con los ligandos en la superficie de las
células. Pero también se han descrito tumores que promoverian el aumento de la
expresion de los ligandos, provocando la inactivacion de la respuesta mediada por
NKG2D. Este mecanismo, descrito tanto para la presencia sostenida en el tiempo de
NKG2DLs, en el células tumorales, como de las moléculas solubles, consistiria en la
(5) estimulacién en forma crénica e induciendo la internalizacion del receptor NKG2D

con la consiguiente alteracion de la respuesta citotoxica mediada por este receptor.

7. VARIABILIDAD DE LOS NKG2DLs
7.1 MICA'Y MICB

Los ligandos de NKG2D son moléculas bastante polimorficas. A la fecha se
han descrito 100 alelos para MICA y 40 para MICB, los cuales difieren entre
individuos y poblaciones. Entre las variaciones genéticas identificadas para la familia
MIC la mayoria corresponde a SNPs, en su mayoria localizados en los exones que
codifican para los dominios extracelulares que interaccionan con el receptor NKG2D.

Estas variaciones generan en su mayoria cambios no sin6bnimos en los residuos
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proteicos®’, por lo que se cree podrian alterar la interaccién con este receptor y en

consecuencia la respuesta citotoxica mediada por NKG2D y sus ligandos.

Un grupo de alelos, principalmente la variante MICA*008, tiene una insercion
de una guanina después de dos o cinco repeticiones del triplete GCT en el exdn que
codifica la region transmembranal, o que resulta en un codén de stop prematuro y
una region transmembrana trunca del ligando MICA. Esta variante alélica,
denominada también MICA A5.1, tiene un importante rol en liberacion de MICA como
una molécula soluble en células tumorales y una localizacién diferencial en la

membrana plasmatica®.

A nivel mundial el alelo MICA*008 es el mas frecuente. Sin embargo, en la
poblacion de indigenas sudamericanos este alelo posee una frecuencia menor al
10%2°. En relacién a la poblacién Europea, indigenas sudamericanos, de China y
Tailandia los alelos mas abundantes serian MICA*001, MICA*020, MICA*045 y
MICA*052, respectivamente. Carapito y Bahram® sefialan que la especificidad de los
alelos en regiones especificas del planeta significaria que cientos de alelos dan lugar
a proteinas especializadas en un determinado microambiente microbiano, aunque no

se descarta la influencia de la migracién.

A diferencia de MICA, la molécula MICB, parece tener una distribucion alélica
mas homogénea en la poblacion, basados en la genotipificacion de un nimero menor
de individuos en comparacion a MICA. El alelo MICB*005 es el mas frecuente en
todas las poblaciones, seguido de MICB*002, MICB*004, MICB*008, MICB*014 y
MICB*003%.

Interesantemente, algunos de los SNPs se han asociado con enfermedades
en determinadas poblaciones (tabla 1). Llamativamente, un mismo SNP para MICA
(p-Metl29Val) se asocio a diferentes enfermedades en dos poblaciones distintas,
otorgando una mayor susceptibilidad a la enfermedad. En el primer caso el SNP
evaluado en 116 pacientes franceses mostré asociacion con la enfermedad de injerto
contra huésped. En el segundo caso el mismo SNP se asocid a Carcinoma
Nasofaringeo (NPC) tras evaluarlo en 130 pacientes con NPC y 180 individuos sanos

del noreste de Tailandia. Este SNP genera un cambio aminoacidico de metionina a
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valina en la posicion 129 de la proteina MICA, localizandose en el dominio a, de la
proteina. Aunque ambos tienen caracter hidrofdbico, la modificacion producto del
SNP produce un cambio en la interaccion con el receptor, la cual resulta ser mas

débil y por lo tanto afecta la funcién citotéxica mediada por el receptor NKG2D3"+38,

Tabla 1. SNPs en alelos de MICA asociados a enfermedades.

SNP ENFERMEDAD EFECTO POBLACION
MICA p.Met129Val Enfermedad de injerto contra huésped Susceptibilidad  Francesa

MICA p.Met129Val Carcinoma Nasofaringeo Susceptibilidad  Tunecina

MICA p.lle213Thr y p.Arg251GIn Céancer Cenical Proteccion Tailandia del Norte

Tomada y modificada de Choy y Cols., 2010>".

Algunos estudios se han focalizado en identificar polimorfismos en la region
promotora de estos genes, dado que podrian originar una expresion aberrante de
dichos genes vy alterar su correcta funcién. Rodriguez-Rodero y Cols.,* identificaron
un nuevo polimorfismo en el promotor de MICB, una delecion de 2 pb (66AGdel) que
tendria un impacto en la expresion de MICB. Efectivamente estudios funcionales
permitieron comprobar que dicha variacion alteraba el sitio de unién al factor de

transcripcion Spl, disminuyendo la actividad transcripcional de MICB.

7.2 RAET1s (ULBPSs)

La mayoria de los estudios genéticos disponibles se han centrado en el
estudio de las regiones codificantes de los genes RAET1, que han sido evaluadas en
poblacion sana y han permitido identificar las frecuencias alélicas entre las diferentes

poblaciones*®*2.

El estudio de estos ligandos se ha restringido a poblacion
Caucasica, del Noreste de Tailandia y Amerindios (indigenas Kolla) mostrando claras
diferencias de frecuencias entre las poblaciones, sugiriendo que los polimorfismos
podrian aumentar en respuesta a la presion selectica divergente en los diferentes

entornos geograficos®.

Basados en el estudio de los exones que codifican para los ectodominios a; y
ap, se determind que los ligandos mas polimorficos fueron RAET1E (ULBP4),
RAET1G (ULBP5), RAET1H (ULBP2) y RAETIL (ULBP6)®. Interesantemente

nuestro gen en estudio RAETLE es el mas variable, y altamente polimérfico en dos
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especies de monos del viejo mundo?®*,

Sin embargo, el impacto de estos
polimorfismos en términos de la funciébn o su significancia en la evolucién de los

primates aun debe ser esclarecido.

En cuanto a la variabilidad de las regiones reguladoras de estos genes,
existen algunos reportes donde se ha evaluado la existencia de polimorfismos en la
regién promotora de los genes RAET1. Antoun y Cols.,** evaluaron la frecuencia de
algunos SNPs previamente descritos en la region promotora de los genes RAETL.
Este estudio incluyd muestras de individuos de diferentes poblaciones definidas
como: Euro-caucésicos (EC), Afro-caribefios (AC) e Indio-asiaticos (IA). Los SNPs
estudiados fueron RAET1E ¢.175C>G, RAET1H g.651A>C, y RAET1N g.169C>G.
De estos, tan sélo se observaron diferencias significativas en el SNP de RAET1N
(ULBP3), cuando se compararon las poblaciones AC vs EC, y AC vs IA* Lo
interesante seria evaluar el efecto que dicha variacién genética pueda tener dentro
de la region promotora, y por ende en la induccion de la expresion de dicha molécula.
Por otro lado, Eagle y Cols.,** analizaron las regiones promotoras putativas de los
NKG2DL comparando 600 pb corriente arriba del codon de inicio (AUG) de los 8
ligandos descritos en humanos. Dentro de sus hallazgos reportaron que RAETI1E,
nuestro gen de interés, resultd ser el mas divergente de los genes RAET1
compartiendo una similitud menor al 8% con el resto de los genes. Algunas de las
variantes identificadas para RAET1E suprimieron sitios de unidon a factores de
transcripcion, localizadas 113 y 519 pb corriente arriba del sitio de inicio de la
transcripcion (+1). Los factores de transcripcion afectados por estas variaciones
fueron NR5A2 (-113T>C) y HMX3/TCF15 (-519G>C)*. Sin embargo, se requieren

mayores estudios para evaluar el efecto de estos polimorfismos a nivel funcional.
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8. RAETLE (ULBP4)

Dentro de la familia RAET1 el gen mas divergente es RAET1E (ULBP4)
presentando una identidad de secuencia menor al 43% con el resto de los miembros
de la familia®. Al igual que RAET1G la proteina posee una regién transmembrana y
una cola citoplasmatica hidrofilica, similar a las moléculas MIC*?.

De acuerdo a la base de datos NCBI*®

, se han identificado a la fecha 4
transcritos originados por splicing alternativo. Sus caracteristicas asi como las

diferencias entre cada transcrito se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Isoformas de RAET1E en humanos.

RAETI1E
TRANSCRITO/ID  |[TAMARO (pb) |DESCRIPCION
NM_139165 958 Caodifica isoforma mas larga. Transcrito principal._Isoforma 1.

Cadifica isoforma mas corta, pierde segmento proteico interno
comparado con isoforma anterior._Isoforma 2.

Variante difiere en extremo 3' comparado con isoforma 1.
NM_001243327 1032 Cambio en el marco de lectura con diferencias en C-ter en
comparacion a isoforma 1. Isoforma 3. *

Variante contiene un exé6n 5' no codificante adicional, y 1 exon
terminal 3' alternativo en comparaciéon a isoforma 1. Cambio en
el marco de lectura generandose una isoforma corta con C-ter
distinto. Isoforma 4.

* La isoforma 3 es mencionada en la literatura cientifica como RAET1E2. Fuente: NCBI, 2015.

NM_001243325 850

NM_001243328 2099

En el contexto del estudio de los mecanismos de evasion inmune generados
por las células tumorales, Cao y Cols.,*” describieron en el afio 2007 una nueva
isoforma de RAETI1E, identificada como RAET1E2 (Isoforma 3, tabla 2), que se
genera producto de un proceso de splicing alternativo y cuyo producto es una
proteina soluble, que carece del dominio transmembrana. Esta version modificada de
RAET1E fue capaz de regular negativamente la citotoxicidad mediada por la
activacion del receptor NKG2D™'.

En contraste a los otros ligandos de NKG2D el gen RAET1E muestra una

expresion diferencial en piel*®

, pero también se ha descrito su expresién en cancer
de ovario. Interesantemente la expresion de RAETL1E en este tipo de cancer se
correlacioné inversamente con la sobrevivencia®®, por lo que fue descrito como un

nuevo predictor de mal prondstico.



32

El gen RAETLE se localiza en orientacion reversa (hebra negativa) en el brazo
largo del cromosoma 6 (6g24.2-g25.3) (Figura 2A) y su tamafo relativo es 2407 pb
(desde codén inicio a codén de término)?°, organizando en 4 exones y 3 intrones
(Figura 2B). Basados tan solo en la secuenciacion de los exones 2 y 3 del gen
RAET1E, que codifican los dominios extracelulares que interaccionan con NKG2D,
se han identificado 11 alelos. De estos, RAET1E*006 y RAET1E*007, se identificaron
Unicamente en individuos del Noreste de Tailandia, mientras que el alelo

RAET1E*009 es Unico entre los indigenas americanos Kolla®.

En relacion a la region reguladora de este gen, y basados en la informacion
disponible en la base de datos Eucaryotic Promoter Database (EPD)*° se han
descrito 2 promotores para RAET1E. El primero (RAET1E_1) localizado entre las
coordenadas gendomicas 150,215, 266 y 150,219,266, y el segundo (RAET1E_2)
localizado entre las coordenadas 150,210,042 y 150,214,042 (Figura 5) segun
ensamblaje del genoma GRCh37. Ambas regiones promotoras han sido validadas
por la presencia de elementos basales de un promotor (por ejemplo: la presencia de
la caja TATA) y caracterizadas por la presencia modificaciones en la cromatina que
son comunmente encontradas en promotores transcripcionalmente activos. Entre las
modificaciones de la cromatina presentes en la regiébn promotora de RAETI1E
encontramos la mono o tri-metilacién de la histona 3, en la lisina 4 (Figura 6A-B). De
acuerdo a la literatura esta modificacion es caracteristica de promotores
transcripcionalmente activos®. Otro elemento a considerar son los sitios de
ocupancia de la ARN polimerasa Il (Figura 6C). A partir de estas consideraciones se
predijo una mayor actividad en el promotor RAET1E_1 que en el RAET1E_2, lo que
ademas significa una mayor accesibilidad de factores de transcripcion a esa region
(Figura 6).
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Figura 5. Esquema de los promotores del gen RAET1E. . La figura muestra la localizacion de los
dos promotores descritos para el gen RAET1E (barra amarilla y burdeo). En el promotor RAET1 1 se
indica el promotor minimo, es decir la secuencia que incluye el sitio de inicio de la transcripcion o TSS
(del inglés Transcription Start Site). Informacion colectada de la base de datos EPD, Dreos y col.
2014
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Figura 6. Prediccion de la estructura de la cromatina para los promotores descritos del gen
RAETL1E. La figura muestra el estado de la cromatina en la region donde se han identificado los
promotores 1 y 2 del gen RAET1E. Los elementos que se destacan corresponden a modificaciones
guimicas de la cromatina como metilaciones, las cuales influencian la expresién génica, asi como
también los sitios de unién para la ARN polimerasa Il. En particular se destacan los siguientes
elementos: (A) H3K4mel: mono-metilacion de la lisina 4 de la histona 3. (B) H3K4m3: tri-metilacion de
la lisina 4 de la histona 3. (C) Pol2: ARN Polimerasa Il. Informacion colectada de UCSC Genome

Browser>?, disponible en: http://genome.ucsc.edu/ENCODE.
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Resumiendo los antecedentes expuestos anteriormente podemos decir que:

El gen RAETL1E se caracteriza por ser el mas divergente (43% de identidad de
secuencia) dentro la familia de ligandos de NKG2D en humanos, lo que podria
deberse a un rol distintivo de esta molécula.

La expresién de RAET1E en algunos tipos de cancer se ha identificado como
un predictor de mal prondstico.

RAET1E se expresa en tumores de pacientes y lineas celulares de cancer
gastrico, mostrando un patron de expresion heterogéneo.

La expresion de RAETLE en lineas celulares de CG, frente al estimulo de
Helicobacter pylori, no fue revertida al bloquear la molécula MyD88, corriente
abajo de los TLR a diferencia de lo que ocurrié con los otros ligandos de
NKG2D. Lo que podria deberse a que exista otra via que regule su expresion.
El promotor RAET1E 1 es el mas activo transcripcionalmente y ha sido poco
estudiado.

Dado su caracter polimorfico, algunas de estas variaciones podrian localizarse
en el promotor del gen RAETI1E, alterando sitios de union a factores de
transcripcion y por tanto modificando su expresion.

. En un contexto de tumorogénesis tanto la disminucion como la
sobreexpression de la molécula RAET1E favorecerian la evasion inmune
permitiendo la progresion tumoral. Mientras que la disminucion de la expresion
de RAET1E se asociaria con una disminucién de la citotoxicidad mediada por
las células citoliticas, el aumento de esta molécula en el tiempo podria
disminuir la expresion del receptor NKG2D en las células citoliticas afectando

la funcion de las células NK.
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HIPOTESIS

“Variantes en el promotor RAET1E 1 en tumores de pacientes con
adenocarcinoma gastrico modifican los sitios de wunién para factores de

transcripcion”.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Identificar variantes en el promotor 1 de RAET1E que generen cambios en
esta region reguladora y que puedan explicar la evasiéon de la respuesta inmune en

tumores de pacientes con cancer gastrico.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de variantes en el promotor 1 del gen RAET1E en

tumores de pacientes con cancer gastrico.

2. Evaluar, a través de estudios bioinformaticos, aquellas variantes que

generen cambios en los sitios de union de factores de transcripcion.
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METODOLOGIA
1. PACIENTES Y MUESTRAS BIOLOGICAS

Este estudio se reclutaron 60 muestras de tumor de pacientes (20 mujeres y
40 hombres: edad 66,97 + 10,28 afios) diagnosticados con adenocarcinoma gastrico
y pertenecientes al Hospital del Salvador, Region Metropolitana, Santiago. Los
pacientes se sometieron a gastrectomia parcial o total, desde donde se obtuvo una
muestra de tejido tumoral fresco (20-30 mg) el cual se almacendé en un tubo
eppendorf de 1,5 mL en solucién PBS 1X (Phosphate Buffered Saline; stock 10X:
NaCl 137 mM; KCI 2.7 mM; Na2HPO4 - 2 H20 10 mM; KH2PO4 2.0 mM; agua
ultrapura; pH 7.4) y se mantuvo refrigerada a -20°C hasta su posterior

procesamiento.

Las muestras empleadas en el estudio corresponden a una colaboracién con
el Dr. Patricio Gonzalez, investigador de la Facultad de Medicina de la Universidad

de Chile y que se colectaron previamente en el periodo 2013-2014.

El estudio cuenta con la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion en
Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile y los
respectivos consentimientos informados de quienes participaron de forma voluntaria
(Anexo 1).

2. OBTENCION DE ADN GENOMICO

A partir de los 20 a 30 mg de tejido tumoral se procedié a extraer el ADN
gendmico de cada muestra empleando el kit comercial QlAamp DNA Mini (QIAGEN,
EEUU) de acuerdo a las instrucciones del fabricante, considerando algunas
modificaciones. El tejido tumoral se sometidé en primer lugar a una digestion
mecanica, para lo cual se empled un micromortero hasta obtener una mezcla
homogénea. Luego se continu6 con la etapa de lisis, para lo cual se agregaron 180
uL de buffer ATL (QIAGEN, EEUU) y entre 15 a 40 uL de proteinasa K (QIAGEN,
EEUU), dependiendo del tamafio del tejido tumoral. A continuacion se incubaron los
tubos a 56°C durante 3 e incluso 18 horas, mezclando vigorosamente de vez en

cuando hasta lograr la completa degradacion del tejido. Una vez finalizada la
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incubacién las muestras se trataron con ARNasa 100 mg/mL (US Biological, EEUU)
por 5 minutos a temperatura ambiente. Las centrifugaciones realizadas en la etapa
en que el lisado es transferido a la columna QlAamp MinElute, se realizaron a 10.000
rpm, requiriéndose en algunos casos prolongar el tiempo de centrifugacion entre 3 a
5 minutos. Finalmente en la etapa de elucion, se realizaron dos eluciones de 200 y
100 uL con el buffer AE (QIAGEN, EEUU), respectivamente.

Para los andlisis posteriores se guardaron 20 uL de cada elucién para cada

una de las muestras.

3. ANALISIS CUANTITATIVO Y CUALITATIVO DEL ADN GENOMICO

El ADN extraido de las muestras se sometié a diferentes mediciones para
evaluar parametros como cantidad, tamafio y estado de degradacion, requeridos

para estudios de secuenciacion masiva.
3.1 Electroforesis en gel de Agarosa

La separacion de fragmentos de ADN se realiz6 mediante geles de agarosa al
1% (US Biological, EEUU). Para la electroforesis se emple6 el tampon TAE 1X (Tris-
acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8,0). Los geles se prepararon con TAE 1X y el
agente intercalante de ADN bromuro de etidio (10 mg/mL, ThermoFisher Scientific,
EEUU) en una concentracién final 0.2-0.5 pg/mL. Como marcador de peso molecular
se utiliz6 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, EEUU). Por ultimo, las bandas de

ADN gendmico se visualizaron empleando un transiluminador (Viber Loumart).

3.2 Cuantificacion del ADN gendémico

3.2.1 Cuantificacién Convencional

Se determiné la concentracién del ADN gendmico para cada muestra a través
de espectroscopia UV, midiendo la absorbancia a 260 nm. Se evalud la pureza del
ADN, midiendo ademas la absorbancia a 280 nm, para establecer la relacion
A260/A280. Se consideraron como valores optimos aquellos entre 1.8 y 2.0. Las

mediciones se realizaron en el equipo CYTATION 3 (Bio-Tek, EEUU) utilizando en
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cada caso 2 uL de muestra. Como blanco de la medicién se utilizé el buffer de
elucion AE (QIAGEN, EEUU).

3.2.2 Ensayo de Cuantificacion por PicoGreen

La medicion especifica de la cantidad de ADN doble hebra contenido por
muestra se realizé utilizando el reactivo PicoGreen (Invitrogen, EEUU). Las
muestras se excitan a 480 nm y emiten fluorescencia a 520 nm cuya intensidad se
midié en el equipo CITATION 3 (Bio-Tek, EEUU). Este ensayo se llevd a cabo en
placas negras de 96 pocillos de fondo plano (Nunc, EEUU).

Preparaciéon Buffer TE

Se prepar6 buffer TE 20X (200 mM TRIS-HCI; 20 mM EDTA; pH 7.5)
con agua destilada y libre de DNAsas. Luego se diluyé a una concentracion final de
1X. El buffer TE 1X (10 mM TRIS-HCI; 1 mM EDTA,; pH 7.5) se utilizd para diluir el

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

Curva estandar de ADN

Como ADN estandar se utilizé6 el ADN Lambda (500 pug/mL, Invitrogen,
EEUU). En primer lugar éste se diluyé a una concentracion final de 5000 ng/mL en
buffer TE 1X y luego se prepard la curva estandar siguiendo el protocolo que se

detalla en la tabla 3.

Tabla 3. Protocolo preparacién curva estandar para ensayo PicoGreen.

Concentracion uL uL Buffer
ng/ul Lambda TE 1X

1000 40 60
800 32 68
600 24 76
400 16 84
200 8 92
100 4 96

50 2 98

0 0 100
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Reactivo PicoGreen

El reactivo PicoGreen (2000X, Invitrogen, EEUU) se diluyéo 200 veces, el
mismo dia del ensayo con buffer TE 1X, preparando cantidad suficiente para agregar
100 uL de la solucion en cada pocillo. La solucion se protegié de la luz ya que el

reactivo PicoGreen es fotosensible.

Una vez preparada la curva, se procedido a preparar los pocillos con las
muestras. Teniendo en cuenta la concentracién determinada previamente mediante
espectroscopia UV, se agregd 1 uL de muestra si la concentracion fue mayor a 100
ng/uL o 2 uL de muestra si la concentracion fue menor a 100 ng/uL. Las muestras se
diluyeron agregando 99 o 98 uL de buffer TE 1X respectivamente. Finalmente se
agrego a cada uno de los pocillos 100 uL de la solucion de PicoGreen. Se incub6 5
minutos a temperatura ambiente y se procedié a medir la intensidad de la

fluorescencia en el espectrofluorimetro.

3.3 Electroforesis Capilar Paralela

La integridad y tamario de los fragmentos de ADN presentes en cada muestra
se evaluaron a traves de una electroforesis capilar paralela. Se utilizé el kit comercial
High Sensitivity Genomic DNA (Advanced Analytical, EEUU), para lo cual es
necesario que las muestras de ADN gendmico se diluyan a una concentracion no
mayor a los 10 ng/uL. Siguiendo las instrucciones del fabricante las muestras diluidas
se analizaron en el bioanalizador Fragment Analyser ™ (Advanced Analytical, EEUU).
Tras la corrida, el tamafio de los fragmentos de ADN se visualiz6 y analiz
empleando el software PROSize 2.0 (Advanced Analytical, EEUU).
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4. SECUENCIACION DEL PROMOTOR DE RAETI1E

Se realizO secuenciacion masiva paralela empleando el equipo MiSeq
(NMlumina Inc., EEUU) y el kit TruSeq Custom Amplicon (lllumina Inc., EEUU). A
continuacion se detalla los pasos ejecutados desde el disefio hasta la etapa de

secuenciacion empleados para este estudio.
4.1 Disefio del proyecto de Secuenciacion del promotor de RAET1E

El disefio consisti6 en la sintesis de pares de oligonucle6tidos contenidos en el
Custom amplicon Tube (CAT) para la generacion de cada amplicén en la etapa de
preparacion de librerias. Para el disefio del CAT se utilizo el software facilitado por

lllumina “Design Studio” disponible on-line en http://designstudio.illumina.com/. Se

consideraron los siguientes parametros en el disefio: (1) restringirse a la region del
promotor de RAET1E comprendida entre las coordenadas gendmicas del
cromosoma 6: 150,217,262 a 150,219,767 (2506pb); (2) tamafo de los amplicones;:
250 pb; (3) genoma de referencia: hgl9: (4) indexado muestras: doble. Con estas
especificaciones se envid la orden para que el Proyecto se disefiara por lllumina. En

este caso en particular los amplicones requeridos fueron 12.
4.2 Preparacion Librerias Genéticas

La cantidad inicial de ADN gendmico utilizado por cada muestra fue de 250 ng
en 10 uL de solucion. Con esa cantidad de ADN (recomendada por el fabricante) se
prepararon las librerias genéticas de las 50 muestras incluidas en este estudio. Para
ello, se utilizo el kit Truseq Custom Amplicon v1.5 (lllumina Inc., EEUU) siguiendo las

indicaciones proporcionadas por el fabricante.

Como se muestra en la figura 7, este proceso contempld 7 etapas. En primer
lugar, un grupo de oligonucledtidos especificos para el promotor de RAET1E se
hibridé (corriente arriba y abajo) en el ADN gendémico de cada una de las muestras.
Luego, empleando un filtro de seleccién por tamafio, se removieron por completo los
oligos no unidos al ADN. EIl tercer paso, consisti6 en conectar los oligos que

hibridaron corriente arriba y debajo de la secuencia (extension-ligacion) blanco de

1 Amplicon: Copia sintética de una region del ADN blanco, obtenida tras la etapa de amplificacion de la
preparacion de librerias genéticas.


http://designstudio.illumina.com/
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interés. Este paso permitié obtener las regiones blanco flanqueadas por secuencias
requeridas en la siguiente etapa. Luego, se amplificé el producto del paso tres,
usando partidores que permitieron agregar una secuencia indice en cada extremo (i5
e i7) asi como adaptadores universales requeridos para la etapa de generacion de
grupos o clusters (P5 y P7). El quinto paso, consistio en limpiar los productos del
PCR mediante esferas magnéticas (Beads), dejando fuera otros componentes de la
reaccion. A continuacioén, se procedié a normalizar la cantidad de las librerias. Esto
con el fin de asegurar una representacion equitativa de las librerias en el pool de
muestras. Por Ultimo, las librerias ya normalizadas se agruparon combinando
volumenes iguales de cada libreria. Para su secuenciacion el grupo de librerias
agrupadas se diluy6 previamente en un buffer de hibridacion (HT1) y denaturado por

calor a 96°C durante 2 minutos.



43

W
L | REGION
POOL INTERES
OLIGOS
utso \\_;’ pLso

HIBRIDACION DEL
POOL DE OLIGOS

FEXTE"SIW'LIG“CI"’" 51mnmmmmmm?<:l/_

() AMPLIFICACION POR
PCR

REMOCION OLIGOS
NO UNIDOS

AMPLICON 1
P7 P53
fnt}iu \ ' / / indice

. B ek
’B NORMALIZACION —_—

LIBRERIAS /
AGRUPACION LIBRERIAS

= Y SECUENCIACION

Figura 7. Representacidon gréafica de la preparacién de librerias genéticas mediante el “Truseq
Custom Amplicon”. La preparacion de las librerias tiene 4 pasos fundamentales. En primer lugar, la
hibridacién de los oligos (ULSO y DSLO) a las a la region promotora de RAET1E (1). En segundo
lugar, una etapa de extension y ligacion, donde las regiones de interés quedaron flanqueadas por
secuencias de primers universales (3). En tercer lugar, una etapa de amplificacion por PCR, le
adiciona a los amplicones, indices (secuencias cortas de ADN) y adaptadores universales de
secuenciacion (4). Por ultimo y en cuarto lugar, las librerias (compuestas por 12 amplicones para cada
muestra de ADN) normalizadas se agruparon y secuenciaron en el equipo MiSeq (7). ULSO:
Upstream Locus-Specific Oligo; DSLO: Downstream Locus-Specific Oligo.

En la preparacion de la dilucion del grupo de librerias (DAL del inglés, Diluted
Amplicon Library) se utilizaron 7 uL del tubo PAL (del inglés, Pooled Amplicon
Library) y 593 uL del buffer HT1.

Para confirmar que las librerias se amplificaron correctamente, se analiz6 una
alicuota del control ACD1/ACP1 y de cada una de las 50 librerias en el bioanalizador
Fragment Analyser™ (Advanced Analytical, EEUU). Para ello se utilizé6 el kit
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comercial Standard Sensitivity NGS Fragment Analysis (Advanced Analytical, EEUU),

siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante.
4.3 Secuenciacion masiva del promotor de RAET1E

Para la etapa de secuenciacion en el equipo MiSeq, se utilizo el kit MiSeq
Reagent kit v.2 de 500 ciclos (lllumina Inc., EEUU), que permitié realizar lecturas de
los amplicones en ambos sentidos. Este kit incluye el cartridge que contiene los
reactivos necesarios para la secuenciacién y corresponde al lugar fisico donde se
cargaron las librerias para ser secuenciadas. Luego este cartridge se cargd en el
secuenciador junto con el archivo manifiesto de nuestro proyecto, el que especifica el
genoma de referencia, asi como las coordenadas gendmicas de cada amplicén y el
archivo hoja de muestras, que especifica la combinacién de los indices para cada

muestra. Ambos archivos son relevantes para el analisis posterior a la secuenciacion.

Brevemente, las librerias de simple hebra se cargaron en el pocillo 17 del
cartridge de secuenciacion. Las librerias fluyeron a través de la celda de flujo donde
hibridaron con los oligonucleétidos anti-sentido de P5 y P7 que son complementarios
a los adaptadores de la libreria. Como se mencioné antes, las librerias se diluyeron
previo a ser cargadas en el secuenciador, esto para obtener grupos bien separados
de idéntico producto (ejemplo: grupo amplicon 1, grupo amplicon 2, etc.) a partir de
una unica molécula de ADN. Los nuclettidos trifosfato marcados con fluoroforos se
aplicaron en la celda de flujo y luego se excitaron por un laser. El espectro de
emision se guardo en el equipo MiSeq, y luego el nucleétido bloqueante, que inhibe
futuras adiciones, se clivd permitiendo la adicion de nuevos nucleétidos. De esta
forma se permitié la adicion de nuevos nucleétidos trifosfato y se secuenciaron cada

uno de los fragmentos de ADN.
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5. ANALISIS BIOINFORMATICO POST-SECUENCIACION E IDENTIFICACION
DE VARIACIONES EN EL PROMOTOR DE RAET1E.

El flujo de trabajo requerido para identificar variaciones en el promotor de
RAET1E en las 50 muestras estudiadas se resume en la figura 9. En primer lugar se
obtuvieron los datos crudos de la secuenciacion. Para ello un andlisis primario
realizado en tiempo real, convirtio los datos de imagenes a datos de intensidad para
cada lectura,, con la consiguiente transformacion a datos de secuencia. Este analisis
se realiz6 mediante el software RTA (del inglés, Real Time Analysis) integrado en el

equipo MiSeq.

@SIM:FCX:1:15:6329:1045 1:N:0:2  °* A
TCGCACTCAACGCCCTGCATATGACAAGAGAATC  *| &
+ -(¢]
<> H##=><9=AAAAAAAAAAOSH : <H#< : <<<??? ft=+1{0]

Figura 8. Representacion de los archivos FASTQ generados durante la secuenciacién en el
equipo MiSeq. En la figura se muestra el formato del archivo FASTQ, que se caracteriza por
presentar 4 lineas: (A) El identificador, (B) Secuencia, (C) un signo mas y (D) la puntuacion de calidad
en formato ASCIl. Ademas el identificador (A) tiene su propio formato empezando con un @
Instrumento: ID Experimento: ID Celda de Flujo: Carril: Recuadro: X: Y: NUumero de Lectura: Indicador

Filtro: 0: NUmero muestra.

Los datos de secuencia se almacenaron en un archivo FASTQ (Figura 8), que
ademas de contener la letra para cada posicion, indicé un valor de calidad para cada
asignacion de bases. Este valor numérico designado genéricamente como valor de
calidad Phred (Q30 para la plataforma lllumina), nos indica la confianza con la que
se predice una base en cada posicion. En particular el Q30 indica que la probabilidad

de asignar una base incorrectamente es de 1 en 1000,

?Lecturas: Secuencias cortas de ADN generadas a partir de la secuenciacion por sintesis (SBS) en el secuenciador a
partir de los amplicones.
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Los analisis secundarios y terciarios de los datos se realizaron en la
plataforma on-line de Illumina BaseSpace. Se subieron los 50 archivos FASTQ, y el
archivo manifiesto a esta plataforma y se utilizé la aplicacion “TruSeq Amplicon app”
version 1.1.0, que permitié precisamente evaluar regiones cortas de ADN en busca
de variantes. Para ello el flujo de trabajo o pipeline de esta aplicacion incluyé desde

el alineamiento al llamado de variantes para el promotor de RAET1E.

Para la etapa de alineamiento se utilizé el algoritmo Smith Waterman en
bandas, que realiza alineamientos locales para determinar regiones similares entre
dos secuencias. En este caso entre las secuencias de nuestros amplicones y el
genoma de referencia humano hgl9. La particularidad de este algoritmo es que en
vez de mirar en la secuencia completa, comparé segmentos de todos los tamarios
posibles, con la restriccion de que el tamafio maximo de INDELs (abreviacion de
inserciones y deleciones) fuese 25 pb. Luego, los datos de los alineamientos de las
lecturas contra el genoma de referencia se almacenaron en archivos BAM (del inglés,
Binary Alignment/Map) para cada muestra, los que pudieron ser visualizados usando

“Integrative Genomics Viewer” (IGV) version 2.3.

Posteriormente en la etapa de llamado o busqueda de variantes, se utilizo el
algoritmo Somatic Variant Caller (SVC) version 3.2.2. Este algoritmo esta
especializado en el analisis de muestras de tumor que no se secuenciaron junto a las
muestras de tejido no tumoral del mismo paciente, ajustdndose a nuestros
requerimientos. Asi por cada variante SVC se anot6 la secuencia de referencia y la
variante, asi como también la frecuencia y un valor de calidad (Q3z) indicando la

confianza con la que la variante estuvo presente en la muestra.
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Figura 9. Flujo de trabajo empleado para el andlisis de bioinformatico de los datos obtenidos en
la secuenciacion del promotor de RAET1E. (1) (2) Tras la captura de imagenes y su traduccién a
secuencia, la informacion se almaceno en archivos FASTQ, los que ademas de contener la secuencia
de los fragmentos pequefios de ADN o lecturas entrega informacion acerca de la calidad de los datos.
(3) Luego este archivo se alined, junto con el genoma de referencia y el archivo manifiesto, usando el
algoritmo Smith Waterman en bandas. Del alineamiento, se generaron archivos BAM. (4) En la etapa
de busqueda o llamado de variantes se utilizé el algoritmo Somatic Variant Caller, generdndose un
archivo VCF, el que especifico las posiciones de las variantes. (5) Finalmente estos archivos se
analizaron mediante el software Variant Studio para seleccionar solo aquellas variantes que pasaron

todos los filtros y generar un archivo aplicable a los analisis posteriores.
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Para la busqueda de Single Nucleotide Variant (SNV) el algoritmo utilizado
considerd cada posicion en el genoma de referencia por separado, comenzando con
las bases de la lectura alineada. S6lo se buscaron variantes cuya posicién de la base
tuviese una profundidad de cobertura igual o mayor a 10. Por dltimo, en base al
recuento entre bases mutadas y de referencia se calcul6 un valor de variante
basado en un modelo Poisson. En este modelo se excluyen variantes si el valor Q es
menor a 20, lo que significa tener una posibilidad de 1 en 100 de que ese SNV sea

un falso positivo®*.

La informacién de las variantes identificadas en posiciones especificas del
genoma se almacend en archivos VCF (del inglés, Variant Call Format). Los archivos
VCF de las 50 muestras se visualizaron y analizaron utilizando el programa Variant
Studio 2.2. De esta forma se seleccionaron sélo aquellas variantes que pasaron
todos los filtros (ver tabla 4), y se gener6é un archivo VCF final que se visualizé y
convirtié a formato libro de Excel para los andlisis posteriores. La figura 10, muestra

un ejemplo de la tabla generada y los campos incluidos en ella.

Tabla 4. Filtro aplicados para la seleccidon de variantes en el promotor de RAETL1E.

NOMBRE FILTRO DESCRIPCION
Variante que presenta una baja
frecuencia, menor al 1%
Variante que presenta una calidad del
genotipo menor a 30 (Escala 1 a 100)
Aplicado para INDELs. El tamaiio de las
R8 repeticiones adyacentes en el genoma
de referencia es mayor a 8.

Low Variant Freq

Low GQ

Variante fue identificada en un sitio con

Low DP .
baja cobertura. Menor a 10 lecturas.
La variacién identificada presenta
. diferencias de resultados entre la hebra
Strand Bias

forward en comparacion a |la hebra
reverse.
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. N N Alt Yanant | Read [Alt Read | Allelic Ancestra | Allele | Allele Freq |Global Minor | Allele Allele Allele Allele
N®V | Muestra | Variant | Coordinate | Quality | GQX | Genotype Freq Depth | Depth | Depths dbSNP 1D 1 Allele | Freq [Global Minor Allele Freq Amr | Freq Asn| Freq Af |Freq Eur
1 CGee | CoOIT | 60217232 | 10000 | 100 het 47.55 1552 757 B33757 | rs564123677 1] 0 1] 0 1] 1]
2 CGT CaT 150217284 10000 100 het 50,01 4259 2130 217,213 | rs577576062 o 0 o 1] o 0
CGO1_| T>0C 10000 | 100 hom 93.82 Tieza 11808 | 2011808 | rs937I544 c 52 47.76 T 50 a5 3 41
CG02 | T>TiC 10000 | 100 het 3350 83713 3341 | 5028.334 | rs9371544 C 52 47,78 T 50 85 33 41
CGos | T>CIC 10000 | 100 hom 93,70 12181 12144 3412144 | rs9371544 C 52 47,78 T 50 85 33 41
CGO7 Toc 10000 100 hom 9383 373 11361 1211361 rs9371544 C 52 47,76 T 50 95 33 41
CGO8 | T>TIC 10000 | 100 het 4883 0123 4943 | 5180494 | rs9371544 C 52 47.78 T 50 85 33 41
CGog | T>0C 10000 | 100 hom 99.75 10431 | 0405 | 2610405 | rs9371544 C 52 47.76 T 50 85 3 41
CGI_| DTIC 10000 | 100 het 5023 7950 3993 | 3950399 | rs937I544 C 52 4778 T 50 85 33 41
CG13 T 10000 100 het 4883 8747 421 4471427 | 9371544 C 52 4778 T 50 5] 33 4
CGuM T>CiC 10000 | 100 hom 99,75 15101 15064 | 37.15064 | rs9371544 C 52 47,78 T 50 85 33 41
CGlE_| T>TIC 10000 | 100 het 7582 5667 4297 136643 | rs9371544 C 52 47,78 T 50 i) 33 41
CG16 T-CC 10000 100 hom 99.78 5424 5412 125412 rs9371544 C 52 47,76 T 50 95 33 41
CG17_| T>CC 10000 | 100 hom 9378 5424 5412 125412 | rs9371544 C 52 4778 T 50 9% 3 41
CG1’ | T>TiC 10000 | 100 het 51.09 8240 4210 | 4024421 | rs9371544 C 52 4778 T 50 85 3 41
CG1 | DTIC 10000 | 100 het 5250 8758 4538 415146 | rs9371544 C 52 4778 T 50 85 33 41
ce21 T:TiC 10000 100 het 56.33 9643 4874 3767487 | rs9371544 [ 52 47.76 T 50 95 33 4
CG22 | T>TIC 10000 | 100 het 4820 el 5324 | B361592 | rs9371544 [ 52 47,78 T 50 85 33 41
CG23 | T>TiC 10000 | 100 het 46.99 7400 77 391348 | rs937H44 C 52 47.78 T 50 85 33 41
CG24 TTC 5 10000 100 het 4639 12176 5643 BS13565 | rs9371544 C 52 47,76 T 50 95 33 41
CG28 | T>TIC | 10000 | 100 het 4818 7304 3519 | 3777.352 | rs9371544 c 52 47.76 T 50 a5 3 41
3 CG30 | T>TIC |ER=iednec:vlll 10000 | 100 het 5030 3676 1843 1825185 | rs9371544 c 52 41.76 T 50 85 33 4
CG32 | T>TIC | 10000 | 100 het 4827 7708 3720 | 3386372 | rs9371544 C 52 4778 T 50 85 33 41
CG33 T-0C 10000 100 hom 9961 5644 5622 95622 rs9371544 C 52 47,76 T 50 95 33 4
CG34 | T>CiC 10000 | 100 hom 97 6545 6526 196526 | rs9371544 C 52 4778 T 50 8 3 41
CG35 | T>CiC 10000 | 100 hom 99.86 5704 5696 65696 | rs9avIsa4 C 52 47.78 T 50 85 33 41
CG37 T 10000 100 het 3642 2810 1338 2422139 | rs9371544 C 52 47,78 T 50 5] 3 4
CG3g | T>0C 10000 | 100 hom 99.76 6240 6225 156226 | rs9371544 C 52 47.76 T 50 a5 3 41
CG40 | T>TIC 10000 | 100 het 6245 11623 7253 | 4362726 | rs9371544 C 52 47,78 T 50 85 33 41
CG41_| T>0IC 10000 | 100 hom 99,68 5570 5552 105552 | rs9371544 C 52 47.76 T 50 85 33 41
CGaz2 T0c 10000 100 hom 99.79 5258 5247 105247 rs9371544 C 52 47,76 T 50 95 33 4
CG43 | T>CIC 10000 | 100 hom 9383 4729 4 84721 | rs9371544 [ 52 47178 T 50 5 3 41
CG44 | T>CiC 10000 | 100 hom 9963 5100 5081 17.5081 | rs9371544 C 52 4778 T 50 85 33 41
CG43 T.0C 10000 100 hom 9383 B915 £303 10,6303 | rs9371544 C 52 47,78 T 50 5] 33 41
CGS0 | T>TIC 10000 | 100 het 52,09 7030 3693 | 3395369 | rs9371544 C 52 47.78 T 50 85 33 41
CG51 | T>CiC 10000 | 100 hom 99,78 6443 6423 146429 | rs9371544 C 52 47,78 T 50 85 33 41
CG52 | T>COC [ER=iedre =il 10000 | 100 hom 9381 7427 M3 137413 | rs9371544 C 52 4778 T 50 85 33 A

Figura 10. Archivo VCF final con las variantes que pasaron todos los filtros identificadas para
el promotor de RAET1E. La figura representa un segmento de los datos totales que se obtuvieron

para las variantes encontradas en cada uno de los pacientes.

6. ESTUDIO IN SILICO DE LA REGION DEL PROMOTOR DE RAETI1E
SECUENCIADA

6.1 ldentificacion De Sitios Putativos De Union A Factores De Transcripcion

Empleando la secuencia del genoma de referencia humano para los 2506 pb

estudiados descargada de la base de datos NCBI*

, se realizé una prediccién de los
sitios de union putativos para factores de transcripcion. Para ello se utilizo el
laboratorio virtual PROMO 3.0%° que emplea la informacién depositada en la base de

datos TRANSFAC® v8.3, disponible  en:  http://alggen.lsi.upc.es/cgi-

bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3. PROMO utiliza matrices de peso

gue representan los sitios de union obtenidos a partir de datos experimentales,
especificos para cada factor de transcripciéon®. La tasa de disimilitud utilizada para
la construccion de matrices fue 10%, es decir que los resultados se acotaron a
aguellos cuyo porcentaje de disimilitud entre la secuencia ingresada (INPUT) y la

secuencia consenso (Para el FT) fuese menor al 10%.



http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3
http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3
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Ademas se realizd una segunda evaluacion de los sitios de unidn putativos
para factores de transcripcion. Se utilizd el software Matinspector®’, herramienta

disponible en la plataforma virtual Genomatix (http://www.genomatix.de/index.html).

MatInspector también emplea matrices de peso de los sitios de unién para
FTs, pero ademas asigna valores de calidad al localizar coincidencias dentro de la
region promotora evaluada. Una coincidencia perfecta arroja un valor de matriz de
similaridad de 1.0°". Los resultados obtenidos se filtraron seleccionando aquellos
cuya puntuacioén de la matriz de similaridad fuese mayor a 0.9. Ademas este software
agrupa los factores similares y/o relacionados funcionalmente en familias de

matrices, optimizando la entrega de resultados.

Por dltimo, los resultados se acotaron a aquellas regiones donde se
localizaron las variaciones de nucle6tido simple (SNVs) para posteriormente evaluar
el efecto de dichos cambios nucleotidicos en el promotor de RAETL1E.

Todos los andlisis se realizaron empleando el ensamblaje hg19/Build37 del

genoma humano.

6.2 Evaluacion Del Efecto De Los SNVs En Los Sitios Putativos De Unidn A Factores

De Transcripcién

Con el objeto de evaluar si las variaciones identificadas produjeron un efecto
en los sitios de union de factores de transcripcion, ya sea generando o suprimiendo
sitios, se utilizo el software Variant Analysis incluido también en la plataforma virtual
de Genomatix. Para ello fue necesario ingresar los ID de los SNVs (por ejemplo
rs564123677). De manera intrinseca Variant Analysis utiliza el software
Matlnspector. Brevemente, para cada variante la secuencia gendémica alrededor de la
variante (aproximadamente 40 pb.) se analiza para localizar coincidencias con las
matrices disponibles en la libreria de matrices de Genomatix con las variantes
alélicas insertadas en la secuencia de ADN. Luego los dos resultados son
comparados y se entrega una lista de los factores de transcripcion que se ven

afectados por dicha variante.


http://www.genomatix.de/index.html
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En los casos en que no se tenia esta informacion, se evaluo6 el efecto de forma
manual ingresando la secuencia con la variacion y se analiz6 nuevamente la
secuencia en busqueda de sitios de unién a factores de transcripcion empleando los
softwares PROMO®° 3.0 o MatInspector®’.

7. RECURSOS MATERIALES Y FINANCIAMIENTO

Esta tesis se desarroll6 en las instalaciones de los laboratorios de

Inmunovigilancia y Evasion Inmune, el Centro de InmunoBiotecnologia (IBT) del

Programa Disciplinario de Inmunologia del ICBM, y el Laboratorio de Patologia

Molecular v Gendmica del Cancer del Centro de Investigacion y Tratamiento del

Céancer & ICBM, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, con los reactivos vy el
equipamiento alli disponible. La ejecucion de la tesis fue financiada por los Proyectos
Fondecyt N°1130330 (MCM), 1151446 (R.A) y FONDEF CA12110023 (MCM) y
D1111029 (R.A) y Anillo en Ciencia y Tecnologia ACT1115 (R.A).
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RESULTADOS

OBJETIVO ESPECIFICO 1: DETERMINAR LA PRESENCIA DE VARIANTES EN
EL PROMOTOR DEL GEN RAET1E EN PACIENTES CON CANCER GASTRICO.

1. PACIENTES

El grupo de estudio contempld 50 de los 60 pacientes reclutados y
diagnosticados con adenocarcinoma gastrico sometidos a gastrectomia total o parcial
como parte de su tratamiento.

De estos 50 pacientes afectados por cancer gastrico, 33 fueron hombres
(66%) y 17 mujeres (34%), lo que da una relacion hombre: mujer de 2:1.

El promedio de edad fue de 65,44 afios y una desviacion estandar de 10,28
afnos. El rango de edad fluctu6 entre los 41 y 83 afios, siendo de 46 — 78 afos para
las mujeres y de 41 — 83 afios para los hombres.

En relacién a la localizacion anatdmica del tumor en la pared gastrica, se
destaca que los dos lugares mas frecuentes donde se presentaron las lesiones
fueron la curvatura menor (38%) y la region antral (20%) (Tabla 5). En cuanto al
tamafio del tumor, un 64% de los casos esta por sobre los 5 cm de diametro mayor, y
dentro de este porcentaje un 22% present6 un diametro mayor superior a los 10 cm.
El rango del tamafio del tumor fue de 0,8 hasta los 20 cm.

Respecto a la etapa clinica de los tumores, considerando la clasificacion TNM
(del inglés, Tumor, Node, Metastasis), el 80% de los afectados presentdé un
adenocarcinoma de tipo avanzado, afectando todas las capas musculares del
estbmago hasta el tejido conectivo fuera de éste (T3) y en otros casos el tumor
también habia crecido en la membrana peritoneal o serosa (T4). Asimismo, la
presencia de ganglios positivos se pesquisé en un 80% de los casos (tabla 6). De
ellos, el 46% presentd invasion ganglionar en mas de 15 linfonodos. En cuanto a
metastasis a distancia, esta fue informada en el 10% de los pacientes, y en un 12%
de los casos no se tuvo informacion al respecto (tabla 7).

Por ultimo, en el 44% de los pacientes se detectd la presencia de la bacteria
H. Pylori (Tabla 5), que como mencionamos anteriormente es un factor de riesgo

importante para este tipo de cancer.



Tabla 5. Caracteristicas Clinico-patolégicas de los pacientes con Cancer Gastrico.

Pacientes
(N=50)
Edad (afios)| 65.44 * 10.28
Sexo Mujeres 17
Hombres 33
ANTRO/ANTRAL 10
CARDIA-ESOFAGO 1
CARDIAL 2
CUERPO 4
CUERPO Y ANTRO 3
Localizacién CURVATURA MAYOR 3
Tumor CURVATURA MENOR 19
FONDO 1
FONDO-CUERPO 1
FONDO-CUERPO- 1
ANTRO
SUBCARDIAL 3
NA 2
Tamafio Tumor <o=ab5am 18
(diametro mayor >5y < 10 21
en cm) =0 >a 10 cm 11
T1 6
Estadio segin el T2 4
tamafio del tumor T3 12
T4 28
H. pylori * 23
- 27
NA: No aplica.

Tabla 6. Distribucién de los casos segln Invasion Ganglionar.

Invasidn gangliolar N° Pacientes %
Sin 9 18
Con 40 80
N.I 1 2
TOTAL 50 100

53

N.I: No informado.

Tabla 7. Distribucién de los casos segun Metastasis a distancia.

M. a Distancia N° Pacientes %
Mo 36 72

M1 5 10

MX 3 6

N.I 6 12
TOTAL 50 100

MO: No hay metastasis distante; M1: Presencia de

metastasis distante;

MX: No se pudo evaluar

metastasis distante; N.I: No informado.
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2. EVALUACION CUANTITATIVA Y CUALITATIVA DEL ADN GENOMICO

Con el objetivo de seleccionar solo aquellas muestras que cumpliesen con los
requerimientos para la etapa de secuenciacion, se analizd la calidad asi como la
cantidad de ADN gendmico (ADNg) extraido a partir del tejido de 60 tumores de

pacientes con adenocarcinoma gastrico.

En primer lugar, se evaluo el grado de degradacion del ADNg a través de una
electroforesis en gel de agarosa. Ello permitié clasificar las muestras en 5 grupos,
desde el ADNg mas integro al mas degradado (Grupo I-V). Los tres primeros grupos
dan cuenta de un ADN de mejor calidad, con menor signo de fragmentacion y cuyo
tamafio gendémico se encuentra en el rango de los 6000 pb basados en el marcador
de peso molecular (Figura 11A). Por lo tanto, tras esta etapa se descartaron 5

muestras pertenecientes a los Grupos IVy V.

Dado que las muestras del grupo Il y Il exhibian mayores patrones de
degradacion, se evalué su calidad mediante una técnica mas sensible como la
electroforesis capilar paralela incluyendo como controles algunas muestras del grupo
| y IV. La figura 11B muestra un electroferograma representativo para cada grupo,
cuyo peack sefiala el tamafio promedio de los fragmentos de ADN que componen la

muestra.

El andlisis permiti6 corroborar que las muestras del grupo IV estan
mayormente degradadas, cuyo ADNg se compone de un conjunto de fragmentos
cuyo rango de tamafios varia entre los 200 y 7000 pb. Sin embargo, el tamafio
promedio de los fragmentos fue de 1770 pb. En el caso del grupo Il el tamafio
promedio de los fragmentos fue de 7514 pb y no hubo signos de degradacion.
Mientras que en el caso del grupo Il algunas muestras presentaron un
electroferograma similar al grupo 1V, por lo cual fueron descartadas. Ademas, como
criterio de seleccion se establecidé que para la secuenciacion se utilizarian solo
aguellas muestras cuyo tamafo promedio de los fragmentos fuese superior a los

3000 pb (peack mayor mostrado en el electroferograma).
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Figura 11. Evaluacion Cuantitativa y Cualitativa del ADN gendmico extraido de tumores de pacientes
con adenocarcinoma gastrico. (A) Analisis de los fragmentos de ADNg mediante electroforesis en gel de
agarosa. Se muestra una imagen representativa de cada grupo de acuerdo a su grado de degradacion.
Grupo |: ADN integro con una banda bien definida a la altura de los 10000 pb.; Grupo II: ADN sin banda
definida, pero cuyo tamafio de fragmentos de concentra a la altura de los 10000 pb.; Grupo Ill: ADN con
aparente grado de degradacion y tamafio variable entre los 1500-10000 pb.; Grupo IV: ADN degradado y
con fragmentos de tamafio menor a los 6000 pb.; Grupo V: Muestras cuyo ADN no fue visible en el gel de
agarosa. (B) Analisis mediante electroforesis capilar paralela. Se muestra un electroferograma
representativo para los grupos I, I, Il y IV. En cada caso se observa una curva cuyo ancho en la base
dependera de cuan amplio sea el tamafio de los fragmentos que componen la muestra de ADNg. (C)
Analisis cuantitativo del ADN genémico. Se muestra el rango de las concentraciones obtenidas por
espectroscopia UV, mediante la medicién de la absorbancia a 260 nm, y por emisién de fluorescencia a 520
nm para las 50 muestras utilizadas en este estudio.
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EL otro parametro relevante evaluado fue la cantidad de ADNg en cada una
de las muestras. Primero se midio la concentracion mediante espectroscopia UV a
260 nm y junto con ello se evalud la pureza de las muestras mediante la relacion de
la absorbancia a 260 y 280 nm (A260/A280). Finalmente, se evalud la concentracion
unicamente de ADN doble hebra mediante la emision de fluorescencia a 520 nm.

Para la secuenciacion, y en particular la preparacion de las librerias
genéticas, se requeria tener una concentracion inicial de 150-250 ng en un volumen
de 10 uL, es decir, que por muestra se debia tener una concentracion de 15-25 ng/uL
(basados en la medicién de concentracion por fluorescencia). Entonces, el nuevo
criterio de seleccion incluyé s6lo muestras cuya concentracion fue superior a 25
ng/uL, y cuya relacion A260/A280 estuvo entre 1,8-2,0 (figura 11C). Por lo tanto en
esta etapa se descartaron 2 muestras que pese a tener la calidad requerida no
cumplian con el requisito de concentracion. La figura 12 resume en forma clara los
pasos de seleccion que permitieron escoger las 50 mejores muestras para ser

secuenciadas.

60 muestras

F1: Electroforesis en gel de
agarosa (- GRUPOS IV y V)

... 55 muestras

F2: Electroforesis capilar
paralela

— 52 muestras
E F3: Cuantificacidn DNAg

g""56 muestras

Figura 12. Flujo de trabajo empleado en la evaluacién cualitativa y cuantitativa del ADNg de los
pacientes en estudio. Las muestras se sometieron a varios filtros de seleccion de forma que
cumpliesen con los requerimientos para ser utilizadas en la etapa de secuenciacién. F1: Filtro de
calidad del ADNg. Muestras clasificadas como degradadas segun lo observado en gel de agarosa.
F2: Filtro de calidad que descart6 muestras cuyos fragmentos de ADN tuvieron un tamafio menor a
3000 pb. F3: Filtro de cantidad. Se descarté las muestras de ADNg cuya concentracién fuese menor a

25 ng/uL. Abreviaciones: F1, F2 y F3, filtros 1, 2 y 3, respectivamente.
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3. ANALISIS DE LA SECUENCIACION DEL PROMOTOR DE RAETI1E

La secuenciacion del promotor RAET1E-1 contemplaba el estudio de 2506
pb para cada uno de los pacientes. Durante el disefio del proyecto de secuenciacion
en la plataforma virtual DesignStudio se observé que la cobertura estimada para
dicha region seria del 79%, dado que existia un segmento de 518 pb de baja
especificidad para el disefio de los oligos. Por lo tanto, el disefio final abarcé un total
de 2179 pb las que se cubrieron con 12 amplicones o subregiones (Figura 13 C, D).
La generacién de estos amplicones implicod la unién de los oligos disefiados a la
hebra positiva o negativa del ADN. Como muestra la figura 13D, 7 amplicones se
generaron a partir de la hebra positiva y 5 a partir de la hebra negativa lo que
permitid obtener informacion de ambas hebras entre las coordenadas 150, 217,262 y
150,219,767 del cromosoma 6. La regién excluida en el disefio se localiz6 entre las
coordenadas 150,218,043 y 150,218,560 y por lo tanto no sabremos qué ocurre a
nivel de variacién en esta region del promotor.

Con el objetivo de evaluar la confiabilidad de los datos de secuenciacidon
obtenidos, se analizé la profundidad de secuenciacion, es decir las veces (X) que se
leyé cada secuencia. Para ello se colectaron los datos de cobertura promedio (C.P)
por cada amplicon. Este valor es fundamental dado que da confianza de los
resultados obtenidos a partir de la zona secuenciada, permitiendo establecer la
presencia de determinado nucle6tido en una posicion en particular.

Al analizar la C.P por cada amplicdn se observé un patron heterogéneo, que
vario entre los 1102X y 8288X. Las regiones con menor cobertura fueron las
correspondientes a los amplicones 9 (C.P:1102X) y 10 (C.P: 1144). Mientras que las
regiones con mayores valores de cobertura correspondieron a los amplicones 2
(C.P: 8288) y 11 (C.P: 6100) (Figura 13E). Cuando se analiz6 las coberturas
especificas por cada amplicon y paciente se concluyé entonces que cada posicion de
los fragmentos cortos de ADN secuenciados se leyé a lo menos 200 veces (Datos
analizados pero no mostrados), lo que consideramos bueno basados en lo reportado

en la literatura®®®°.
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Figura 13. Esquema de los amplicones que mapean la regién de estudio y analisis de su

cobertura promedio. (A) Localizacion gendmica de la region promotora de RAET1E. Se visualizan
las bandas del cromosoma 6, y la linea roja sefiala el lugar especifico que ocupa la regiéon de estudio
(g25.1) (B) Visualizacién de las 4001 pb que componen al promotor RAET1E-1. (C) Visualizacion de la
region del promotor en estudio comprendida entre las coordenadas 150, 217,262 y 150,219,767 del
cromosoma 6. (D) Localizacion de los 12 amplicones que mapean la region estudiada. 7 amplicones
(recuadros morados) se generaron a partir de la hebra positiva y 5 amplicones (recuadros verdes) a
partir de la hebra negativa. Ademas se observa la regiéon del promotor que no fue cubierta
correspondiente a un segmento de 518 pb localizado entre las coordenadas 150,218,043 y

150,218,560. (E) Grafico que representa la cobertura promedio para cada amplicon.
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4. IDENTIFICACION DE VARIANTES EN EL PROMOTOR DE RAET1E

Una vez procesados los datos crudos de la secuenciacion y obtenidos los
archivos VCF (mencionado en apartado 5, Materiales y Métodos), se generd una
tabla en formato Excel con todas las variantes identificadas para el promotor de
RAETL1E. Posteriormente, seleccionamos s6lo aquellas variantes que pasaron todos
los filtros bioinformaticos (ver tabla 4, apartado 5 Metodologia). Se identifico un total
de 49 variantes, el 86% de ellas del tipo SNV (del inglés, Single Nucleotide Variation)
y el 14% restante fueron deleciones (Figura 14).

5 de los pacientes estudiados no presentd modificaciones de tipo SNVs, no
obstante, se identificé en ellos una Unica delecion en la posicién 150, 217,812.

Dado que los INDELs deben ser analizados mediante algoritmos
bioinforméaticos mas avanzados, en el transcurso de esta investigacion se decidié
gue el estudio se focalizaria en las variantes que se identificaron en un mayor

porcentaje, es decir las variantes de nucledtido unico (SNV).

Reverse Strand

( ]

150,210 Mb CAIA CCAAT 150,220 Mb
4 N :
" CAJA CG ~CAIA TATA ¢
IH A A ~ = B
® @A
n n
— \—1
{ PROMOTOR RAETlE_lI )7
86% = Se identificaron
49 variantes. Region Secuenciada
= 42 del tipo SNV y
S tecions
A
SNV, SNV,

Figura 14. SNVs identificados en el promotor de RAET1E y su distribucién en la region
estudiada. (A) El gréfico muestra que se identificaron mayoritariamente variaciones de nucleétido
simple (86%). (B) Estos 42 SNVs fueron ordenados de acuerdo a su coordenada gendmica (version
CRCH37) y posteriormente se le asigndé un namero 1 al primero (SNV;), sucesivamente hasta la
variante 42 (SNV,,). Dentro de la regién analizada encontramos elementos basicos de un promotor
como las cajas CG, CCAAT y TATA.
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Cada variante se orden6 de acuerdo a su coordenada en el genoma humano
(hg19) de forma ascendente y se enumerd desde la variante N° 1 (SNV;) hasta la
variante N° 42 (SNV4;) (Columnas 1y 2, tabla 8). De ellas, 19 no han sido descritas
previamente en la base de datos dbSNP ni en COSMIC (Coordenadas destacadas
en amarillo, tabla 8). Del total de SNVs identificados en el promotor de RAETL1E, 13
variantes se detectaron en mas de un paciente (recuadros azules) mientras que 19
fueron variantes Unicas y distintivas del tumor (recuadros rojos).

La tabla se organiz6 de forma tal que los tumores de los pacientes
(identificados como CGXX) se ordenaron de acuerdo al numero de SNV
identificados en cada paciente y de acuerdo a la similitud en los patrones de SNVs
por cada tumor. Es decir, desde los tumores con un menor a mayor numero de
variantes de nucleétido simple.

Asi vemos que en los tumores de los pacientes CG04, CG25, CG29, CG36 y
CG46 no se detectd ninguno de los 42 SNVs identificados en este estudio. Entre
estas muestras no existen caracteristica clinico-patoldégica en comun, pero como se
menciond anteriormente, en ellos se identificé una delecion en la misma coordenada
gendmica. Luego en el tumor CG53, se identificO un unico SNV (SNy;) el cual fue
exclusivo para este tumor, no encontrandose en el resto de los pacientes. El 84% de
los tumores presentd entre 3 a 13 variaciones de nucleétido simple, siendo la moda
la presencia de 3 y 4 SNVs. Interesantemente, 2 tumores (CG45 y CGO02)
presentaron un patrén distintivo de 8 SNVs en comun, que no se identificaron para
los otros tumores. Si bien ambos tumores comparten la misma localizacion
anatomica (antral) no comparten otra caracteristica clinica.

Asimismo identificamos un patron de 3 SNVs ya descritos previamente
(SNV3, SNVi1 y SNV4,) presentes en 36 de los 50 tumores. Llamativamente
identificamos dos SNVs no descritos previamente: SNV, y SNVy, presentes en 5y
10 tumores respectivamente. La presencia simultanea de este patron solo se
identificé en un tumor (CG58).

En el contexto de la gendmica y el cancer, podemos identificar en los
individuos de una poblacién variaciones germinales que podrian asociarse con una

mayor o menor susceptibilidad a padecer esta enfermedad, o bien variaciones
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somaticas desarrolladas durante el proceso tumorogénico y que resultan relevantes
tanto para el entendimiento de los mecanismos implicados en cancer asi como desde
el punto de vista terapeutico®. Para las 42 variantes identificadas determinamos la
frecuencia alélica a partir de la fraccion de lecturas que incluyeron la variante para
una determinada muestra. Basados en este parametro asi como la informacion
disponible en la base de datos dbSNP observamos los dos tipos de variaciones
mencionadas anteriormente germinales y somaticas (Tablas 9 y 10).

En este estudio identificamos 25 SNVs de tipo germinal, cuyas frecuencias
alélicas estimadas fueron de 50% para heterocigotos y 100% para homocigotos. De
ellos 2 no han sido reportados previamente: los SNV5 y SNV9, identificados en los
tumores CG49 y CG55 respectivamente (Tabla 9). Los 22 SNVs restantes, fueron
identificados como variantes de tipo somaticas, y su frecuencia vario entre 1,2 a 18%
(Tabla 10). El limite de deteccion de variantes usando la tecnologia MiSeq y el
algoritmo Somatic Variant Caller fue determinado previamente, identificando que se
pueden identificar variantes desde una frecuencia igual o mayor al 1% (Datos
correspondientes al estudio realizado en el laboratorio de Patologia Molecular y
Gendmica del Cancer, Facultad de Medicina, Universidad de Chile).
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Tabla 9. Frecuencias Alélicas de las variantes germinales identificadas en el promotor de
RAET1E.

VARIANTES DE TIPO GERMINALES
- -
Ne Coordenada Ne Erecuencia r'ecu:enuas .
i Gendmica Tumores de |Tumor GENOTIPO Variante® Alélica® ID dbSNP Poblacionales
(CRCH37) Pacientes elLea F.A [ F.A | F.A | F.A
Amr Asn Af Eur
17 Heterocigotos T>T/C 58,76
3 | 158,217,368 * : 9371544 |48,99|a87,8@(32,75| 41,95
27 23 Homocigotos T>C/C 99,78 rs : : : :
17 Heterocigotos C=C/T 52,32
11| 158,217,811 * 5935829 |48,99|87,8@|32,75|41,95
152l 23 Homocigotos C>T/T 99,78 re : : : :
22 Heterocigotos G>G/A 49,97
* rs12528243 [37,46(33,04 16,81 26,24
42| 150,219,627 14 Homocigotos GeASA 99,37 ! ! ! !
19 | 158,218,753 2 EEE; Heterocigotos | C>CrA 55,34 rs3964883 | 4,18 | @ |32,83| 8,10
CGez ,
2a | 158,218,887 2 Coas |Heterocigotos|  G>G/A 54,98 rs7761039 | 4,18 | @ |32,83| 8,10
23| 150,219,121 2 Egig Heterocigotos| G>G/T 55,13 rs2342771 (4,18 | 8 [31,92] 8,18
CGaz .
29 | 158,219,281 2 coas |Heterocigotos | T>T/C 58,59 rs7758945 | 2,18 | @ |21,18| 8,20
2 ceez G>G/C 53,68 7761734 | 2,88 | @ |21,83| 1,80
32| 158,219,326 CG45 |Heterocigotos : rs s s :
3 ¥ GG/ A 52,91 11,24(53,67| 6,28 | 15,11
35 | 190,218,381 2 Egig Heterocigotos | G>G/A 58,98 rs7761879 | 4,18 | @ |34,84| 1,00
39| 178,213,521 2 EEEE Heterocigotos| ,../6 59,12 rs28521726 | 2,88 | @ |21,18| 1,08
49| 158,219,551 2 Egzg Heterocigotos| c.c)p 57,47 rs28580145 | 2,88 | @ |21,18| 1,08
& | 158,217,587 1 (682 [Heterocigotos | GoG/A 59,01 |rs56s1/8204| @ 8 1,78 @
g | 158,317,857 1 CG45 [Heterorigotos | CoC/T 51,67 rsB@328924 | 8,20 | @ |4,24 | @
13| 7158,718, 606 1 CGB7 |Heterocigotos | GoG/T 16,43 rs7755806 | 1,48 @ | 5,80 | @
147 158,218,015 i CGB7 |Heterocigotos | G>G/T 45,38 r=77550988 | 1,48 | @ | 5,80 | @
15| 158,218,617 1 C687 |Heterocigotos | CoC/T 45,83 r=7776964 | 1,48 | @ | 5,88 | @
17| 158,218,862 1 €623 |Heterocigotos |  ToT/C 45,57 |rs191956816| 2,98 | @ | @,88 | 1,89
24 | 158,219,142 1 (G52 |Heterocigotos | ToT/A 56,87  |rsisesde4za| 1,88 | 8 | 2,98 | 8
25| 158,213,189 1 CGB2 |Heterocigotos | CoC/T 54,1 r=2342772 | 1,59 | @ |12,63| @
36 | 158,213,456 1 CG45 |Heterocigotos |  CoC/T 52,23 r=28564783 | 2,74 | ®© |19,52| 1,80
1 i 15@,217,232 1 (G55 |Heterocigotos |  Col/T 47,55  |rs5ea123677| @ @ @ @
3 [ 158,217, 284 1 CG17 |Heterocigotos |  Col/T 56,81  |rs577576@862| @ @ @ @
21| 158,213,021 1 £G53 |Heterocipotos | CAG/T 71,78 |rs113883455] 8,58 | 1,19 | 6.2 | 1,13
5 | 150,217,435 1 CG49 |Heterocigotos | ASA/G 55,85 8 2 B 8
9 | 158,217,739 1 CG55 |Heterocicotos|  T>T/A 49,69 [ [2 [ 8

® Cada variante muestra el alelo mayor y a continuacion el genotipo identificado en cada caso. Ej.:
T>T/C; donde T es el alelo mayor y T/C el genotipo.

® |a frecuencia alélica fue determinada a partir de los reads o lecturas obtenidas para cada alelo. Se
informa la frecuencia del alelo alternativo.

¢ Las frecuencia poblacionales fueron obtenidas de la base de datos del proyecto 1000 Genomes
(disponible en www.1000genomes.org/). Abreviaciones: F.A: Frecuencia Alélica; Amr: Amerindios;
Asn: Asiaticos; Af: Africanos. Dado que en los SNVs 3, 11, 42 y 32 el nimero de tumores que

presentan la variante es mayor a 5, no se han puesto en la tabla 9 y la frecuencia alélica corresponde
al promedio de todas las muestras para cada variante (mas detalles Anexo X). Los SNVs no descritos
se han resalto en gris.


http://www.1000genomes.org/
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Tabla 10. Frecuencias Alélicas de las variantes somaéticas identificadas en el promotor de

RAETIE. VARIANTES DE TIPO  SOMATICAS
ne Coordenada ne Frecuencia
SNV Genomica Tumores de| Tumor |Variante® Alélice®
(CRCH37) Pacientes
Cas59 1,27
Cade 1,36
4 | 158,217,387 5 CG22 T=T/C 1,41
Caql9 1,53
Cas5a 2,32
CG33 1,64
Caea 1,53
Ca43 1,66
£G13 1,5
1a ( 158,217,881 18 €639 T=T/C 1,79
Caz27 1,82
Case 1,72
Caaa 1,76
Casa 2,5
Casa 2,46
7 | 158,217,633 1 ca21 T>T/A 1,86
12 | 158,217,821 1 Caes T>T/C 18,44
16 | 158,218,688 1 CG21 AAST 2,66
18 | 158,218,665 1 Cas7 CxCAT 4,92
22 | 158,219,898 1 Cqz2 AxASG 2,89
26 | 158,219,215 1 Ca4a T>T/C 2,44
27 | 158,219,274 1 Cass Cx»CrA 3,85
28 | 158,219,278 1 CGa55 GxG/A 2,68
38 | 158,219,283 1 Casvy T>T/C 3,98
31 | 158,219,283 1 a3z AXASG 2,12
33 | 158,219,339 1 CG59 T>T/C 2,11
34 | 158,219,343 1 CG34 AXA/G 2,84
37 | 158,219,462 1 a2l T>T/A 1,55
38 | 158,219,484 1 £a21 T>T/C 1,8
41 | 158,219,593 1 Cas7y T>T/C 2,76

& Cada variante muestra el alelo mayor y a continuacion el genotipo identificado en cada caso, igual como se

explico en tabla 9.

® | a frecuencia alélica fue determinada a partir de los reads o lecturas obtenidas para cada alelo. Se informa la
frecuencia del alelo alternativo.
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OBJETIVO ESPECIFICO 2: EVALUAR, A TRAVES DE ESTUDIOS
BIOINFORMATICOS, AQUELLAS VARIANTES QUE GENEREN CAMBIOS
RELEVANTES EN EL PROMOTOR DE RAETI1E.

La existencia de variantes regulatorias que afecten la trascripcion ha sido
bastante reportada y en la actualidad se sabe que tendrian una importante funcién en
las enfermedades humanas®’. Por ello, evaluamos la presencia tanto de elementos
reguladores basales como distales en la regién del promotor objeto de estudio. En

particular, acotando los analisis a las regiones donde se identificaron los SNVs.

1. ELEMENTOS REGULADORES DE TIPO BASAL PRESENTES EN EL
PROMOTOR DE RAET1E.

Dentro de los elementos basales de un promotor identificados en la region
secuenciada (2696 pb), distinguimos el sitio de inicio de la transcripcion (TSS, del
inglés Transcription Start Site), que de acuerdo a la informacién disponible en la base
de datos EPD se localizaria dentro de una regién comprendida aproximadamente por
60 pb (chr6:150,217,256-150,217,315) (figura 14B). EPD, es una base de datos que
colecta informacion de promotores validados experimentalmente, y que ademas
provee informacién de algunos elementos reguladores presentes en el promotor
estudiado™.

Los elementos basales de regulacién que se encontraron en el promotor 1 de
RAETL1E serian, la caja CG, la caja CCAAT y la caja TATA. Estos elementos se
localizarian entre las coordenadas 150, 217,602 y 150, 218, 000 (figura 14B).

2. ANALISIS IN SILICO DE SITIOS PUTATIVOS DE UNION PARA FACTORES DE
TRANSCRIPCION (FT).

Para predecir los sitios de union a FTs, con PROMO 3.0 y MatlInspector, se
utilizé6 como secuencia de entrada, la secuencia disponible en la base de datos NCBI
comprendida entre las coordenadas 150, 217,139 y 150, 219,834 del cromosoma 6
genoma de referencia hgl9. En el caso de PROMO 3.0 se analiz6 tanto la hebra
positiva como la hebra negativa. Mientras que en Matlnspector sélo se usoé la hebra

positiva, dado que de forma automatica analiza la hebra negativa. En ambos casos,
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los resultados se acotaron a buscar sitios putativos de unién a factores de
transcripcion en las regiones variables identificadas en nuestro estudio, es decir, las
posiciones gendmicas de los 42 SNVs, que corresponden a los sitios que

potencialmente podrian modificar el reconocimiento del respectivo FT.

2.1 Prediccién de los Sitios de unién a FTs con PROMO 3.0

Cuando se analizo la hebra negativa en direccion 3’ a 5’ (Tabla 12), hubo una
mayor cantidad de sitios de union putativos que al analizar la hebra positiva en
direccion 5’ a 3 (Tabla 11). Lo anterior podria deberse al hecho de que el gen

RAETL1E se transcribe a partir de la hebra negativa.

En la localizaciéon gendémica de 29 SNVs se identificaron sitios de unién para
factores de transcripcién con una similitud de secuencia mayor o igual al 90%. Del
analisis de la hebra positiva, se encontr6 un sitio de unidon para el factor de
transcripcion general TFIID en la posicién correspondiente al SNV3¢ cuya similitud
con la secuencia consenso fue del 100% Yy con valores esperados (E-values) bajos.
Este valor (E-value) indica la expectativa de encontrar esta coincidencia por azar y
considera la equiprobabilidad de los 4 nucleétidos (RE equally) asi como la misma
frecuencia de los 4 nucleétidos (RE query), por lo tanto valores bajos (menores a 1)

indican mayor confiabilidad en la prediccion.

Al analizar la hebra negativa (tabla 12) se encontraron sitios de union con
una coincidencia del 100% para los factores de transcripcion TFII-I (SNV33), IRF-2
(SNV2,), NF-1 (SNV3;) y GR-B (SNV3g).

Dentro de los sitios de unién putativos para factores de transcripcion
encontrados, destacamos sitios de unién cuyo porcentaje de similitud con la
secuencia consenso esta en 96-98%, y cuya funcién en el contexto del sistema
inmune y el cancer podrian ser relevantes. Entre ellos encontramos los factores
STAT4 (SNV3), IRF-1 (SNV13) y HIF-1 (SNV3).



67

Tabla 11. Sitios putativos de unién _a FTs, identificados en |la hebra positiva de la reqién
promotorade RAET1E (Prediccién realizada mediante PROMO 3.0).

FACTOR DE |POSICION EN|LOCALIZACION o RE .
TRANSCRIPCION SEC. . SITI,OSL, SECUENCIA 1 b sIMILTTUD equaLLy?|RE QUERY®|  SNV” GENOMICAS
BLANCO UNION
GR-a 222 219-223 CCTTA 6,26 5,27 5,25 3 150217360
TFIID 495 495-501 TCTCAAA 8,01 2,97 2,67 7 150217633
GR-a 868 865-869 AAAGG 0.21 10,53 10,53 13 150218006
c-Est-1 868 868-874 GGGGAAA 6,94 9,99 1,00 13 150218006
TFIID 1462 1458-1464 TTTTAAA 4,01 1,48 1,26 16 150218600
TFIID 1462 1459-1465 TTTAAAA 0,00 1,48 1,27 16 150218600
EBF 1524/1527 | 1524-1534 |TGCCCTGGGCT 5,03 0,03 0,03 17/18 |150218662/665
GR-a 1527 1527-1531 CCTGG 8,07 10,53 11,10 18 150218665
p53 1615 1609-1615 AAGGCCC 7,64 9,99 1,08 19 150218753
PAX-5 1615 1609-1615 AAGGCCC 4,01 1,48 1,60 19 150218753
GR-a 1749 1746-1750 AGAGG 0,21 10,53 10,53 20 150218887
NFI/CTF 1883 1883-1890 CCAACCCC 7,01 8,99 1,00 21 150219021
RAR-B 1883 1881-1890 | CCCCAACCCC 9,64 0,29 0,30 21 150219021
TFII-I 1952 1951-1956 CACTCC 6,58 1,31 1,35 22 150219090
PR A 1983 1983-1989 GGGTGTT 9,74 1,48 1,47 23 150219121
XBP-1 2004 1999-2004 AGCCAT 9,79 2,63 2,63 24 150219142
TFII-I 2004 2001-2006 CCATCC 9,51 9,87 10,06 24 150219142
c-Jun 2077 2077-2083 TGACTGC 7,10 8,99 8,99 26 150219215
GR-a 2150 2148-2152 AGAGG 0,21 10,53 10,53 31 150219288
TFII-I 2150 2146-2151 GGAGAG 1,82 9,66 0,70 31 150219288
AP2-a 2150 2148-2153 AGAGGC 3,23 0,66 0,70 31 150219288
GR-a 2201 2199-2203 CCTGT 0,00 10,53 10,53 33 150219339
c-Myb 2205 2204-2211 CAACTGTC 3,47 0,16 1,16 34 150219343
TFIID 2346 2346-2352 TTTAGCA 7,08 9,16 8,15 38 150219484
XBP-1 2455 2450-2455 TGGCAT 6,48 1,32 1,35 41 150219593
ENKTF-1 2455 2450-2457 TGGCATAG 5,69 9,99 1,03 41 150219593

a Posicion del SNV en la secuencia total analizada a partir de la secuencia en genoma de referencia (Total 2696 pb).

b Localizacién sitio unién putativo para determinado factor de transcripcion.

¢ El porcentaje de Disimilitud corresponde al porcentaje de diferencia de la secuencia consenso para determinado factor de
transcripcion versus la secuencia en la secuencia obtenida desde el genoma de referencia. secuencia analizada. Valores
iguales a 0 indican 0% de disimilitud, es decir, una similitud del 100%.

dy e RE EQUALLY Y RE QUERY, corresponden a mediciones de la confiabilidad de las predicciones. Los valores esperados
calculados consideran en el primer caso, un modelo matematico que calcula la equiprobabilidad de los 4 nucleétidos, y en el
segundo caso un modelo con la misma frecuencia de los nucleétidos para la “secuencia problema” analizada.

f Se indica el SNV que alteraria el sitio de unién putativo para determinado factor de transcripcion. Ej: 41, corresponde al SNV
nimero 41.

g Coordenada gendmica del SNV identificado.



Tabla 12. Sitios putativos de unién a FTs,
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identificados en la hebra negativa de la region

promotora estudiada de RAETI1E, (Prediccién realizada mediante PROMO 3.0).

FACTOR DE POSICION EN | LOCALIZACION % RE RE . COORDENADA
TRANSCRIPCION | sec. BLANCO® |sTT0s unzon®| SECUENYIA | prstmrLrrup EQUALLY® | QUERY® SNV GENGOMICAS
Pax-5 146 143-149 ACGGCCC 4,01 1,49 1,6 2 150217284
p53 146 143-149 ACGGCCC 7,64 0,99 1,01 2 150217284
GR-B 222 221-225 AATAC 5,04 5,27 4,97 3 150217360
STAT4 222 219-224 GGAATA 2,94 3,95 3,95 3 150217360
c-Est-1 222 217-223 CGGGAAT 9,59 0,5 0,5 3 150217360
GR-B 297 294-298 TCATT 0,84 10,53 9,68 5 150217435
NF-1 297 297-304 TTGGTACC 7,69 0,33 9,32 5 150217435
RXR-a 369 363-369 GTCACCC 5,94 0,99 1,06 6 150217507
c-Myb 369 367-374 CCCAGTTC 5,14 0,41 0,4 6 150217507
TFII-I 519 518-523 GGACAA 9,51 9,87 10,06 8 150217657
TFII-I 868 864-869 CTTTCC 0,00 1,98 2,01 13 150218006
STAT4 868 864-869 CTTTCC 2,94 3,95 3,95 13 150218006
c-Est-1 868 865-871 TTTCCCC 6,94 0,99 1 13 150218006
IRF-1 868 865-873 TTTCCCCTT 3,35 0,09 0,09 13 150218006
NF-AT1 868 861-869 TGTCTTTCC 6,25 0,05 0,05 13 150218006
NF-AT1 868 868-876 CCCCTTTCC 9,18 0,3 0,3 13 150218006
RelA 868 862-872  |GTCTTTCCCCT 8,60 0,03 0,03 13 150218600
NF-kappaB1 868 861-871  |TGTCTTTCCCC 8,08 0,04 0,05 13 150218006
c-Est-1 878 872-878 TTTCCCC 6,94 0,99 1 14 150218016
c-Est-1 878 878-884 CGGGAAG 5,43 0,5 0,53 14 150218016
IRF-1 878 872-880 TTTCCCCGG 7,04 0,17 0,17 14 150218016
STAT1B 878/879 871-880 CTTTCCCCGG 8,70 0,3 9,3 14/15 150218016/017
GR-B 1462 1459-1463 AAATT 0,00 5,27 4,70 16 150218600
p53 1615 1613-1619 GGGCCGT 7,64 0,99 1,08 19 150218753
TFII-I 1749 1745-1750 CTCTCC 1,82 0,66 0,7 20 150218887
NFI/CTF 1883 1881-1888 GGGGTTGG 7,01 0,99 1 21 150219021
Pax-5 2188 2184-2190 TTGGCCC 9,55 1,98 2,2 32 150219021
p53 2188 2184-2190 TTGGCCC 6,10 0,82 0,93 32 150219326
RXR-a 1883 1882-1888 GGGTTGG 2,73 1,15 2,01 21 150219021
RAR-B 1883 1881-1890 | GGGGTTGGGG 9,64 0,29 9,3 21 150219021
GR-a 1952 1952-1956 TGAGG 6,26 5,27 5,25 22 150219090
STAT4 1952 1947-1952 GGAAGT 2,94 3,95 3,95 22 150219090
IRF-2 1952 1949-1954 AAGTGA 0,00 0,66 0,62 22 150219090
HIF-1 1983 1978-1986 | ACGTGCCCA 2,02 0,17 0,18 23 150219121
GR-a 2004 2002-2006 GTAGG 8,07 10,53 11,11 24 150219142
RXR-a 2136/2140 2136-2142 GAGACCC 4,87 0,66 0,7 27/28 150219274/278
GR-a 2150 2146-2150 ccTeT 0,21 10,53 10,53 31 150219288
TFII-I 2150 2147-2152 CTCTCC 1,82 0,66 0,7 31 150219288
RXR-a 2188 2188-2194 CCCACCC 5,27 0,82 0,88 32 150219326
NF-1 2188 2184-2191 TTGGCCCA 0,00 0,16 0,18 32 150219326
FOXP3 2205 2204-2209 GTTGAC 4,76 3,95 3,77 34 150219343
c-Myb 2205 2200-2207 GACAGTTG 3,47 0,16 9,16 34 150219343
GR-a 2243 2242-2246 GCAGG 8,07 10,53 11,11 35 150219381
TFIID 2324 2320-2326 TTTAAGA 4,01 1,48 1,26 37 150219462
GATA-1 2455 2454-2459 TATCGA 2,18 5,27 5,11 41 150219593
GATA-2 2455 2450-2458 | ACCGTATCG 6,67 9,33 0,32 41 150219593

a Posicion del SNV en la secuencia total analizada a partir de la secuencia en genoma de referencia (Total 2696 pb).

b Localizacion sitio unién putativo para determinado factor de transcripcion.
¢ El porcentaje de Disimilitud corresponde al porcentaje de diferencia de la secuencia consenso para determinado factor
de transcripcion versus la secuencia en la secuencia obtenida desde el genoma de referencia. secuencia analizada.

Valores iguales a 0 indican 0% de disimilitud, es decir, una similitud del 100%.

d y e RE EQUALLY Y RE QUERY, corresponden a mediciones de la confiabilidad de las predicciones. Los valores
esperados calculados consideran en el primer caso, un modelo matematico que calcula la equiprobabilidad de los 4
nucledtidos, y en el segundo caso un modelo con la misma frecuencia de los nucleétidos para la “secuencia problema”

analizada.

f Se indica el SNV que alteraria el sitio de unién putativo para determinado factor de transcripcién. Ej: 41, corresponde al

SNV nlimero 41.

g Coordenada genémica del SNV identificado.
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2.2 Prediccion de los Sitios de unién a FTs con Matinspector

La prediccién de los sitios de unién a FTs con Matinspector fue mas acotada y
restrictiva. En este caso el valor que nosotros evaluamos fue la matriz de similaridad,
cuyo valor sobre los 0,8 se considera una buena prediccion. Un valor de 1,00 indica
una coincidencia total con la secuencia consenso de la matriz analizada (tablas 14 y
15). En nuestro analisis encontramos que se obtuvo un valor de 1,00 para los sitios
de unién putativos de MZF1 (SNV13), ZKSCAN3 (SNV324), ARNTL (SNV3,) y FOXP1
(SNV4) (Tabla 13, Figura 15). Brevemente, MZF1 (del inglés, Myeloid Zinc Finger 1)
es un factor de transcripcion que ha sido descrito dado que puede regular la
proliferacion hematopoyética y la tumorogénesis. Ademas, tiene un rol importante en
la migracion, invasion y diferenciacion en cancer, regulando la expresién de una
variedad de genes®*™®*. En el caso de ZKSCAN3, también pertenece a la familia de
factores de transcripcion del tipo dedos de zinc. Este FT ha sido descrito como un
represor transcripcional, en particular como un conductor de la proliferacion celular
en cancer de colon tanto in vitro como in vivo y recientemente como un represor de la

autofagia®®°.

ARNTL (del inglés, Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein
1) no ha sido vinculado aun con procesos tumorogénicos, pero a la fecha se conoce
que es un gen relevante para el ciclo circadiano®. Mientras, FOXP1 (del inglés,

forkhead box P1) ha sido identificado como un posible supresor de tumores®’.

Como vemos en las tabla 13, varios otros sitios putativos de unidn a factores
de transcripcién presentaron valores de matriz bastante cercanos a 1. Algunos de
ellos son FOXAL1/FOXA2 (SNV;), NF-1 (SNV,), WT1 (SNV24) y MNT (SNV3,) (figura
15). En el caso de WT1 (del inglés, Wilms Tumor 1) se ha descrito previamente por
su rol como supresor de tumores. Y el factor MNT (Del inglés, MAX Network
Transcriptional Repressor) pertenece a la red de reguladores transcripcionales

MYC/MAX/MAD y en particular actia como un represor.
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identificados en la reqién promotora estudiada de

RAETI1E, (Prediccién realizada con Matlnspector).

POSICION

FACTOR DE

LOCALIZACION

SNV COORDENADA SEC. TRANSCRIPCION  SITIO DE MATRLZ DE SECUENCIA HEBRA ALELOS
SNV (hg19) . SIMILARIDAD
BLANCO (FT) UNION FT
1 | 150217232 94 FOXM1 80-96 0,999 ggcaggcAAACatgegg + c/T
4 | 150217387 249 HMX3 232-250 0,931 ggtaaggtAAGTgggtctt + T/C
4 | 150217387 249 NKX3-2 234-252 0,983 taaggtaAGTGggtcttta + T/C
5 150217435 297 STATS 279-297 0,94 tactTTCTttgaagtctgt = A/G
6 | 150217507 369 KLF12 360-376 0,922 ggacaGTGGgtcaagcg + G/A
6 | 150217507 369 Nkx5-2 369-387 0,94 gctccttcAAACgcttgac = G/A
7 | 150217633 495 GATA3 495-507 0,938 gacAGATttgaga = T/A
8 150217657 519 NKX2-5 504-522 0,994 tgtccTGAGtggagectgt + c/T
8 | 150217657 519 KID3 510-520 0,974 aggctCCACtc = c/T
13 | 150218006 868 SPIB 862-882 0,907 cagaaaggGGAAaggggccct + G/T
13 | 150218006 686 MZF1 866-876 1 aaGGGGaaagg + G/T
14 | 150218016 878 SPIB 862-882 0,907 cagaaaggGGAAaggggccct + G/T
14 | 150218016 878 C-REL 874-888 0,923 aggggcccTTCCacc + G/T
14 | 150218016 878 SOX6 876-898 0,985 gggcaACAAaggtggaagggccc - G/T
15| 150218017 879 C-REL 874-888 0,923 aggggcccTTCCacc + c/T
16 | 150218600 1462 HMGA1 1441-1463 0,943 ttaaAATTttcgtctctctttgg A/T
19 | 150218753 1615 NR5A2 1604-1618 0,947 atgcCAAGgcccgge + C/A
19 | 150218753 1615 ZNF239 1605-1625 0,997 tcgctctgecgggCCTTggca = C/A
20 | 150218887 1749 ISX 1732-1752 0,912 cccccaAATTggagagaggges + G/A
20 | 150218887 1749 CUX1 1743-1765 0,949 ggagtccCAATcgcccctctctc - G/A
21 | 150219021 1883 ZNF148 1872-1894 0,948 cagcatctCCCCcaaccccactt + c/T
21 | 150219021 1883 ZNF219 1875-1897 0,991 catctCCCCcaaccccactttta + c/T
21 | 150219021 1883 ZBED4 1877-1891 0,98 tggggttGGGGgaga = c/T
24 | 150219142 2004 ZNF148 2003-2025 0,975 atcccccaCCCCctaccttgtge + T/A
24 | 150219142 2004 ZKSCAN3 2001-2023 1 ccatcCCCCaccccctaccttgt + T/A
24 | 150219142 2004 MAZ 2003-2015 0,901 ggggetGGGGgat - T/A
24 | 150219142 2004 ZBED4 2002-2016 0,938 aggggetGGGGgatg T/A
24 | 150219142 2004 NME1/NME2 2002-2016 0,945 agGGGGtgggggatggc = T/A
24 | 150219142 2004 KLF3 2002-2016 0,973 aggGGGTgggggatggc = T/A
24 | 150219142 2004 WT1 1997-2015 0,977 gggegegTGGGggatggetgg = T/A
24 | 150219142 2004 KLF2 2002-2018 9,991 gtaggGGGTgggggaty = T/A
24 | 150219142 2004 PLAG1 1995-2017 1 taGGGGgtgggggatggctggty = T/A
26 | 150219215 2077 TFAP2A 2066-2080 0,944 gaggCCTGaggtgac + T/C
26 | 150219215 2077 SREBF1 2068-2082 0,938 cagTCACctcaggcc = T/C
26 | 150219215 2077 SPI1 2075-2095 9,962 gactctgaGGAAgcagtcacc = T/C
27 | 150219274 2136 NACA1 2132-2144 0,934 caccCAGAgagac = C/A
28 | 150219278 2140 KLF1 2137-2153 0,97 tctgGGTGtggagaggc + G/A
28 | 150219278 2140 NACA1 2132-2144 0,934 caccCAGAgagac G/A
29 | 150219281 2143 KLF1 2137-2153 0,97 tctgGGTGtggagaggc + T/C
29 | 150219281 2143 NACA1 2132-2144 0,934 caccCAGAgagac = T/C
30 | 150219283 2145 KLF1 2137-2153 0,97 tctgGGTGtggagaggce + T/C
31| 150219288 2150 KLF1 2137-2153 0,97 tctgGGTGtggagaggc + A/G
32| 150219326 2188 MAZ 2186-2198 0,932 ccgggtGGGGeca + G/C G/A
32 [ 150219326 2188 GRHL2 2182-2194 0,947 caAACCgggtggg + G/C G/A
32 | 150219326 2188 SALL2 2186-2196 0,952 ccggGTGGggc + G/C G/A
32 | 150219326 2188 POU2F1 2176-2190 9,958 accATGCaaaccggg + G/C G/A
32| 150219326 2188 KLF3 2185-2201 0,99 accGGGTggggecacct ap G/C G/A
32 | 150219326 2188 POUSF1 2171-2189 0,902 ccggtttGCATggtggacg - G/C G/A
32 | 150219326 2188 GRHL1 2181-2193 9,922 ccacccGGTTtgc = G/C G/A
32 | 150219326 2188 SCX 2189-2209 0,939 cagttgacaggTGGCcccacc = G/C G/A
32 | 150219326 2188 ZKSCAN3 2178-2200 1 ggtggCCllacccggtttgeatg - |e/c a/a
33 | 150219339 2201 MEIS1 2200-2216 0,986 ctgtcaacTGTCacgtg + T/C
33 | 150219339 2201 MYB 2195-2215 0,988 gccacctgtCAACtgtcacgt + T/C
33 | 150219339 2201 KLF3 2185-2201 0,99 accGGGTggggccacct + T/C
34 | 150219343 2205 XBP-1 2204-2224 0,903 caactgtcACGTgtgagtgat + A/G
34 | 150219343 2205 MEIS1 2200-2216 0,986 ctgtcaacTGTCacgtg + A/G
34 | 150219343 2205 MYB 2195-2215 0,988 gccacctgtCAACtgtcacgt + A/G
34 | 150219343 2205 ARNTL 2205-2221 1 aactgtcaCGTGtgagt 1 A/G
38 | 150219484 2346 HOXC13 2331-2347 0,911 aaattacatTAAAtcct = T/C
39 | 150219521 2383 MESP1 2378-2390 9,951 cataCATAtgttt + A/G
39 | 150219521 2383 FOXP1 2380-2396 1 caaggaaAACAtatgta = A/G
40 | 150219551 2413 WT1 2404-2422 0,926 aaaggTGGGggcccccacc = Cc/T

la region putativa de union del factor de

trascripcion. Luego su posicion en la secuencia analizada (2696 pb) y el factor de transcripcion predicho en dicha region. En cada caso se describe la

La tabla muestra de izquierda a derecha: La variante (SNV de 1 al 42) localizada dentro de

localizacién de la secuencia reconocida por el factor de transcripcion. Para cada prediccion se entrega el valor de la matriz de similaridad construida
en base a la comparacion de la secuencia consenso para determinado FT versus la secuencia en la region del genoma de referencia (hg19). Los

valores de esta varian entre 0 y 1. El corte se establecié para valores mayores de 0.9. En esta prediccion podemos establecer si el factor de unira a

la hebra forward (+) o reverse (-). Por ultimo se indican los alelos identificados en dicha posiciéon.
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Figura 15. Prediccion de sitios de union putativos para
los SNVs
identificados a partir de la secuencia no mutada del promotor

factores de transcripciobn en la posicion de
de RAETL1E_1. El esquema anterior representa los resultados de la
prediccion de sitios de unién para FTs a partir de la secuencia
consenso (no mutada) del promotor de RAETLE, focalizando en
particular en las posiciones donde han sido identificados los SNVs.
El software entrega como resultados los sitios putativos de unién
para FTs, el que ha sido determinando asignando un valor de
matriz de similaridad. La que expresa el grado de similitud entre la
secuencia blanco (nuestro promotor) y los nucleétidos de la
secuencia consenso (méas conservados) del sitio de unién para un
FT en particular. Un valor de 1 se establece si la secuencia
evaluada corresponde a los nucleétidos mas conservados de cada

posicion de la matriz. Prediccion realizada mediante PROMO 3.0 y Matlnspector.
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3. EFECTO DE LOS SNV EN LOS SITIOS DE UNION A FACTORES DE
TRANSCRIPCION.

El primer nivel de regulacion de la expresién de un gen esta determinado por
su transcripcion, proceso que esta fuertemente regulado por factores de transcripcion
gue reconocen pequefias secuencias de ADN en su promotor. Variaciones genéticas
en esta region podrian modificar los sitios de union y por ende alterar su expresion.
El objetivo consistié en evaluar el efecto de los SNVs sobre los sitios de unién
putativos para factores de transcripcién. Es decir, establecer mediante un analisis in
silico si hubo generacion o pérdida de sitios de unién putativos para factores de
transcripcion, para lo cual se utilizé el programa Variant Analysis de Genomatix y
PROMO 3.0.

De los 42 SNVs, 23 correspondieron a las variantes ya descritas y reportadas
en dbSNP, se analizaron mediante la plataforma Variant Analysis para lo cual
utilizamos los respectivos ID. El resto de las variantes (19 no descritas) se analizé

utilizando la plataforma virtual PROMO 3.0

Los resultados obtenidos mediante Variant Analysis, fueron filtrados
seleccionando solo aquellos cuya matriz de similaridad fue mayor a 0.9. Y como
muestra la figura 16 no todos los SNVs generaron cambios en los sitios de union a

factores de transcripcion.

Los andlisis muestran que 9 de los 42 SNVs alterarian sitios de union
putativos para factores de transcripcién, lo que originaria tanto la pérdida de 6 sitios
(-) como la generacion de 6 nuevos sitios de union (+). Estas variantes son los SNVs
8, 13, 14, 22, 32, 35, 36, 40 y 42 (Figura 16). Llamativamente observamos que

algunos de estos SNVs estan simultdaneamente en un mismo tumor.

Entre ellos, el tumor CGO7, proviene de un paciente con un estado avanzado
de céncer gastrico (T4) y con metastasis linfatica en mas de 15 linfonodos (N3). En
particular en este tumor identificamos 5 variantes de tipo germinal, 3 de ellas Unicas
para este tumor. Dos de las cuales producirian la pérdida de sitios de union para el
factor de transcripcion MZF1 (SNVi3), y NFKB (SNV14). La pérdida de un sitio de

union podria asociarse a la disminucion o baja expresion del ligando RAET1E, dado
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gue su induccion se vera alterada por la ausencia de estos sitios. A su vez en este
mismo tumor identificamos una variante que genera un nuevo sitio de union para el
factor NKX 2-5 (SNV4,). La aparicion de un nuevo sitio de unién podria, dependiendo
del contexto celular, generar una induccion de RAET1E de forma croénica (en el
tiempo) cuyo efecto sobre su receptor NKG2D resultaria perjudicial. Lo cual se

discutira mas adelante.

Los tumores CG02 y CG45, corresponden a los tumores con el mayor nUmero
de variantes identificadas, 13 y 10 SNVs respectivamente. Ademas, hemos
identificado un patron de 8 SNVs (germinales) en comun entre ellos, de los cuales 3
tendrian un efecto en los sitios de unién putativos para FTs (Figura 16).
Interesantemente, ambos tumores se localizaron en la zona antral del estdmago, sin
embargo, el tumor CG45 es un tumor de etapa temprana (T1) que ha crecido en la
capa de la submucosa y se ha diseminado a un par de ganglios linfaticos (N1),
mientras que el tumor CGO02 corresponde a un tumor en etapa avanzada (T4) que no

se ha diseminado a los ganglios (NO).

El SNV3s5, generaria nuevos sitios de union para los factores AP-1 y EVI1,
ambas descritas como oncoproteinas. Ademas, en estos tumores se generaria un
nuevo sitio de union para NF-kB (SNV4), molécula que ya sabemos estaria
involucrada en la induccién de alguno de los ligandos de NKG2D®. Pero en esta
misma posicién podria suprimirse un sitio de union putativo para la molécula WT-1
(SNVy4), conocida por su rol como supresor de tumores. Por dltimo, el SNV3;
generaria la pérdida de sitios de union para las moléculas KLF3 y Sall2, involucradas
con procesos hematopoyéticos y tumorales, respectivamente. Esta variante ademas

fue identificada en otros 9 tumores (ver tabla 8).

El tumor CG45 presenta ademas 2 SNVs distintivos (SNVg y SNV35) también
germinales, cuyo efecto seria la generacion de nuevos sitios de union para la

controversial proteina p53.

El tumor CG22, es en particular un caso interesante. Es un tumor cuya
localizacion es menos comun dentro de los canceres gastricos (Cardias), de tipo

avanzado (T4) y con diseminacion a varios ganglios linfaticos (N2) y un tamafo
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tumoral bastante grande (mayor a 10 cm de diametro). En este tumor identificamos 5
SNVs, 2 de ellos posiblemente de tipo somatico. EI SNV,, mostrd, tras el analisis,
gue esta la variacion generaria la pérdida de un sitio de union para IRF-2, un factor

que participa modulando la respuesta inmune.

Por lo tanto estos resultados nos permiten concluir que efectivamente
variaciones de un unico nucleétido en el promotor de RAET1E, producirian un efecto
a nivel de los sitios de unién en el ADN ya sea perdiéndose sitios de unién para FTs

0 bien ganando nuevos sitios.
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Figura 16.Efecto de los SNVs en los sitios putativos de unién de factores de transcripcién. En
verde se muestra el segmento del promotor de RAET1E secuenciado en cada uno de los pacientes.
Cada linea sobre este segmento indica la posicion de un SNV. La figura muestra los 9 SNV que
originan cambios en los sitios de unién putativos, sefialando en cada caso el SNV y el factor de
transcripcion afectado por la variacion genética. El signo negativo previo al factor de transcripcion

indica la pérdida de sitio de unién mientras que el signo positivo indica la generacién de un nuevo sitio.

La estrella indica que esa variante no ha sido descrita previamente. Se han coloreado los factores de
acuerdo a su participacién en distintos procesos biolégicos, como se indica en la leyenda. Prediccion
realizada mediante el programa Variant Analysis de Genomatix y PROMO 3.0.
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DISCUSION

Actualmente se han descrito una amplia gama de mecanismos de evasion que
presentan las células tumorales para escapar al control inmunolégico. Se han
descrito algunos mecanismos que facilitarian la evasion del control antitumoral
mediado por el sistema compuesto por el receptor de activacion NKG2D y su
ligandos (RAET1s/MICs). La correcta expresion de los ligandos de NKG2D en la
superficie de las células tumorales es de gran relevancia para que las células
efectoras, como las células NK, sean capaces de identificar tempranamente a las
célula tumorales para eliminarlas®, proceso que normalmente ocurre en nuestro
organismo como parte de la inmunovigilancia del cancer.

Anteriormente se mencion6 que la regulacion de la expresion de los ligandos
de NKG2D (NKG2DL) ocurre en varias etapas de su biogénesis®. La regulacién de
la expresion de estos ligandos (NKGDL) ocurre inicialmente a nivel transcripcional,
alli una serie de proteinas conocidas como factores de transcripcion se unen a la
region promotora de estos ligandos para inducir su expresion en un tiempo Yy tejido
especifico. La existencia de variaciones genéticas en regiones regulatorias que
alteren la transcripcion ha sido establecido durante las Ultimas décadas Yy tendrian
un rol en las enfermedades humanas, entre ellas el cancer®.

En este estudio se investigd si variaciones genéticas en el promotor de
RAETL1E, un ligando del receptor NKG2D, identificadas a partir de tumores de
pacientes con cancer gastrico podrian generar cambios en su region reguladora,
potenciando mecanismos de evasion de la respuesta inmune. Diversas estrategias
evadirian la eliminacion de las células tumorales suprimiendo la expresion de los
ligandos de NKG2D. En este sentido las variaciones genéticas, como los SNVs
podrian suprimir sitios de union de factores de transcripcion, y por ende disminuir la
expresion de la molécula RAET1E en las células tumorales, alterando el
reconocimiento por las células NK. Por otro lado una expresion sostenida y cronica
de los ligandos llevarian a la modulacion del receptor NKG2D, provocando su
endocitosis y en consecuencia alterando la activacion dependiente de este

receptor’®.
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El grupo de estudid incluyd 50 muestras de tumor de pacientes con
adenocarcinoma gastrico. Un 80% de los casos presentd un cancer en estadios
avanzados en etapas T3 y T4 (tabla 5), lo cual coincide con lo reportado en la
literatura respecto a que pese a los avances en las tecnologias de diagndstico este
tipo de cancer es detectado después de la invasion de la muscular propia’,
principalmente porque el adenocarcinoma gastrico que corresponden al 90% de los
casos de cancer gastrico progresa de manera lenta y asintomatica, haciéndose
evidente en etapas tardias (T3y T4)".

Sin duda alguna el avance en las tecnologias de secuenciacion masiva de
altima generacion (NGS, del inglés Next Generation Sequencing) permiten hoy
superar limitantes biolégicos como la baja pureza de una muestra tumoral, donde
encontraremos ademas de células tumorales, células no tumorales (sanas), células
estromales, vasos sanguineos y células inmunes’, permitiendo identificar de manera
robusta variantes que se encuentran en una bajo porcentaje de células dentro de
esta mezcla heterogénea en la que ademas nos enfrentamos a mas de un clon
tumoral’®. Sin embargo, aun existen varios desafios en la deteccién e identificacion
de variantes en muestras tumorales, como las limitaciones de los algoritmos
empleados, errores generados durante la secuenciacion, asi como los artefactos
propios de la preparacion de las librerias genéticas. Las enzimas mas comunmente
utilizadas en la preparacion de las muestras para NGS en la etapa de PCR han sido
bastante caracterizadas respecto a su fidelidad y tasas de error’.

Diferentes estrategias han sido utilizadas para controlar los errores generados
durante la secuenciacion asi como para identificar los distintos tipos de variaciones
genéticas. En el primer caso, los artefactos propios de la técnica de secuenciacion se
discriminan evaluando la calidad de los datos crudos (total de lecturas generadas).
En particular, los datos de secuencia entregados en la plataforma lllumina poseen un
parametro de calidad denominado valor de calidad Phred que evalla la probabilidad
del correcto llamado de bases’. Este valor denominado Qs indica que la
probabilidad de llamar una base incorrectamente es 1 en 1000. Por lo tanto, en esta
primera etapa se descarto todas las lecturas cuyos valores de calidad estuvieron bajo

el ng”. Las siguientes etapas del andlisis como el alineamiento de las lecturas al
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genoma de referencia y la identificacion de variaciones, dependen particularmente
del tipo de muestra utilizada en el estudio, asi como del disefio del mismo.
Recordemos que en nuestro caso estamos frente a un estudio de re-secuenciacion
dirigida (resequencing targeted) donde s6lo hemos incluido muestras de tumores. Lo
gue a la hora de analizar puede resultar un poco mas complejo, ya que la mayoria de
los flujos de trabajo de analisis utilizados emplean la informacion proveniente de la
muestra de tumor, pareada con tejido no tumoral del mismo individuo, como sangre o
tejido sano adyacente®®’®. De esta forma se facilita la discriminacién de variantes
germinales versus variaciones somaticas propias del tumor. Ya que en nuestro caso
no contamos con la informacién de la secuenciacion de tejido sano, utilizamos el
algoritmo Somatic Variant Caller (Illumina, Inc.) disefiado y recomendado por lllumina
para un estudio de este tipo, donde deseamos identificar variaciones con una
frecuencia alélica menor al 5%.

Otro parametro relevante a la hora de analizar los datos de secuenciacion fue
la profundidad de la secuenciacion, que nos dice el nUmero de veces que una region
es secuenciada dentro de la misma corrida de secuenciacion. En particular, se
analizo la cobertura promedio para cada amplicon (figura 13). Es decir, las veces (X)
gue se ley6é cada amplicon. Un total de 12 amplicones cubrieron la region total del
promotor de RAET1E secuenciada.

Recordemos que previo al proceso de secuenciacion, en la celda de flujo
ocurre una clusterizacion o formacion de grupos. Alli cada libreria que incluye un
amplicén (amplicén 1 al 12) se multiplica muchas veces. Esto para cada uno de los
50 pacientes. Suponiendo que en la etapa de agrupacion de las librerias se
mezclaron cantidades homogéneas de los 12 amplicones para cada uno de los
pacientes, se espera observar un patron mucho mas homogéneo en la cobertura.
Sin embargo, se observa un patrén heterogéneo, cuyas coberturas promedio van
desde los 1000X a los 8000X. Al respecto, creemos que esto puede atribuirse a la
etapa de preparacion de librerias, donde un pool de oligos (CAT) hibrida en el ADNg
y luego todos son sometidos a las mismas condiciones de PCR, sin embargo, es

probable que la eficiencia de cada par de oligos difiera, de forma que para los
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amplicones 3, 6, 8,9 y 10 la eficiencia del PCR no fue la éptima. De todas formas
como muestra la figura 13, se obtuvieron valores muy buenos de cobertura.

De acuerdo a lo reportado en la literatura los requerimientos de cobertura
promedio en estudios de re-secuenciacion dependeran del tipo de muestra que
estemos analizando, del tipo de variante que nos interese identificar, asi como del
tamafio de la regién de interés”®. En una revisién acerca de los métodos de
secuenciacion y el manejo bioinformatico de los datos de secuenciacién se
recomienda para muestras de tumor una profundidad de secuenciacién de al menos
125X>°. Por lo tanto para este estudio la cobertura no seria una limitante, dado que al
analizar las coberturas especificas por cada amplicon y paciente se concluy6
entonces que cada posicion de los fragmentos cortos de ADN secuenciados
(amplicones) se ley6 a lo menos 200 veces.

Una vez identificadas las variantes, estas fueron sometidas a varios filtros
bioinformaticos (ver tabla 4), los que descartaron variantes cuya frecuencia alélica
fuese menor al 1% (Low Variant Freq), aquellas variantes identificadas en sitios con
una cobertura menor a 10 lecturas (Low DP) y aquellas variantes que presentaran
Strand Bias. Este ultimo filtro se aplica cuando la variacion identificada presenta
diferencias de resultados entre las hebras (forward y reverse),lo que implica que el
genotipo inferido de la hebra negativa y de la hebra positiva son significativamente
diferentes’’, lo que podria llevar a la aparicién de variantes falsos positivos. Una de
las posibles causas seria la baja cobertura, por lo tanto es muy importante calcular
previamente la cobertura estimada, de acuerdo al tipo de estudio y tipo de muestras.

Este estudio identifico 42 variantes a partir de la secuenciacion de los tumores
de pacientes con adenocarcinoma gastrico (tabla 8), de las cuales 19 no habian sido
descritas previamente. De las variantes identificadas pudimos observar que 13 de
ellas se presentaron en mas de un tumor mientras que las 29 restantes fueron
variaciones detectadas individualmente en los tumores. ElI hecho de que estas
variantes se hayan identificado en 1 de 50 tumores, no significa que tengan menos
importancia, dado que para un tumor en un paciente en particular el efecto puede ser
muy significativo a nivel de la transcripcion, objeto de nuestra investigacion y que se

discutird mas adelante.
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En el contexto de la gendmica y el cancer, se han identificado en los
individuos de una poblacion variaciones germinales que podrian asociarse con una
mayor o0 menor susceptibilidad a padecer esta enfermedad, o bien variaciones
sométicas desarrolladas durante el proceso tumorogénico y que resultan relevantes
tanto para el entendimiento de los mecanismos implicados en cancer asi como desde
el punto de vista terapeutico®®. Para el cancer gastrico unas pocas alteraciones
germinales (gen PLCE1l) y otras somaticas (genes ERBB2, ERBB3, PTEN,
PISK/AKT/mTOR, FGF, TP53, CDH1 y MET) han emergido y sélo algunas de ellas
han sido objeto de interés clinico®.

Una vez identificadas las variantes en el promotor de RAET1E, se analiz6 su
frecuencia alélica. De forma complementaria se utilizo la base de datos dbSNP y
COSMIC, determinando que 25 variantes eran germinales y 17 somaticas (Tablas 9
y 10).

En cuanto a las variantes germinales, fue evidente la presencia de ciertos
bloques de SNVs. Asi por ejemplo un bloque de 3 variantes germinales (3, 11 y 42,
tabla 8) que se detecté en 36 de 50 pacientes. Sospechamos que podria tratarse de
un haplotipo, el que a su vez podria ser un haplotipo de riesgo para la poblacion
estudiada, para lo cual se requiere realizar mayores analisis. En particular, el analisis
del efecto de los SNVs sobre los sitios putativos de union de FTs mostré que el
SNVy,, origina un sitio de unién putativo para NKX 2-5, un factor involucrado en
procesos de diferenciacion y desarrollo™.

El segundo bloque identificado, corresponde a un grupo de 8 SNVs (todos
germinales), que llamativamente se identific6 en 2 de los 50 pacientes (CGO02 y
CG45), y 7 de estas variantes (SNVs 19, 20, 23, 29, 35, 39 y 40) no han sido
identificadas en poblacion asiatica. Poblacion con la cual compartimos altos indices
de mortalidad por cancer gastrico. Por lo tanto, es posible que estas variaciones
resulten importantes dentro de nuestra poblacion. Mas tarde cuando se analizé in
silico el efecto de estas variantes, 3 de ellas comunes para estos dos tumores
(SNV32, SNV35Yy SNV40) modificaron sitios de unién para FTs. Tanto WT1 como Sall2,
involucradas en la inhibicién de la proliferacion y sobrevivencia, pierden sitios de

reconocimiento producto de los SNVs 32 y 40, pero llamativamente el SNV
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generaria un sitio de unién para NF-KB. Molécula que ya ha sido descrita como un
regulador transcripcional de los ligandos de NKG2D, sin embargo el efecto del sitio
adicional generado, deberia ser evaluado in vitro. Adicionalmente el SNV3s genera
sitios nuevos de union para AP-1 y EVI1, ambas proteinas descritas como
oncoproteinas, las que inducirian la expresion del ligando RAET1E. Llamativamente,
el tumor CG45, que corresponde a un tumor primario, posee dos SNVs distintivos (8
y 36, respectivamente) que generan la aparicion de nuevos sitos para el supresor
de tumores p53. A nivel clinico ambos tumores se localizaron en el antro, sin
embargo mientras el tumor CG45 posee una clasificacion T1 el tumor CG02 esta
clasificado como T4. Claramente vemos que dentro de cada tumor existe una
heterogeneidad desde el punto de vista genético lo cual puede verse ejemplificada
en estos dos casos.

Dentro del grupo de variantes somaticas, la variante SNV,,, identificada en un
Unico paciente (CG22) origind la supresion de un sitio de union para IRF-2,
involucrado en la respuesta inmune.

Desde el punto de vista inmunoldgico, es pertinente discutir cOmo estos
cambios en los sitios putativos de unién para FT podrian vincularse a la respuesta
inmune y por ende favorecer al desarrollo tumoral.

Llamativamente, cuando analizamos la presencia de estas 9 variantes en el
grupo de tumores estudiado, pudimos identificar en algunos pacientes la presencia
simultanea de mas de una de estos 9 SNVs.

El tumor CGO7 porta 5 SNVs de tipo germinal en el promotor RAET1 1, 3 de
los cuales alterarian sitios de union para factores de transcripcion. Uno de ellos
corresponde a C-Rel, miembro de la familia factores NF-kB (REF), relevante en la
respuesta inmune. En este caso el SNV, suprime este sitio. Por lo tanto al no unirse
al promotor no induciria la transcripcion de RAET1E, probablemente disminuyendo
su expresion. Si pensamos esto en un contexto de tumorogénesis, donde
necesitamos inducir la expresion de esta molécula, el efecto neto seria una
diminucion del reconocimiento de las células NK y el escape del control tumoral,

favoreciendo el desarrollo tumoral. Las dos otras variantes generan nuevos sitios de
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unién para FT para los cuales no se tienen antecedentes por literatura de su
vinculacion con la regulaciéon de alguno de los ligandos de NKG2D.

Por otro lado, los tumores CG02 y CG45, en los cuales identificamos la
presencia de un patrén de 8 SNVs de tipo germinal en comun, y 3 de ellos estarian
alterando sitios de unién para FT. Los SNV3, Yy SNV, generaria la ausencia de un
sitio de unién putativo para Sall2 y WT-1, ambos identificados como supresores de
tumor. Si bien ninguno de estos dos factores se ha identificado antes como un
regulador del resto de los ligandos de NKG2D, por literatura sabemos que la
molécula p53, induciria directa o indirectamente su transcripciéon®’. Por lo tanto
creemos que la usencia de estos sitios repercutiria en una disminuciéon de su
transcripcion y por lo tanto en su expresion en superficie. Esto a su vez también
favoreceria la evasion inmune, al disminuir la activacion de las células NK mediada
por la unién de RAET1E y NKG2D. En el caso del tumor CG45, este mostrd la
generacion de 2 nuevos sitios de unidén para el FT p53. Desde el punto de vista
inmunolégico, el aumento de la expresion de RAET1E en el tiempo también
corresponde a un mecanismo de evasion tumoral. Se ha descrito que la expresion
prolongada y cronica de los ligandos de NKG2D promoveria la endocitosis del
receptor, regulando negativamente su expresion en la superficie de las células
citoliticas afectando la funcion de las células NK, promoviendo finalmente el escape
de las células tumorales.

Interesantemente de todos los casos analizados, en un tumor (CG22),
identificamos una variante somatica, el SNV,,, cuyo efecto fue la supresion del sitio
de unién putativo para IRF-2, un factor de transcripcion involucrado en la respuesta
inmune. En este caso nos llama la atencion de que no se identificaron muchas
variaciones para este tumor, que se encuentra en un estadio avanzado T4N2MO.Por
lo cual creemos que la usencia de este factor producto de la variacion identificada es
relevante para la evasion del control inmune.

En nuestros analisis pudimos evidenciar que no habria correlacion en cuanto
al numero de SNVs y el estadio del tumor. Mas bien lo que se observa es que la
progresion del céancer géastrico dependeria del tipo de factores de transcripcion

alterados por las variaciones genéticas. Es decir, que la ganancia o pérdida de
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ciertos factores generaria mecanismos evasivos mas potentes que otros. Y aun
cuando estos datos deben ser evaluados in vitro, podriamos inferir que lo que prima
es la combinacioén de factores afectados.

Entonces hasta aqui hemos visto que la presencia de los alelos alternativos
producto de la variante identificada (SNV) generaria en la mayoria de los casos la
pérdida de sitios de union a factores de transcripcion, mientras que en otros casos se
habria generado la ganancia de sitios de union. En consecuencia, creemos que esto
podria generar cambios en la regulacién del gen RAET1E, al ser inducido por
algunos de estos factores de transcripcion alterando la respuesta inmune innata
mediada por este ligando en los pacientes con adenocarcinoma gastrico.

A raiz de estudio esperamos que investigaciones posteriores puedan
identificar in vitro aquellas variantes que modifiquen la actividad promotora de
RAET1E, ademas de estudios que permitan comprobar los sitios de unién para
factores de transcripcién identificados mediante el analisis computacional que hemos

realizado.
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CONCLUSIONES

" Esta investigacion identific6 42 variaciones en el promotor de RAETIE en

tumores de pacientes con cancer géstrico.

" Los analisis in silico determinaron que 9 de las 42 variantes genéticas
identificadas en el promotor de RAET1E_1 podrian causar tanto la pérdida como la

generacion de sitios de unién a factores de transcripcion, tales como:

1. Supresores de tumor (Sall2, WT1 y p53)

2. Factores involucrados en la respuesta inflamatoria (NFkB/IRF-2/c-Rel)

3. Oncoproteinas (EVI1)

4. Factores relevantes para procesos de desarrollo y diferenciacion (KLF3 y NKX 2-5)

5. Reguladores de la apoptosis, proliferacion y diferenciacion (AP-1)

. La supresion de sitios de union para determinados factores de transcripcion
puede disminuir la transcripcion del ligando RAET1E, disminuyendo su expresién en
la superficie de las células tumorales afectando su reconocimiento por las células
citoliticas como las células NK. En consecuencia habria una disminucién de la
activacion de la citotoxicidad de esta células mediadas por la union del ligando
RAETL1E y su receptor NKG2D, favoreciendo el escape de las células tumorales al

control inmunolégico.

. La generacion de nuevos sitios de union para factores de transcripcion,
promoveria la induccidbn de su transcripcion, posiblemente aumentando su
expresion en la superficie de las células tumorales. La expresion sostenida y
prolongada de RAETL1E, regularia negativamente la expresion del receptor NKG2D

en las células citoliticas, como la célula NK, comprometiendo su citotoxicidad.



84

ANEXOS

A. Frecuencias Alélicas de las variantes: SNV3, SNV11, SNV42 y SNV3,.

B. Acta de aprobaciéon y Consentimiento Informado Pacientes con Diagnoéstico de
Céancer Gastrico, del Comité de Etica en Investigacién en Seres Humanos de
la Facultad de medicina de la Universidad de Chile.

C. Resumen Congreso generado por la Tesis.
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ANEXO A. FRECUENCIAS ALELICAS DE LAS VARIANTES: SNV3, SNV11,
SNV42 Y SNV32.

Frecuencias Poblacionales

N° SNV |Muestra|Genotipo |Variante Fzﬁigﬁgija ID dbSNP|F.A Amr|F.A Asn|F.A Af|A.F Eur
cGe2 39,90
cGes 48,83
cG1e 50,23
CG13 48,83
CG15 75,82
cG18 51,09
CG19 o 52,50
cG21 § 56,39
€G22 S c/T 48,20
cG23 i 46,99
cG24 T 46,39
cG28 48,18
cG3e 50,30
cG32 48,27
cG37 36,43
cG4e 62,45
G50 52,09
cGe1 99,82
cGe6 99,70
cGe7 99,89

3 p— raera L B 85 33 41
cG14 99,75
CG16 99,78
cG17 99,78
cG33 99,61
cG34 99,71
G35 . 99,86
CG38 é 99,76
CG41 o c/c 99,68
CG42 g 99,79
cG43 * 99,83
cG44 99,63
CG49 99,83
cG51 99,78
G52 99,81
G55 99,388
CG56 99,79
CG57 99,95
CG59 99,77
CG60 99,84




Frecuencias Poblacionales

N° . . Frecuencia F.A F.A A.F
SNV Muestra | Genotipo | Variante Alélica ID dbSNP Anpr Asn F.A Af Eur
CGO2 40,82
CGo8 48,58
CG1eo 49,28
CG13 50,86
CG15 75,97
CG18 49,83
CG19 o 55,57
cG21 é 67,74
€G22 g T/C 52,85
cG23 = 50,82
w
CG24 T 48,77
CG28 51,65
CG30 48,19
CG32 49,95
CG37 39,7
CG40 60,64
CG50 48,18
CG52 98,74
cGo1l 99,5 o
o~
CGo6 99,53 x
11 CGo7 99,4 5 49 85 33 41
CGO9 99,49 ¢
CG14 99,52
CG16 99,57
CG17 99,57
CG33 99,63
CG34 ° 99,33
CG35 é 99,5
CG38 ] c/C 99,51
cG41 % 99,45
cG42 - 99,34
CG43 99,11
CG44 99,26
CG49 99,35
CG51 99,56
CG55 99,47
CG56 99,34
CG57 99,5
CG59 99,41
CG60 99,48
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Frecuencias Poblacionales

N° SNV Muestra | Genotipo | Variante Fr:lcéuleinccaia ID dbSNP | F.A Amr F.A Asn F.A Af A.F Eur
CG02 het G>G/A 23,66
CGO6 het G>G/A 51,62
€G07 het G>G/A 49,33
€G08 het G>G/A 52,22
€G13 het G>G/A 48,52
CG14 het G>G/A 54,94
CG18 het G>G/A 47,80
cG21 het G>G/A 72,69
€G22 het G>G/A 51,40
G23 het G>G/A 51,29
CG24 het G>G/A 49,33
CG28 het G>G/A 50,16
CG30 het G>G/A 46,41
G37 het G>G/A 40,49
G40 het G>G/A 61,81
cGa4 het G>G/A 49,38
G50 het G>G/A 46,40
G51 het G>G/A 52,97
4 e " oo/ prym rs 12528243 37 32 14 26
G55 het G>G/A 42,83
CG56 het G>G/A 49,84
G57 het G>G/A 55,86
cGo1 hom G>A/A 99,19
CG09 hom G>A/A 99,51
CG10 hom G>A/A 99,23
CG16 hom G>A/A 99,64
CG17 hom G>A/A 99,64
cG33 hom G>A/A 99,64
CG35 hom G>A/A 99,45
G38 hom G>A/A 99,17
cGa1 hom G>A/A 99,72
G42 hom G>A/A 99,17
G43 hom G>A/A 98,77
€G49 hom G>A/A 99,27
CG59 hom G>A/A 99,15
CG60 hom G>A/A 99,60
Frecuencias Poblacionales
N° Muestra| Genotipo |Variante Fr‘ecEJe.nua m dbswe | A | Eoaasn | PR OAF
SNV Alélica Amr Af Eur
CG02 GIC 53,68 0 0 0 0
CG14 40,50
CGl15 8 76,39
CG19 6 60,39
CG32 O 48,77
32 CG34 8 GIA 52,91 1s7761734 13 53 5 14
CGa4 x 56,87
CG45 = 48,16
CG51 T 45,75
CG55 47 81
CG56 51,53
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ANEXO B. ACTA APROBACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTES
DIAGNOSTICADOS CON CG, DEL COMITE ETICA EN INVESTIGACION EN
SERES HUMANOS, FACULTAD MEDICNA, UNIVERSIDAD DE CHILE.

172

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA )
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 24 de mayo de 2011, el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos
de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzin G., Médico Neumdlogo, Presidente

Sra. Marianne Gaudlitz H., Enfermera, Mg. Humanidades, Vicepresidente
Dr. Hugo Amigo C., Ph. D., Especialista en Salud Publica

Dr. Leandro Biagini A., Médico Internista

Dra. Lucia Cifuentes O., Médico Genetista

Sra. Nina Horwitz C., Socidlogo, Mg. Bioética

Dra. Marfa Eugenia Pinto C., Médico Infectélogo

Sra. Claudia Marshall F., Representante de la comunidad

Ha revisado el Proyecto de Investigacién titulado: "ASSOCIATION OF CYTOKINE
POLYMORPHISMS AND OF GENETIC DETERMINANTS OF H. pylori VIRULENCE
FACTORS WITH GASTRIC CANCER RISK"” y cuyo investigador responsable es el Dr.
Patricio Gonzalez H., quien desempefia funciones en el Programa de Genética Humana,
ICBM, Facuitad de Medicina, Universidad de Chile.

El Comité revisd los siguientes documentos del estudio:
Proyecto de investigacion in extenso
Consentimiento informado
CV del investigador responsable y de los Co-investigadores
Carta compromiso del investigador para comunicar los resultados del estudio una vez
finalizado éste.

El proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a
la luz de los postulados de la Declaracion de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para
la Investigacién Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, y de las Guias de Buena Practica
Clinica de ICH 1996.

Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.cl
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA )
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

Sobre la base de esta informacién el Comité de Etica de la Investigacidn en Seres
Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de la
siguiente manera sobre los aspectos del proyecto que a continuacion se sefalan:

a) Caracter de la poblacion estudiada: Investigacién no terapéutica, poblacion no
cautiva.

b) Utilidad del Proyecto: si

c) Riesgos y Beneficios: Riesgos no hay.

d) Proteccion de los participantes: Esta bien asegurado en el consentimiento informado.

e) Notificacién oportuna de reacciones adversas: no aplica.

f) El investigador responsable se ha comprometido a entregar los resultados del
estudio a este Comité al finalizar el proyecto.

Por lo tanto, el comité estima que el estudio propuesto estd bien justificado y que no
significa para los sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores que
minimos.

Este comité también analiz6 y aprobd el correspondiente documento de Consentimiento
Informado en su versién original del 30 de mayo de 2011, que se adjunta firmado, fechado y
timbrado por el CEISH.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga la aprobacién ética para la
realizacién del estudio propuesto, dentro de las especificaciones del protocolo.

Santiago, 31 de mayo de 2011. A

Sra. Marianne Gaudlitz H: /
Vicepresidemta: . <
Comité de Etica en Investi gacion
en Seres Humanos
MGH/mva. ‘
c.c.: Archivo Proy. 023-2011

Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceiha@med.uchile.cl
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UNIVERSIDAD DE CHILE

CONSENTIMIENTO INFORMADO |
PACIENTES CON DIAGNOSTICO DE CANCER GASTRICO

“Estudio de factores genéticos, determinantes de virulencia de Helicobacter pylori
y su relacién con céncer gastrico”

INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Patricio Gonzélez Hormazabal

Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Fono: 9786845

e-mail: pgonzalez@med.uchile.cl

Antes de tomar la decisidén de participar en la investigacion, lea atentamente este formulario.

Mi médico tratante me ha informado que padezco cadncer gastrico. Me someteré a cirugia como parte del
tratamiento de mi enfermedad, y se me ha invitado a participar del estudio “Factores genéticos, determinantes
de virulencia de Helicobacter pylori, y su relacidén con cancer gastrico”.

El investigador principal del estudio me inform6 que estd realizando un estudio de la relaciéon entre factores
genéticos y /a infeccién con determinados tipos de bacteria Helicobacter pylori. Las conclusiones de este estudio
seran de utilidad para comprender mejor las causas del cédncer géstrico y la posibilidad de identificar aquellas
personas que tengan alto riesgo de desarrollar esta enfermedad con el fin de prevenir su aparicion.

Se me ha informado que mi participacién en calidad de paciente afectado de céncer gastrico consiste en
(a) responder una encuesta que recopila informacién de mis datos personales e historia familiar de céncer,
(b) donar 3 biopsias gastricas que se obtendrdn desde la pieza quirlirgica que se me extirpard durante la
cirugia, desde las cuales se obtendra material genético (DNA) de la bacteria Helicobacter pylori y se analizara el
efecto de los factores genéticos analizados, (c) donar 1 biopsia del tumor que se obtendrd desde la pieza
quirdrgica que se me extirpara durante la cirugia, desde la cual se analizard el efecto de los factores genéticos
analizados, y (d) donar una muestra de sangre tomada desde una vena de su antebrazo, desde la cual se
obtendré material genético (DNA) y suero.

Se me informé que mi participacion en este estudio no me representard gastos adicionales, ni a mi ni a mi
sistema de salud, a lo ya cancelado por las prestaciones que se me han realizado por orden de mi médico
tratante.

Se me ha informado que la toma de muestra de sangre que se me realizard podria producir molestas tales como
dolor, hemorragia, o reaccién alergica por el antiseptico utilizado. Sin embargo, la muestra serd tomada por una
Enfermera Universitaria con experiencia en este tipo de procedimientos, quien tomaré todas las precauciones
para minimizar las posibilidades que esto ocurra.

Se me ha informado que las biopsias gastricas se obtendrén desde la pieza quirlrgica que se me extirpara
durante la cirugia, por lo cual la toma de biopsias estd exenta de riesgos.

Se me ha informado que las muestras y toda mi informacion personal serdn identificadas con un cédigo
numérico para su uso actual o futuro. Los resultados individuales serdn anénimos, se mantendran en reserva y
s6lo serdn de uso y conocimiento del investigador.

Se me ha informado que mi participacion en este estudio no me otorga ningtn beneficio médico o compensacién
econdémica alguna. Sin embargo, se me comunicé que la donacion voluntaria de muestras e informacién
destinadas a realizar esta investigacién, podra ser beneficiosa para futuras generaciones.
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manifestar mi

Estoy en conocimiento que, en caso de decidir no participar en este estudio, tengo la;J 1
‘a‘r(!’:g_e-“ del Hospital

decisién y ésta no cambiard en nada las prestaciones normales que pudiera requéﬁgsg%_
Clinico de la Universidad de Chile.

Se me ha informado que el Investigador Principal, la Universidad de Chile y el Hospital Clinico 'de la Universidad
de Chile velaran por que se proteja la confidencialidad de mi identidad, registro médico y resultados de esta
investigacion.

Por Ultimo he leido este formulario y se me permitié realizar todas las preguntas que consideré pertinentes y de
mi interés, las que fueron contestadas a mi entera satisfaccién. Se me ha permitido consultar con mi médico de
familia o pedir la opinién de otro profesional en relacién a mi participacién en este estudio. Entiendo que se me
dard copia de este documento.

Consiento en participar de la investigacion “Estudio de factores genéticos y su relacién con céncer gastrico”.

Acepto que parte de las muestras se congelen y almacenen para estudios futuros que puedan surgir en relacién
al estudio de factores genéticos y su relacion con céncer gastrico. SI__ NO ___

¢Desea conocer los resultados de la investigacion?. SI__NO

Nombre del participante:

R.U.T.: Firma :

Nombre del investigador:

R.U.T.: Firma :

Nombre del delegado del
Director del Hospital (Ministro de Fé):

RLU.T.: Firma :

Santiago, de de 20__

Cualquier duda o consulta que tenga sobre este estudio, o experimenta cualquier problema, siéntase libre de
comunicarse con el Investigador.

Frente a cualquier duda respecto a aspectos legales y éticos de este estudio, siéntase libre de comunicarse con:
Dr. Juan Jorge Silva. Presidente del Comité de Etica. Hospital Clinico de la Universidad de Chile.
) Av. Santos Dumont 999, Santiago. Fono 9789008.
Dr. Manuel Oyarztn. Presidente del Comité de Etica de la Investigacién en Seres Humanos.
Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Av. Independencia 1027, Santiago. Fono 9786923.

Con copia a: - Participante — Investigador
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ANEXO C. RESUMEN CONGRESO GENERADO POR LA TESIS.

Genetic variation in the promoter RAET1E promoter identified in patients with gastric
adenocarcinoma may alter binding sites of transcription factors.

Marcela Morales Gedda', Valentina Garate Calderdn®, Jessica Toro Carrasco?, Carolina Hager
Ribeiro®, Patricio Gonzalez Hormazabal®, Ricardo Armisen Yafiez?, Maria Carmen Molina Sampayo®.

'Laboratorio de Inmunovigilancia y Evasién Inmune, Programa Disciplinario de
Inmunologia, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad De Chile.’Laboratorio de
Patologia Molecular y Gendmica del Céancer, Centro de Investigacion y Tratamiento
del Cancer, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad De Chile.’Programa de
Genética Humana, ICBM, Facultad de Medicina, Universidad De Chile.
*marcemoralesg@gmail.com

In Chile, stomach cancer is the leading cause of death due to malignant
tumors, with around 3,000 people dying each year as a consequence of this disease. The
immune system can recognize and eliminate transformed cells in a process named
immunosurveillance. Natural Killer (NK) cells are very important in this process. They present
the activating receptor NKG2D, which detects self-molecules induced in conditions of target
cell stress, such as malignant transformation. In humans, there are 8 ligands to NKG2D: MIC
and RAET1 molecules. Several polymorphisms have been described for these ligands, some
of which have been associated with an increased risk to develop cancer and could have
implications with potential mechanisms of immune evasion. Genetic variations in their
promoter regions could alter expression of these ligands in a cancer context. To identify
single nucleotide variations (SNV) in promoter region of NKG2D ligands that may generate
changes in transcription factor binding sites in gastric cancer, we analyzed the promoter
region of RAET1E in 50 tumor samples of gastric adenocarcinoma through next-generation
sequencing (NGS). Further, we evaluated the effect of this variation by in silico analysis. We
identified 42 SNVs, some of which have not been previously reported. Several variations
identified in this study may cause either the loss or the generation of transcription factor
binding sites, such as p53 and NFkB, both involved in the cellular response to stress stimuli.
Thus, our investigation provide evidence for the relevance of polymorphism in the regulatory
regions of RAET1E gene in gastric cancer

Key words: gastric cancer, RAET1E, SNV, NGS and polymorphism.
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