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Resumen

El cancer de vesicula biliar (CVB) es un cancer agresivo y de mal prognostico, que requiere la
implementacion de nuevas estrategias terapéuticas. En Chile, su incidencia y mortalidad son
de las mas altas registradas globalmente.

Este estudio busca identificar la presencia de mutaciones somaticas en CVB descritas como
predictoras de respuesta a terapias en otros tipos tumorales, y evaluar potenciales diferencias
regionales, contrastando las mutaciones detectadas para pacientes de Chile con cohortes de
poblaciones de Japon, China, Singapur, y EEUU. Asi, a través de la secuenciacion NGS de un
panel de 25 genes biomarcadores de respuesta a terapia en 34 pacientes de CVB, se
identificaron 26 pacientes (76%) con al menos una mutacidn somatica exonica. Los genes
mutados de mayor frecuencia incluyen a TP53 (47%), KRAS (15%), y ARIDIA (12%). Si bien
no se detectaron diferencias significativas al momento de comparar frecuencia mutacional
entre cohortes de Japon, China, Singapur, y EEUU, se registraron distintas mutaciones
puntuales entre grupos contrastados. Los resultados obtenidos podrian reflejar una fraccion del
perfil de mutaciones de tumores de CVB en pacientes de Chile, generando informacion
relevante para la caracterizacion molecular de este tipo de cancer, y futuras opciones de

terapias a nivel nacional.



Abstract

Gallbladder Cancer (GBC) is a rare, aggressive malignancy of the biliary tract associated with
a poor prognosis, underlining the necessity of new therapeutic strategies. In Chile, the
incidence and mortality of GBC are among the highest worldwide.

This study aims to identify the presence of somatic actionable alterations that could potentially
guide future treatment options, and to evaluate the effect of a regional context upon particular
somatic mutations present in GBC tumors, contrasting the mutations detected for patients from
Chile against cohorts of populations from Japan, China, Singapore, and the USA.

NGS target capture-based deep sequencing was performed for a panel of 25 actionable genes.
Overall, the most frequently mutated genes include 7P53 (47%), KRAS (15%), and ARIDIA
(12%), with 26 out of 34 patients (76%) having at least one somatic mutation in exonic
regions. Although mutation frequency did not appear to significantly differ among the
cohorts, discrepancies were observed in the mutations identified. Altogether, our results
represent a first approach aiming to identify the mutational profile of GBC in Chilean patients,
providing relevant information that may contribute to the molecular characterization of GBC

and to guide the implementation of future therapy options in Chile.



1. Introduccion
1.1 Cancer de vesicula biliar: Caracteristicas y Epidemiologia

El cancer de vesicula biliar (CVB) es un tipo de cancer del tracto hepatobiliar, representando
la sexta forma mas comln entre canceres del tracto gastrointestinal, y la forma mas comun
entre canceres del tracto biliar '. Los canceres del tracto biliar incluyen canceres de las vias
biliares intrahepaticas, canceres de las vias biliares extrahepaticas y los canceres de vesicula
biliar 2. Debido a una sintomatologia vaga y frecuentemente indetectable, este tipo de cancer
se caracteriza por una progresion rapida y silenciosa, lo cual lo define a su vez como un cancer
muy agresivo y de mal prondstico -3 .

A nivel mundial, el céncer de vesicula biliar tiene una baja incidencia representando
aproximadamente s6lo el 2% de todos los canceres globalmente, registrandose alrededor de
219 mil casos nuevos para el afio 2020, y proyectandose alrededor de 343 mil casos para el
afo 2035 (International Agency for Research on Cancer, 2018). Pese a esta baja incidencia, el
cancer de vesicula biliar se destaca por presentar una incidencia global muy heterogénea, con
patrones de distribucion geograficos altamente definidos . Se presume que esta distribucion se
debe a una combinacion de factores genéticos, asi como de factores ambientales locales > 7.
Asi, en Estados Unidos se presentan bajos valores de incidencia de este cancer, con menos de
5 mil casos por afio, con tasas de incidencia de 0,9 y 0,5 por cada 100 mil mujeres y hombres,
respectivamente *. En contraste, en Bangladesh se registra una tasa de incidencia de 5,1
individuos en 100 mil habitantes, y en Japon una tasa de 4,5 individuos en 100 mil habitantes.
Para el continente Africano, hay escasa o nula informacién sobre la incidencia de CVB, sin
embargo, se ha reportado una frecuencia alta de este cancer en Argelia, con una incidencia
estimada de 6 a 8 en 100 mil mujeres, representando el segundo céncer digestivo mas

frecuente en esa poblacion. Otras poblaciones de alta incidencia corresponden a poblaciones



de Tailandia (7,4/100.000), Republica de Corea (6,8/100.000), Nepal (6,7/100.000), y
principalmente paises de América del Sur, tales como Pert (4,8/100.000), Bolivia
(14,0/100.000), y Chile (9,4/100.000), en donde se encuentran las mayores incidencias

registradas a nivel global *'°

. En particular, las tasas mas altas de CVB se encuentran
generalmente en las poblaciones indigenas amerindias de tales paises. En Chile, las tasas son
superiores a 25 casos por cada 100 mil mujeres y 9 casos por cada 100 mil hombres,
presentando la segunda tasa de mortalidad de cancer de vesicula biliar mas alta en el mundo °,
constituyendo una de las principales causas de muerte por cancer en mujeres a nivel nacional,
junto con céanceres de mama, pulmon, estomago, y colon *''. La tasa de incidencia mas alta
registrada a nivel global corresponde a mujeres Mapuche-Huilliche en la ciudad de Valdivia,
con una tasa de 27,3 mujeres por cada 100 mil habitantes " '*.

A nivel global, el cancer de vesicula biliar es el unico céncer del sistema digestivo que se
presenta de forma mas comuan en mujeres que en hombres '*. Segun la literatura, la incidencia

131°. Esta frecuencia

en mujeres y hombres oscila en proporciones de 2:1 y de 6:
probablemente esté relacionada con la alta prevalencia de litiasis vesicular en mujeres . Esto
ha sido relacionado con la hormona estrogeno, la que aumenta la saturacion de colesterol en la
bilis, lo que a su vez aumenta el riesgo de formacion calculos biliares '*. Pese a que se registra
esta notoria preponderancia en mujeres, hay excepciones reportadas para poblaciones de la
Republica de Corea, Islandia y Costa Rica, donde la mayor incidencia y mortalidad ocurre en
el sexo hombre ®. La incidencia de CVB aumenta con la edad en ambos sexos, con una edad
promedio global de 72 afios para hombres y 74 afios para mujeres, siendo un cancer muy raro
en pacientes menores de 50 afios.

A nivel global, las tasas estandarizadas de mortalidad de CVB para ambos sexos (por cada 100

mil habitantes) son mas altas para América del Sur (e.g. Bolivia 10,6/100.000), Europa Central



(e.g. Eslovaquia 3,2/100.000), y Asia Oriental (e.g. Corea 4,1/100.000) * *. En Chile, la tasa
de mortalidad fue de 6,3/100.000 el afio 2014 a nivel nacional, y de 10,4/100.000 en la region
de la Araucania °.

Se han estudiado numerosos factores de riesgo en CVB, los que incluyen una serie de factores
demograficos, enfermedades de la vesicula biliar preexistentes, y exposiciones ambientales °.
Otros factores de riesgo relevantes asociados comunmente a CVB incluyen principalmente el
sexo y edad, antecedentes de infecciones bacterianas por Salmonella spp. (e.g. Salmonella.
typhi y Salmonella paratyphi) o Helicobacter spp. (e.g. Helicobacter pylori y Helicobacter
bilis), exposicion a metales pesados, quimicos o aflatoxinas, consumo de tabaco, presencia de
polipos, antecedentes de Colecistitis, Colangitis, y una unién ductal pancreatobiliar anomala
(APBDJ). Por lo demas, altas tasas de obesidad e inactividad fisica en los paises desarrollados
se correlacionan con el crecimiento en la incidencia de CVB. Es necesario mencionar que los
reportes de este conjunto de factores de riesgo descritos para CVB son muy variables
regionalmente " * '>'7. En referencia a este tltimo punto, es importante hacer énfasis en el
hecho que los factores de riesgo en CVB discrepan notoriamente segun el pais de origen,
presentandose por ejemplo un mayor riesgo asociado a una unién anormal pancreatica-biliar
en pacientes en Japon y en otros paises Asiaticos, en contraste con pacientes en poblaciones de
América del Sur o de Europa Central y Occidental '®, mientras que en Chile, hay un mayor
riesgo asociado a colelitiasis en relacion a pacientes de poblaciones de menor incidencia '’ y se
estima que por cada 1% de ancestria Mapuche, aumenta en un 3,7% el riesgo de muerte por
CVB P,

La historia familiar de CVB es también un factor de riesgo considerable, lo que apoya la
hipétesis del rol de la genética y el medio ambiente en la susceptibilidad a la enfermedad "> '°.

En este contexto, se ha propuesto que fisiopatogénesis diferird segiin region, lo que estaria



relacionado a su vez con las diferencias referentes a presentacion clinica-patologica y factores

de riesgo asociados a CVB a nivel global * %

. Una publicacién reciente aborda estas
diferencias contrastando muestras de CVB de pacientes de distintas poblaciones (Japon,
EEUU, y Chile). Los resultados sugieren que las diferencias en las variables
clinico-patologicas en pacientes de Japoén podria denotar una patogénesis distintiva para
pacientes de esa poblacion en particular, lo que a su vez se sustentaria por diferencias
detectadas en el patron mutacional de tumores en pacientes de tal poblacion .

1.2 Modelo de carcinogénesis en CVB

Pese a que la etiologia exacta de CVB es atin desconocida, se ha propuesto que la inflamacioén
cronica de la vesicula biliar es uno de los procesos que conduce a la displasia y malignidad de
la enfermedad #. De hecho, el CVB ha sido descrito en la literatura como un ejemplo "clasico"
de la patogénesis del cancer impulsada por inflamacion cronica °. La iniciacion y progresion
del CVB se presume que ocurre bajo cambios histologicos, acompafiados de diversas

anomalias moleculares progresivas " **

. Al igual que lo reportado en otros tipos de tumores
solidos, el desarrollo de la enfermedad dependeria entonces de la adquisicion de alteraciones
moleculares, las que conferira ventajas proliferativas o invasivas sustanciales a las células, lo
que les permitiria crecer a tasas significativas, invadir tejidos, y metastatizar **. Sin embargo,
el orden exacto de la manifestacion de estas diversas modificaciones genéticas sigue sin estar
claro. La determinacion de esta cronologia podria ser util para evaluar los riesgos y permitir la

2 Asi, para CVB, en etapas iniciales se han

deteccion de CVB en una etapa temprana
reportado mutaciones en el gen 7P53, y mutaciones en el DNA mitocondrial; mientras que la
aparicion de neoplasia intraepitelial se ha asociado frecuentemente con una pérdida de

heterocigosidad en los loci 3p, 8p y sobreexpresion de HER2 * **. Adicionalmente, se ha

descrito que en este proceso desde hiperplasia hacia adenocarcinoma invasivo hay una pérdida
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del brazo pequefio del cromosoma 16, ganancia de CDK4/ciclina DI, y sobreexpresion de
COX2 %, En este proceso, la pérdida de heterocigosidad (LOH) se encuentra en al menos 21
regiones cromosomicas durante el desarrollo del cancer y la displasia en CVB *,

3.3 Mutaciones somaticas en CVB

En los ultimos afos, el uso de la secuenciacion de ultima generacion (NGS) en el &mbito de la
investigacion y la clinica, ha permitido avanzar enormemente en el conocimiento de las
mutaciones presentes en cancer. No obstante, para el CVB, los estudios disponibles acerca de
la frecuencia de mutaciones aun son muy limitados, particularmente aquellos estudios
enfocados en pacientes de Sudamérica 2" *. Seglin lo sefialado en la base de datos COSMIC
(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, 2019), las principales mutaciones reportadas para
CVB corresponden a mutaciones en genes 7P53, KRAS, y CDKN2A. No obstante, como se
menciond previamente, considerando las diferencias poblacionales (genéticas y ambientales)
que pueden afectar la biologia tumoral en CVB, se presume que las mutaciones somaticas
presentes puedan variar en las distintas poblaciones en estudio *. Entre estos genes, las
alteraciones en el gen KRAS han sido ampliamente reportadas en pacientes de poblaciones
tales como Japon, China, Taiwan, Corea, India, Grecia, Brasil, y Estados Unidos, pero con un
amplio rango de frecuencia . A través de la recopilacion de aquellos estudios, se perciben
tendencias de menor incidencia de mutaciones en KRAS en pacientes de poblaciones de paises
occidentales, frente a pacientes orientales (0 — 80%) * %. Estos estudios sugieren ademas que
las mutaciones en este gen jugarian un papel principalmente durante la fase de transformacion
maligna de la displasia en cancer invasivo en CVB *» 2, Un efector clave de la actividad
oncologica de KRAS es el gen BRAF. En referencia a este gen, se han encontrado mutaciones
en BRAF en el valores de hasta 33% en tumores de CVB. Ademas, se ha reportado que estas

mutaciones son mutuamente excluyentes, lo que también se ha observado en otros tipos de
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cancer '°. Se ha reportado que la frecuencia de mutaciones en el gen KRAS en CVB es mayor
en sujetos con una anormalidad de la unién bilio-pancredtica, reportandose mutaciones en
KRAS en al menos 50% de los canceres asociados con APBDJ, y presentes solo en el 6% de

5. Por el contrario, mutaciones en KRAS se encuentran

los casos sin aquella anomalia
usualmente ausentes, o en baja frecuencia, en pacientes con antecedentes de Colelitiasis y
Colecistitis cronica, en donde prevalecen mutaciones tempranas del gen TP53 %7, La
inactivacion por delecion o mutacion del gen que codifica la proteina p53 es también comun
en muchos tipos de cancer %, De igual forma, las mutaciones en el gen supresor tumoral 7P53,
se han reportado con un rango fluctuante para pacientes con CVB de poblaciones de Estados
Unidos, China, India, Corea, Grecia, Brasil, Taiwan, Eslovenia, Japon, Alemania, Italia, y

Chile, entre otros " 2% %

. La alta incidencia de sobreexpresion de p5S3 en carcinomas, y su
presencia también en displasias, sugieren que esta anomalia es un evento temprano e
importante en la patogenia de CVB *°. Las alteraciones en TP53 incluyen mutaciones
puntuales, pérdida de heterocigosidad (LOH), y sobreexpresion en estos genes; y han sido
reveladas a través de metodologias clasicas de deteccion (i.e. PCR-RFLP, IHC), asi como de
alto rendimiento (i.e. secuenciacion NGS) >, Estas diferencias técnicas podrian explicar las
diferencias encontradas en los distintos estudios. No obstante, ademas de las variaciones en
frecuencia mutacional para 7P53, un estudio de contraste entre pacientes de poblacion de
Chile y pacientes de Japon, explord las diferentes alteraciones en gen 7P53 presentes en

carcinomas de vesicula biliar, reportando que la frecuencia de las mutaciones encontradas era

similar en ambos paises, pero que el tipo de mutaciones no era el mismo ».
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1.4 Mutaciones predictivas de respuesta a terapias en CVB

El principal tratamiento para el CVB sigue siendo la cirugia para extirpar el tumor con
intencion curativa. Sin embargo, no todos aquellos pacientes diagnosticados podran ser
considerados como candidatos quirargicos *°. Dado que alrededor del 70% de los pacientes
tienen mas de 70 afios al momento del diagndstico, la colecistectomia para la litiasis vesicular
asintomadtica no es recomendada e incluso parece reducir la esperanza de vida segln ciertos
estudios ’. En particular, para aquellos casos en que la enfermedad sea metastasica al momento
del diagnostico, generalmente la cirugia no sera una opcidn viable para el paciente y sera
considerada la quimioterapia como la primera opcion de tratamiento * *'. En base al estadio
tumoral, seran tres potenciales casos clinicos *% *%: para el primero de ellos, en donde el tumor
sera resecable, la cirugia para su extraccidn permitira tener una sobrevida de 65% en los
proximos 5 afos. El segundo caso corresponde a un tumor no resecable, encontrandose con
una infiltraciéon a tejido conectivo o muscular, el cual debera ser tratado con radiacion y
quimioterapia, permitiendo una sobrevida de 26% en 5 afios. Por ultimo, la tercera situacion
clinica serd cuando el tumor ya se encuentre metastizado, donde las opciones remanentes
corresponden a radioterapia y cuidados paliativos, teniendo una sobrevida de s6lo 5% para los
proximos 5 afios *°. En base a esto, evidentemente nace la necesidad de adquirir e implementar

22,33

nuevas estrategias de tratamiento para el cancer de vesicula biliar , particularmente para

aquellos pacientes en etapas mas avanzadas. En la actualidad, una respuesta frente a esta

problematica, ha sido la implementacion y el desarrollo de terapias dirigidas > **

como una
herramienta de la medicina de precision. En este contexto, actualmente se estdn desarrollando
investigaciones que buscan identificar enfoques terapéuticos especificos para cdnceres menos

estudiados y de alta mortalidad *. Para la Administracién de Drogas y Alimentos de los

Estados Unidos (FDA), el término medicina personalizada se trata de obtener los mejores
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resultados médicos al elegir los tratamientos que correspondan al perfil genomico del
paciente o a ciertas caracteristicas de sus proteinas, que circulan o estan ubicadas en la
superficie celular *°. Actualmente, la prescripcion de terapias dirigidas efectivamente esta
guiada por las caracteristicas moleculares del tumor de cada paciente, en donde genes
marcadores pueden estar asociados con la respuesta a estos tratamientos, lo que hace necesario
evaluar a los pacientes para identificar a aquellos que son portadores (o no portadores) de una
determinada alteracion molecular ** . Asi, los pacientes pueden ser candidatos al uso de una
determinada terapia de acuerdo a la presencia o ausencia de mutaciones en genes especificos
137" utilizandose para la evaluacion del paciente en multiples entornos clinicos, incluido el
monitorear el estado de la enfermedad, ya sea para detectar la recurrencia o determinar la
respuesta o la progresion a una determinada terapia **,

La implementacion de estas terapias ha mejorado el prondstico y la calidad de vida de
pacientes con canceres de diversos tipos tumorales *. Sin embargo, en la actualidad no existen
terapias dirigidas aprobadas para el tratamiento de CVB, lo que obedece en parte a la escasa
informacion que existe en relacion a las alteraciones moleculares y mutaciones que presentan
estos tumores > ?’. Esto redunda en una escasez de estudios clinicos que permitan evaluar la
efectividad de estos tratamientos en pacientes con CVB, y por ende, limitando su
implementacion en la clinica. Por ejemplo, para quimioterapia sistematica, s6lo un régimen de
gemcitabina y agentes de platino (cisplatino/gemcitabina) ha sido aprobado para pacientes con
canceres del tracto biliar avanzado *°; y en la actualidad, sélo hay nueve (9) ensayos clinicos
en curso que incluyen pacientes con CVB a nivel global (Ver Anexo , Tabla 8.1).

Por lo tanto, uno de los desafios importantes, es la capacidad de incrementar las limitadas
opciones de tratamiento farmacoldgico para este tipo de cancer y enfoques terapéuticos

especificos para CVB 2223740,
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Recientemente, ensayos con terapias dirigidas hacia genes EGFR, IDH1/2, y ERBB2 han

7. Parte de estos genes

demostrado potenciales beneficios en canceres del tracto biliar
utilizados como biomarcadores de respuesta a terapia, se encuentran contenidos en el panel
denominado “TumorSec” (FONDEF IT16110051). Este panel fue disefiado para capturar
regiones que corresponden a secuencias codificantes completas o hotspots de 25 genes, 24 de
los cuales son biomarcadores predictivos de respuesta a terapias dirigidas (e.g EGFR y KRAS);
y 1 es biomarcador con valor prondstico y predictivo de respuesta a quimioterapia (7P53) en
tumores so6lidos.En la presente tesis se utilizé este panel para identificar mutaciones somaticas,
a través de la secuenciacion dirigida de alta profundidad, en muestras de cancer de vesicula

biliar de pacientes de Chile y se contrastaron los resultados con aquellos previamente

reportados para pacientes de otras poblaciones.
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2. Hipotesis
Pacientes de Chile con cancer de vesicula biliar presentan mutaciones somaticas en genes
descritos como biomarcadores de respuesta a terapias, con un patron mutacional distintivo

frente a otras poblaciones con menor incidencia de la enfermedad.

2.1 Objetivo General
Identificar, en pacientes chilenas y chilenos con céncer de vesicula biliar, mutaciones
somaticas en genes descritos como biomarcadores de respuesta a terapias en otros tipos

tumorales; y contrastarlas con las mutaciones descritas en pacientes de otras poblaciones.

2.2 Objetivos Especificos
Objetivo 1. Identificar, mediante secuenciacion dirigida de alta profundidad, mutaciones
somaticas en un panel de 25 genes, en muestras de cancer de vesicula biliar de pacientes de

Chile.

Objetivo 2. Determinar la potencial relevancia clinica de las mutaciones detectadas en cancer

de vesicula biliar, de acuerdo a su valor predictivo y nivel de patogenicidad.

Objetivo 3. Comparar la frecuencia de las mutaciones encontradas en cancer de vesicula biliar

de pacientes de Chile, con las frecuencias reportadas para otras poblaciones en los 25 genes

analizados.
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3 Metodologia
3.1 Muestras de estudio

Las muestras utilizadas en el presente estudio corresponde a muestras de tejido de tumor fijado
en formalina e incluido en parafina (FFPE) de pacientes de Chile diagnosticada(o)s con cancer
de vesicula biliar, obtenidas desde multiples centros de distinto origen, entre los que se
incluyen Hospital Padre Hurtado, Hospital San Juan de Dios, Hospital de Puerto Montt,
Hospital Regional de Talca, Hospital de Coquimbo, Hospital de Concepcion, Hospital del
Salvador, e Instituto Nacional del Céancer (INC), entre otros. Para los pacientes reclutados se
cuenta con las actas de aprobacion de comité de bioética, Consentimiento Informado, y
Protocolo de Aprobacion de Proyectos Clinicos (Ver Anexo, Punto 9)

3.2 Extraccion de acidos nucleicos

La extraccion de acidos nucleicos desde muestras de tejido FFPE de cancer de vesicula biliar,
y cada respectivo control de calidad, se realizd siguiendo los protocolos previamente
estandarizados en el Laboratorio Gendémica del Céancer.

Inicialmente, se realizd la extraccidon y cuantificacion de DNA gendmico desde muestras de
tumores de cancer de vesicula biliar FFPE. Para esto, se utilizé el kit comercial de extraccion
‘RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit’ (Invitrogen, USA), siguiendo las indicaciones
del proveedor, y la estandarizacion realizada en el Laboratorio de Gendémica del Céancer. Al
momento de la ejecucion del protocolo se anotaron los registros correspondientes y
observaciones; como cantidad de tejido inicial, el nimero de lavados durante el protocolo, y
los volumenes utilizados para la dilucion final. El protocolo consiste basicamente en una serie
de pasos para la limpieza y eliminacion de parafina de la muestra, en conjunto con la digestion
del tejido tumoral. Una modificacion que se realizo fue la extension de las 4 horas de digestion

descritas en el protocolo hasta un periodo de digestion overnight (con alrededor de 15 horas).
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Una vez realizada la extraccion, los tubos de acidos nucleicos extraidos se almacenaron a - 20
grados Celsius y se realizé posteriormente la medicion de absorbancia, utilizando el lector de
microplaca multifuncional Cytation 3 (Biotek, USA). Se utiliz6é como blanco para la medicion
la solucion de elusion del kit o buffer de elusion.

De forma adicional, y segun disponibilidad del kit anterior, se utilizé el kit ‘GeneJET FFPE
DNA Purification Kit> (Thermo Scientific, USA), el cual esta disenado especificamente para
obtencion de alta calidad de DNA desde muestras de tejido FFPE. A diferencia de la
extraccion por kit ‘RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation’ (Invitrogen, USA) sefialada
anteriormente, no se incluy6 un paso overnight para la eliminacion de parafina de la muestra.
3.3 Cuantificacion y analisis de la integridad del DNA

Una vez extraido el DNA gendmico de las muestras de tumores FFPE, se realiz6 su medicion
de absorbancia 260/280 utilizando el lector de microplaca multifuncional Cytation 3 (Biotek,
USA). Adicionalmente, se visualiz6 integridad de muestras de DNA a través de electroforesis
en gel de agarosa 1,7%. Otros métodos de cuantificacion utilizados corresponden a
cuantificacion por fluorescencia, a través de kit PicoGreen ‘Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA
Assay Kit’ (Invitrogen, USA) y el kit ‘Qubit dsDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit’ (Thermo
Fisher Scientific, USA) para la determinacion cuantitativa de DNA, segun disponibilidad, y de
forma complementaria entre si. Por otra parte, la integridad y el tamafio del DNA gendémico
se evaluaron en el equipo Fragment Analyzer (Advanced Analytical, USA), previo a la
confeccion de librerias. El Sistema Automatizado Fragment Analyzer se utilizé para evaluar el
grado de fragmentacion de muestras de DNA extraidas del tejido FFPE con el objetivo de

posteriormente realizar la preparacion de librerias para secuenciacion.
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3.4 Preparacion de Librerias y Secuenciacion

Previo a la secuenciacion de muestras, para la captura de zonas especificas del DNA se
requiere la previa construccion de librerias de fragmentos, lo que consiste en un procesamiento
del DNA para tener segmentos enriquecidos e identificables de entre 150 y 300 pb de longitud.
Para la confeccion de librerias se utilizd el kit KAPA HyperPlus Kit (Roche Molecular
Biochemicals, USA) segun instrucciones del proveedor, con modificaciones en el protocolo
para el uso de muestras FFPE estandarizadas en el Laboratorio de Gendmica del Céancer.
Primeramente, para garantizar un buen rendimiento en este kit, se debid contar con una
concentracion minima de DNA de 200 ng en 35 puL para cada una de las muestras candidatas
para ser secuenciadas, por lo que fue necesario realizar previamente una dilucion (esto es,
DNA genomico en buffer de elusion) de cada una de las muestras, siendo este el primer
criterio limitante de seleccidon de muestras para ser posteriormente secuenciadas. Los
principales pasos para la preparacion de librerias, luego de tener la concentracion deseada de
200 ng de DNA genémico, son los siguientes: (a) se inicia con un proceso de fragmentacion
del DNA, la que se realiza a través de una digestion enzimatica por un mix de enzimas (/0 ul,
KAPA Frag Enzyme) durante 5 a 10 minutos (dependiendo del grado de fragmentacion de la
muestra, identificado previamente), con una temperatura de 37°C ininterrumpidas en
termociclador. Luego, se contintia con un paso de (b) reparacion de los extremos digeridos, y
adicion de cola de adeninas (i.e. proceso de A- tailling) (10 ul, End Repair & A-Tailling
Master Mix) durante 30 minutos a una temperatura de 65°C. Posteriormente, se continiia con
un paso critico de (c¢) ligamiento de los adaptadores, los que contienen adicionalmente los
indices o Indexs (5 pl, Single Indexed Adapter), lo que permitird diferenciar cada una de las
muestras con un selecto Index identificador, el cual es independiente y Unico para cada libreria

que corresponda a la misma muestra de origen tumoral. Es importante mencionar que en este
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paso se modifica notoriamente el protocolo original para el uso de DNA gendémico desde
muestras de tumor FFPE, estableciéndose previamente en el laboratorio una estandarizacion
del periodo de ligacion, extendiéndose este paso a un total de 24 horas (incubacion overnight
a 20°C). Una vez cumplido el tiempo de ligacion, se contintia al dia siguiente con una
seleccion del tamano de los fragmentos, la que se realiza a través del uso de beads magnéticos
AMPure XP (Roche Molecular Biochemicals, USA), en una relacion de 0,8 entre volumen de
libreria y beads, lo que permite la selecciéon de tamafio y los consecutivos pasos de lavado
(pasos de clean-up) con etanol 80%, y finalmente elucion en buffer. Otra modificacion
realizada debido a las caracteristicas de DNA gendmico proveniente de muestras FFPE con
mayor grado de degradacion, fue limitarse a so6lo una seleccion de tamafo (single-size
selection), y no una seleccion doble (double-size selection). Posteriormente, se realizé una (e)
amplificacion de la muestra por PCR, para luego un nuevo proceso de lavado (clean-up),
eluyendo la muestra en 53 pl de buffer de elusion, para obtener un volumen total de 50 pl.
Finalmente, el Gltimo paso corresponde al (f) enriquecimiento por hibridacién de sondas de la
libreria. La hibridacion se realizé utilizando el kit SeqCap EZ probe pool y el kit HyperCap
Target Enrichment Kit (Roche Molecular Biochemicals, USA). Se utilizaron 300 ng de libreria
por pool de librerias. Posteriormente, luego de una hibridacion de 24 horas a 47°C, se realizo
una captura de hibridos de DNA con beads (SeqCap capture beads), con cada respectivo
proceso de lavado. Se concluye el proceso con un PCR Post-Captura (25 uL, KAPA HiFi
Hotstart Ready Mix) y un lavado final con beads (AMPure XP).

La calidad de las librerias generadas se evalu6 en el equipo Fragment Analyzer (Advanced
Analytical, USA) en las etapas correspondientes, segiin concentracion e integridad de la
muestra, asi como de tamanos de fragmentos (pb) esperados para cada paso. Una vez

finalizada la confeccion de librerias, se realizaron agrupaciones de librerias (i.e. “Multiplex”
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de las librerias en proceso de pre-captura, conformadas como un conjunto integro de librerias
combinadas, identificadas cada una de ellas por su indice individual), las cuales fueron
utilizadas para el célculo final del pool de secuenciacion (i.e Multiplex individual o grupo de
Multiplexs que seran secuenciados) y su posterior denaturacion.

Como se menciond previamente en Introduccion (Ver Punto 1.5), se utilizé para el desarrollo
de la metodologia de esta tesis el panel de genes TumorSec, el que fue disefiado para uso en
pacientes de Chile, contemplando genes de importancia oncoldgica tales como BRAF, KRAS,
NRAS, KIT, EGFR, PDGFRA, y ERBB2. Ademas se incluyen genes AKTI, PIK3CA, PTEN,
ARIDIA, y TP53, entre otros (Ver Anexo, Tabla 8.2). La secuenciacion fue realizada en el
equipo lllumina MiSeq (Illumina, USA), utilizando el kit de secuenciacion MiSeq Reagent Kit
V2, 300 cycle (Illumina, USA). Se descargd posteriormente la informaciéon obtenida
directamente del secuenciador MiSeq (o a través de plataforma online de BaseSpace),
obteniéndose archivos de extension * fastq.

3.5 Analisis bioinformatico

El flujo de trabajo bioinformatico para el llamado de variantes fue previamente establecido
para su uso en el Laboratorio de Gendmica del Cancer. El flujo de trabajo TumorSec
contempla la deteccion de variantes sin utilizar una muestra de tejido sano o germinal (e.g.
muestra de sangre), basandose principalmente en la descripcion de flujo bioinformatico de
trabajo para el llamado de variantes GATK Best Practices. Se trabaja inicialmente desde
archivos *fastq, en un ambiente UNLX, donde se contempla 3 etapas principales: inicialmente
se realiza un (1) control de calidad de las secuencias (fastQC), y un proceso de (2)
alineamiento i.e. determinacion de la posicion de las lecturas en un genoma de referencia
(SAMtools, BWA-MEM). Se incluyen ademds pasos intermedios de control de calidad,

procesos de trimming (i.e. limpieza a través de remocion de secuencias), eliminacion de
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duplicados (Picards tools), realineamiento de indels, re-calibracion de puntaje de calidad de
bases (BOSR), y la evaluacion de métricas de alineamiento (Mosdepth), antes de finalmente
realizar un ultimo paso de (3) llamado de variantes i.e deteccion de variantes en los
fragmentos secuenciados. Para este ultimo paso, se utiliza SomaticSeq, un conjunto de
herramientas el cual utiliza el consenso de diferentes llamadores de variantes (Mutect2,
VarScan?2, VarDict, y LoFreq) para asegurar la correcta filtracion de falsos positivos. Luego de
obtener el archivo que contiene el listado de variantes (archivo de extension *.vcf), se realiza
una anotacion por ANNOVAR, obteniéndose un archivo de texto (*.vcf.multianno.txt) con la
anotacion de las variantes encontradas.

3.6 Analisis y filtrado de variantes

Se utilizdo como principal criterio de calidad de secuenciacion de la variantes una profundidad
promedio por sobre 200X en mas del 70% de las regiones blanco, y un nimero de lecturas >12
para el alelo alternativo. Cada archivo de variantes (*.vcf'), correspondiente a cada muestra, se
carg6 en la plataforma web Cancer Genome Interpreter (CGI) (acceso a través de direccion
http://www.cancergenomeinterpreter.org), analizdindose segun la opcion de canceres sélidos.
Esta plataforma facilita la identificacién de alteraciones tumorales drivers, y la deteccion de
aquellas que pueden ser de utilidad terapéutica, basandose en conocimiento existente en
distintas fuentes que registran las alteraciones con distintos niveles de evidencia.

Una vez obtenido aquel archivo, se realizd el primera filtrado de variantes: inicialmente, se
filtré por frecuencia alélica, eliminando en base a frecuencia alélica (AF) igual a cero (AF = 0)
e igual a uno (AF =I), para eliminar asi potenciales mutaciones germinales. Se filtraron demas
aquellas variantes con una frecuencia menor a 0,05. Es importante también mencionar
aquellos filtros referentes a la calidad de secuencia, tales como profundidad de secuenciacion

(DP > 12); asi como también aquellos filtros realizados en el andlisis bioinformdatico que se
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reflejan en el archivo de variantes, eliminado variantes de baja calidad “LowQual” en la
columna de filtrado. Posteriormente, se filtr6 adicionalmente aquellas variantes reportadas
como polimorfismos en base a valor en reservorio de datos exonicos germinales “ExAC”
(Exome Aggregation Consortium), o identificadas como polimorfismos para CGI.

Para el segundo proceso de filtrado, se filtrd por tipo de mutacion, eliminando todas las
mutaciones exonicas que no representaban un efecto para las proteinas codificadas, y que por
ende, en teoria no corresponden a variantes patogénicas. Se eliminaron entonces mutaciones
clasificadas como alteraciones en regiones 3’UTR y 5’UTR, deleciones e inserciones
intrénicas, variaciones de nucleo6tido nico intrénicas, y alteraciones en sitio de Splicing.

3.7 Analisis de bases de datos internacionales

Las comparaciones de los resultados obtenidos frente la informacion asequible en pacientes
con CVB en otras poblaciones fueron realizadas utilizando las bases de datos disponibles en
las plataformas web cBioPortal y CGCI (acceso a través de las direcciones web:
cbioportal.org, y dcc.icgc.org, respectivamente). En la plataforma cBioPortal, se encuentra
disponible (hasta la fecha) informacién sélo sobre dos estudios que contemplan muestras
tumorales de CVB. El primero de ellos, corresponde a una cohorte de 32 pacientes de China
(acceso a través de direccion cbhioportal.org/study/summary?id=gbc_shanghai 2014) que
contempla 17 mujeres y 15 hombres, con una edad de diagndstico promedio de 65 afios, y con
un total de 18 pacientes que presentan antecedentes de calculos biliares (56%). El segundo
estudio corresponde a 81 pacientes de tres distintos cohortes analizados en el centro de cancer
Memorial Sloan-Kettering (MSK), compuesto por un cohorte de 49 pacientes de Estados
Unidos, un cohorte menor de 11 pacientes de Japon, y un cohorte 21 pacientes de Chile
(acceso a través de direccion chioportal.org/study/summary?id=gbc_msk 2018). El cohorte de

49 pacientes de Estados Unidos se compone de 28 mujeres y 19 hombres, con una edad media
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de diagndstico de 66 afios, y con 32 pacientes con antecedentes de calculos biliares (65%). Por
otra parte, el cohorte reducido de 11 pacientes de Japon se compone de 7 hombres y 4 mujeres,
con una edad promedio de diagnostico de 72 afos, y con sdlo 4 pacientes con antecedentes de
calculos biliares (36%), mientras que el cohorte de pacientes de Chile, presenta 17 mujeres y 4
hombres, con una edad promedio de 59 afios, y con 14 pacientes con antecedentes de calculos
biliares (67%). En la plataforma CGCI, de igual forma, se encuentra disponible informacion
sobre dos grandes proyectos: el primero de ellos corresponde a 239 pacientes del Centro
Nacional del Cancer de Japén, con 139 hombres y 79 mujeres, y con una edad promedio de
diagnéstico de 70 afios para ambos sexos (acceso a través de direccion
icgc.org/icge/cgp/91/420/1012366). El segundo proyecto corresponde a 72 pacientes del
Centro Nacional del Cancer de Singapur, compuesto por 41 hombres y 30 mujeres, con una
edad promedio de 65 afios para ambos sexos (acceso a través de direccion
icgc.org/icge/cgp/91/542/1003894).

3.8 Analisis estadistico y generacion de graficos

A través de la plataforma Cancer Genome Interpreter, se determiné el grado de patogenicidad
de las variantes encontradas en base a un puntaje de patogenicidad denominado CADD
(Combined Annotation Dependant Depletion), valor ampliamente utilizado para el estudio de
variantes en céancer, que permite la segregacion de mutaciones altamente deletéreas *'. Los
andlisis estadisticos para determinar el grado significancia de mutaciones detectadas y su
asociacion con caracteristicas de los pacientes se realizaron en software R y Rstudio v.3.1
(RStudio, Inc., Boston, USA) *. Para la visualizacion de las variantes se obtuvieron graficos a
través de los paquetes de R maftools * y ggplot2 **. El andlisis de agrupacion, con un método

145

de Bootstrap para determinar robustez, fue realizado con paquete de R pvclust *. .Los graficos

adicionales y cémputos estadisticos fueron realizados complementariamente con el software
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GraphPad Prism v.6.0 (GraphPad Software, California, USA). Para el célculo del tamaio
muestral y del poder estadistico del test no paramétrico Kruskal-Wallis, se utiliz6 el software
PASS 2019 Power Analysis and Sample Size Software (NCSS LLC., Utah, USA).

La metodologia utilizada en el presente trabajo se ilustra en el siguiente flujograma (Figura 1).
Como se menciono previamente, el andlisis bioinformatico corresponde al inico paso que no
se contempla dentro del trabajo desarrollado directamente de esta tesis, es decir, el anélisis de
los archivos de secuencias crudas * fastq, hasta la obtencion del archivo de variantes *.vcfno
filtrado. Este andlisis ha sido estandarizado y realizado por la Ingeniera en Bioinformatica
Evelin Gonzalez Feliu, del laboratorio Genoémica del Cancer y laboratorio GENOMED, en la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Se detalla adicionalmente el panel de genes
analizados con TumorSec, donde se incluyen regiones de secuenciacion de exones completos

(color azul) asi como regiones ‘hotspot’ target (color rosado) (Ver Anexo, Tabla 8.2).
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Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia utilizada en esta tesis, identificando las actividades en orden
secuencial. Se destacan en color aquellas actividades realizadas explicitamente en el desarrollo de la tesis
presentada.
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4. Resultados

4.1 Registro e informacion de Pacientes incluidos en el estudio

El niimero final de pacientes con CVB cuyos tumores fueron exitosamente secuenciados
corresponde a un total de 34. Estos provienen de diversos centros de origen a lo largo de Chile.
En general, corresponden a pacientes en su mayoria de sexo Mujer (80%), con un promedio de
edad de 72 afios, y con antecedentes de Colelitiasis (93%). Es necesario mencionar, que al
término de este trabajo no se contd con la ficha clinica de 4 de los 34 pacientes totales (Ver
Tabla 1).

Tabla 1. Presentacion clinica del total de 30 pacientes con ficha clinica disponible

Parametros n=30
Edad Promedio 72
Rango (52-91)
Sexo Mujer 24 (80%)
Hombre 6 (20%)
Etnia Chilena 27 (90%)

Mapuche 2 (7%)
Aymara 1 (3%)

Colelitiasis Si 28 (93%)
No 2 (7%)
Grado o
Histologico Gl > (17%)
G2 7 (23%)
G3 2 (7%)

UNK 16 (53%)

4.2 Resultados de Librerias y Secuenciacion

El total de las muestras que fueron consideradas inicialmente para este estudio corresponde a
78 muestras de tumores de cancer de vesiculas biliares FFPE que contaban con ADN
gendmico disponible, extraido durante o al inicio del desarrollo de la metodologia. De estas
muestras, se realizo la secuenciacion dirigida de alta profundidad (tNGS) para un total de 56

librerias, de las cuales se obtuvieron 39 librerias secuenciadas exitosamente, con datos de una
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calidad utilizable para el presente estudio (Tabla 2). Considerando que cinco (5) de ellas
fueron realizadas en duplicado, se cont6 finalmente con un total de 34 pacientes (Ver Figura
2). De esta forma, 44 muestras (de un total de 78) no pasaron los criterios de calidad
suficientes para iniciar o continuar la confeccion de librerias para secuenciacion, o bien no
lograron alcanzar las métricas de calidad deseadas al momento de ser secuenciadas (Ver

Anexo, Tabla 8.4 — 8.9).

FILTRO DE CALIDAD )
METRICAS DE SECUENCIACION

78 — 39

Muestras librerias

MUESTRAS CON LIBRERIAS LIBRERIAS
DNA GENOMICO SECUENCIADAS
DISPONIBLE SECUENCIADAS FINALES

*TOTAL =34 PACIENTES

Figura 2. Numero de muestras de CVB durante el proceso de extraccion de DNA, preparacion de
librerias, y secuenciacion final. (*) Las muestras finales corresponden a la secuenciacion de 39
librerias, de las cuales se incluyen 5 duplicados, representando finalmente un total de 34 pacientes.

Se realizaron un total de 11 corridas de secuenciacion NGS. Inicialmente, se realizaron pools
de secuenciacion que contemplaban inicamente muestras de tipo tumoral de CVB, siendo la
primera de ellas realizada el dia 06 de Junio del 2019, utilizando dos Multiplex de 4 librerias,
respectivamente ( Multiplex A 'y Multiplex C; para un total de 8 muestras). Posteriormente, el
dia lero de Julio se realiz6 una segunda corrida de secuenciacion, con dos Multiplexs de 3
librerias cada uno (Multiplex D y Multiplex E, total de 6 muestras). Finalmente, el dia 05 de
Julio se realizo la tercera corrida, la cual fue realizada con 1 Multiplex Gnico de 6 muestras

(Multiplex F, total de 6 muestras). Posteriormente, se realizaron secuenciaciones que
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contemplaban muestras de CVB asi como de otros tipos tumorales (por ejemplo, librerias de
cancer de ovario), por motivos operacionales. Estas secuenciaciones se realizaron los dias 02,
22,y 30 de Agosto, 14 y 25 de Septiembre, 17 y 26 de Octubre, y finalmente el dia 04 de
Noviembre. En todos los casos, se llevo cada pool a una concentracion de 4,0 nM, para luego
dejar una concentracion final del pool entre un rango de 9,6 a 9,4 pM. Los electroferogramas
obtenidos en el equipo Fragment Analyzer, los cuales reflejan la integridad y tamafio de

fragmentos de cada Multiplex utilizado, se muestran en la Figura 3.
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Figura 3. Electroferogramas de Multiplexs utilizados para las 11 corridas de secuenciacion. Se indica
numero de identificador (ID) de cada corrida y tamafio de fragmento de cada Multiplex (pb).
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4.3 Métricas de Secuenciacion y de llamado de variantes

Se realizd la secuenciacion de 56 muestras de CVB distribuidas en 11 corridas de
secuenciacion (entendiéndose como aquellos procesos de secuenciacion individuales
efectuados en el equipo de secuenciacion MiSeq, Illumina). En base a las métricas para las 11
corridas de secuenciacion exitosas, se determiné una cantidad final de 39 librerias que
superaron los criterios de calidad en cada paso critico de la metodologia (Ver Anexo, Tabla
8.10 — 8.12), las que representaron un total de 34 pacientes. Las métricas generales obtenidas
para las corridas y muestras se indican en Tabla 2 y Tabla 3, respectivamente. El porcentaje
de lecturas que pasaron el filtro inicial fue superior a 80% para gran parte de las corridas,
obteniéndose en general valores adecuados, segiin métricas de calidad, que permitieron el
procesamiento de la corrida sin interrupciones. Cabe destacar que se obtuvieron altos valores
de clusterizacion, sin superar el valor maximo recomendado de 1,300 K/mm’, finalizando
apropiadamente cada una de las corridas con al menos un total de 70% de las lecturas por
sobre el puntaje de calidad Q30 (1 error cada 1000 bases). Es importante notar que a pesar del
bajo porcentaje de lecturas en las regiones on-target (lecturas en la region blanco / lecturas
alineadas totales) que se obtuvo en la corrida 790705, las lecturas obtenidas luego del
procesamiento bioinformatico si fueron suficientes para hacer el llamado de variantes con la
profundidad deseada. La profundidad promedio de regiones blanco para cada una de las
muestras y para cada una de regiones blanco se muestra en la Figura 8.3, en la seccion de
Anexos. Ademas, se obtuvo informacion respecto a la profundidad obtenida de cada variante
especifica que pueda ser de interés en cuanto a su accionabilidad o que sea de valor predictivo
de respuesta a terapia en base a la informacion disponible en plataforma Cancer Genome

Interpreter (GCI) (Ver Anexo, Tabla 8.13).
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Tabla 2. Métricas de control de calidad de corridas secuenciacion

ID‘ Cantidad de Lecturas Calidad de Densidad (K/mm2) Cluster PF
Corrida  que pasan filtro (%PF) Lecturas (%)
190607 92,5 74,44% > Q30 965 +27 92,50
190705 89,9 85,61% > Q30 1,266 +49 89,89
190701 92,1 88,13% > Q30 1,123 +41 90,85
190802 79,4 87,77% >Q30 1,023 +21 87,77
190822 89,8 89,81% >Q30 1,166 £36 89,80
190830 92,8 92,18% >Q30 1,008 +37 92,84
190914 93,4 94,06% >Q30 994 + 32 93,38
190925 93,8 91,82% >Q30 909 +31 92,80
191017 92,5 89,42 % >Q30 1,031 +24 92,52
191026 90,4 87,10 % >Q30 1,156 £50 93,33
191104 91,7 91,69 % > Q30 1,068+49 92,28

4.4 Analisis de variantes

Inicialmente, para las 39 librerias secuenciadas, se detectaron 6111 variantes en 25 de 25
genes, distribuidas en la totalidad de los 34 pacientes, las cuales se sometieron a dos procesos
de filtrado de variantes (Ver Metodologia, Punto 3.6). Para el primer filtrado, se redujo el
valor a un total de 863 variantes para los 34 pacientes en estudio, detectando al menos 1 de
estas variantes en 20 de los 25 genes que componen el panel utilizado (Ver Figura 4). La
clasificacion de estas variantes incluyeron inicialmente alteraciones en elementos 3'UTR y
S'UTR, mutaciones missense (i.e. mutacion con cambio de sentido), deleciones In-frame (i.e

mutacion que no produce un cambio en el marco de lectura), mutaciones en intrones, y

mutaciones silenciosas o silentes (Ver Anexo, Figura 8.4 — 8.5).
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Tabla 3. Métricas de calidad para cada muestra secuenciada. Se consideran un total de 39 librerias,
correspondiente a 34 pacientes. Se indica cada respectiva corrida de secuenciacion. Se sefialan
muestras en duplicado con asteriscos sombreados (*).

N° reads N°reads . Porcentaje d¢  Profundidad A
]D_ Muestra antes despues Porc-enta]e reads on Eomedio en Pur_centa-je de

Corrida ] ) ) . duplicados . uniformidad

trimming trimming targets regiones targets
190607  CR106-INC 58534960 4642244 34,7 68,0 1822.6 94,5
190607 CR132-HCQ 4489610 3735292 395 50.1 8143 87.1
190607 CR20-HPH 3030770 2518948 41,1 54,1 581,0 98,2
190607 CR2836-HPH 4979546 36524238 13,2 69.9 2013,5 96,3
190607 CR45-HRT 4792932 3898006 38,6 53,7 8570 96,9
190607 CR65-HRT 4382494 3761982 43,7 52,1 623,0 97,5
190607 CR67-HRT 3365670 2778142 21,7 70,7 1140.4 96.3
190607 CR63-HRT 2828738 2055170 16,1 65,9 976,1 91,1
190701  CRI101-INC 3668128 3307714 373 69.1 11550 93.9
190701 CR253-HCC 7320008 5868832 9.1 17,7 682,7 96,0
190701 CR27 HPH 6434478 5733778 4,7 15,0 572,58 92,0
190701 CR326-HPH 6853884 6398008 50,5 70,8 17195 98,5
190701 CRS4-HPH 5793328 5350142 46,2 69,7 1544.4 96.9
190705 CRI140-HDS* 4702348 4251822 12,2 21,4 6044 91,7
190705 CR247-HCC 8287274 5851354 12.4 12,0 3779 97,2
190705 CR29-HSJD* 14548232 12216214 7.6 11,3 8423 78,5
190705 CR30-HPH* 4530360 4093018 5.9 18,8 5154 92,9
190705 CR325-HCC 4323622 3936924 12.0 17,8 464.1 92,9
190705 CR60-HPM* 5373036 4748596 8,7 14,1 407,6 95,7
190302 CRI140-HDS* 5892752 5481186 49.83 61.5 1363.0 96.3
190802 CR255-HCC 3785426 3310950 58,3 42,5 2947 98,8
190802 CR29-HSJD* 6461398 5783490 40,3 59.8 1386.7 81,3
190802 CR30-HPH* 3747548 3459228 27,0 67,7 12777 95,7
190302 CR325-HCC 4947682 4481864 32,6 58,2 965,9 98,5
190802 CRG60-HPM* 3844984 3502768 44,2 58,8 7824 98,5
190822 CR111-HPM 6277642 5878092 54,0 60,0 11842 96,3
190822 CR33-HCOR 4251718 3816800 519 57.1 630.6 97,9
190830 CR114-HPM 7213420 6815210 43,4 68,1 19425 98,2
190330 CR300-HPH 2446990 2252978 36,3 66,5 746,2 90,5
190330 CR309-HPH 6365742 6013258 46,8 65,4 13975 98,8
190830 CRS9-HPH 7761350 7193402 41,8 63.5 2234.3 86.2
190914 1293.UC 3596604 3460772 322 66,6 12892 97,2
190914 1703-UC 5226158 4945784 61,9 55,6 778,22 97,2
190914 1788-UC 4478022 4311346 42,1 67,0 14083 96,9
190925 CRI19-HPM* 4697292 4493180 56,3 39,5 632,8 99,1
190925 CR19-HPM* 5187084 4820200 474 51.2 1067.7 98.5
191017 CR39-HPM 4514150 4162762 57,7 55,8 7323 98,5
191026 1573-UC 10385000 9633808 76,0 45,8 7879 98.5
191030 CRI113-HPM® 14055090 2350872 49,8 32,5 233,35 84,0
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Luego del primer proceso de filtrado, se realizo un segundo filtrado mas detallado de las
variantes, en el cual se elimind aquellas variantes que no fueran exonicas y las mutaciones
sindnimas sin efecto en la proteina (Figura 4), quedando entonces seleccionadas finalmente
un total de 57 variantes somaticas en 12 de los 25 genes del panel utilizado, en 26 de los 34
pacientes en estudio (76%) (Figura 5.A). Para estas, se detectaron cuatro clases distintas de
mutaciones en los 12 genes a lo largo de las muestras secuenciadas (Figura 5.B), estas
corresponden a: mutaciones con cambio de sentido (Missense) (87,88%), mutaciones sin
sentido (Nonsense) (7,58%), y mutaciones con desplazamiento del marco de lectura por
insercion (Frame_Shift Ins) (1,52%) y por delecion (Frame Shift Del) (3,03%). Estas
mutaciones fueron en su amplia mayoria variantes de tipo SNV (i.e. variaciones de nucledtido

unico) (Figura 5.C), principalmente a través de sustituciones ‘7>C’y ‘C>T’ (Figura 5.D).

PRIMER FILTRO DE VARIANTES SEGUNDO FILTRO DE VARIANTES

6111 N —

20/25 GENES 12/25 GENES

Figura 4. Esquema de proceso general de filtrado de variantes. Se muestra nimero de variantes detectadas
inicialmente, y luego de un primer (863 variantes) y un segundo (57 variantes) proceso de filtrado.

Variantes

Los genes que presentaron mutaciones con mayor frecuencia corresponden a 7P53 (47%),
KRAS (15%), ARIDIA (12%), TSC2 (12%), BRCAI (9%), y ERBB2 (9%) (Figura 6). Se
destaca que mutaciones por desplazamiento del marco de lectura se registraron solamente en
los genes ARIDIA (delecion e insercion) y 7P53 (insercidon), mientras que mutaciones sin

sentido fueron detectadas s6lo en genes AKT1 y TP53.
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Variant Classification
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Figura 5. Resumen de mutaciones somadticas totales (57) detectadas en muestras de tumores (n=34); (A) Numero
de variantes detectadas (eje Y) en cada paciente (eje X). Linea roja indica la media obtenida (= 1) para total de
mutaciones por muestra. Colores de columna indican los distintos tipos de mutaciones y se muestran en la
leyenda: color Celeste para mutaciones missense, Azul Oscuro para nonsense, Rojo para cambio de lectura por
insercion , y Rojo Oscuro para cambio de lectura por delecion; (B) Cantidad total de mutaciones detectadas (eje
X) segun tipos de mutaciones identificadas (Eje Y), con su respectivo color; (C) Numero de mutaciones (eje X)
segun clasificacion de variantes detectadas; (D) Numero de mutaciones (eje X) segun tipos de variaciones de
nucleotido Unico identificadas (eje Y).
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Altered in 26 (76.47%) of 34 samples.

CR59-HPH
CR286-HPH

CR29-HSJD

CR67-HRT
CR111-HPM

CR45-HRT
CR60-HPM
CR255-HCC

CR326-HPH

CR247-HCC

CR27-HPH
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CR33-HCOR

CR54-HPH

47%
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12%
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Figura 6. Oncoplot (grafico de distribucion) del estado mutacional de genes detectados para filtrado final de
variantes (57) distribuidas en 26 de 34 pacientes (76%). A lo largo de las columnas se sefialan las muestras (eje
X) con las variantes detectadas para el total de 25 genes del panel TumorSec (eje Y). Graficos de barras para
columnas indican nimero de viantes por muestras, mientras que grafico lateral segun filas indican niimero de
variantes segun cada gen, junto con su frecuencia (%).Para los genes representados por mas de un tipo de
mutacion, se utiliza la denominacion “Multi-Hit”. Los colores en cada cuadrado representan el tipo de mutacion,
de acuerdo a lo que se indica en la leyenda inferior de la figura.

Para las 45 mutaciones que producen cambio en la proteina (Ver Anexo, Tabla 8.14), en el
total de los 12 genes mutados, se obtuvieron graficos con informacion acerca de la ubicacion y
distribucion de las mutaciones a lo largo de la proteina codificada por cada respectivo gen
(Figura 7 y Anexo, Figura 8.6). De igualmente forma, utilizando la clasificacion en base a
CGI, de las 57 alteraciones identificadas, 39 fueron identificadas como mutaciones
conductoras o drivers, con 21 de ellas clasificadas como drivers previamente reportadas en
otros tipos tumorales (36%), y 18 mutaciones descritas como potencialmente drivers (31%)

(Figura 8).
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Figura 7. Graficos de mapa de mutaciones (“Lollipop”) que ilustran la localizacion de las mutaciones en las
proteinas codificadas por los genes analizados en el cohorte de pacientes. Se presentan graficos de mapas de
mutaciones para los 4 genes alterados con mayor frecuencia; 7P53; KRAS;ARIDIA; y TSC2.

Para la clasificacion de las variantes de acuerdo al puntaje CADD, para la clasificacion de las
variantes obtenidas segin su grado de patogenicidad, se obtuvo que un 38,6% de las
mutaciones fueron clasificadas como mutaciones muy altamente deletéreas, un 26,3% como
mutaciones altamente deletéreas; y un 21,0% fueron clasificadas como mutaciones

medianamente deletéreas (Figura 9).
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[[] 37.78% Reportada en otros tipos tumorales
[131.11% Potencialmente driver: tier 1

1 26.67% Potencialmente passenger
[14.44% Potencialmente neutral

Total = 45

Figura 8. Analisis de variantes con efecto en proteina por CGI. Se indican variantes descritas con “clasificacion
oncogenica”. Se detalla clasificacion Tier /; como aquellas mutaciones drivers que presentan evidencia que ha
demostrado su papel oncogénico en procesos de carcinogénesis.

0000000000

[] 38.60% Muy alto (CADD > 30)

[ 26.32% Alto (30 > CADD > 25)

[ 21.05% Medio (25 > CADD > 20)

W 5.26% Medio-Bajo (20 > CADD > 15)

M 5.26% Bajo (15> CADD > 10)
[13.51% Muy bajo (CADD < 10)

Total =45

Figura 9. Variantes identificadas segiin valor de patogenicidad (Deleterious Score, CADD); clasificadas de
acuerdo al grado “deleterio” de una variante, segtin lo indicado por plataforma CGI.

Se indica en leyenda color para cada clasificacion, desde ‘Muy Alto’ (valor CADD por sobre 30), hasta “Muy
Bajo” (valor CADD menor a 10).

El analisis de variantes en la plataforma web Cancer Genome Interpreter (CGI), permitio la
clasificacion de un total de 45 variantes Unicas con efecto en la proteina, detectadas para 26 de
los 34 pacientes en el presente estudio (76%) (Figura 10.A), con 8 de ellos (24%) no

presentando ninguna alteracion identificada con tal efecto.
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Asi, la clasificacion de las variantes caracterizadas a través de CGI, permitié identificar
aquellos genes con la presencia de alteraciones accionables en este grupo de pacientes, que
han sido previamente reportadas para otros tipos de tumores solidos. Estas alteraciones fueron
identificadas en su amplia mayoria para los genes TP53, ARID1A, KRAS, TSC1/2, y BRCA2
(Ver Anexo, Tabla 8.4). El analisis de las variantes en CGI permiti¢ de igual forma, el poder
identificar el nivel de evidencia de estas mutaciones descritas como biomarcadoras de
respuesta a terapia. En este grupo, se detecté un porcentaje de 13% de los biomarcadores con
un nivel alto de evidencia, de acuerdo a la guia de la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de Estados Unidos (FDA) (Figura 10.B). Entre ellos, se incluyen alteraciones
en los genes TSC2, TSCI, KRAS, BRCA2, BRAF, ERRB2 y PTCHI (Tabla 4). Referente al
coémo la presencia de una determinada mutacién en un gen biomarcador afecta la respuesta a
un determinado medicamento en terapia; ocho de diez de estas alteraciones corresponden a
biomarcadores de respuesta a tratamiento (es decir, en donde la alteracion gendmica confiere
sensibilidad al farmaco), mientras que dos (2) alteraciones fueron clasificadas como resistente
(esto es, que la alteracion confiere resistencia al farmaco utilizado). En cuanto al resto de
evidencia, se encontraron también alteraciones en biomarcadores con un grado de evidencia
‘Alto’ segun la guia de la Red Nacional Integral del Cancer (NCCN), asi como también en una
etapa de “Emnsayos Avanzados” (Figura 10.B). No obstante, el resto de las mutaciones
presentaron un grado de evidencia menor; en su mayoria clasificadas en una etapa
“Pre-clinica”, seguidas por “Ensayos tempranos” y “Reportes de casos”. Se considerado
como “Ensayos tempranos” a ensayos clinicos en fase I-II, y se refiere como “Ensayos

tardios” a fases III-1V.
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Figura 10. Resumen de las opciones terapéuticas para las alteraciones detectadas que fueron descritas en CGI.
Se sefiala el grado de evidencia de las alteraciones descritas como biomarcadores , las que fueron identificadas en
un total de 57 variantes para 26 de 34 muestras secuenciadas de CVB (76%), con 8 muestras (24%) que no
presentaron este tipo de alteraciones (Grafico central; A).; los distintos tipos de evidencia reportada para cada una
de las alteraciones (Grafico medio; B). Se sefiala adicionalmente en cada uno de los genes alterados cual es su
farmaco o terapia asociada (Grafico externo C; y lineas punteadas coloreadas).
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Tabla 4. Alteraciones detectadas en genes biomarcadores descritas con un alto grado de evidencia (segin guias
FDA/ NCCN). Se indica tipo de mutacion detectada en pacientes del presente estudio (n=34), para cada gen
marcador, y con su droga asociada. Adicionalmente se indica el tipo de cancer en el cual se ha descrito
previamente la mutacion. BRCA: Carcinoma invasivo de mama; ST: Adenocarcinoma de estomago; GEJA:
Adenocarcinoma de unioén gastroesofagica; BCC: Basalioma; COREAD: Adenocarcinoma colorrectal; GCA:
Cancer Gastrico; RA: Angiomiolipomas renal; L: Pulmén; OV: Céancer de Ovarios; NSCLC: Céancer de pulmoén
de células no pequeiias; LUAD: Adenocarcinoma de Pulmén; CM: Melanoma cutaneo; MB: Meduloblastoma.

Gen Mutacion Droga Tipo de Cancer
Pertuzumab BRCA
Lapatinib BRCA
Trastuzumab ST, BRCA, GEJA
Ado-Trastuzumab Emtansine BRCA
ERBB2 L755S, S310F Pertuzumab BRCA
Trastuzumab BRCA
Trastuzumab ST, GEJA
Ado-Trastuzumab Emtansine BRCA
Lapatinib BRCA
PTCHI A478T, P725S Vismodegib BCC, MB
Panitumumab COREAD
Cetuximab COREAD
KRAS G12D,GI12A, G122V, Q61H Cetuximab COREAD
(EGFR inhibitor) L
Panitumumab COREAD
TSC2 R1751C’DA12§;‘;1;’}81096C’ Everolimus RA, GCA
TSC1 R908W,Sg8;;"g L826Q, Everolimus GRCI'AIA
Olaparib or
BRCA2 A2951T
Rucaparib ov
Vemurafenib HISIJEV?CQI?L G
Vemurafenib CM
Vemurafenib, Cobimetinib CM
Trametinib CM
BRAF E501K Dabrafenib, Trametinib CM
Irinotecan, Vemurafenib; Cetuximab COREAD
Dabrafenib, Trametinib LUAD
Dabrafenib NSCLC
Vemurafenib CM
Dabrafenib CM
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4.5 Comparacion de mutaciones entre pacientes de distintas poblaciones

Se realiz6 la comparacion de mutaciones somaticas detectadas entre los pacientes del presente
estudio frente a las mutaciones somadticas de pacientes de distintas poblaciones
internacionales, con el proposito de explorar y evaluar el efecto del contexto regional para este
tipo de cancer, caracterizado principalmente por una alta heterogeneidad geografica en cuanto
a su incidencia y mortalidad. Asi, fue posible el contrastar las frecuencias de mutaciones en
pacientes de Chile en las 34 muestras secuenciadas, para el conjunto de genes analizados (Ver
Anexo, Tabla 8.15). Como se mencioné en la secciéon de metodologia, hasta la fecha del
desarrollo de este escrito, se encontraba disponible informacion de datos de secuenciacion
NGS de tumores de pacientes con CVB en pacientes de poblacion de Japon (cBioPortal,
ICGC), de China (cBioPortal), de Singapur (ICGC), de Estados Unidos (cBioPortal), y de
Chile (cBioPortal) ?'.

El primer contraste correspondi6 a la comparacion entre el estado mutacional de los 25 genes
que componen el panel TumorSec que fueron detectados para cada uno de los conjuntos, es
decir, si es que se logré identificar al menos una alteracion para un determinado gen entre las
muestras de cada respectivo cohorte, lo que se puede ilustrar a través de diagramas de Venn

(Figura 11 — Figura 13).
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Figura 11. Numero de genes que presentan al menos una mutacion en distintas cohortes de pacientes. Se ilustra
comparacion a través de diagramas de Venn, para resultados de muestras secuenciadas para pacientes de Chile del
presente estudio (n = 34) versus pacientes de base de datos disponibles en cBioPortal.; (A) pacientes de EEUU,
(B) pacientes de China, y (C) pacientes de Chile, de centro MSK. Se indica el tamafio muestral de cada cohorte
(n; numero de pacientes) y se detallan los genes exclusivos para cada grupo.
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Figura 12. Numero de genes que presentan al menos una mutacion en distintas cohortes de pacientes. Se ilustra
comparacion a través de diagramas de Venn, para resultados de muestras secuenciadas para pacientes de Chile del
presente estudio (n = 34) versus pacientes de base de datos disponibles en ICGC.; (A) pacientes de Japon, y (B)
pacientes de Singapur (SG). Se indica el tamafio muestral de cada cohorte (n; nimero de pacientes) y se detallan
los genes exclusivos para cada grupo.

N =239
0 =
I . N = 49
. P53 £
N =32 ARID1A N =34
_ PIK3CA —_—
ERBB2

Figura 13. Numero de genes que presentan al menos una mutacion en distintas cohortes de pacientes. Se ilustra
la comparacion a través de un diagrama de Venn, en resultados de muestras secuenciadas para pacientes de Chile
del presente estudio (n=34) y pacientes de base de datos disponibles, los que incluyen; pacientes de China
(cBioPortal), pacientes de Japon (ICGC), pacientes de Singapur (SG; ICGC), y pacientes de EEUU (cBioPortal).
Se indica el tamafio muestral de cada cohorte (n; nimero de pacientes) y se detallan los genes compartidos entre
las 5 cohortes contrastadas.
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Asi, la comparacion general entre los genes detectados con al menos 1 alteracion en cada
respectiva cohorte, permitié identificar el estado mutacional compartido de este grupo de
genes en pacientes de Chile frente a los pacientes de Estados Unidos (Figura 11.A), y
pacientes de China (Figura 11.B). Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con la
informacion de muestras de pacientes chilenos publicada previamente en el estudio del centro
Memorial Sloan Kettering (cBioPortal), se encontré que ambos grupos comparten 10 genes
alterados, mientras que soélo se encuentran 2 genes alterados no compartidos entre ellos
(Figura 11.C). Estas alteraciones que difieren entre ambas cohortes, corresponden a
alteraciones en los genes MTOR, la que fue reportada para la cohorte de centro MSK, y
alteraciones en gen BRAF, identificadas solo en pacientes de Chile del presente estudio. En
cuanto al contraste entre los pacientes de Chile y los pacientes de Estados Unidos, se destaca
la ausencia absoluta de mutaciones en genes BRCAI y TSCI para grupo de EEUU. En
contraste, si fue posible detectar alteraciones en estos genes en pacientes de Chile con una
frecuencia de 9%, en ambos casos. Por otra parte, mutaciones en genes CDK4, PTEN, y
MTOR no fueron detectadas en pacientes de Chile, pero si en pacientes de EEUU. De igual
forma, se realiz6 el contraste de cohorte de Chile frente a pacientes de Japon (Figura 12.A), y
de Singapur (Figura 12.B). Se destaca la ausencia de genes MTOR, PTEN, y CDK4 para los
resultados obtenidos en pacientes de Chile, frente a pacientes de Japon y de Singapur.
Ademas, so6lo se detectaron mutaciones en el gen NRAS para cohortes de Japon y Singapur,
notablemente ausentes en las cohortes de China, EEUU, y Chile. Al momento de contrastar
genes alterados detectados entre todos los cohortes en un diagrama de Venn de multiples
elementos, se identificaron un total de 4 genes alterados detectados en comun para las 5
cohortes contrastadas (Ver Figura 13); los que corresponden a los genes TP53, ARIDIA,

PIK3CA, y ERBB2.
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Luego de la comparacion entre el numero de genes con alteraciones identificadas para cada
uno de los grupos, se contrastaron las frecuencias de las mutaciones en los genes detectados
para los distintos grupos de pacientes a través de una comparacion entre grupos multiples (7est
Kruskal-Wallis, no paramétrico). Con esta comparacion, no se detectaron diferencias
significativas entre los datos de la frecuencia de mutaciones en los pacientes de Chile en
contraste con los datos de pacientes de los distintos grupos. Por otra parte, los principales
genes mutados (i.e. genes mutados con una mayor frecuencia entre las muestras) si difirieron
entre las cohortes contrastadas (Ver Figura 14 y Anexo, Figura 8.7 — 8.8). Al contrastar las
frecuencias detectadas para cada gen individualmente entre la cohorte de Chile frente a las
cohortes de China, Japon, EEUU, y Singapur, si se detecté una diferencia estadisticamente
significativa para genes 7SCI, KRAS, y TP53 (p-value < 0.01, Test exacto de Fisher),
particularmente entre cohorte de China, frente a los resultados obtenidos en esta tesis para

pacientes de Chile (Ver Anexo, Tabla 8.16 — 8.17).

Considerandolo como otra aproximacion a los resultados obtenidos, el andlisis de
clusterizacion a través de una métrica Euclediana, para los cinco grupos contrastados, presentd
una separacion de dos clados; el primero de ellos correspondid a una agrupacion entre grupo
de pacientes de Japon y China, y el segundo fue conformado por los grupos de pacientes de
Singapur, y guardando una mayor distancia, los grupos de pacientes de EEUU y Chile, los que
formaron a su vez un clado en comun (Figura 14). Con la finalidad de determinar la robustez
de éste analisis de agrupacion, se utilizd un método de bootstrapping * (i.e. simulacion de
re-muestreo), considerando al menos 1000 iteraciones del proceso. Asi, se determind

finalmente una baja fidelidad de los clados formados entre grupos (Ver Anexo, Figura 8.9).
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Se analizaron también las tendencias de exclusividad mutua o de co-ocurrencia de las
mutaciones detectadas, por pares de genes. Estos resultados no presentaron valores
significativos entre si (Ver Anexo, Figura 8.12). Se contrastaron ademads estos valores con los

registrados en la base de datos cBioPortal, no compartiéndose ninguna de las tendencias entre

grupos.
EEUU
CHILE
SG
_ JAPON
I CHINA
35383225 233533808825502833%
m 34
a > =5 OO0 ®@domias T =~
CHOUQIAIVPLEPZIFZQLRTFg20 72 N Q o

Figura 14. Heatmap de comparacion de la frecuencia de mutaciones somaticas para genes de panel TumorSec
(columnas), segun centro de origen de pacientes (filas). Al extremo Izquierdo del heatmap se muestra cladograma

de grupos segtin cada centro de origen de pacientes. SG; Singapur.
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5. Discusion

El Céncer de Vesicula Biliar (CVB) es un cancer de una incidencia heterogénea, de
mal prondstico, y de limitadas opciones terapéuticas disponibles '™, Se ha reportado que para
un tratamiento efectivo, e implementacion factible de oncologia de precision en CVB, es de
suma importancia contar con informacion sobre su perfil mutacional y su patogénesis *°. Sin
embargo, los estudios que profundizan las alteraciones y los componentes moleculares de
CVB son atn limitados en la literatura, mas ain en los pacientes de poblaciones latinas e
hispanas, de alto riesgo e incidencia *. El presente estudio de tipo exploratorio-observacional,
examin6 una delimitada pero precisa fraccion del caracter mutacional de muestras de tumores
de CVB en pacientes de una poblaciéon de alto riesgo e incidencia, como lo es Chile,
especificamente en genes descritos como biomarcadores predictores de respuesta a terapias,
reportados en otros tipos de tumores soélidos. Esta fraccion se compard ademas con la
informacion disponible de CVB en los pacientes de poblaciones de menor incidencia,
permitiendo evaluar el efecto del contexto regional para este tipo de cancer de una alta
heterogeneidad geografica a nivel global. Las herramientas utilizadas para tal proposito
corresponden a la secuenciacion dirigida de alta profundidad, donde se consider6 un panel de
25 genes de interés oncologico, en conjunto con un exhaustivo analisis bioinformdatico y una
anotacion detallada de las variantes detectadas.

Pese a que se contaba con un mayor tamafio muestral, finalmente un nimero
considerable de 39 librerias, correspondientes a un total de 34 pacientes, fueron secuenciadas
de forma exitosa, utilizdndose sus variantes detectadas para el consiguiente desarrollo de esta
tesis. Este numero concluyente de muestras que se considero para el presente estudio se limitd
principalmente a la restringida disponibilidad de muestras de CVB utilizables, y a su referida

calidad. En relacién al alto nimero de muestras que no lograron presentar una concentracion o
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un tamafio de fragmento Optimo para el desarrollo de la metodologia de confeccion de
librerias, o bien de bajas métricas de calidad de secuenciacion, se presume podria estar
relacionado como un resultado directo de las caracteristicas de las muestras tumorales per se,
esto es considerando que estas (1) corresponden a muestras de tumor fijadas (FFPE), por lo
que, pese a que es adecuado su uso para la metodologia de secuenciacioén propuesta, sus acidos
nucleicos extraidos si presentardn una menor integridad, presentando una mayor
fragmentacion y menor concentracion de la que se podrian obtener desde muestras de tejido
fresco o de sangre *’, y (2) considerando que las muestras presentan distintos procesos de
fijacion y de almacenamiento en base a los distintos centros de origen. Siendo estas muestras
obtenidas desde diferentes ciudades y desde multiples centros clinicos a lo largo del pais, se
presume que la calidad e integridad de las muestras seria inherentemente variable entre si.
Ejemplo de este ultimo punto, fue lo registrado para las muestras de origen comiin HRA
(Hospital Regional de Arica), en el que para la mayoria de las muestras (8 de 10 muestras) no
se obtuvieron los tamanos de fragmentos y/o concentracion esperada en sus librerias, por ende
no se consideraron aptas para ser secuenciadas. Por lo demads, las dos librerias HRA restantes
que si cumplieron con los criterios de calidad, una vez secuenciadas no lograron una
profundidad de secuenciacion suficiente para ser consideradas en las muestras finales para el
andlisis de variantes. Por otra parte, el grupo de muestras obtenidas desde el centro HPH
(Hospital Padre Hurtado) presentd un rendimiento de secuenciaciones exitosas de 61% (8 de
13 muestras), mientras que muestras obtenidas desde el centro HCC (Hospital de Concepcion)
prestaron un menor rendimiento, de 32% (6 de 19 muestras). En su mayoria, las muestras que
no pasaron los filtros de calidad presentaron una baja integridad y/o concentracion durante el
proceso de preparacion de librerias, con una menor fraccion de ellas presentando tal dificultad

en pasos previos, en cuanto a su ADN genémico inicial (Ver Anexo, Tabla 8.4 — 8.9).
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Los resultados referentes al Objetivo 1, permitieron identificar al menos una (1)
alteracién somatica para la totalidad de los pacientes analizados, con 26 de ellos (76%)
presentando al menos una (1) mutacién somatica exdnica. La gran parte de las mutaciones
identificadas corresponde a mutaciones con cambio de sentido, lo que se condice con la
literatura en donde la mayoria de las mutaciones reportadas para CVB corresponden
efectivamente a mutaciones con cambio de sentido o missense (75%), seguidas por mutaciones
sin sentido o nonsense (14%) *°. Cada muestra en el estudio presentd al menos una (1) clase
distinta de estas variantes. Los genes mas frecuentemente mutados en este estudio
correspondieron a TP53 (47%), KRAS (15%), ARIDI1A (12%), TSC2 (12%), BRCA1 (9%), y
ERBB?2 (9%). Alteraciones para este conjunto de genes han sido reportadas en la literatura

para CVB, y en otros canceres de vias biliares **

, no obstante, con rangos de frecuencias
mutacionales muy fluctuantes ***. Asi, a través de distintas técnicas, y a lo largo de un gran
nimero de cohortes de pacientes de diversas poblaciones, se han reportado mutaciones en el
gen TP53 con frecuencias en un rango de 4 a 59% en tumores de CVB, mientras que
mutaciones en el oncogen KRAS abarcan un rango igualmente amplio, desde un 0 hasta 41%.
Por otra parte, mutaciones en gen ARIDIA han sido reportadas desde un 0 hasta un 27%, en
gen BRAF han sido reportadas desde un 0 hasta 33%, en gen ERBB2 desde un 7 hasta 19%, y

en gen EGFR con un rango de frecuencia reportado de un 9 hasta un 20%, entre otros **>*" %,

En cuanto al Objetivo 2, un total de 26 pacientes (76%) presentaron al menos una
alteracion génica descrita como accionable, incluyendo mutaciones en los genes TP53, KRAS,
BRCA2, BRAFE, TSC1/2, y ERRB2. Estas mutaciones presentaron clasificaciones de relevancia

oncologica, es decir, que han sido previamente descritas en la literatura para otros tipos
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tumorales, y/o con anotaciones en bases de datos (e.g COSMIC, ClinVar). Se determind
también su importancia funcional, obteniendo puntajes elevados de variantes deletéreas
(determinado en base a puntaje de patogenicidad CADD; Combined Annotation Dependent
Depletion). Estos resultados coinciden con la literatura, en donde las alteraciones génicas
recurrentes en pacientes con CVB incluyen la inactivacion del supresor tumoral 7P53, la
activacion oncogénica de KRAS, y el aumento de sefializacion a través de varios componentes
de la via ERBB *.

Asimismo, se ha reportado que tumores de canceres de vias biliares se caracterizan por
presentar alteraciones en genes biomarcadores de prospectiva terapéutica, accionables en una
futuras aplicaciones clinicas °" *2. Tomando en consideracion los resultados obtenidos en este
estudio, estos apoyarian tal nocion para CVB.

En el contexto de opciones de terapias primigenias en CVB, estudios recientes han
abierto la posibilidad de que pacientes de CVB puedan ser indicados para terapias anti-Her-2
4.3 En otros tipos de cancer, el gen ERBB2 se ha definido como un impulsor clave de la
oncogénesis, y su sobreexpresion como resultado de la amplificacién génica es un objetivo
critico para la terapia en cancer de mama y cancer géstrico **. Ademas, terapias dirigidas en
via HER2 / EGFR se han vuelto cada vez mds atractivas en una variedad de neoplasias

3. Sin embargo, la evidencia de la eficacia de la

malignas gastricas y de vias biliares
inhibicion de HER2 en CVB se limita a informes de casos retrospectivos, presentado
resultados promisorio para tratamiento con frastuzumab en pacientes de CVB positivos para
HER?2, pero con resultados de terapia anti-HER? sin respuesta clinica para estudios de fase 11
en canceres de vias biliares ** ** **. En este contexto, se ha reportado que mediante una

seleccion de pacientes, la terapia dirigida a HER?2 si podria mostrar un beneficio futuro

significativo para este subgrupo de pacientes con CVB >,
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Como se menciond previamente, en la actualidad no existen farmacos de terapias
dirigidas aprobadas por la FDA para el tratamiento especifico de CVB, con s6lo 1 fAirmaco
(pembrolizumab) aprobado para su uso en cancer de tracto biliar para aquellos pacientes con
tumores que presenten una alta inestabilidad de microsatélites (i.e. tumores MSI-H) o con
células deficientes de reparacion por mismatch (i.e. tumores dMMR) **. Sin embargo, se
reporta en la literatura reciente un gran potencial para el futuro de terapias en canceres de vias
biliares, especialmente debido a la alta presencia de mutaciones en genes biomarcadores *%**
>l Otras vias de interés para fines de terapia dirigida en CVB incluyen alteraciones en genes
BRAF, KRAS y TP53 *"-*, los que también presentaron alteraciones entre las muestras de este
estudio. De esta forma, los resultados obtenidos, para la cohorte de los pacientes descritos en
este trabajo, podrian entregar una aproximacion hacia conocer el cardcter mutacional de genes

biomarcadores en pacientes de Chile, entregando una limitada pero concreta identificacion de

las alteraciones accionables que ocurre en este conjunto de genes detectados.

En orden de desarrollar y concretar el Objetivo 3, se realizd la comparacion de las
frecuencias de mutaciones entre los resultados obtenidos para pacientes de Chile y la
informacion disponible de las cohortes de pacientes de Japon, China, Singapur, y Estados
Unidos. Pese a no obtener diferencias estadisticamente significativas para las comparaciones
de la frecuencia de mutaciones entre los distintos cohortes contrastados, si se observaron genes
alterados que no fueron compartidos entre los grupos, como se ilustra a través de diagramas de
Venn (Ver Figura 13), y adicionalmente se registraron diferencias significativas reportadas
entre la frecuencia de mutacion de genes KRAS, TSCI, y TP53 entre la cohorte de China
(cBioPortal) contra los resultados obtenidos para pacientes de Chile. En un estudio reciente,

las mutaciones somaticas de otro cohorte de pacientes de poblacion de China fueron
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comparadas frente a pacientes de Estados Unidos del mismo estudio, a través de secuenciacion
dirigida de alta profundidad, centrandose concretamente en las mutaciones potencialmente
accionables *°. De tal forma, se describieron los genes compartidos entre ambos grupos, asi
como las diferencias entre ambos cohortes, en donde se destacé una disparidad en la
frecuencia de mutacion de genes de la familia ERBB, registrandose una mayor frecuencia de
mutaciones en el gen ERBB2 para pacientes de China *°. En los resultados obtenidos para esta
tesis, no se presentaron diferencias significativas para tal gen entre las cohortes, en relacion a
pacientes de Chile. Sin embargo, si fue posible detectar un grupo de genes en comun entre los
grupos contrastados, los cuales fueron detectados con al menos una (1) alteracion entre las
muestras de cada uno de los centros.

En contraste, también se registraron genes alterados detectados exclusivamente en una
determinada poblacion. Entre estas comparaciones, se enfatiza principalmente el contraste que
fue posible realizar entre los resultados obtenidos frente a los pacientes de Chile del centro
Memorial Sloan-Kettering (MSK) en cBioPortal, en donde si bien coincidieron la gran
mayoria de los genes mutados, se detectdo un (1) gen exclusivo en tumores de pacientes del
centro MSK, y un (1) gen sélo detectado en los resultados del presente estudio (Ver Figura
11.C). En este punto, es importante mencionar que no se contd con la informacién de los
pacientes de Chile del centro Memorial Sloan-Kettering referente a su origen étnico o
genotipado, por lo que se limitan las posibles inferencias sobre la heterogeneidad de ambos
grupo de pacientes, que puedan explicar las discrepancias entre ambos grupos. Ademas, las
muestras del centro Memorial Sloan-Ketterin, presentaron ciertas limitantes anexas,
primordialmente respecto a que solo se contemplan 8 muestras de tejido reportadas como
provenientes de tejido tumoral de CVB, con 5 muestras de tejido hepatico, y 8 muestras sin

informacion referente al sitio de tejido. El contar con un bajo nlimero de muestras tumorales
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(n=8) limit6 entonces las potenciales comparaciones con los resultados obtenidos para la
presente tesis, que s6lo contempld muestras de tumores de cancer de vesicula biliar.

En los resultados obtenidos, el gen mas frecuente mutado entre las muestras analizadas
corresponde a TP53 (47%, n =34). Esto se condice con lo reportado previamente en pacientes
de la poblacion de Chile, y se condice de igual forma con el enriquecimiento de mutaciones en
gen TP53 reportado anteriormente en los tumores de CVB frente a otros tipos de canceres de
vias biliares™. No obstante, el tipo de mutaciones detectadas difieren entre los grupos
comparados, como se refleja a través de graficos de mapa de mutaciones (Anexo, Figura 8.6).
Como se menciond previamente en Introduccion, diferencias entre el tipo de mutaciones
detectadas en los pacientes de poblacion de Chile y en pacientes de Japon han sido reportadas
anteriormente para el gen TP53 ». Esto se pudo observar para los resultados obtenidos en el
gen TP53 en contraste con las poblaciones de EEUU, China y Japdn, asi como para los genes
KRAS, ERRB2, y BRCA2 (Ver grafico de mutaciones en Anexo, Figura 8.11 — 8.14). El tipo
de mutaciones y la frecuencia en gen 7P53 obtenidas en este estudio se condice de igual
forma con los reportado en pacientes de paises limitrofes a Chile con un componente étnico
amerindio en comun, tales como Bolivia (50%, N = 36) y Peru (33%, N = 30) *.

Por otra parte, para los pacientes de poblaciones de Perti y Bolivia usualmente el gen KRAS no
se encuentra mutado (0%, N = 30) **. De forma similar, alteraciones en el gen KRAS son poco
frecuentes en algunas regiones de paises occidentales para CVB, como por ejemplo en Estados
Unidos (0%, N = 83; 8%, N=49). Esta diferencia es destacable ya que los pacientes de Chile
presentaron una frecuencia mutacional de 15% para gen KRAS en el presente trabajo (N=34),
siendo mas similar a lo reportado en los tumores de pacientes en poblaciones de Argentina
(17%; N=58) y de Brasil (33%; N=12) **-°7_ por sobre a lo reportando en Bolivia y Peri. No

obstante, este es ain un valor considerablemente alto para lo que se esperaria en poblaciones
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occidentales, y sobre todo en pacientes sin antecedentes de una unién ductal pancreatobiliar
anomala (APBJ) ?’. En cuanto al tipo de mutaciones que se identificaron en el gen KRAS, se
detectaron principalmente mutaciones en el codéon 12, siendo una mutacion frecuente en
distintos tipos de cénceres gastricos y de las vias biliares. Se detectd particularmente la
mutacion G124, la que es prevalente para CVB en pacientes de poblaciéon de Argentina,
China, e Italia %, y poco frecuente en pacientes de la poblacion de Brasil y de regiones de
India, donde se favorecen mutaciones en el codon 25 **°* En tal sentido, habria una mayor
similitud entre los resultados obtenidos en el contraste con los pacientes de Argentina, que con
aquellos pacientes de Brasil. Esto concuerda de igual forma con una mayor similitud en la
heterogeneidad étnica entre los paises de Chile y Argentina (con una alta preponderancia en la
etnia Mapuche-Huilliche), frente a la diversidad poblacional registrada en cohortes de
pacientes de Brasil °. Pese a que en la literatura de CVB se ha reportado exclusion entre
mutaciones en el gen KRAS y mutaciones en el gen BRAF *®, contrariamente en tumores de
pacientes de Chile se observé una tendencia a la co-ocurrencia entre estas mutaciones (Anexo,
Figura 8.10). En cuanto al tipo de mutaciones en el gen BRAF, los grupos de Chile y EEUU
comparten la mutacion ES501K, mientras que los pacientes de Singapur presentan
predominantemente la mutacion K482E.

Por su parte, pacientes de Japon presentan la mutacion V599E, mientras que pacientes de
Grecia presentan frecuentemente la mutacion V60OR, en conjunto con V599E, las que se
encuentran notoriamente ausentes en gen BRAF en tumores de pacientes de Estados Unidos y
Chile. De forma similar, mutaciones en el gen PIK3CA E545K han sido descritas en tumores
de CVB para pacientes de Chile y EEUU, tanto para carcinomas tempranos y avanzados,
donde se ha enfatizando su potencial utilidad para seleccion de terapias °'. Esta mutacion se

encontrd en pacientes de Chile del presente estudio, asi como en chilenos del centro MSK.
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Por otra parte, en los resultados obtenidos en esta tesis se presenta una mutacion de tipo
G505R (chr3:g.178936091G>A) en el gen PIK3CA, no presente en la literatura para CVB, ni
en las bases de datos disponibles, previamente reportada s6lo en pacientes con cancer gastrico
62 En este punto, para asegurar una comparacion apropiada de las alteraciones detectadas entre
cohortes, es importante contar con métricas de calidad especificas de las variantes obtenidas
(Anexo, Figura 8.1 — 8.2). Con el proposito de detallar tal aspecto, en el presente estudio se
precisaron las métricas de profundidad de regiones blancos en especificas para cada muestra
(Anexo, Tabla 8.10 — 8.12, Figuras 8.3), asi como la profundidad alcanzada en variantes
accionables (Anexo, Tabla 8.13). De esta forma, es posible precisar la deteccion de las
mutaciones con cambio en proteina en genes biomarcadores, definiendo de mejor forma
aquellas alteraciones presentes o ausentes para cada respectiva cohorte. Esto a su vez, seria un
aspecto importante a considerar al momento de implementar opciones de terapias dirigidas en
pacientes de Chile, tomando en cuenta el rol de cada variante especifica en referencia a la
sensibilidad y respuesta a diversos fairmacos en medicina de precision .

En cuanto a los pardmetros clinico-patologicos, una caracteristica de los pacientes de
Chile fue la predominante presencia de calculos biliares. En los pacientes del presente estudio,
se identificaron 28 de 30 pacientes con antecedentes de colelitiasis (93%), representando un
alto porcentaje en contraste con pacientes de EEUU del centro MSK (con un 64% de pacientes
con célculos biliares), y pacientes de Japon (con sélo un 36%). Esto se condice con la
literatura, donde se ha descrito que la prevalencia de los célculos biliares es mayor en las
poblaciones hispanas de América del Sur, y en hispanoamericanos con ascendencia amerindia
de Estados Unidos ®. Las poblaciones nativas de América del Norte y de Sudamérica
representan de hecho los grupos con mayor riesgo de calculos biliares en todo el mundo *.

Cabe destacar que en el presente estudio s6lo se contd con 3 individuos de ascendencia
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amerindia registrada en el proceso de inclusion de pacientes, limitando el poder profundizar su
analisis en relacion a su atributo étnico.

Adicionalmente, debido a la falta de los datos clinicos de gran parte de los pacientes, no fue
posible el evaluar de igual forma la variacion de las mutaciones detectadas con respecto a los
factores de riesgo de la enfermedad; como la presencia de célculos biliares, ni con factores
clinicopatoldgicos; como la estadificacion tumor

6. Conclusiones

La secuenciacion dirigida de alta profundidad de tumores de Cancer de Vesicula Biliar
fue realizada de forma exitosa para un total de 34 pacientes, identificandose 26 pacientes
(76%) que presentaron mutaciones somaticas con cambio en proteina, presentando al menos 1
alteracién en genes descritos como biomarcadores de respuesta a terapia. Se identificaron
aquellos genes mas frecuentemente mutados dentro de este cohorte, los que corresponden a
TP53 (47%), KRAS (15%), ARID1A (12%), TSC2 (12%), BRCAI (9%), y ERBB2 (9%).

Se determin6 que la frecuencia de mutaciones somaticas identificadas en pacientes de
Chile con cancer de vesicula biliar, no difiere significativamente a lo reportado entre cohortes
de pacientes provenientes de distintos centros de Japon, China, Singapur, y EEUU.

Sin embargo, se aprecian tendencias que sugieren no descartar la importancia de disparidades
en mutaciones somaticas segiin un contexto regional.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis representan una aproximacion que
busca reflejar una delimitada fraccion del caracter mutacional de tumores de CVB en
pacientes de Chile, generando informacidn relevante y basal para la caracterizacion génica de
este tipo de cancer, y evaluar sus opciones de terapias a nivel nacional. Las alteraciones
detectadas en comun entre todos los cohortes podrian ser de interés para analogar futuras

estrategias terapéuticas entre pacientes de estas poblaciones, junto a pacientes de Chile.
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8. Anexos

Tabla 8.1 Ensayos clinicos actualmente en curso para opciones terapéuticas dirigidas para CVB. Tabla

adaptada desde Nemunaitis y colaboradores (2018) 7

Agente

Cetuximab,
Trastuzumab,
Gefitinib, Lapatinib,
Everolimus, Sorafenib,
Crizotinib

Durvalumab

Pazopanib

Pembrolizumab

Selumetinib

ADH-1

Canlisib

Merestinib

Regorafenib

Gen Target

EGFR, HER2, mTOR,
VEGF, ALK/ROS1,
PDL-1

PDL-1

KIT, FGFR, VEGFR

PD-1

MEK1, MEK2

N-Cadherin

PI3K

MET

VEGF

Terapia

GEMOX + Terapia dirigida
por pérfil génico

Guadecitabine +
Durvalumab

Gemcitabine + Pazobanib

Pembrolizumab + Cisplatin
+ Gemcitabine

Selumetinib + Cisplatin +
Gemcitabine

ADH-1 + Cisplatin +
Gemcitabine

Copanlisib + Cisplatin +
Gemcitabine

Merestinib + Cisplatin +
Gemcitabine

Regorafenib
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Fase

Institucién

Xinhua Hospital,
Shanghai

University of Southern
California

Hellenic Cooperative
Oncology Group

European
Organization for
Researchand
Treatmentof Cancer

University Health

Network, Toronto

University of Nebraska

H. Lee Moffitt Cancer
Center and Research
Institute

Eli Lilly and Company

H. Lee Moffitt Cancer
Center and Research
Institute

Codigo NCI

NCT02836847

NCT03257761

NCT01855724

NCT03260712

NCT02151084

NCT01825603

NCT02631590

NCT03027284

NCT0211554



Tabla 8.2 Listado con informacion de 25 genes que componen el panel TumorSec. Se detalla la region

que sera secuenciada (exones completos o region ‘hotspot’ target) para cada uno de estos genes.

Gen
AKT1
ALK
ARID1A

BRAF

BRCA1

BRCA2

CDK4

EGFR

ERBB2

ERS1
IDH2
KIT

KRAS
MET
MTOR

NRAS
PDGFRA

PIK3CA
PTCH1
PTEN

ROS1
SMO
TP53
TSC1
TsC2

Tipo de mutacion

Puntual
Puntual

Puntual
Puntual

Puntual
Puntual
Amplificacion

Puntual/Amplificacion
Amplificacion

Puntual
Puntual

Puntual
Puntual
Puntual/Amplificacion
Puntual
Puntual
Puntual
Puntual/Amplificacion
Puntual
Puntual

Puntual
Puntual
Puntual
Puntual

Puntual

Region

Exones
Target

Exones

Exones

Exones

Exones

Exones

Target

Exones

Exones
Exones

Target
Exones
Target
Exones
Exones
Target
Exones
Exones
Exones

Target
Target
Exones
Exones

Exones

Drogas

AZD-5363
Crizotinib, inhibidor ALK
inhibidor ATM, erlotinib

Vemurafenib,
dabrafenib, Trametinib,
cetuximab,panitumumab

Olaparib
Olaparib

Palbociclib/Abemaciclib
Erlotinib, Gefitinib, Neratinib,
Osimertinib, Rociletinib

Trastuzumab

Palbaciclib
Enasidenib

Nilotinib, Imatinib, Dasotinib

Cetuximab, Erlotinib, Eegorafenib,

Selumetinib, Irinotecan
Foretinib, Rilotumumab

inhibidor mTOR
inhibidor EGFR

Imatinib, Sunitinib

Buparlisib, Serabelisib, Alpelisib,

Copanlisib
Vismodegib

Everolimus
Crizotinib
Vismodegib
Prognasis

inhibidor mTOR, Everolimus
inhibidor mTOR

Nivel de
Tipo de Tumor . .
P Evidencia

BC, OV, Endom B

LUNAD B

BC, OV C

MEL,NSCLC,CRC, THY A
0OV,BC,CRC,MEL, SAR,

PRO A
OV,BC,CRC,MEL, SAR,

PRO A

liposarcoma, MEL B

NSCLC A

BC, Gastrico A

BC B

AML B

MEL, GIST, AML B

CRC, Panc,NSCLC A

RCC papilar, MEL B

RCC B

CCR A

GIST B

BC B

Meduloblastoma B

Varios B

NSCLC C

Basal CC B

Varios A

RCC B

RCC B

*Nivel de Evidencia A: Validada ; B:Clinica ; C: Caso Clinico
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Tabla 8.3 Lista de estudios de secuenciacion de alto rendimiento en cancer de vesicula biliar segiin
numero de tamafio total de muestras utilizadas para cada publicacion, respectivamente. Se detalla
profundidad promedio de secuenciacidn, y técnica de secuenciacion utilizada.

Tamafio
muestral

*

85

33"

29

15

14
12
11

Profundidad
secuenciacion

>600X

367X

210X

>20X

1800X

210X

2100X
>500X

1365X
1276X

Disefio Experimental
Hybrid capture—based comprehensive
genomic profiling
Exome sequencing
Sequenom Massarray technology

Whole Genome Sequencing, Whole
Exome Sequencing & Targetted
Sequencing

OncoMap

Exome sequencing

50-gene lon AmpliSeq Cancer Hotspot
panel v2 & AmpliSeq custom panel

Whole Genome Sequencing, Whole
Exome Sequencing & Targetted
Sequencing

Espectroscopia de masa y NGS
lon AmpliSeq Cancer Panel
lon AmpliSeq cancer hotspot panel V2
AmpliSeq comprehensive cancer panel

Whole exome sequencing

* muestras tejido FFPE
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Poblacién de
Estudio

USA

China

India

Japon

USA
Japdn

Italia

Italia

USA
Japén
India

India
USA e Italia



Tabla 8.4. Estado final de muestras del centro HCC (Hospital de Concepcion) respecto al control de
calidad realizado en metodologia de extraccion de ADN gendmico, preparacion de librerias, y
secuenciacion. La columna ‘ADN’ contempla concentracién y pureza de acido nucleico de cada
muestra; FA corresponde a integridad por analisis de tamafio de fragmento (Fragment Analyzer).
Ticket de color verde (V) indica que se superd de forma exitosa cada control de calidad, mientras que
equis roja (X) indica que no se lograron las condiciones necesarias para aprobar el criterio de calidad
en un determinado paso de la metodologia.

ADN gendémico Preparacion Librerias
Muestra | Centro ADN FA ADN FA Secuenciacion
CR233-HCC ~ HCC v \ \ \ \
CR247-HCC ~ HCC \ \ \ \ \
CR253-HCC | HCC \ \ \ \ \
CR255-HCC | HCC \ \ \ \ \
CR325-HCC | HCC \ \ \ \ \
CR326-HCC | HCC \ \ \ \ \
CR235-HCC | HCC \ \ \ \ X
CR229-HCC | HCC \ \ \ \ X
CR236-HCC | HCC \ \ \ \ X
CR250-HCC | HCC \ \ \ \ X
CR242-HCC | HCC \ \ \ X X
CR265-HCC | HCC \ \ \ X X
CR320-HCC | HCC \ \ \ X X
CR231-HCC | HCC \ \ X X X
CR232-HCC | HCC \ \ X X X
CR237-HCC | HCC \ \ X X X
CR240-HCC | HCC \ \ X X X
CR251-HCC | HCC \ \ X X X
CR264-HCC | HCC \ \ X X X
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Tabla 8.5. Estado final de muestras de centro HPH (Hospital Padre Hurrtado) respecto al control de
calidad realizado en metodologia de extraccion de ADN gendmico, preparacion de librerias, y
secuenciacion. La columna ‘ADN’ contempla concentracién y pureza de acido nucleico de cada
muestra; FA corresponde a integridad por analisis de tamafio de fragmento (Fragment Analyzer).
Ticket de color verde (V) indica que se superd de forma exitosa cada control de calidad, mientras que
equis roja (X) indica que no se lograron las condiciones necesarias para aprobar el criterio de calidad
en un determinado paso de la metodologia.

ADN gendmico Preparacion Librerias
Muestra Centro ADN FA ADN FA Secuenciacion
CR20-HPH HPH v v \ v v
CR27-HPH HPH v v v \ v
CRZ?f‘”P HPH N N N N N
CR3?_|°'HP HPH \ N, \ \ \
CR-"?j"“P HPH N N N N, N
CR30-HPH HPH v v \V v v
CR54-HPH HPH v v v v v
CR59-HPH | HPH v v \ \ \
CR26-HPH HPH \ v N N X
CR26-HPH HPH \ v v v X
CRZTZ'HP HPH \ v X X X
CRZ?_IS'HP HPH v v X X X
CR3?_|8'HP HPH N v X X X
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Tabla 8.6 Estado final de muestras de centro HPM (Hospital de Puerto Montt) respecto al control de
calidad realizado en metodologia de extraccion de ADN gendmico, preparacion de librerias, y
secuenciacion. La columna ‘ADN’ contempla concentracién y pureza de acido nucleico de cada
muestra; FA corresponde a integridad por analisis de tamafio de fragmento (Fragment Analyzer).
Ticket de color verde (V) indica que se superd de forma exitosa cada control de calidad, mientras que
equis roja (X) indica que no se lograron las condiciones necesarias para aprobar el criterio de calidad
en un determinado paso de la metodologia.

ADN gendémico Preparacion Librerias

Muestra | Centro ADN FA ADN FA Secuenciacion
CR111HPM | HPM v \ v v v
CR113-HPM = HPM \ \ \ \ \
CR114-HPM = HPM \ \ \ \ \
CR116-HPM . HPM \ \ \ v v
CR19HPM | HPM \ \ \ \ \
CR39-HPM | HPM V \ \ \ \
CR60HPM = HPM v \ \ v v
CR119-HPM | HPM \ \ \ \ X
CR108-HPM | HPM \ v \ X X
CR115-HPM | HPM \ \ X X X
CR110-HPM | HPM X X X X X
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Tabla 8.7 Estado final de muestras de centro HRA (Hospital Regional de Arica) respecto al control de
calidad realizado en metodologia de extraccion de ADN gendmico, preparacion de librerias, y
secuenciacion. La columna ‘ADN’ contempla concentracién y pureza de acido nucleico de cada
muestra; FA corresponde a integridad por analisis de tamafio de fragmento (Fragment Analyzer). Ticket
de color verde (V) indica que se super6 de forma exitosa cada control de calidad, mientras que equis
roja (X) indica que no se lograron las condiciones necesarias para aprobar el criterio de calidad en un
determinado paso de la metodologia.

ADN gendmico Preparacion Librerias
Muestra | Centro | ADN FA ADN FA Secuenciacion
CR184-HRA | HRA \ \ \ \ X
CR120-HRA | HRA \ \ \ X X
CR181-HRA | HRA \ \ X \ X
CR121-HRA | HRA \ \ X X X
CR123HRA | HRA \ v X X X
CR179-HRA | HRA \ \ X X X
CR182HRA | HRA \ \ X X X
CR186-HRA | HRA \ \ X X X
CR122-HRA | HRA X X X X X
CR180-HRA | HRA X X X X X

Tabla 8.8 Estado final de muestras de centro HRT (Hospital Regional de Talca) respecto al control de
calidad realizado en metodologia de extraccion de ADN gendmico, preparacion de librerias, y
secuenciacion. La columna ‘ADN’ contempla concentracion y pureza de acido nucleico de cada
muestra; FA corresponde a integridad por analisis de tamafio de fragmento (Fragment Analyzer).
Ticket de color verde (V) indica que se superé de forma exitosa cada control de calidad, mientras que
equis roja (X) indica que no se lograron las condiciones necesarias para aprobar el criterio de calidad
en un determinado paso de la metodologia.

ADN gendmico Preparacion Librerias

>
>
o
=
>

Muestra Centro ADN Secuenciacion

CR45-HRT HRT
CR65-HRT HRT
CR67-HRT HRT
CR68-HRT HRT
CR42-HRT HRT
CR49-HRT HRT
CR44-HRT HRT
CR63-HRT HRT

< |2 || |2 |2 |2 |2
< [ (2] |2 |=2|< |2
X X2/ 2|2 |2 |2 |2
X X X X |2 2|2 2
X X X X 2 2 /=2 =2
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Tabla 8.9 Estado final de muestras, desde distintos centros de origen (UC: Universidad Catolica;
HCOR: Hospital Santiago Oriente Doctor Luis Tisné Brousse; HCQ: Hospital de Coquimbo; INC:
Instituto Nacional del Cancer; HDS: Hospital del Salvador; HSJD: Hospital San Juan de Dios; HSBIJ:
Hospital San Borja; CLI: Clinica INDISA; DA: Clinica Davila) respecto al control de calidad realizado
en metodologia de extraccion de ADN genémico, preparacion de librerias, y secuenciacion. La
columna ‘ADN’ contempla concentracion y pureza de acido nucleico de cada muestra; FA corresponde
a integridad por analisis de tamafio de fragmento (Fragment Analyzer). Ticket de color verde () indica
que se superd de forma exitosa cada control de calidad, mientras que equis roja (X) indica que no se
lograron las condiciones necesarias para aprobar el criterio de calidad en un determinado paso de la
metodologia.

ADN gendmico Preparacion Librerias

Muestra Centro ADN FA ADN FA Secuenciacion
1293-UC uc \ \ \ \ \
1573-UC uc \ \ \ \ \
1703-UC uc \ \ \ \ \
1788-UC uc \ \ \ \ \
CR33HCOR | HCOR \ v v \ \
CR132-HCQ | HCQ \ v \ \ \
CR101-INC INC \ \ \ \ \
CR106-INC INC \ \ \ \ X
CR57-INC INC \ \ X X X
CR140-HDS = HDS \ \ v \ \
CR139-HDS | HDS \ \ X X X
CR24-HDS HDS \ \ X X X
CR29-HSID | HSID \ \ \ \ \
CR304-HSJD | HSID \ \ X X X
CRO7-HSBJ | HSBJ \ \ \ \ X
CR35-CLI CLI \ \ X X X
CR13-DA DA \ \ X X X
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Tabla 8.10 Métricas de calidad de secuenciacion para cada muestra secuenciada (correspondiente a un
total de 34 pacientes). Se indica para cada respectiva corrida de secuenciacion y muestras, las métricas
de profundidad, y el porcentaje de lecturas que alcanzan una profundidad de 100X, 200X, y 300X.

Porcentaje Profundidad Porcentaje de
ID Corrida Muestra dereads promedio en . : PCT_100¥ PCT_200¥ | PCT_300X
oh targets regiones targets uniformidad
190607 CR286-HPH 69,9 2013,5 96,3 100,0 100,0 100,0
190607 CR68-HRT 65,9 976,1 91,1 100,0 99,6 98,5
190607 CR67-HRT 70,7 1140,4 96,3 100,0 99,7 99.1
190607 CR106-INC 68,0 18226 94,5 100,0 100,0 100,0
190607 CR132-HCQ 50,1 8143 87,1 99 8 985 953
190607 CR45-HRT 53,7 857,0 96,9 100,0 99,7 99,2
190607 CR&65-HRT 52,1 623,0 97,5 99,4 97,8 94,7
190607 CR20-HPH 54,1 581,0 93,2 100,0 99,2 95 3
190701 CR253-HCC 17,7 682,7 95,0 99,6 98 8 97,3
190701 CR27-HPH 15,0 5725 92,0 991 959 836
190701 CR54-HPH 69,7 1544,4 96,9 100,0 99,9 99,6
190701 CR326-HPH 70,8 1719,5 98,5 100,0 100,0 99.9
190701 CR101-INC 69,1 1155,0 93,9 100,0 100,0 997
190705 CR30-HPH 18,8 515,4 92,9 97,9 91,7 79,1
190705 CR140-HDS 21,4 604,4 91,7 99,0 96,2 893
190705 CR325-HCC 17,8 464,1 92,9 98,4 93,2 794
190705 CRB0-HPM 14,1 407,6 95,7 97,9 90,8 75,7
190705 CR29-HSJD 11,3 8423 75,5 97,7 87,4 76,8
190705 CR247-HCC 12,0 377,9 97,2 ag2 90,9 715
190802 CR30-HPH 67,7 1277,7 95,7 100,0 99,7 99,0
190802 CR140-HDS 61,5 1365,0 96,3 100,0 100,0 99.8
190802 CR325-HCC 58,2 965,9 98,5 100,0 99,9 996
190802 CR60-HPM 58,8 782.4 98,5 99 8 992 98 4
190802 CR29-HSJD 59,8 1386,7 81,3 100,0 99,4 96,6
190802 CR255-HCC 42,5 294,7 98,8 98,7 86,8 38,3
190822 CR33-HCOR 57,1 680,6 97,9 99,6 99,1 98,0
190822 CR111-HPM 60,0 1184,2 95,3 100,0 99,7 99,4
190830 CR300-HPH 66,5 746,2 90,5 99 8 993 96,7
190830 CR309-HPH 65,4 1397,5 98,8 100,0 99,8 996
190830 CR59-HPH 63,5 2234,3 86,2 100,0 100,0 100,0
190830 CR114-HPM 68,1 1942 5 93,2 100,0 100,0 99,9
190914 1293-UC 66,6 1289,2 97,2 100,0 100,0 996
190914 1788-UC 67,0 1408,3 95,9 100,0 999 995
190914 1703-UC 55,6 778,2 97,2 100,0 99,4 98,6
190925 CR19-HPM 39,5 632,8 99,1 100,0 99,6 98,7
190925 CR19-HPM 51,2 1067,7 98,5 100,0 100,0 996
191017 CR39-HPM 55,8 732.3 98,5 100,0 997 991
191026 1573-UC 45,8 7879 98,5 100,0 99,8 99,4
191104 CR113-HPM 17,7 488,0 93,3 99,7 96,8 90,6
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Tabla 8.11 Métricas de calidad de secuenciacion segliin corrida y muestra secuenciada. Se incluyen
todas las muestras que no pasaron los criterios de calidad establecidos.

. N? reads antes N2 reads despues Porcentaje  Porcentaje
ID Corrida Muestra

trimming trimming trimmed duplicados
1950701 CR116-HPM 4606872 3983166 13,5 6,0
190830 CR181-HRA 339804 273284 19,6 24,1
191030 CR119-HPM 4620222 892090 80,7 24,3
191030 CR120-HRA 5083838 1012920 80,1 28,1
191030 CR26-HPH 4141232 804860 80,6 24,3
191030 CR233-HCC 6171302 1240284 79,9 35,1
191030 CR229-HCC 6250016 1236054 80,2 28,2
191030 CR113-HPM 14055090 2350872 83,3 49,8
191104 CR120-HRA 4610430 4262614 7,5 46,5
191104 CR119-HPM 4218068 3892246 7,7 43,6
191104 CR26-HPH 3815630 3300620 13,5 46,9
191104 CR229-HCC 5643366 4996452 11,5 48,7
191104 CR233-HCC 5612078 5180424 1,7 56,4

Tabla 8.12 Métricas de calidad de secuenciacion segun corrida y muestra secuenciada. Se incluyen
todas las muestras que no pasaron los criterios de calidad establecidos. Se indica para cada respectiva
corrida de secuenciacion y muestras, las métricas de profundidad, y el porcentaje de lecturas (reads)
que alcanzan una profundidad de 100X, 200X, y 300X.

Porcentaje Profundidad )
ID Corrida Muestra de reads promedio en Por-centalle de PCT_100X PCT_200X @ PCT_300X
. uniformidad

on targets regiones targets
190701 CR116-HPM 9,9 279,1 94,5 98,5 75,1 32,0
190830 CR181-HRA 39,1 37,1 92,3 0,2 0,0 0,0
191030 CR119-HPM 17,1 64,9 89,9 6,3 0,1 0,0
191030 CR120-HRA 20,3 87,2 96,3 10,9 0,2 0,0
191030 CR26-HPH 37,5 109,7 94,5 36,2 1,1 0,0
191030 CR233-HCC 31,3 136,8 96,9 65,4 2,7 0,2
191030 CR229-HCC 28,9 134,1 92,9 52,2 53 0,7
191030 CR113-HPM 32,5 233,5 84,0 88,7 48,3 17,2
191104 CR120-HRA 11,1 173,7 97,5 94,0 18,4 3,6
191104 CR119-HPM 10,8 187,2 92,9 90,2 30,6 5,5
191104 CR26-HPH 26,3 216,8 94,2 86,7 46,2 12,2
191104 CR229-HCC 17,6 241,1 92,9 93,3 55,3 206
191104 CR233-HCC 18,7 246,9 98,8 99,2 72,2 13,7
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Tabla 8.13 Detalle de métricas de profundidad de secuenciacion segin variantes especificas,
accionables descritas en genes biomarcadores de respuesta a terapia, en plataforma de interpretacion de
variantes Cancer Genome Interpreter (CGl). DP: profundidad de secuenciacion i.e nimero total de
lecturas que leen una determinada posicion

o Cambio en DpP DP DP
Gen Alteracion . . - -
Proteina Promedio | minimo | maximo

TP53 chrl7:g.7577568C>A p-C238F 1524 1403 1645
PIK3CA chr3:2.178936082G >A p.E542K 1754 1754 1754
PIK3CA chr3:g.178936091G>A p-E545K 2639.5 2312 2967
KRAS chrl2:g.25398284C>G p-G12A 2464 2464 2464
KRAS chr12:g.25398284C>T p.G12D 1406 396 2478
KRAS chrl2:g.25398285C>T p.G125 1559 1202 1916
KRAS chr12:g.25398284C>A p.G12v 2064 2064 2064
KRAS chr12:g.25398281C>T p.G13D 1420 1420 1420
TP53 chr17:g.7577551C>T p.G244S 1081 1081 1081
BRAF chr7:2.140481402C>A p-G469V 1664 1664 1664
PIK3CA chr3:g.178952085A>G p.H1047R 351 351 351
BRCAZ2 chrl3:g.32907428dupA p.1605Nfs*11 360 360 360
ERBB2 chrl7:g.37880220T>C p.L755S 2067 1047 3088
KIT chrd:g.55593464A>C p.M541L 582 371 816
TsC2 chr16:g.2137898C>T p-P1675L 775 775 775
KRAS chrl2:g.25380275T>G__chrl2:g.25380275T>A p-Q61H 1859 1801 1917
BRCA2 chr13:g.32900639C>T p.R174C 795 404 1187
TP53 chr17:g.7577538C>T p.R248Q 1660 1528 1793
TP53 chrl7:g.7577539G>A p-R248W 909 557 1128
TP53 chr17:g.7577138C>T p.R267Q 509 509 509
TP53 chri7:g.7577121G>A p.R273C 1155 1155 1155
TP53 chr17:g.7577120C>T p.R273H 1079 805 1353
TP53 chr17:g.7577099C>T p.R280K 1859 1859 1859
TP53 chrl7:g.7577099C>G p.R280T 4410 4410 440
TP53 chrl7:g.7577094G>A p-R282W 559 559 559
BRCA2 chr13:g.32945129C>T p-R2842C 465 465 465
ERBB2 chr17:g.37868208C>T p.S310F 588 588 588
ERBB2 chr17:g.37868208C>A p-S310Y 2247 2247 2247
KRAS chr12:g.25398279C>T p.vVidl 1948 1948 1948
BRCA1 chr17:g.41245594dupT p.Y655Vfs*18 1500 1500 1500
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Tabla 8.14. Listado de las 45 mutaciones somaticas individuales, con efecto en proteina, identificadas
para un total de 26 pacientes (76%) en muestras de tumores de CVB de pacientes de Chile (N=34),
luego de andlisis en plataforma CGI.

Gen Alteracién Cambioen | Tipode Clasificacién CGI
proteina mutacién
AKT1 chrl4:g.105246534C>T p.W22* Nonsense Potencialmente Mutacidn Pasajera
ARIDIA chrl:g.27087898_27087908del p.P729Vfs*84 | Frameshift Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
ARID1A chrl:g.27088768A>C p.M793L Missense Potencialmente Mutacidn Pasajera
ARIDIA chrl:g.27101258A>C p.T1514P Missense Potencialmente Mutacién Pasajera
ARID1A chrl:g.27102188A>G p.N17055 Missense Potencialmente Mutacidn Pasajera
ARID1A chrl:g.27105937dupG p.D1850Gfs*4 | Frameshift Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
BRAF chr7:g.140477807C>T p.ESO1K Missense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
BRCA1 ¢chr17:g.41222975C>T p.M16521 Missense Potencialmente neutral para oncogenesis
BRCA1 chrl7:g.41226488C>A p.515121 Missense Potencialmente neutral para oncogenesis
BRCA2 chr13:g.32953550G>A p.A2951T Missense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
ERBB2 chr17:g.37868208C>T p.S310F Missense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
ERBB2 chr17:g.37880220T>C p.L7555 Missense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
KRAS chrl2:g.25380275T>G p.Q61H Missense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
KRAS chrl2:g.25398284C>A p.G12v Missense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
KRAS chrl2:g.25398284C>G p.G12A Missense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
KRAS chri2:g.25398284C>T p.G12D Missense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
PIK3CA chr3:g.178928327G>C p.G505R Missense Potencialmente Mutacién Pasajera
PIK3CA chr3:2.178936091G>A p.ES45K Missense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
PIK3CA chr3:g.178952085A>G p.H1047R Missense Mutacidn Driver, reportada en otro tipo tumoral
PTCH1 chr9:g.98231110G>A p.P7255 Missense Potencialmente Mutacidn Pasajera
PTCH1 chr9:g.98239900C>T p.A4TET Missense Potencialmente Mutacidn Pasajera
TP53 chr17:g.7576869_7576885del p.K321ifs*10 | Frameshift Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
TP53 chr17:g.7577094G>A p.R282W Missense Mutacidn Driver, reportada en otro tipo tumoral
TP53 chr17:g.7577099C>G p.R280T Missense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
TP53 chrl7:g.7577120C>T p.R273H Missense Mutacidn Driver, reportada en otro tipo tumoral
TP53 chr17:g.7577121G>A p.R273C Missense Mutacidn Driver, reportada en otro tipo tumoral
TP53 chri7:g.7577141C>A p.G266V Missense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
TP53 chr17:g.7577511A>G p.L257P Missense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
TP53 chrl7:g.7577538C>T p.R248Q Missense Mutacidn Driver, reportada en otro tipo tumoral
TP53 chrl7:g.7577539G>A p.R248W Missense Mutacidn Driver, reportada en otro tipo tumoral
TP53 chr17:g.7577550C>A p.G244V Missense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
TP53 chrl7:g.7577551C>T p.G244S Missense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
TP53 chrl7:g.7577568C>A p.C238F Missense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
TP53 chr17:g.7578212G>A p.R213* Nonsense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
TP53 chrl?:g.7578275G>A p-Q192* Nonsense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
TP53 chrl7:g.7578419C>A p.E171* Nonsense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
TP53 chr17:g.7579528C>T p.W53* Nonsense Mutacién Driver, reportada en otro tipo tumoral
TSC1 chr9:g.135772901G>A p.RIOBW Missense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
TSC1 chr9:g.135776998A>T p.L827Q Missense Potencialmente Mutacién Pasajera
TSC1 chr9:g. 135777001A>T p.L826Q Missense Potencialmente Mutacién Pasajera
TSC1 chr9:g.135801087C>T p.ABAT Missense Potencialmente Mutacidn Pasajera
TSC2 chr16:g.2108764G>A p.A289T Missense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
TSC2 chr16:g.212939%6A>G p.D1084G Missense Potencialmente Mutacidn Pasajera
TSC2 chr16:g.2129560C>G p.51096C Missense Potencialmente Mutacién Pasajera
TSC2 chr16:g.2138318C>T p.R1751C Missense Potencialmente Mutacién Driver (TIER 1)
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Tabla 8.15. Frecuencia de mutaciones (%) en genes detectados para los distintos cohortes de pacientes
segun centro de origen. Se indica el nimero de muestras de cada respectivo cohorte (N). SG, Singapur.

FRECUENCIA DE MUTACIONES (%)

N JAPON SG EEUU CHINA | CHILE MSK CHILE

GE N =239 N=71 N =49 N =32 N=21 N=34
TP53 26 34 54 25 76 47
KRAS 17 20 8 0 19 15
T5C2 1 3 2 0 10 12
ARID1A 9 21 28 6 38 12
ERBB2 6 3 6 9 10 9
PIK3CA 6 4 11 6 14 9
TSC1 4 3 0 0 10 9
BRCA1 1 1 0 6 5 9
BRCA2 4 3 6 0 10 6
PTCH1 1 14 2 0 5 6
AKT1 2 10 1 0 5 3
BRAF 2 3 7 0 0 3
ROS1 2 3 3 3 5 0
ALK 2 1 0 0 5 0]
CDK4 3 0 4 3 0 0
EGFR 0 1 4 3 0 0
MET 0 0 1 3 0 0
PTEN 2 8 4 0 0 0
ESR1 3 3 2 0 0 0
MTOR 2 1 2 0 10 0
KIT 2 1 1 0 0 0
IDH2 1 1 1 0 0 0]
PDGFRA 1 1 1 0 0 0
NRAS 3 3 0 0 0 0
SMoO 0 0 0 0 0 0
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Tabla 8.16. Test exacto de Fisher para el nimero de alteraciones entre cohorte de Chile (n=34) versus
cohorte de EEUU (n=49) y cohorte de China (n=32).

COHORTE EEUU COHORTE CHINA
Gen I p-value Gen I p-value
AKT1 0,754 AKT1 0,320
ARID1A 0,042 ARID1A 0,320
BRAF 0,625 BRAF 0,320
BRCA1 0,028 BRCA1 0,642
BRCA2 > 0,999 BRCA2 0,063
CDK4 0,344 CDK4 0,320
KRAS 0,444 KRAS* 0,0005
MTOR 0,705 PIK3CA 0,642
PIK3CA 0,923 PTCH1 0,063
PTCH1 0,593 TP53* 0,008
PTEN 0,344 T5C1 0,011
TP53 0,674 TSC2* 0,002
TSC1 0,028
T7SC2 0,043
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Tabla 8.17. Test exacto de Fisher para numero de alteraciones entre cohorte de Chile (N=34) versus
cohorte de Japon (n=237) y cohorte de Singapur (n=72).

COHORTE SINGAPUR COHORTE JAPON
Gen | p-value Gen | p-value
AKT1 0,253 AKT1 > 0,999
ARID1A 0,253 ARID1A 0,844
BRAF >0,9999 BRAF > 0,999
BRCA1 0,157 BRCA1 0,105
BRCA2 0,604 BRCA2 0,908
CDK4 >0,9999 CDK4 0,533
KRAS 0,598 MTOR 0,840
NRAS 0,355 NRAS 0,533
PIK3CA 0,355 PIK3CA 0,840
PTCH1 0,253 PTCH1 0,503
PTEN 0,115 PTEN 0,840
TP53 0,253 TP53 0,027
T5C1 0,253 T5C1 0,533
TSC2 0,162 TSC2 0,027
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Figura 8.1 Métricas de secuenciacion para cada muestra. Se representa porcentaje de profundidad de
lecturas en regiones blanco (reads on target) y porcentaje de uniformidad (linea amarilla). Se contrasta
ademas porcentaje de bases on-targets que poseen una cobertura mayor o igual a 100X (rojo), 200X
(azul), y 300X (verde).
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Figura 8.3 Heatmap para porcentaje de bases on fargets que poseen una cobertura mayor o igual a
300X, columnas indican 25 genes de panel TumorSec, y filas indican cada respectiva muestra. Grafico
realizado como parte del analisis bioinformatico de muestras, por la Ingeniera en Bioinformatica Evelin
Gonzalez Feliu, del laboratorio Génomica del Céancer y laboratorio GENOMED. En orden
descendiente, se incluyen las siguientes muestras: (A) CR286-HPH; CR68-HRT: CR67-HRT;
CRI106-INC; CR45HRT:; CRO65-HRT: CR20-HPH; CR253-HCC; CR27-HPH; CR54-HPH;
CR326-HPH; CRI10I-INC (B) CR30-HPH, CRI140-HDS; CR325-HCC; CR60-HPM; CR29-HSJD;
CR247-HCC; CR30-HPH,; CRI40-HDS;CR325-HCC; CR60-HPM;CR29-HSJD; CR255-HCC. (C)
1293-UC; 1788-UC; 1703-UC; CR59-HPH,; CR114-HPM; CR300-HPH; CR33-HCOR;CRI111-HPM;
CRI19-HPM;CR113-HPM; CR39-HPM.
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Figura 8.4 Resumen del total de variantes (863) detectadas en muestras de tumores CVB (N=34) para
primer proceso de filtrado. (A) Numero de variantes detectadas (eje Y) en cada paciente (eje X). Linea
roja indica la media obtenida (= 22.5) para total de mutaciones por muestra. Colores de columna
indican los distintos tipos de mutaciones: celeste para mutaciones missense, azul oscuro para nonsense,
rojo para cambio de lectura por insercidon, rojo oscuro para cambio de lectura por delecion; morado
para 3°’UTR, rosado para Intrén, azul para 5’UTR, y morado oscuro para Silentes (B) Cantidad total de
mutaciones detectadas (eje X) seguin tipos de mutaciones identificadas (Eje Y), con su respectivo
color; (C) Numero de mutaciones (eje X) segun clasificacion de variantes detectadas; (D) Numero de
mutaciones (eje X) segun tipos de variaciones de nucleo6tido unico identificadas (eje Y).
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Altered in 34 (100%) of 34 samples.
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Figura 8.5 Oncoplot (grafico de distribucion) del estado mutacional de genes detectados para primer
filtrado de variantes (863) distribuidas en 34 pacientes. A lo largo de las columnas se sefialan las
muestras (eje X) con las variantes detectadas para el total de 25 genes del panel TumorSec (eje Y).
Graficos de barras para columnas indican ntimero de viantes por muestras, mientras que grafico lateral
segun filas indican niimero de variantes segun cada gen, junto con su frecuencia (%).Para los genes
representados por mas de un tipo de mutacion, se utiliza la denominacion “Multi-Hit”. Colores en cada
cuadrado representan el tipo de mutacion, de acuerdo a lo que se indica en la leyenda inferior de la
figura.
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Figuras 8.6 Graficos de mapa de mutaciones ilustrando el efecto de mutaciones en proteinas
codificadas por los genes analizados en los pacientes. Se muestra graficos para BRCA1, ERRB2, TSC1,
PTCHI, PIK3CA, BRCA2, BRAF,y AKTI.
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Figura 8.8 Comparacion entre la frecuencia de mutaciones (%) detectadas en genes para los cuales se
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Figura 8.9 Dendograma de agrupacion en base a frecuencia mutacional; para un total de 5 grupos
contrastados: Estados Unidos; Chile; China; Japon; y Singapur. Eje Y sefiala métrica de distancia
Euclidiana. Para analisis de bootstraping, en cada agrupacion se calculan dos tipos de “p-value”: AU
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presente estudio (n=34).
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Figuras 8.11 Graficos de mapa de mutaciones ilustrando el efecto de mutaciones en proteinas
codificadas por los genes analizados en los pacientes. Se muestran graficos para 7P53, en contraste con
grafico correspondiente a pacientes de Japon y EEUU (MSK).
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Figuras 8.12 Graficos de mapa de mutaciones ilustrando el efecto de mutaciones en proteinas
codificadas por los genes analizados en los pacientes. Se muestran graficos para BRAF, en contraste
con grafico de pacientes de EEUU (cBioPortal, MSK).
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Figuras 8.13 Graficos de mapa de mutaciones ilustrando el efecto de mutaciones en proteinas
codificadas por los genes analizados en los pacientes. Se muestran graficos para BRCA2, en contraste
con grafico correspondiente a pacientes de Japon y EEUU (MSK).
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Figuras 8.14 Graficos de tipo Lollipop del efecto de mutaciones en proteinas codificadas por los
genes analizados en los pacientes. Se muestran graficos para ERBB2, en contraste con grafico
correspondiente a pacientes de Japon y EEUU (MSK)
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9. Actas de aprobacion de comité de bioética, Consentimiento Informado, y Protocolo de

Aprobacion de Proyectos Clinicos

Servicio de Salud Metropolitano Oriente
Comité de Etica Cientifico

PROTOCOLO DE APROBACION DE PROYECTOS CLiNl‘CQﬁ
Con fecha 04 de Moviembre de 2016, ¢l CEC del 5.5.M, Oriente analizd ¥ aprobé el Proyecto de
Investigacitn Clinica, patrocinado por la Universidad de Chile, Fundacidn Aruro Lapez Pérez v el
Institutode Saled Pablia (1SP), titulado:

“TumerSec: Optimizacion, validacién y masificacion de un ensayo de secuenciacin de genes para
mejorar la precision de terapias oncokigicas,

v que conducira como Investigador Responsable la Dra, Katherine Marcelain Cubillos en la
Fundacitn Arturo Lopez Pérez ubicada en Rancagua 8T8 Providencia, Santiago de Chile.

Se analizd v aprobi el siguiente documento del Proyecto:
= Proyecto de Investigacion Clinica in extenso ““TumorSes: Optimizacion, validacin y
masificacion de un ensayo de secuenciacion de genes para mejorar la precision de terapias
oncoldgicas,
= Consentimiento Informado el esmdio “TumorSec: Optimizacion. validacidn y masificacion de
un ensavo de secuenciacidn de genes para mejorar la precision de terapias oncoldgicas Version
1.0 Qctubee 2016, fechado por ¢l CEC del 5.5.M. Oriente ¢l 08 de Noviembre de 2016

Tomd conocimiento de:

- Carta de apoyo proyecto de investigacidn emitida por el Dr. Hugo Marsiglia Director Médico
Institute Cneoldgico Fundacion Aruro Lopez Pérez, de fecha 13 Octubre 2016,

= Carta de compromizo del Investigador Principal.
=V del Investigador Principal: Dra. Katherine Marcelain Cubillos,

Envio la ndmina de los miembros permanentes del CEC del 5.5.M. Oriente al 08 de Noviembre de
2014:
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| Dra. Sara Chernilo 5. Broncopulmonar ( Presidente) | Inst. Nacional del Torax
Drra. M. Esther Meroni L. Ceriatra (Secretaria) | Inat. Nae. de Geriatrin

Dr. Ricardo Vacarezza Aszesor en Biodtica Mo institucional

EL Elena Nifez M, Coordinadora Mo institucional

Dir. Carlos Rey C. | Cardidlogo Hospital del Salvador

D, Rimula Malo Monsalve | Neurocinijans Inst. Nac. de Neurocirugia
Dr. Manuel Sedano Lorea | Gineco-Obstetra Hospital Dr. Luis Tisné
Dr. Lientur Taha M. Meurocirujano Inst. Nac. de Neurocirugia
Dr. Jorge Plasser Troncoso | Cirujano- Onedlogo Hospital del Salvador

Sra. Angélica Sotomayor | Abogado No institucional

Sr. Hugo Gutiérrez Guerra | Miembro de la Comunidad No institucional

Santiago, 08 de Moviembre de 2016
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UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACTON EN SERES HUMANDS

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

Con fecha 14 de Marzo de 2017, &l Comité de Etica de Irnvestigaciin en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dr. Manuel Oyarzin G., Médico Neurndlego, Presidente

Prof. Gina Ralneri B., Abogado y Enfermera-Matrona, Mg. Bioética, Secretaria
Dr. Hugo Amigo C., Ph. D., Especialista en Salud Pablica

Dra. Lucia Cifuentes 0., Médico Genetists

Dra. Maria Angela Deluochi Bicoochi, Médico Pediatra Nefrdlogo.

Dr. Miguel O Fyan Médico Infecttlogo

Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de |a comunikdad

Dva. Gricel Orellana, Médico Neuropsiguiatra

Prof. Julieta Gonzalez B., Bidioga Celular

Ha revisado el Proyecto de Investigssion titulade: " TUMORSEC: OPTIMIZACION,
VALIDACION ¥ MASIFICACION DE UN ENSAYO DE SECUENCIACION DE GENES PARA
MEIORAR LA PRECISION DE TERAPIAS ONCOLOGICAS®, Cuyo investigador responsable es Dra.
Katherine Marcelsin Cubillos, quien desempeia funciones en & Departamento dé Oncologia Bsioo
Clinico, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El Comité: revisd los siguientes documentos del estudio:
. Priecto do irvestigacidn in sxtenss.

. LV del imvestigador responsable p de fos Co-i
. Carta compromiso del imvestigador pars comunicar ks reswiados del estudio wnd wez
Fializac dite.

Bl proyecto ¥ los documentos sefialados en el pirrafo precedente han sido analizados a la luz de
los postulades de la Dedaracitn de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para la
Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, v de las Guias de Buena Practica Clinica de ICH 1996,

Sobre |a base de esta informacidn & Comité de Etica de 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 continuacidn se sefialan:

a) Cardcter de la poblacion estudiada: cautiva, de apoyo al diagnostico y & |a terapia.

b) Utilidad del Proyecto: Tiene una clars utilidad diagnostica y terapéutica,

c) Riesgos y Beneficios: los de una toma de sangre y la obdencidn de bicpsias esta dentro de
una cirugia programa por su misdico tratante.

Teléfono: 297895356 - Email: comiteceish@med. uchife.cl
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UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANGS

d} Protecclén de los paricipantes: los pacientes estan protegidos por el prusadi}ngnutmﬂ a
solicitado por su tratante en una instiucian respansabla.

e) MNotificacion oportuna de rescciones adversas: los pacientes estdn protegidos por el
procedimiento solicitads por su tratanta en una instiuckn responsable.

) Compromiso del investigador responsable en la notificacidn de los resultados del estudio al
finalizar el proyecto: S, s& compromete

WbmﬂmﬁsﬂmmdmﬂhmwbmmmﬂmrqmmmMlus
sujetos involucrades riesgos fisicas, psiquicos o saciales mayores que minimas.

En virtud de las consideraciones anteriones el Comité otorga la aprobacidn ética para la
mlmmmmuhpm.mmu:mmmmlm

Santiago, 14 de Marzo de 2017,

Secretaria Ejecutiva .ISH

- Archiva Pray, Ne 179-2018,
- Aechiva ACTA, 002

Teléfono: 29789536 - Email: comiteceish@med.uchite.cl
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PATROCINANTE:

Mombre del Investigador principal: Katherine Marcelain Cubilios.
R.ULT, 12.903.456-4

Institucicn: Facultad de Medidna, Universidad de Chile.
Teléfonas: 2078 6705

Invitacién a participar: Le estamos Invitando a participar en el proyecto de
investigacion “TumorSec: Optimizacidn, validacién y masificacidn de un ensayo de
secuenclaciin de genes para mejorar la precision de terapias oncoldgicas”, Este
estudio busca generar nuevo conocimients reladionado con el cincer, a través de
proyectos de investigacidn (@nto el presente como otros futuros), empleando |a
muestra que esta slendo solicitada.

El término “secuenciacion” se refiere a determinar la informacién codificada en el
material genético contenido en las células de su organismo (tamblén conecide
como ADN). En este proyecto se identificardn cambios en la secuenda de genes
(mutaciones) que permitirdn anticiparse al funcionamiento de ciertos tratamientos
farmacologicos, Estos cambios pueden estar Invalucrades en la forma en que un
paciente responde a un tratamiento. Para generar este conocimiento, necesitamos
obtener y estudiar un gran ndmero de muestras y tumores de diferentes personas.

Objetivos: Fsta investigacién tiene por objetivas generar avances cientificos que
permitan mejorar la indicacidn terapéutica en pacientes oncoldgicos,

El estudio induira a un ndmero total de 190 muestras, cblenidas de pacientas del
HCUCH, a través del Biobanco de Tajidos y Fluidos de la Universidad de Chile, y
de pacientes reclutados en la Fundacidn Aruro Lopez Pérez (FALP).

Procedimientos: Si usted estd de acuerdo en participar de este estudio, se e
solicita donar parte de la muestra del tejido que se obtendrd con fines
diagndsticos, o de la drugia gue se realice como parte de su tratamiento, segin
sea la indicacidn médica. Bajo ninguna circunstancia se realizardn cirugias o
procedimientos espedales con el (nico fin de obtener muestras para este estudio,
Adicionalmente, se le solicitard donar 10 cc (dos cucharaditas de t€) de sangre en
otro tubo, que fue o serd recolectada para sus examenes de |aboratorio.
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De las muestras que usted dond, se obtendrd &l ADN y se secuenciaran diversos
genes gque son relevantes para el cuidado del paciente con cincer. Este
procedimiento se realizard indistintamente en nuestros laboraterios o en el
laboratorio de Investigadores Asociados a este proyecto.

Todas las muestras de ADN serdn aimacenadas en la Facultad de Medidna de la
Universidad de Chile. Dado que Ia investigacidn avanza rapidamente ¥ 58 QENeran
nuevas preguntas respecto al cancer, los investigadores le solicitan (a través de
este documento) autorizaciin para almacenar su muestra (o el ADN de ésta), en
forma Indefinida o hasta que sea utilizada en su totalidad. Las muestras seran
empleadas sdlo para investigacion.

Si las muestras fuesen de utilidad para otra investigacion (distinta a la que se
explica en este documento), entonces para poder utilizaras, los investigadores
deberdn obtener la aprobacin del Comité de Etica de la Institucin en que se
realizara dicho estudio, previo a que se reslice cualquier tipe de analisis.

Solo se obtendran datos de su ficha dlinica relacionados con las caracteristicas de
su enfermedad y que sean relevantes para el estudio, respetando la
confidendialidad de la informacidn.

Biesgos: La obtencién de las muestras (tejido y sangre) para este estudio no
implica un riesgo adicional para usted, ya que estas muestras serdn derivadas de
las obtenidas para los procedimientss indicados por su Médico,

Lostos: Este estudio no tendrd ningdn costo para Usted,

Beneficios: Ademis del beneficio que este estudio significard para el progreso del
conocimiento y &l mejor tratamiento de futuros padientes, su participacidn en este
estudio no le proporcionard ningdn benefido personal,

Alternativas: Usted tiene la alternativa de participar o no en este estudio. La no
participacion no tendrd ninguna consecuencia para usted en su atencitn en éste
Centro.

Compensacién: Ud. no recbird ninguna compensacidn econdmica por su
participacidn en el estudio.

idad: Teda la informacion derivada de su participacién en este
estudic serd conservada en forma de estricta confidencialidad, ro se liberard o
publicard ninguna informacion relacicnada a su identidad. Su identidad fampoco
sera entregada en ningdn informe sobre este estudio, cualquier publicacion o
comunicacion cientifica de los resultados de la investigacidn serd completamente
andnima. Cualquier tipo de muestra o informacion que se fadilite para investigacidn
serd codificada. La informacidn se mantendré asegurada en gabinetes espaciales
(de acceso restringido) o en archivos computacionales con claves. Ningun
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resultado derivado de este u otros estudios serd entregado directamente a su
médlmnlnﬂibxidndesaludimms.ﬁ.nMRE}ﬁnSUapmhaddn.

Cualquier dato o muestra que se enviz fuera de Chile serd codificada (esto quiers
decir que no contendran su nombre ni ningdn tipe de Informackdn persanal) y se
realizard cumnpliendo todas las exigencias que |a ley chilena establece, Al firmar
este consentimiento, usted autoriza 2 que se transfiera informackn derivada de
SUS muestras, de manera andnima, hacla organizaciones que se encuentran fuera
de Chile y gue participan de este estudio,

Yoluntariedad: Su participacion en esta investigacidn es totalmente voluntaria v
se puede retirar en cualquier momento comunicdndolo al investigador y a su
médico tratante, sin que eflo signifique modificaciones en el estudio v tratamiento
habituales de su enfermedad,

v Listed recibird ung oopia inkears el
doecumento firmado. 5 wsted requiere cualquier otra informacin
participacion en este estudio puede comunicarse con:

este
5U

Investigador: Dra. Katherine Marcelain  Email: kmarcelaind. med uchils o,
Teléfona: 229786705,

Investigadora: Dra. Olga Baralas Barajas. Teléfono: 229788917 Email:
glbeba@gmail.com

Qtros Derechos del participante
En caso de duda sobre sus denechos debe comunicarse con:

Comité de Etica de Investigacidn en Seres Mumanos, Presidente Dr. Manuel
Ovarzin G., Teléfong: 229789536, Emall: comiteceish@®med,uchlle.gl, cuya oficna
58 encuentra ubicada @ un costado de 13 Biblioteca Centrad de la Facultad de
Medicing, Universidad de Chile en Av. Independencis 1027, Comuna de
Independencia, Santiago.

Comité Etico Cientifieo de Investigacién del Hospital Clinico Universidad de Chile,
Teléfono: 229789008, Emad: comitestica@hcuch.cl, ubicado en Santos Dumant
999, 4 Piso Sector D, Comuna de Independencia, Santiago.

Comité Etico Cientifico de la Fundacidn Arturo Ldpez Pérez (FALP) Teléfono:

224457348, Email: cec®falpgrg ubicado en Rancagua B78, Comuna de
Providencia, Santiage.
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ACTA DE APROBACION N° 18
Sanfiago, 26 abrl de 2017,

El Comilé Etico Cientifien o de  Invesfigacidn del Hospitel Clinico de |a Universidad da Chile,
integriado par kos siguientes miemibnos:

Cr. Aronio Moreles Bamria. Médico Gasiroeniendloga. Pre'.udarm

Dra Ana Maria Madrid 5. Médico Gastroenterdlogo.

Prof. Vardnica Anguita Mackay. Académico. Secretania de Acta

Dr. Sergio Valenruela P. Médico Gineco-Obstalra

Dr. Juan Carios Prieto D, Médico Farmacologia Clinica

Srie. Rina Sepdhveda & Abogado.

Drra. Glaria Lépar Stewart. Madico Endocrintloga.

Dra. Teresa Massardo Vega Médico Cirujana.

DO, Juan Jarge Silva, Madico Cingano.

Ha analizada el Proyecio "TumorSec: Optimizacién, Validacion y Masificacién de un Ensayo de
Secusnciacion de Genes para Mejorar la Imprecision de Terapiss Oncologicas”, cuya
Investipadora principal es i3 Dra. Katherine Marcetsin Cubilios, de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. Paricipa coma co-investigadars La Dra. Olga Barajas Barajas, de la Seccidn
de Oncologia, quianes realizardn el proyeciy en este mismo servicio del Hospital Clinico de la
Universidad da Chie.

Para esios efectos se tuvo B |a viste los siguientes documentos:

» Care de presenieciin a Comité.

« Formulanio de Solicitud de Evaluacién da Proyects de Investigacion por Comibé,

« (Caria de compromiso de la invesigadore.

«  Cumiculum vitag de |a investigadora.

+  Froocok de Estudio.

+ Documents de Consentimients Informado Versidn 1.0, fechada 26 Abdl 2017.
El Proyecto y los documenios sefialades an el pérrafo precedente han sido analizados a la luz de los
postuladas de la Declaracitn de Helsinki, de las pautas Eticas Inbemacionales para |a ImvesSigacion
Biomidica en Seres humancs CIOMS 2002, de & Guias de Buenas Précicas Clinicas de ICH y
Mormativa Nacional Vigente.

&) Cardcter de la poblacion estudiada
Poblacidn con patologia especifica.

i
Combi Bico Ciariliee « Tanfon: |+5) 23975 8308 - Emal: comPeetco@nuch.c ‘

e e R C] - S0 casissl [+84] ZEFRE B0 - Jo°ios Dunan! S99 nopenoenio -
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|b) WHtlidad del Proyects
Buana.

<) Riesgos
Canlraladas,

dj Beneficles
Adecuados.

#) Confidencialidad del Estudio
La investigadora principal asegura la confdencialidad de fodos los datos.

Por ko tanta, & Camité estima que &l Estudio propuesto estuwo blen jusSficads y que no significa para
los sujetos inwolucrados riesges fisicos, psiquicos o scciales mayores.
El consantimienta informada es adecuado en foma y fondo

En virtud de las considerationes anteriores, el Comité otorga la Aprobacién Etica con seis
vatos a favef, uno en contra en ausencia de uno de los miembros, para & realizacidn del
Estudic propuesto, en sesion del dia 26 de abril de 2017, la que se extiende por un plazo de 12
meses a confar de esta fecha. Se adjunta ndmina de los integrantes del Comite presentes en
la sesbiin y Dwclarseién de Cumplimienic de las Buenas Practicas Clinkcas.

S0 debe tener presente que se debe realizar

- Envio para aprobacidn o toma da conocimients de nueva documentacin relacionads al estudio.

- Cambio en loa Delegados del Direclor de 3 Institucitn,

- Nodficacitn de reacciones adversas saras o no senias, en que las senias deben ser nalificadas en
un plezo de T2 hores hibikes de ocurido al avenio.

- Erniar Samesfralmente avances del Proyecha,

- SolciRud de Exfension de plazo de aprobacin,

- Envddar Indarmne: Final del Provecto.

Los items minimos gque deben contener kos informes semestrales v finales, son los
siguientes:

- Cumplimieio da los obetivs
- Mumern de Sujsios enralados
- NOmers ¥ molive 8a los sujebos gue sbandanan o s& refiran
Saluda sfentaments a Ud. ;:« gAY
ot -:-;
ﬁ'“ 01
R K RATARD ™ - ©

PRESIDENTE (5) DEL COMITE ETICO CIENTIFICO
HOSPITAL CLINICO L. DE CHILE

Camil Bica Chstlice - Telons (s 5 5578 008 - Bl ol gabood noucnci ‘
. b iRE O 2 = P Sarirol s 647 BT BB . Soerhos Devegnd FEE gk pnce s ) = Tl
L-b._-h;!'
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COMITE ETICO CIENTIFICO

ASISTENCIA A SESION COMITE ETICO CIENTIFICO

NOMEBERE ESPECIALIDAD CARGO FIRMA

Dr. Antonio Morales Gastroenterdlogo Presidente L

Dra. Ana Maria Madrid Sitva. | Gastroenterdloga Vicepresidents = S

Dr. Sargio Vi '

Puch I:-En SRR Ginacdlogo Integrants f{ x-r

Sra, Rina Sepdlveda Alfaro P Integrants jy ﬁ

Dr. Juan Carlas Prigto Candiél | : H“:.

Dominguez ogo TRB AT p——

Dra. Gloria Ldpez Stewarn Endocrindloga Integrante C \\
. i - s N . B
| Dr. Juan Jorge Siva Cirvjano Integranta _ﬁl :
| Dra. Teresa Massardo Medicing Nuclear Intagrantes L Y

Prof. Verénica Anguita
Mackay

Académicn Facultad
de Medicina

[sacire| AL

Migrcoles 26 abril 2017

=

- DRA. ANA MARIA MADRID :
PRESIDENTE (5) DEL COMITE ETICO CIENTIFICO
HOSPITAL CLINICO DE LA UNIVERSIDAD DE CHILE
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