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RESUMEN

El Céancer Géstrico tiene una alta incidencia en Chile, constituyendo la primera causa de
muerte por tumores malignos. La respuesta inmune innata es considerada como la
primera linea de defensa anti-tumoral y uno de sus componentes més importantes son las
células Natural Killer (NK), las cuales estdn especializas en la eliminacion de células
tumorales o infectadas por virus. La actividad de las células NK estd regulada por un
complejo balance de receptores inhibidores y activadores; NKG2D es le receptor de
activacién mejor caracterizado, y sus ligandos (NKG2DL), incluyendo la proteina
MICA interactuan con el receptor NKG2D e inducen la secrecién de citoquinas y/o
citotoxicidad mediada por células NK hacia las células diana, proceso clave en la
inmunovigilancia tumoral. El ligando MICA estd ausente en la mayoria de las células,
pero su expresion puede ser inducida por infecciones y transformacién oncogénica. Se
han identificado Inserciones y Deleciones (/ndels) en la region del gen MICA que
codifica el dominio transmembrana (TM) de la proteina, donde la presencia de repetidos
cortos en tandem (STR) en el exén 5 genera una serie de variantes, y, en particular,
AS5.1STR resulta en un codén de stop prematuro codificando para una proteina trunca.
En este punto, se ha reportado que pacientes con carcinoma hepatocelular con el
genotipo homocigoto A5.1 presentan niveles mas altos de MICA solubles y una menor

tasa de supervivencia.

Debido a la importancia que tendrian estas mutaciones en la funcionalidad del ligando,
en esta tesis se plantea la utilizacién de diversos algoritmos de alineamiento local para Ja
deteccién de Indels en la secuencia del gen MICA, los que podrian estar implicados en la
evasion inmune en cincer géstrico. El objetivo de este trabajo fue identificar estas
mutaciones en datos de pacientes chilenos con céncer géstrico y analizar el posible
efecto de estos cambios en la proteina. En este estudio, se incluyeron cincuenta pacientes
con adenocarcinoma gastrico del Departamento de Cirugia Digestiva del Hospital del
Salvador y se realizé secuenciacidn masiva para el gen MICA4 en la plataforma MiSeq de
[llumina. El anélisis bioinformatico de las secuencias se realizé con los algoritmos SVC

(Illumina), Pindel, Scalpel, SOAPindel y Varscan. Como resultado, se identificaron 5

Xi




coordenadas cromosomicas que fueron comunes entre los 5 algoritmos utilizados. A
continuacién, se validé la deteccion de Indels por secuenciacion masiva mediante
analisis de secuenciacién por Sanger, y se determiné que los algoritmos menos
restrictivos fueron SOAP y Pindel, mientras que Scalpel y SVC se posicionan como los

programa con los resultados més cercanos a lo obtenido por el método de Sanger.

En el presente estudio, se identificaron diversos Indels en el dominio TM de MICA,
destacando a aquellos presentes en A5.]1 (codifica para MICA trunca) y A9 (se adicionan
4 aminoacidos a Ia secuencia de MICA) como los mas frecuentes, La variante MICA-A9
estarfa presente en 40% de las muestras analizadas, lo que coincidirfa con un mayor
riesgo de cancer géstrico, tal como descrito en pacientes Taiwaneses, y mayor riesgo de
desarrollar  carcinoma hepatocelular inducido por virus de hepatitis B.
Complementariamente, los resultados entregados por el programa SIFT indican que, si
bien las variantes detectados no tienen un efecto directo en el sitio de unién con el
receptor NKG2D, la modificacién de la region TM podrfa estar dando cuenta de la
liberacion de ligandos solubles o alteraciones estructurales de este dominio por la
adicion de aminodcidos en su secuencia. Nuestras observaciones sugieren que la
presencia de Indels en el gen MICA, en pacientes con adenocarcinoma géstrico, podria
corresponder a una estrategia de evasibn inmune que esté favoreciendo el

establecimiento y desarrollo tumoral.

.
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ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is one of the leading causes of cancer mortality in Chile. Innate
immune response is the first line of host defense against tumors, and one of its most
important components are the Natural Killer (NK) cells, which are specialized in the
elimination of virus-infected cells and tumor cells. A complex balance of inhibiting and
activating receptors regulates the activity of NK cells. NKG2D is the best characterized
activating receptor, whose ligands (NKG2DL), including MICA protein, interact with
NKG2D receptor and trigger cytotoxicity mediated by NK cells toward target cells, a
key process in the immune surveillance against cancer. MICA is absent in the majority
of cells, but its expression can be induced by infection and oncogenic transformation.
Several lines of evidence have identified insertions and deletions (Indels) in the
transmembrane domain (TM) of MICA, where the insertion of short tandem repeat
(STR) in exon 5 generates a series of alleles, in particular the A5.1STR allele results in a
premature stop codon, coding for a truncated protein. Indeed, patients with
hepatocellular carcinoma bearing the homozygous genotype A35.1 present higher levels

of soluble MICA and lower survival rates.

Since these mutations may be important to NKG2DL functionality, in this thesis we
used a group of local alignment algorithms to detect Indels in MICA4, especially those
that can be involved in immune evasion strategies in gastric cancer. The aim of this
work was to identify mutations in A/C4 gene in Chilean patients with gastric cancer and
analyze the structural changes these mutations would cause in the protein. Fifty patients
with gastric adenocarcinoma were included in this study, and all of them were relucted
from the Department of Digestive Surgery of the Hospital del Salvador, University of
Chile. Mutations in the sequence of MICA gene were detected by massive sequencing
using the MiSeq platform of Illumina. The bioinformatic analysis of the gene sequences
was performed with the SVC (Illumina), SOAPindel, Pindel, Scalpel and Varscan
algorithms, which allowed the identification of 5 common chromosomal coordinates.

We checked the detection of Indels by NGS through analysis of Sanger sequencing and
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determined that the less restrictive algorithms were SOAP and Pindel, while Scalpel and

SVC showed the closest results to those obtained by the Sanger method.

In this study, we identified several Indels in the TM domain of MICA, particularly those
coding for MICA AS.1 (truncated MICA) and A9 (4 amino acids are added to the
sequence of MICA) as the most frequent Indels. The MICA-A9 allele was present in
40% of the analyzed samples, which may be related with an increased risk for gastric
cancer, as described in Taiwanese patients and higher risk of developing hepatocellular
carcinoma induced by hepatitis B virus. In addition, the results obtained using the SIFT
program indicate that, even though the variants detected here do not have a direct effect
on the binding site with NKG2D, the modifications observed in the TM region of MICA
may result in the release of soluble ligands or structural alterations of this domain by the

addition of amino acids in its sequence.

Our results suggest that the presence of Indels in the MICA gene, in patients with gastric
adenocarcinoma, may play a role in an immune evasion strategy, thus favoring tumor

establishment and development.
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INTRODUCCION

1.1 Cancer Gastrico

El cancer es un proceso de crecimiento y propagacion incontrolada de células, generado
por un desorden hiperproliferativo donde las células adquieren la capacidad de ser
autosuficientes en las sefiales de crecimiento y ser insensibles a las sefiales que lo
inhiben. Estas células cancerosas tienen potencial proliferativo ilimitado, pueden evadir
la apoptosis, estimular la angiogénesis sostenida, evadir la destruccién inmune
adquiriendo la capacidad de invadir tejidos y generar metastasis en puntos distantes del

organismo (Hanahan & Weinberg, 2011).

El Céncer Géstrico (CG) es el cuarto mas comin en el mundo, con una incidencia del
8% (con 951.600 casos nuevos al afio) y representa la segunda causa de muerte
relacionada con cancer, abarcando el 10% de éstas (723.100 muertes por afio) (Torre y
col., 2015). Chile se encuentra entre los paises con las tasas de mortalidad mas altas
junto a Singapur, Costa Rica y Japén (Lee y col., 2006), representando la primera causa

de muerte por tumores malignos para ambos sexos (MINSAL, 2010), con una tasa de




mortalidad en torno a 20 por 100.000 habitantes, falleciendo alrededor de 3.000 personas

al afio.

El CG es una enfermedad multifactorial gatillada de Ia interaccion entre la
susceptibilidad genética propia del individuo y factores ambientales (McLean & El-
Omar, 2014). De estos tltimos, uno de los factores principales es la dieta; el consumo de
alimentos que contienen nitritos, alimentos ahumados y/o salados aumenta el riesgo de
desarrollar esta enfermedad. Ademds, la infeccion por Helicobacter pylori (H. pylori) se
ha identificado como una de las causas del desarrollo de esta patologia (Kandulski y col.,

2010; Lamb & Chen, 2013)

EI CG agrupa tumores que se encuentran bajo la unién gastroesofagica, correspondiendo
generalmente a un adenocarcinoma; en la mayoria de los casos progresa de manera
lenta, asintomdtica y en nuestro pais, mas de la mitad de los pacientes se encuentran en
un estado avanzado de la enfermedad al momento del diagnéstico (MINSAL, 2010). Los
tratamientos disponibles para pacientes con CG incluyen: cirugfa, quimioterapia,
radioterapia o una combinacién de ellas. Sin embargo, el unico tratamiento
potencialmente curativo corresponde a la gastrectomia total o parcial acompafiada con
linfadenectomia (Okines y col., 2010); no obstante, de los pacientes intervenidos un 40%
a 65% de ellos podrian presentar-recurrencia de la enfermedad (Dicken y col., 2005),
Los pacientes tratados tienen una esperanza de vida promedio de 24 meses y solo un
10% a 30% una sobrevida de 5 afios. Teniendo en cuenta la alta incidencia del CG en
Chile, las poco esperanzadoras estadisticas en cuanto a resultados de tratamientos y las

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




considera impostergable incluir dentro de las politicas publicas la prevencién y

deteccion precoz del CG en nuestro pas,

1.2 Sistema Inmune y células Natural Killer

El sistema inmune en mamiferos es una compleja red de 6rganos, células y moléculas
que interactiian para proteger al organismo tanto del dafio por elementos externos
(provocado por agentes patogenos), asi como por agentes internos (tales como células
neopldsicas). Cabe sefialar, que esta funcion es realizada sin ocacionar dafio a las células
propias del organismo, debido a que este sistema posee la capacidad de discriminar lo
que es propio de lo que no lo es a través del reconocimiento de moléculas especificas

(Visser & Coussens, 2006).

El desarrollo de Ia fase efectora del sistema inmune implica procesos de activacién y
tolerancia, los que estdn balanceados por complejos mecanismos de control que
favorecen su accidn efectora. En este contexto, se ha demostrado que agentes patgenos
y neoplasias han desarrollado estrategias que les han permitido evadir los sistemas de
control de la respuesta inmune, evitando su reconocimiento y eliminacién, fenémeno

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

Por su parte, el sistema inmune Innato estd compuesto por células circulantes y proteinas
plasmaticas, cuyas funciones son: la proteccion del organismo frente a agentes agresores
externos, el control de procesos infecciosos y la defensa frente a agresores end6genos
(como neoplasias), participando en el control de los procesos antitumorales y

antimetastdsicos (Diefenbach & Raulet, 2002; Karre y col., 2005), La activacién del




sistema inmune Innato trae consigo la respuesta inmune adaptativa mediada por los
linfocitos T y B. Estas células portan receptores antigénicos que permiten distinguir
antigenos propios de los exdgenos y dirigir eventos posteriores. Las células tumorales
son propias del organismo y difieren sélo sutilmente en su comportamiento y patron
bioquimico. Por tal razén, la Inmunidad Innata al ser la primera barrera de defensa
contra estas células, tiene un rol efector fundamental en las primeras etapas del

desarrollo del cancer, proceso denominado Inmunovigilancia (Dunn y col., 2004).

Uno de los componentes més importantes del sistema inmune innato son las células
Natural Killer (NK) (células citoliticas naturales), las cuales corresponden a la primera
linea de defensa contra ciertas infecciones virales y tumores (Trinchieri, 1989). Cabe
destacar que estas células son capaces de reconocer y lisar células tumorales e infectadas

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

Las células NK son linfocitos derivados de la medula 6sea, y la mayoria se encuentra
localizada en la sangre periférica, linfonodos, bazo y médula 6sea y en humanos,
comprenden entre un 5-20% de los linfocitos de sangre periférica (Ferlazzo y col.,

2004).

Las células NK eliminan las células blanco (células tumorales, envejecidas o células
infectadas por virus) mediante diversos mecanismos, uno de ellos corresponde a la
liberacién de granulos citoplasmaticos que contienen proteinas como perforina y

granzimas, las cuales promueven lisis celular por osmosis e inducen apoptosis de las




células blanco, respectivamente (Podack & Dennert, 1983; Dennert y col., 1987; Trapani

& Smyth, 2002).

Una alternativa a la liberacin de granulos es la muerte de la célula blanco inducida por
apoptosis mediante receptores de muerte presentes en estas. Las células NK pueden
expresar ligandos de muerte de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), como
ligando Fas, TNF-« y TRAIL (ligando inductor de apoptosis relacionado al TNF), los
cuales se unen a receptores especificos en la superficie de la célula blanco, gatillando el

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

Otro mecanismo de accion consiste en la secrecion de citoquinas inmunoreguladoras,
siendo capaces de expresar interferén (IFN)-y, TNF-o, TNF-B, factor estimulante de
crecimiento de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), interleuquina (IL)-10 (Deniz y
col., 2008) e IL-13 (Loza y col., 2002). Dentro de estas citoquinas el IFN-y es de gran
importancia en la inmunidad antitumoral, ya que inhibe la proliferacion celular, restringe
la angiogénesis tumoral, estimula la presentacion de antigenos, promueve la apoptosis y

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

1.3 Activacion de las células NK

Las células NK expresan en su superficie un amplio repertorio de receptores inhibitorios
y activadores, los que se unen a moléculas presentes en la superficie de células blanco
tales como MHC-I (Complejo principal de histocompatibilidad de clase I) y moléculas
relacionadas con MHC-], respectivamente. La activacién de las células blanco por las

células NK involucra una alteracién en el balance entre sefiales activadoras e




inhibitorias. Estas sefiales son entregadas simultdneamente a las células NK por distintas
familias de receptores presentes en su superficie y que se unen a ligandos expresados por
las células blanco (Smyth y col., 2005). En este sentido, las células blanco aumentan la
expresion de ligandos del receptor de activacién de células NK frente a la infeccién,
envejecidas o transformadas. Por otro lado, también pueden disminuir la expresion de la
molécula MHC-I en la superficie de la célula blanco, ya sea por mutaciones genéticas
que ocurren durante el desarrollo tumoral o por mecanismos de evasion viral. Esto
ultimo, eliminaria los controles inhibitorios, predominando las moléculas activadoras y
resultando en la activacion de la célula NK. Este fenémeno es conocido como
Reconocimiento por Ausencia de lo Propio (Shifrin y col., 2014). Asi, el resultado de
estas interacciones va a determinar si la célula NK es finalmente activada, si se producen

citoquinas y/o si la célula blanco es eliminada (Caligiuri, 2008).

1.4 Receptor NKG2D y sus ligandos

El receptor NKG2D (Natural Killer Group 2, type D) es uno de los receptores de
activacion mejor caracterizado, se expresa en todas las células NK y ha sido identificado
en linfocitos Tof CD8+, T y8 y NKT (Chan y col., 2006). Este receptor es un
homodimero que pertenece a la familia de los receptores tipo lectinas del tipo C
(Houchins y col., 1991) y consiste en dos proteinas de transmembrana de tipo Il unidas
por un puente de disulfuro. El dominio de transmembrana posee aminoacidos cargados
positivamente y el dominio intracelular es muy corto y no tiene la propiedad de
sefializacion intracelular. En humanos, el receptor NKG2D forma un complejo con la

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




con el receptor NKG2D como homodimeros (Wu y col., 1999). DAP10 tiene en su cola
citoplasmditica un motivo Tyr-Ile-Asn-Met (YINM), que al ser fosforilado genera una
sefial que estimula la proliferacién, citotoxicidad de las células NK y provee de co-

estimulacion a los linfocitos T activados (Chang y col., 1999; Wu y col., 2000).
En humanos se han descrito dos familias de ligandos para NKG2D (NKG2DL):

A) La familia de proteinas relacionadas con la cadena de MHC de clase I (MIC). En
este complejo se encuentran codificadas: MICA y MICB. Los que presentan similitud a
la cadena a del MHC-I con los dominios al, a2 y a3, pero se diferencian de éstos al no

unir 2- microglobulina ni presentar antigenos (Zwirner y col., 1998).

B) La familia de proteinas de union a la molécula UL16 del citomegalovirus, la cual
consta de 6 miembros (ULBP1-6) (Cosman y col., 2001). Sin embargo, debido a que
solo ULBP 1 y 2 unen realmente a la proteina UL16, la denominacién actual es
Transcritos Inducidos por Acido Retinoico 1 (RAETI: RAETII (ULBP1), RAETIH
(ULBP2), RAETIN (ULBP3), RAETIE 1 y 2 (ULBP4), RAETI1G (ULBP5), RAETIL
(ULBP6) (Chalupny y col., 2003; Eagle y col., 2009). Estas moléculas son similares a
los ligandos MIC, pero presentan solo los dominios a1 y 2 de la cadena o y no se

codifican dentro del complejo MHC.

Los NKG2DL no se expresan cominmente en la superficie en tefidos normales. Sin
embargo, su expresion en superficie aumenta en diversos tipos celulares bajo
condiciones de estrés (shock térmico), infeccién y frecuentemente durante la progresion

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




desarrollan a partir de células propias, son generalmente poco inmunogénicos y muchas
veces no son reconocidos eficientemente por el sistema inmune, por tal razén la
presencia de estos ligandos que se expresan en células y lineas tumorales servirfan para
poder detectar las células transformadas (Nausch, 2008; Ferndndez-Messina y col,
2012). Estudios previos han establecido que la expresiéon de NKG2DL en tumores los
hace susceptibles a su eliminacién por las células NK in vitro y ademas Ia formacion de
tumores puede ser prevenida a través de la sefializacion por NKG2D (Gonzalez y col.,

2006).

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

traveés de la interaccion entre el sistema inmune del huésped y el tumor.

1.5 Moléculas NKG2D y sus ligandos en la inmunidad antitumoral

La inmunidad antitumoral se puede describir en tres fases: eliminacién, equilibrio y
evasion, las que se describen en la Teoria de las 3 E de la Inmunoedicién del cancer
(Dunn y col., 2004). Durante la eliminacién, el sistema inmune del huésped puede
prevenir un crecimiento tumoral, trabajando en conjunto con la respuesta inmune innata
y adaptativa sin que haya progresion a las siguientes fases mediante la Iiberacidn de
citoquinas proinflamatorias, las que reclutan células del sistema inmune innato como:
macr6fagos, células dendriticas y células NK. En tanto, durante la fase de equilibrio
debido a la répida tasa de reproduccion y mutacion que tienen las células tumorales, se
produce una seleccion de clones resistentes al sistema inmune del huésped. Este estado
se puede mantener durante muchos afios, en donde las células tumorales son eliminadas

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




final de la Inmunoedicién que corresponde a la evasion, los tumores desactivan el
reconocimiento inmune permitiendo la progresion de la enfermedad, promoviendo la
angiogénesis y la invasion de tejidos, siendo capaz de sobrepasar la respuesta inmune y

desencadenar metastasis.

La evasiébn inmune y la progresion tumoral constituyen distintos mecanismos
inmunosupresores, los que pueden incluir la pérdida de la maquinaria de presentacién de
antigenos, expresion de moléculas inhibitorias de apoptosis e inducir células T

reguladoras (Dunn y col., 2004), entre otros.

En cuanto a los mecanismos de Evasién de la Inmunovigilancia, existe evidencia de que
a pesar de la expresion de NKG2DL en tumores y que tales moléculas se presentan
como sefiales de muerte, informandole a las células NK que estan presentes y gatillando
el ataque citolitico, en la mayoria de los casos el tumor logra sobrevivir y escapar del
ataque del sistema inmune expresando estas moléculas. Teniendo en cuenta esta
contradiccion, se ha planteado que podria existir una seleccion negativa sobre las células
tumorales que expresan NKG2DL en su superficie. Por un lado, en investigaciones en
melanoma se documenta que la expresion de estos ligandos depende del estado de
avance tumoral, existiendo una alta expresion de estos ligandos en las lesiones
primarias, pero disminuye en las lesiones metastisicas. Por lo que con el tiempo
quedarian sélo las células tumorales menos inmunogénicas, es decir aquellas que no
expresan o poseen una baja expresion de los NKG2DLs (Vetter y col., 2004; Marcus y
col., 2014). Otro mecanismo que se ha documentado es una expresion continua de

MICA, unido a la membrana, regulando negativamente la activacion de las células NK
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por el receptor NKG2D, lo que compromete la capacidad de las células efectoras en
reconocer y consecuentemente, lisar las células tumorales (Coudert y col., 2008;
Champsaur & Lanier, 2010) . Por otra parte, se han detectado formas solubles tanto de
ligandos MIC como RAET], lo cual tendria relacién con la disminucién de la cantidad y
funcionalidad del receptor NKG2D en la superficie de las células por la internalizacién y
la degradacién lisosomal de NKG2D, disminuyendo asi sus niveles de expresién en
superficie en linfocitos T CD8+ y células NK, afectando la citotoxicidad (Groh y col.,
2002). Adicionalmente, se ha reportado que formas solubles de MIC-A/B (sMIC)
también desactivarian la inmunidad de las células NK, debido a que pueden actuar como
inhibidor competitivo bloqueando el reconocimiento de moléculas MIC unidas a la
membrana. Por otra parte, la expresion de NKG2DL solubles se debe a que pueden ser
clivados por metaloproteinasas secretadas por células tumorales, lo que conlieva en la
liberacién de formas solubles de los ectodominios de los ligandos de NKG2D (Coudert
& Held, 2006). Es asi como se han detectado ligandos solubles en muestras serolégicas
de pacientes de distintos tipos de cdncer; en particular, sSMICA en el suero de pacientes
con cancer de prostata, cincer de colon, cdncer pancreas, neuroblastoma, osteosarcoma y
tumores hematopoyéticos severo (Tamaki y col., 2009). Por tal razén, aunque los
tumores expresan NKG2DL, estos crecen progresivamente en individuos sanos debido a

los maltiples mecanismos de evasion de la respuesta inmune antes presentados.

El hecho de que las células clonales tumorales evadan los mecanismos de control
ejercidos por las células NK, puede deberse a la ocurrencia de variantes polimorficas

que conlleven a la alteracidn en la interaccion de NKG2D con sus ligandos, desde el




11

punto de vista de su afinidad o expresion del ectodominio que permita la liberacion de
los ligandos al plasma. En este contexto, se han reportado numerosas variaciones en las
secuencias de los NKG2DL de tipo polimdrficas que podrian estar implicadas en la

evasion (Antoun y col., 2010).

En céancer gastrico hemos informado que NKG2DL esta presente en el tumor primario
CG (Ribeiro y col., 2016) y en lineas celulares CG (Garrido-Tapia y col., 2017), al igual
que en melanoma (Serrano y col., 2011). Las células tumorales primarias de los
pacientes con CG tienen una mayor expresion de MICA / B, mientras que sus linfocitos
expresaron niveles més bajos de NKG2D que la mucosa gastrica circundante (Ribeiro y
col., 2016). Hemos demostrado que la expresion de MICA en los tumores también se
correlaciona con los parametros clinico-patologicos de la enfermedad, ya que los
pacientes con tumores-mayores a-5 cm de didmetro-que expresan-MICA tienen menores
tasas de supervivencia que aquellos que no expresan MICA (Ribeiro y col., 2016).
Ademds, también hemos encontrado que sMICB, pero no sMICA, disminuye la
expresion de NKG2D en las células NK (Garrido-Tapia y col., 2017}, en contraste con
los informes de otros autores, lo que podria deberse a las variaciones polimorficas en
este ligando, Por lo tanto, es incorrecto considerar a todos los alelos de NKG2DL como

moléculas bioldégicamente equivalentes.

1.6 Variaciones genéticas de MICA como mecanismos de evasion de inmunidad
antitumoral
El gen MICA es transcrito en un ARNm de 1.382 pb, originando un polipéptido de 383

aminoécidos con un peso molecular de 43 kDa (Bahram y col, 1994). La proteina MICA




es altamente glicosilada. ya que tiene 8 sitios potenciales de N-glicosilacion ubicados a
lo largo de sus 3 dominios extracelulares, por lo que la proteina madura tiene un peso

molecular 65 kDa (Groh y col, 1996) (Figura 1).

Péptido lider al a2 a3 Region TM  Cola citoplasmatica
EX1 EX2 EX3 EX4 EXS EX6
’ " [ 1 I 1 = 2
70 255 288 279 138 125
6840 274 587 a9 2551
‘ ] RegionL 0 Region Conectora ‘

1 Dominio tipo Ig ] Regién Transmembrana

‘ [  Region citoplasmatica

Figura 1. Organizacién exén-intrén del gen MICA. El gen MICA contiene 6 exones que
codifican para un péptido lider (Region L, Exon 1), 3 dominios extracelulares (a1-3) (Exones 2.3
y 4. respetivamente), un dominio de transmembrana (Exén 5) y un dominio citoplasmatico
(Exon 6). El largo de los exones e intrones estin representados en pares de bases. (Figura

modificada desde Frigoul & Lefranc, 2005).

Desde un punto de vista funcional, se ha reportado que el gen MICA es altamente
polimorfico. documentandose hasta la fecha 105 alelos para este gen, codificando 82
variantes de la proteina (base de datos IMGT, http://www.imgt.org). Donde la mayoria
de los sitios polimérficos varian en posiciones nucleotidicas no redundantes, con
predominancia en los dominios a2 y a3 implicados tanto en la interaccion con NKG2D
(Figura 1) asi como también con el sitio de clivaje por metaloproteasas (Salih y col.,

2002).

En base a estos antecedentes, el gen MICA ha sido caracterizado mediante secuenciaciéon
masiva de nueva generacion; este proceso a diferencia de los sistemas de secuenciacion

tradicionales, utiliza plataformas que son capaces de generar paralelamente y de forma
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masiva, millones de fragmentos de ADN en un finico proceso de secuenciacién en un
tiempo récord y por costos cada vez mis reducidos. Por tal razén, y junto a su gran
rendimiento, este tipo de plataformas es idéneo para un sin-fin de estudios a-gran escala
imposibles de abordar con ningin otro tipo de tecnologia existente hasta la fecha, debido
al enorme coste que ello supondria (Meldrum y col., 2011), permitiendo realizar estudios
de deteccion de variacion propias del desarrollo de enfermedades en el individuo y en
particular en el campo de la oncologfa, ha supuesto una gran herramienta que permite
detectar variaciones generadas durante la progresién tumoral (mutaciones somaticas) y

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

En este contexto, dos estudios de asociacion del genoma completo (GWAS) han
identificado un Joci en MICA que estarian relacionados con susceptibilidad-a carcinoma
hepatocelular inducido por el virus de la hepatitis B y a neoplasia cervical,

respectivamente (Tong y col., 2013; Chen & Gyllensten, 2014),

Las mutaciones de tipo Insercién/Delecion (Indels) son el segundo tipo mas comiin de
variacién genética en el genoma humano, afectando a una multitud de rasgos humanos y
enfermedades. Desde un punto funcional, se han identificado inserciones en el dominio
transmembrana (TM) del ligado MICA, donde la insercién de repetidos cortos en
tdndem (STR) en el exén 5 resultan en una serie de variantes, y en particular la insercién
de un nucledtido rs67841474 (GCT > GGCT) en la regién TM de las variantes AS.1STR.
genera un desplazamiento en el marco abierto de lectura, lo que resulta en un codén de
stop prematuro, codificando para una proteina trunca (Tamaki y col., 2007). Ademés,

pacientes con carcinoma hepatocelular con el genotipo homocigoto A5.1 han reportado
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niveles més altos de MICA solubles y una menor tasa de supervivencia (Kumar y col.,

2012).

En tanto, de las diversas variantes descritas para el exon 4 del gen MICA, el impacto
funcional mds dramatico se observa para la delecién rs199503730, con un efecto mds
severo incluso que para mutaciones no sindnimas cercanas, debido a que la delecién
induce un desplazamiento del marco de lectura justo antes de la seccién TM de la
proteina MICA, conllevando una variacién en su secuencia que afecta directamente a la

region hidrofobica de la region TM (Le Clerc y col., 2014).

1.7 Desafios de la bioinformatica en la biisqueda de Indels para NGS.

Se ha analizado la asociacion entre Indels y sustituciones de tnica base (SNP) en la base
de datos Catalogo de Mutaciones Somiticas en Cancer (COSMIC), y se ha’evidenciado
una fuerte correlacién entre /ndels y SNP en genes relacionados con el cancer,
demostrando que tienden a concentrarse en el mismo locus de secuencias codificantes
dentro de las mismas muestras de pacientes (Tian y col, 2008). Ademas se han
identificado menos mutaciones de desplazamiento de lectura en oncogenes, en
comparacion con genes supresores de tumores, debido a su diferente funcién en la
oncogénesis; donde tal situacién estarfa dando cuenta que Indels pueden ser las
"mutaciones conductoras” en la oncogénesis. Estos resultados contribuyen a una nueva

comprensién de los patrones de mutaciones y la relacién entre Indels y el cancer (Iengar,

2012; Yang y col., 2015).
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Recientemente, se encontré que la tasa de sustitucion de nucledtidos (SNP) es
significativamente elevada alrededor de Indels y se correlaciona tanto con el tamafio y
abundancia del Indel (Tian y col., 2008), lo que sugiere un rol importante de los Indels

en las mutaciones de los genes relacionados con el cancer.

La mayorfa de los programas bioinformaticos para la deteccidn de mutaciones en datos
de NGS, alinean un read (lectura) al genoma de referencia a la vez y luego analizan el
alineamiento con el objetivo de detectar alguna mutacién (DePristo y col, 2011). Si bien
este enfoque funciona de manera éptima en la identificacién de mutaciones simples de
tipo SNV, donde reads con bases mutadas son alineados al genoma de referencia a lo
largo de la mutacion; para el analisis de Indels, este proceso se vuelve cada vez menos
efectivo. Esto esta dado-por el hecho que reads que presentan inserciones .o deleciones
en su secuencia generan complicaciones en el alineamiento ya que los extremos del read
podrian no presentar bases que alineen a la referencia, obligando a recortar los reads

(trimming).

En la actualidad existen dos enfoques bioinformaticos para la identificacién de Indels
desde datos de NGS. Por un lado se tienen los algoritmos de tipo Breakpoint {puntos de
quiebre), los que se centran en identificar secuencias en los extremos de los reads que no
mapean al genoma de referencia y las cortan en pequefios fragmentos de tamaiio
definido (k-mer), realizando un ensamblaje de novo de estos fragmentos para generar
finalmente una secuencia concenso (contig) a partir de reads realineados, la que estaria
dando cuenta de la secuencia de los Jndels en estudio (Korbel y col., 2007; Tattini y col.,

2015). Se ha descrito que este tipo de algoritmo permite la identificacidn de Jndels de
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tamaiio 2 a 10.000 pb, incluyendo Indels complejos y variantes estructurales, por lo que

se denominan algoritmos de amplio espectro (Ratan y col., 2015).

El otro enfoque lo componen algoritmos de tipo Soft-clip (recorte suave), los que se
centran en identificar los extremos de los reads que no mapean al genoma de referencia,
y realinean estas secuencias de forma restringida a los segmentos adyacentes en los
extremos de los reads, permitiendo la identificacion de Indels en la proximidad de la
region analizada (Schrioder y col., 2014). Con este tipo de anélisis estos algoritmos
logran identificar fndels de largo menor a 400 pb, permitiendo analizar secuencia

acotadas con alta precisién (Narzisi & Schatz, 2015).

Cabe sefialar que si bien algoritmos desarrollados recientemente han integrado diversas
sefiales para mejorar la sensibilidad en la identificacion de Indels, atin presentan grandes
limitaciones en la deteccién de estas variaciones de un rango de tamafio mayor, y la
presencia de repeticiones cortan en tandem (STR) complica el mapeo dado que
introducen ambigliedades dentro de una posicién real en un read (Li, 2012). En base a
ello, diversos estudios sugieren que para aumentar la precisién en la deteccion de Indels
se utilice un conjunto de algoritmos (con ambos enfoques) con el fin de validar los
resultados obtenidos y seleccionar aquellos programas con mejor desempefio (Hasan y
col., 2015; Xue y col., 2016), De este modo se disminuyen las identificaciones erréneas
(falsos positivos y negativos) en la deteccion de variantes de tipo Indel en secuencias de
NGS, lo que permite mejorar la interpretacién de la informacién genética de las

muestras en estudio.
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Es ampliamente conocido el alto costo biolégico, econémico y emocional que implica la
enfermedad de cancer para el paciente y su familia, siendo a partir de los 40 afios una de
las principales causas de muerte en ambos sexos (superando una tasa de 2000 por cada
100.000 habitantes a los 80 afios) (Medina & Kaempffer, 2000). De todos los tipos de
cancer existentes, el Cancer Géstrico ubicé a Chile en el tercer lugar a nivel mundial en
1998 (Itriago y col, 2013), teniendo una tasa de morbilidad local de 23,2 por cada
100.000 habitantes; y en la actualidad para nuestro pais, diferenciando por género,
corresponde al primero en el caso de la poblacion masculina y el quinto en la femenina

(con una tasa de mortalidad de 20 por cada 100.000 habitantes) (MINSAL, 2010).

En nuestro laboratorio se ha realizado secuenciacién masiva de nueva generacion a
muestras de pacientes con adenocarcinoma géstrico, en primera instancia ya se han
identificado variantes somdticas de tipo SNP para el gen MICA. Sin embargo, se hace
necesario la utilizacién de herramientas bioinformaticas que den cuenta de la presencia
de Indels en su secuencia, debido a la importancia que tendrian estas mutaciones en la
funcionalidad del ligando. Por ello, el objetivo del presente proyecto es la utilizacién de
diversos algoritmos de alineamiento local para la identificacién de Indels en el gen
MIC4, comparando y evaluando las variantes identificadas para cada analisis. Tales
Indels podrfan estar dando cuenta de mecanismos de evasién inmune propios del
desarrollo tumoral, mediante la interaccién alterada de NKG2D y su ligando MICA en
los pacientes en estudio. Por tal razén, finalmente se analizara el efecto in silico de estas

variantes en la conformacion del ligando MICA.
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Los resultados de esta tesis nos ayudardn a entender los mecanismos de evasion del
sistema inmune por parte del tumor y las implicaciones que en un futuro podria tener la

secuenciacién masiva en el diagndstico y prevencion del Cancer Gastrico.

1.8 Hipétesis:

“La utilizacién de diversos algoritmos de alineamiento local mejoran la precisién en la

deteccion de Jndels, implicados en la evasién inmune en céncer gastrico”.

1.9 Objetivo General:

Generar un protocolo para evaluar Indels detectados mediante secuenciacién dirigida de
alta profundidad (NGS) en muestras de pacientes con adenocarcinoma gdstrico, que

permitan el desarrollo de un nuevo blanco terapéutico.

1.10 Objetivos Especificos:

1. Identificar Indels detectados por el flujo de trabajo Amplicon TruSeq (Illumina) en
gen MICA, en datos provenientes de muestras de pacientes con adenocarcinoma
gastrico.

2. Detectar Indels utilizando diferentes algoritmos para alineamiento local en datos de
NGS.

3. Analisis in silico de Indels identificados y su efecto en el ligando MICA.




MATERIALES Y METODOS

2.1. Pacientes

Para el presente estudio se reclutaron 50 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
gastrico y sometidos a gastrectomfa en el Hospital Salvador en colaboracién con el Dr.
Marco Bustamante, Director del Departamento de Cirugia y el Dr. Patricio Gonzalez,
nos proveyé de las muestras. Previo a la recoleccion de muestras se obtuvo una
autorizacién firmada por el paciente, a través de un Consentimiento Informado (Anexo
1). Para el estudio, se incluyeron pacientes con tumores localizados; los que se
recolectaron durante la cirugia. El criterio de exclusion de los pacientes fue haber tenido
un tratamiento de quimioterapia y/o radioterapia previo a la intervencién. El protocolo
de estudio se aprob6 por el Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile (Anexo 2). La Tabla 1 indica los datos

clinico-patolégicos de los pacientes reclutados en el presente estudio.
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Tabla 1: Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con cincer gistrico.

(N=50)
. 65.66 +
Edad (afios) 10.36

Sexo Mujeres 16
Hombres 34
ANTRO/ANTRAL 10

CARDIA-ESOFAGO 1

CARDIAL 2

CUERPO 4

CUERPO Y ANTRO 3

.. CURVATURA MAYOR 3
Lacalizacion oy ;pyATURA MENOR 19

Tumor  £aNDO 1

FONDO-CUERPO 1

FONDO-CUERPO- 1

ANTRO

SUBCARDIAL 3

NA 2
Tamafio Tumor >0 =2a5cm 18
(diametro >5y< 10 21
mayor encm) <o=a 10 cm 11
T1 6

Clasidicacion T2 4
TNM T3 12
T4 28
H. pylori 22

28

20
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2.2, Secuenciacion de muestras

Durante la gastrectomia se obtuvieron muestras frescas de tejido tumoral de
aproximadamente 3 mm’, las cuales se transportaron al laboratorio en 1 ml de
amortiguador fosfato salino (PBS) pH 7,2 (Gibco, EE.UU) y se mantuvieron a -20°C
hasta su uso.

El proceso de extraceién de ADN genémico se realizé mediante el uso del kit comercial
de purificacién QIAamp DNA Minj Kit (QIAGEN, EE.UU) segin las indicaciones del
fabricante. La medici6n especifica de la cantidad de ADN de doble hebra contenido por
muestra se realizd con el reactivo PicoGreen (Invitrogen, EE.UU). Las muestras se
excitaron a 480 nm y emiten fluorescencia a 520 nm cuya intensidad se midi6 en el
equipo CITATION 3 (Biotek Instruments, EE.UU). Este ensayo se llevé a cabo en
placas negras de 96 pocillos de fondo plano (Nunc, EE.UU).

Se realizd secuenciacion dirigida de los exones 2, 3, 4 y 5 del gen MICA (Figura 1), se
utilizé un kit TruSeq Custom Amplicon en el equipo MiSeq (Illumina Inc, EE.UU),
ubicado en el Centro de Investigacion y Tratamiento del Cancer, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. Para ello las regiones objetivo se cubrieron por 8 amplicones, los
que se ingresaron mediante coordenadas cromosémicas en el programa online
DesignStudio (Illumina Inc, EE.UU) y posteriormente se envié una orden para el disefio
del kit personalizado. Cabe sefialar que al disefiar el proyecto, se agregaron 15 pares de
bases en los extremos (rio arriba y rio abajo) de los exones de modo de cubrir

completamente las regiones en estudio.
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2.3, Anilisis Bioinformatico

2.3.1. Identificacién de Indels con Somatic Variant Caller (SVC)

Para el anlisis de datos, los archivos de secuencia se subieron al servidor BaseSpace
provisto por Illumina (htips://basespace.illumina.com/home/index), el cual permite el
almacenamiento y posterior analisis de los datos de secuenciacion.

En este punto se utilizo la aplicacion TruSeq Amplicon App para llevar a cabo el analisis

de datos de secuencia (Figura 2), de acuerdo al flujo de trabajo integrado Amplicon

TruSeq (Illumina Inc, EE.UU).
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v
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v

lllumina Annotation
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v
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v
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Pages || Report

| summary.csv
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Figura 2. Herramientas informaticas utilizadas en el analisis de los datos de Illumina. Los

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

de referencia (Hg19). Para el llamado de variantes se utilizo el algoritmo Somatic Variant Caller

(SVC) y las variantes detectadas fueron reportadas en archivos de tipo VCF (Variant call

format).
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La Alineacion con el genoma de referencia (Hg19) se realizé a lo largo de la longitud de
las secuencias objetivo de amplicones mediante un algoritmo de Smith-Waterman en
bandas.

La identificacion de las variaciones (llamado de variante) presentes en el gen MICA para
cada paciente se realiz6 utilizando el algoritmo Somatic Variant Caller (Figura 2),
recomendado para el anélisis de datos generados con el kit utilizado en este proyecto.
Este algoritmo identifica aquellas posiciones cromosémicas donde la secuencia generada
no coincide con el genoma de referencia (Hgl9) y las posiciones cromosémicas donde
se detecta un cambio de base se reportan en un archivo denominado formato de llamadas
de variante (VCF),

Filtrado de las variantes detectadas

Si bien los archivo VCF generados por este flujo de trabajo contenian anotaciones para
variantes localizadas en las regiones del gen MICA en estudio, se utilizé de forma
adicional el software Variant Studio 2.2 (Illumina Inc, EE.UU) para seleccionar sélo
aquellas variantes de tipo SNV que pasaron (PASS) todos los filtros descritos en Ia
Tabla 2 y que se localizaran en el regiones exdnicas del gen. El filtrado segun esta serie
de pardmetros permiti6 eliminar lo que se pueden considerar falsos positivos (defectos
de la técnica).

Se generé un archivo VCF definitivo que contiene las variantes de interés junto con
informacion sobre cada una de ellas. El archivo con extension .csv se puede leer en

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




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

genomas y referencia dbSNP, entre otros (Figura 3).

Tabla 2: Lista de filtros utilizados en la deteccién de variantes por SVC.

Tipo de Filtro

Efecto

"LowCoverage" o filtro de baja
cobertura.

Filtra variaciones con coberturas menores de un ntimero a
seleccionar de lecturas, ya que son potenciales artefactos. El
valor por defecto es de 5 lecturas.

"VeryLowQual" o filtro de muy baja
calidad.

Elimina aquellas variaciones con una puntuacion de calidad de
menos de 30, que suelen ser artefactos

"LowQual" o filtro de baja calidad

Elimina aquellas variaciones con puntuaciones de calidad entre
30 y 50, que pueden ser artefactos.

"LowQD" o filtro de baja QD
(confianza de la
variante/profundidad no filtrada).

Puntuaciones bajas del parametro QD suelen representar falsos
positivos. En este caso, elimina las variantes con puntuaciones
QD por debajo de 1.5.

"StrandBias".

Variaciones que sdlo aparecen en las lecturas de la misma

direccion son habitualmente artefactos, por lo que se filtran.
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2.3.2 Identificacion de Indels con diversos algoritmos de alineamiento local

Con el objetivo de detectar Indels en la secuencia del gen MICA, se utilizaron algoritmos
ampliamente utilizados en la literatura para la deteccion de este tipo de variantes. Los
programas seleccionados fueron: Pindel (Ye y col., 2009) y SOAPindel (Li y col., 2013)
con un flujo de trabajo de Breakpoint, y Scalpel (Narzisi y col, 2014), y VarScan2
(Koboldt y col., 2012) de tipo Soft-clip (Tabla 3). Para el analisis se utilizd una
workstation Lenovo ThinkStation P700, con 64 GB de RAM, Procesador Intel Xeon de

32 nicleos, 2.4 GHz, CentOS 6.7 Corporativo.

Tabla 3: Detalle de algoritmos utilizados

Programa Versién Método de analisis ipo de variante que identifica

Punto de quiebre Insercion. delecion, Indels

Pindel (Breakpoint) complejo y variantes estructurales

Scalpel Ensamblaje local Insercion, Delecion

Punto de quiebre

SOAPindel ; (Breakpoint) Insercion, Delecion e Inversiones

VarScan2 3 Ensamblaje local Insercion, Delecion

Previo a la identificacion de Indels en la secuencia del gen MICA, se utilizé un ADN
comercial HD701 (Horizon Dx. Cambridge, UK) con el fin de determinar el correcto
flujo de trabajo de los algoritmos seleccionados.

Este ADN contiene en su secuencia una delecion de 15 nucledtidos en el exén 19 del
gen EGFR (Figura 4), por lo que se utilizo como una muestra de referencia para probar

la precision en el flujo de trabajo NGS de cada algoritmo utilizado
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Wild Type 5'-AAATTCCCGTCGCTATCAAGG. IAGARGCAACATCTCCGAAAGCCA-
¥P

E746_AT750del 5-AAATTCCCBTCGCTATCAA-—~—==========u AACATCTCCGAAAGCCA-Y

Figura 4. Delecion en el exon 19 del gen EGFR en la secuencia del ADN Horizon. En la
imagen se muestra la secuencia wild type alineada a la secuencia que presenta la mutacion
E746_AT750, correspondiente a una delecion. En rojo se destaca la secuencia de 15 nucledtidos

que no estan presentes en el exén 19 del ADN control (indicado con guiones).

Una vez identificado el Indel en el ADN control. se procedié a la identificacion de

Indels por cada algoritmo por separado, en las 50 muestras en estudio.

Comparacion de Indels detectados por los algoritmos seleccionados.
Para comparar los resultados obtenidos por el grupo de algoritmos utilizado, se generd
un diagrama de Venn, mediante una herramienta web provista por la Universidad de

Ghent  (http:/bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). En el analisis se

consideraron las coordenadas cromosomicas de los Indels detectados en el gen MICA

por cada algoritmo en las muestras de CG en estudio.

A continuacion se realizé un diagrama de Ventana deslizable (Bansal, 2012) con el
programa RStudio versién 3.2.5. Donde a partir de una region de 10 nucledtidos
denominanda “ventana™ que se desplaza a través de la secuencia del gen MICA, se puede
determinar cuantos Indels son detectados en la ventana por el grupo de algoritmos

utilizados (Figura 5).
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Figura 5. Protocolo de ventana deslizable. En la imagen se muestra una secuencia de largo 10
donde se seleccionan 8 posicionas que correspondiente a la regién denominada “ventana”. En la
siguiente de abajo se muestra el desplazamiento de la ventana, avanzando una posicién a la vez,

a través de la secuencias con direccién hacia la derecha (indicado por la flecha).

Verificacién mediante secuenciacién de tipo Sanger de Indels detectados por NGS
Luego del andlisis de NGS, los Indels detectados en MICA en pacientes con CG fueron
validados mediante secuenciacién de Sanger con el fin de realizar un andlisis ortogonal

de los resultados obtenidos, utilizando una técnica distinta de la utilizada inicialmente.

Se disefié un par de partidores con el programa Amplifix (versién 1.5.4) que amplifican

la regién adyacente al los Indels detectados en la coordenada chr6:31380161.

Los partidores disefiados fueron MICAamp-F: 5 TGCTGGTGCTTCAGAGTCAT -3' y
MICAamp-R: 5- AAGCCTTGTCACCAACATGC-3', los que amplificaron un
fragmento de 231 pb que incluye al exén 5 de MICA codificante para la regién TM,

donde se han identificados del triplete GCT.

La reaccion de PCR se realiz6 en un volumen de reaccién de 50 ul y se utilizé Ia enzima
polimerasa Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, USA). El ciclo de

PCR incluyé una denaturacién inicial a 96°C por 2 min, seguido de 10 ciclos de 96°C
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durante 30 s, 68°C durante 50 s, 96°C durante 30 s, 62°C por 1 min y 72°C durante 2
min. Finalmente se realiz6 una extensién adicional de 72°C durante 10 min y las

muestras se mantuvieron a 4°C hasta los proximos analisis.

Los productos de PCR se purificaron con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, USA), y se visualizaron en un gel de agarosa al 1%.
Aproximadamente 50 ng fueron secuenciados mediante la metodologia de Sanger en el
equipo ABI PRISM 3500 x1 (Applied Biosystems, USA), ubicado en el Centro de
Secuenciacion Automdtica de ADN, de la PUC. Los electroferogramas de secuencia se

analizaron de manera manual con el programa DNASTAR (Version 14.1.0.115).

Asignacion de variantes MICA-STR

La caracterizacion de MICA de acuerdo a la secuencia de su regién TM se basa en el
namero de unidades repetidas GCT (triplete que codifica para el aminoécido Alanina)
presentes en los productos de PCR que amplifican al exén 5 del gen. Las variantes
podran tener 4, 5, 6 o 9 repeticiones de la secuencia GCT (STR)(identificindolos como
variantes MICA-A4, MICA-A5, MICA-A6 o MICA-A9, respectivamente).
Adicionalmente, variantes con 5 repeticiones de GCT podrian presentar una insercién

adicional de ‘G’ y son referidos como MICA-AS5.1

Comparacién entre algoritmos
De acuerdo a los resultados obtenidos mediante Sanger se procedié a evaluar la
deteccion de variantes de tipo Indels con los algoritmos utilizados. Para ello se

seleccionaron los pardmetros Rellamado (que se define como la probabilidad que un




31

evento real sea identificado) y la Precision (probabilidad que evento identificado sea

real} descritos a continuacidn:

TP

Rellamado - m

TP

Precision = ———
TP 4+ FP

Hasan y col., 2015

Donde TP (verdadero positivo) corresponde a Indels identificados por Sanger v por
NGS, FP (falso positivo) corresponde a Indels detectados por NGS y no por Sanger, y

FN (falso negativo) corresponde a Indels que no son detectados por NGS.

2.4. Prediccion del efecto de Indels en la proteina MICA

Base de datos COSMIC y BrowserBeta
Con el objetivo de determinar si los Indels detectados mediante NGS ya habian sido

descritos para la proteina MICA, se utilizo la base de datos COSMIC

htip://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) que recogen mutaciones descritas en céancer

alrededor del mundo y Ia base de datos BrowserBeta que presenta informacion acerca de
secuencias  exonicas  generadas de  diversos proyecto  gendmicos

(http:/fexac.broadinstitute.ors/)
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Algoritmo SIFTIndel
Con el fin de determinar el efecto de variaciones en la proteina MICA, se utilizé el
algoritmo disponible desde la web SIFTIndel v1.03 (Sorting Tolerant From Intolerant)

(http:/fsift.jevi.org), el cual simula el efecto fenotipico de sustituciones aminoacidicas

bajo la condicién de que existe un alto grado de conservacién en regiones con posiciones

importantes para la proteina.

2.5. Visualizacion de los resultados.

Se utiliz6 el programa IGV (Integrative Genomics Viewer) (Robinson y col., 2011) que
muestra de forma grafica los datos de secuenciacion obtenidos (Figura 6). Este programa
permite diferenciar visualmente detalles de la variantes analizadas (como cobertura de la

region y alineamiento de lectura) y facilita la comparacién entre muestras.
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RESULTADOS

3.1 Deteccion de Indels en el gen de MICA utilizando el flujo de trabajo Amplicon
TruSeq (Illumina).

Mediante un estudio de secuenciacién masiva del gen MICA en muestras de CG con la
plataforma MiSeq de Illumina, se detectaron variaciones de un nucleétido (SNV) en su
secuencia. El analisis bioinformético de las secuencias fue realizado mediante el flujo de
trabajo Amplicon TruSeq, que utiliza el algoritmo Somatic Variant Caller (SVC)
(Illumina) (Garate-Calderén y col., en preparacién). En Gérate-Calderén, 2016 se
describi6 una nueva variante, P294A, la que, en relacién a los datos entregados por la
base de datos SNPeffect, presenté una reduccion en la estabilidad de Ia proteina MICA
por su localizacién, en una regién de posibles cortes proteoliticos mediados por
metaloproteasas. Tales resultados sugieren que la presencia de SNVs en el gen MICA4, en
pacientes con adenocarcinoma gastrico, podria corresponder a una estrategia de evasién

inmune que esté favoreciendo el establecimiento y desarrollo del tumor.

En esta tesis, y dado que la proteina MICA es altamente polimérfica, se analizé la

presencia de Indels en su secuencia, los que de acuerdo a diversos estudios podrian estar
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afectando la conformacion y funcién de este ligando en células NK (Martinez-Chamorro

ycol., 2016).

La corrida de secuenciacién de las 50 muestras en estudio incluyd ofros genes
relacionados a MICA, como lo son MICB y los genes ULBP 1-6, sin embargo los datos
generados para tales genes no fueron analizados en el presente estudio. Del total de
lecturas generadas (10.889.956 lecturas) el 95.5% pasd los filtros de castidad de
Illumina, estos filtros evaltian la calidad de la imagen en el llamado de bases asignandole
un valor; si existe mas de una llamada de bases con un valor de castidad de menos de 0,6
en los primeros 25 ciclos, las lecturas no pasan el filiro de calidad. Ante esto, 10.545.717
lecturas pasaron los filtros de castidad, pudiendo ser utilizadas para el posterior llamado

de variante.

Adicionalmente, se determin6 la cobertura de los 12 amplicones que cubren el gen
MICA y se comprob6 que la cobertura promedio para las 50 muestras supera los 4.500x,
dando cuenta que en general cada una de las bases de las regiones en estudio se leyeron
mas de 4.500 veces y que tal valor asegura que con los datos de secuencia obtenidos es

posible realizar analisis informaticos para identificar variantes.

Otro parametro relevante dentro de las métricas de secuenciacién corresponde al valor
Q30 asignado durante la identificacién de cada base afiadida a la secuencia (Ilamado de
bases), este valor es una prediccion de la probabilidad de llamada de bases incorrectas.
En la corrida de secuenciacién se evidencié que un 83.1% de las bases asignadas

superaron el filtro de calidad Q30. Por lo que sobre el 80% de las bases identificadas
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durante la secuenciacién presentaron una probabilidad de ser identificadas erréneamente
menor al 0,001 (Q30), valor que se considera dptimo para realizar el llamado de variante

(Yost y col., 2012)..

A través del anlisis de los datos de NGS del gen MICA utilizando el algoritmo SVC, se
detectaron 8 variaciones de tipo Indel (Figura 7), 3 inserciones y 5 deleciones. Se
observé ademds, una distribucion heterogénea de las variaciones identificadas a lo largo
del gen MIC4, debido a que se observan variaciones tanto en exones como intrones del

gen en estudio (Figura 8).
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3.2 Deteccion de Indels en el gen MICA mediante diversos algoritmos para
alineamiento local.

Dado que el algoritmo SVC no presenta en su flujo de trabajo pasos de realineamiento
de Jndel o "limpieza de Indels™ en el andlisis de NGS, se consideré utilizar un grupo de
Indel Callers (algoritmos llamadores de Indels), que realizan alineamiento local en el
analisis de NGS. Los programas seleccionadas fueron Pindel, Scalpel, SOAPIndel y

Varscan2.

3.2.1 Evaluacion de Indels detectados en ADN Control

En primer lugar, se realizé la deteccidn de Indels en el ADN control HorizonDX, por los
4 algoritmos seleccionado. Esta muestra control fue secuenciada previamente en el
laboratorio y su particularidad radica en que es ampliamente utilizado como ADN de
referencia para andlisis. de datos. NGS, debido a.que presenta una serie.de variantes
genéticas previamente descritas. Por tal razon, la utilizacién de este ADN control
permite establecer una variante de tipo delecién a ser detectada mediante el analisis

bioinformético de los algoritmos evaluados.

Luego del anilisis del ADN control, se tiene que todos los algoritmos seleccionados
detectaron la delecion de 15 nucledtidos en el gen EGFR descrita. En particular, el
algoritmo Pindel genera-un- archivo intermedio en su flujo de trabajo, -permitiendo
visualizar el alineamiento de secuencias de la muestra analizada; en este caso, se
observa la delecién de 15 nucledtidos del ADN control (Figura 9). Los resultados
obtenidos validan la utilizacién de los programas seleccionados en la identificacion de

deleciones en las secuencias de NGS.
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3.2.2 Deteccion de Indels en la secuencia del gen MICA

Luego de detectar el Indel descrito en el ADN Control con los diversos algoritmos
seleccionados, se procedit a analizar los datos las secuencias de NGS para el gen MICA
en las muestras en estudio. Como resultado del anélisis bioinformatico, todos los

algoritmos detectaron Indels en la secuencia de MICA (Tabla 4).

Tabla 4: Nitmero de Indels detectados en la secuencia de MICA, por los algoritmos

seleccionados
Algoritmo | Pindel | SOAP | SVC | Scalpel | Varscan
N° Indels 311 77 8 6 6

Analisis de concordancia de Indels detectados mediante diagrama de Venn

Con el fin de identificar los Jndels que fueron comunes para el grupo de programas
utilizados, se analizé la concordancia de los 5 algoritmos mediante un diagrama de
Venn, de modo de representar graficamente las variantes que son comunes y aquellas

que sean particulares entre los diversos programas.

La concordancia de los Indels identificados fueron 5 coordenadas cromosémicas
comunes por los 5 algoritmos utilizados (Figura 10). Los Indels detectados por Scalpel y
Varscan presentaron la mayor concordancia general, dado que considerando las 5
coordenadas comunes, cada programa identificé en total 6 variantes. En contraste, los
Indels detectados por Pindel presentaron la mayor discordancia con los demés

algoritmos, identificando 244 variantes que son particulares para este algoritmo.
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En la Figura 9 se observa que los algoritmos SVC, Scalpel y Varscan presentaron
resultados altamente concordantes entre si, dado que considerando los 5 Indels comunes,

estos programas no superan los 8 /ndels detectados.

b,

N

Figura 10. Concordancia de Indels detectados por Pindel, SOAPIndel, Scalpel, VarScan y
SVC. En el centro se destacan 5 coordenadas cromosomicas que son comunes por los 5
programas utilizados. VarScan y Scalpel presentan alta concordancia en la identificacion de
Indels; considerando las 5 coordenadas comunes, cada programa identifico al menor 6 variantes.
Pindel presenta la mayor discordancia con los demas algoritmos, identificando 244 variantes que
son particulares para este algoritmo El diagrama fue creado con la herramienta web provista por

la Universidad de Gent.
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De los Indels adicionales a los 5 comunes, se tiene que s6lo aquel detectado por Scalpel
corresponde a un Jndel descrito en la base de datos Browser Beta, chr6: 31378321
GC/C; por otro lado, el resto de-los 3 y 1 Indels detectados por SVC -y Varscan,

respectivamente, no estan descritos en bases de datos.

Por su parte, los algoritmos Pindel y SOAP identificaron un alto nimero de variantes

discordantes, detectando méas de 300 y 70 Indels respectivamente.

Anilisis de Indels mediante diagrama de Ventana Deslizable

Dada la disparidad en el nimero de Indels identificados por los diferentes algoritmos, se
realizé una comparacién de la performance de cada algoritmo mediante un diagrama de
Ventana Deslizable, con el objetivo de determinar visualmente las regiones donde los

programas estan identificando variantes a lo largo de la secuencia del gen en estudio.

El diagrama analiza mediante el desplazamiento de una Ventana de 10 nucleétidos a lo
largo de la secuencia de MIC4, la presencia de Indels detectados por cada algoritmo en
esa determinada regién (Figura 11). Los resultados del diagrama indican que los
algoritmos Pindel y SOAPIndel estdn identificando un gran nimero de Indels en
regiones cercanas a los Indels detectados por el resto de los algoritmos. En la Figura 11
se observa que Pindel y SOAPIndel, presentan un perfil que se visualiza como lineas
mas amplias a través de las ventanas fijadas en la secuencia de MICA. En tanto, para los
algoritmos SVC, Varscan y Scalpel se visualizan lineas puntuales en regiones comunes
con los 5 algoritmos utilizados. Estos resultados indican que a partir de las coordenadas

cromosémicas que son comunes, los algoritmos menos restrictivos, Pindel y -SOAPindel
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(lineas azules y verdes a lo largo de la secuencia) estan identificando una gran cantidad
de Indels en las regiones cercanas, generando imprecisiones en la deteccién de estas

variantes.
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Anilisis de coordenadas cromosémicas comunes entre los algoritmos utilizados

Al realizar un anélisis mas detallado de las 5 coordenadas cromosdmicas comunes para
los 5 algoritmos utilizados, se tiene que dos de ellas estan localizadas en la regién
intrénica del gen MICA, por lo que no estarfan codificando para alterar la estructura de

la proteina (Figura 12,A).

Adicionalmente como se muestra en la Figura 12 (Tabla A), para la coordenada chré:
31380161 se detectan tres Inserciones con diferentes secuencias que inician en esta
determinada posicion (filas destacadas en celeste). Al observar en detalle la columna de
las secuencias, se tiene que tales inserciones presentan en comin un patrén de
repeticiones del triplete GCT en su secuencia. Cabe sefialar que el largo de las
Inserciones analizadas no es divisibles por tres, por lo que estarfan generando un
desplazamiento en el marco de lectura, y en particular, Ia tabla muestra que generan un

desplazamiento en la posicion 318 de la proteina MICA.

Al realizar una biisqueda de estas variantes en diversas bases de datos gen6micos, se
tiene que ya han sido descritas tanto en Browser Beta (Figura 12.B), asf como en la base
de datos COSMIC (Figura 12.C). Precisando que tales variantes han sido reportadas en
diversos tipos de cdncer, dado que alteran la estructura de la proteina MICA. En base a
ello, se procedi6 a realizar un andlisis detallado de la secuencia de estas variantes y de su

efecto en la conformacion de la proteina MICA.
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Al identificar el conjunto de inserciones localizadas en la coordenada chré: 31380161,
las que presentan repeticiones del triplete GCT en su secuencia, se tiene que los
algoritmos utilizados estan llamando para una misma muestra inserciones con diferente
largo de secuencia (Figura 13). Donde por ejemplo, para la muestra CG-53 el algoritmo
Scalpel identifica inserciones con un largo de 2, 8 vy 11 nucleétidos, mientras que para la

misma muestra el algoritmo SOAPindel sélo identifica la insercion de largo 11.

Tal resultado podria estar indicando que para una misma muestra esten presente mas de
una secuencia con repeticién de GCT en el ADN genomico analizado; o que por otro
lado, que los algoritmos utilizados en el llamado de variante estan identificando
secuencias parciales de una insercion mis larga. Por tal razdn, se procedid a realizar
secuenciacion por Sanger de un grupo de muestras en estudio, con el fin de comprobar [a

presencia de tales inserciones en la secuencia del gen MICA.
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Figura 13. Deteccion de las Inserciones localizadas en la coordenada chr6: 31380161 por
los diversos algoritmos utilizados. En la imagen se delimita con un cuadro de color cada grupo
de Inserciones localizadas en la coordenada chr6: 31380161, donde se detectan diferentes
repeticiones de la secuencia GCT. Las repeticiones de GCT fueron detectadas por diferentes

algoritmos, en este caso se visualizan los resultados de Scalpel (cuadro verde), SOAPindel

(cuadro morado) v SVC (cuadro naranjo).
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3.2.3 Validacion de los Indels detectados en el gen MICA

Con el objetivo de validar la deteccion de Indels en secuencias de NGS, se evalué Ia
presencia de los Indels identificados mediante secuenciacion de.Sanger, verificando la
presencia de estas variantes en los datos de secuencia de las muestras de cancer géstrico

analizadas.

A partir de los resultados del andlisis bicinformatico de NGS, se observd que las
muesiras de adenocarcinoma gastrico presentaron en su secuencia Inserciones con
repeticiones de Ia secuencia GCT en la coordenada 31380161, Para la validacién de
estos resultados, se seleccioné un grupo de 5 muestras de CG con un perfil caracteristico
de la insercién con repeticion de GCT (STR), que van desde 2 hasta 11 nucleétidos de
largo y que se relacionan con variantes de MICA con codifican para diverso niimero de
Alanina (A) en esta regién. Las muestras seleccionadas fueron CG-06/14/29/33/40

(Figura 14).




Muestra a_|Cromosoma|Coordenada] Gen [Ref  [Alt Variante | Largo | Alelo MICA
chré 31380161 | MICA |G GCT Insercién 2 Ab
Scalpel chré 31380161 [ MICA |G GCT Insercién 2 A6
CGOo6 SOAP chré 31380161 | MICA |G GCT Insercién 2 AB
chré 31380160 | MICA |T TG Insercién 1 A5.1
chré 31380161 | MICA |G GCT Insercion 2 A6
chré 31380161 | MICA |G GCT Insercion 2 A6
Programa |Cromosoma|Coordenada| Gen [Ref Alt Variante | Largo | Alelo MICA
Scalpel chré 31380161 | MICA |G GCT Insercién 2 AB
SOAP chré 31380161 | MICA |G GCT Insercién 2 A6
ca chré | 31380160 | MICA |T 6 Insercion |1 A5.1
chré 31380161 | MICA |G GCT Insercidn 2 AB
chré 31380161 | MICA |G GCT Insercién 2 A6
Programa |Cromosoma |Coordenada| Gen |Ref Alt Variante Alelo MICA
Scalpel chré 31380160 | MICA |TG T Insercién 1 A5.1
Scalpel chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCT Insercién 8 A8
Scalpel chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercidn 11 A9
SOAP chré 31380160 | MICA |TG TGG Insercién 1 A5.1
cG29 chré 31380160 | MICA |T TG Insercién | 1 AS.1
chré 31380161 | MICA |G GCT Insercién 2 AB
chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCT Insercidn 8 A8
chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercién 11 A9
chré 31380160 | MICA (T 16 Insercién 3 A5.1
chré 31380161 | MICA (G GCTGCTGCTGCT | Insercion 11 A9
Programa |Cromosoma|Coordenada| Gen |Ref Alt Variante Largo | Alelo MICA
w chré 31380161 | MICA |G GCT Insercién 2 AB
Sﬂlﬂd chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCT Insercién B AB
Scalpel chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercidn 11 A9
SOAP chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercidn 11 A9
s chré 31380160 | MICA |T TG Insercién 1 A5.1
chré 31380161 | MICA |G GCT Insercién 2 A6
chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCT Insercion 8 AB
chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercion 11 A9
chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercién | 11 A9
Programa |Cromosoma|Coordenada| Gen |Ref Alt Variante Alelo MICA
Scalpel chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCT Insercién B AB
w chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercidn 11 A9
SOAP chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercidn 11 A%
i chré 31380161 | MICA |G GCT Insercién 2 A6
chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCT Insercidon 8 AB
chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercion | 11 A9
chré 31380161 | MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercién 11 A9
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Figura 14. Grupo de muestras seleccionadas para ser secuenciadas mediante secuenciaciéon

de Sanger. Del total de muestra con adenocarcinoma géstrico que presentaron Inserciones en la

coordenada chr6:31380161, se seleccionaron 5 para ser secuenciadas mediante secuenciacion

por Sanger. Muestras seleccionadas CG-06/14/29/33/40.
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3.2.3.1 Secuenciacion de Sanger a muestras seleccionadas

Se realizé un PCR a las muestras seleccionadas, con partidores dirigidos a amplificar la
regién chr6: 31380161, como se describe en Materiales y métodos. El tamafio del
amplicén obtenido fue de 250 pb aproximadamente, cercano a los 231 pb del fragmento
esperado (Figura 15). Posteriormente, los productos de PCR fueron secuenciados

mediante secuenciacion por Sanger.

Ladder CGO6-CG14-CG29-CG33-CG40 ()
I00%p

Figura 15. Visualizacién de productos de PCR que amplifican Ia regién chré: 31380161 en
las muestras seleccionadas. Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al
1%, las bandas corresponden a la amplificacion de la regién cercana a la coordenada chré:

31380161, con tamafio cercano a 250 pb aproximadamente.

A partir de los resuitados de secuenciacion de Sanger se tiene que se identificaron las

secuencias: 5.1A y 6A para las muestras CG-06 (Figura 16) y CG-14 (Figura 17); 5A y
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9A para la muestra CG-29 (Figura 18): 6A y 9A para la muestra CG-33 (Figura 19) y
5.1A y 9A para la muestra CG-40 (Figura 20). Y se realiz6 un andlisis comparativo entre

los Indels detectado por Sanger y las variantes detectadas por NGS (Figura 21).

Coordenada | Gen [Ref |ait Variante | Largo |  AleloMicA |
| 31380161 | Mmica |G leer Insercién | 2 | A6 |
31380161 MICA |G GCT | Insercion | 2 AB |
31380161 | MICA |G GCT | Insercién | 2 A6

| 31380160 MICA T TG o Insercién 1 AS5.1

31380161 MICA |G GCT Insercién 2| A6

31380161 | MICA |G lect Insercion | 2 A8
B Bl R e P T Ty e T T M — -

PE - -

L Tr—.

L 1 L 1 1 L I 1 1
TTEL’GGTGGTGBTGECGGCTGCTGCT&TTTTTGTTITTATTAT'TT

Figura 16. Caracterizacion de la muestra CG-06 a partir del anilisis de la secuenciaciéon de
Sanger. A) Detalle de los /ndels identificados mediante analisis bioinformatico en la muestra
CG-06. B) Visualizacion de Indels en el programa IGV version 2.3. C) Electroferograma con
resultados de secuenciacion de Sanger. En negro se destaca el desplazamiento del marco de
lectura para la secuencia del gen MICA. D) Andlisis por separado de las secuencias del
electroferograma. En rojo, se destaca la base que presenta una bifurcacion en los peaks de la
secuencia del electroferograma: en naranjo. se muestra en la secuencia que se genera por el
desplazamiento de lectura por la insercion de una base G (AS.1) y en verde se muestra la

secuencia que presenta 6 repeticiones de GCT (A6).
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A MM&M | variante | targo |  Alelomica |
! 31380161 | MICA G GCT | insercion | 2 A6
cGid 31380161 cA GCT | Insercién | 2 A6 |
31380160 | MICA T 16 ~ Insercion | 1 As1 |
chré | 31380161 | MICA |G [t insercion | 2 | as |
chré 31380161 | MICA G lect | insercion | 2 A6 B
B =

C Selection: 154 <- 137 = 18

Referrce Coordinates

50
L

&0
B

P Transiate b Consensus

AGAL'TE]TTCI}(AL'A['ACL'fflTGTTTBTGGTbTTE5TDL'TGESTGCTGI’.’T&TTTTTGTTATTI

[ 7T12-VALENTI -R_2(202<42) —*

[a]
-
o

Figura 17. Caracterizacion de la muestra CG-14 a partir del analisis de la secuenciacion de

Sanger. A) Detalle de los /ndels identificados mediante analisis bioinformatico en la muestra

CG-14. B) Visualizacion de Indels en el programa IGV version 2.3. C) Electroferograma con

resultados de secuenciacion de Sanger. En negro se destaca el desplazamiento del marco de

lectura para la secuencia del gen MICA. D) Andlisis por separado de las secuencias del

electroferograma. En rojo, se destaca la base que presenta una bifurcacion en los peaks de la

secuencia del electroferograma; en naranjo. se muestra en la secuencia que se genera por el

desplazamiento de lectura por la insercion de una base G (A5.1) y en verde se muestra la

secuencia que presenta 6 repeticiones de GCT (A6).
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A Cromosoma | Coordenada | Gen 8 Variante | Largo | alelo MicA
chré 31380160 | MICA [TG T Delecion | -1 | AS5.1
chr6 31380161 | MICA G GCTGCTGET | Insercion | 8 A8
chré 31380161 MICA |G _ |GCTGCTGCTGCT Insercién 1 A9
chré 31380160 | MICA TGG 16 Delecién 1 AS5.1

CcG29 chré 31380160 | MICA [TG IT ) Delecion 1 AS5.1
chré 31380161 MICA G GcT Insercién | 2 A6
chr6 | 31380161 | MICA |G GCTGCTGCT | Insercién 8 As
chré 31380161 MICA |G [6CTGCTGCTGCT Insercién | 11 A9
chré | 31380160 | MICA 16 T Delecién | -1 | Asa1
_chrb T 31380161 | MiICA |G GCTGCTGCTGCT Insercién | 11 | A9

i 14000 i i i
L
— =
Selection: 167 - 14l = 17
c whormre e @« so &0 e L1d
P r s N O s i L h
P Transiate b ensux I TCG66CTOTCEATTCCOCATETTTECTEETETTRCET GCTGELTGEET GETATTTTTG TN
(W 719-VALENTI -2 Z¢22b<ds) —

Figura 18. Caracterizacion de la muestra CG-29 a partir del anilisis de la secuenciacion de
Sanger. A) Detalle de los Indels identificados mediante analisis bioinformatico en la muestra
CG-29. B) Visualizacion de Indels en el programa IGV version 2.3. C) Electroferograma con
resultados de secuenciacion de Sanger. En negro se destaca el desplazamiento del marco de
lectura para la secuencia del gen MICA. D) Analisis por separado de las secuencias del
electroferograma. A partir de la bifurcacion en la secuencia; se observa en verde la secuencia
con 9 repeticiones de GCT (A9); mientras que en la otra hebra. se muestra en naranjo la

secuencia que se presenta como similar lo presentado en el genoma de referencia (A5).
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A Coordenada | Gen Fd | variante | Largo [ Alelomica |
31380161 | MicA 6 |6CT | Insercion | 2| As
| 31380161 MICA |G GCTGCTGCT | Insercién 8 | A8
31380161 MICA |G |GCTGCTGCTGET | insercién | 11 | ag
633 31380161 | MICA |G GCTGCTGETGCT | Insercion 11 J A9 i
| 31380160 MICA 76 T | pelecion | -1 | A5.1
31380161 MICA G GCT Insercién 2 A6
31380161 | MICA G _lecTecTecT 4 Insercion | 8 | A8
31380161 | MICA |G |GCTGCTGCTGLCT Insercion | 11 | A9
31380161 MICA |G GCTGCTGCTGLT Insercién | 11 A9

I
TTTCATGETT

P Translace B Consensus
W 714-VALENTI -k 2(174<47)—

Figura 19. Caracterizacion de la muestra CG-33 a partir del analisis de la secuenciacion de
Sanger. A) Detalle de los /ndels identificados mediante andlisis bioinformatico en la muestra
CG-33. B) Visualizacion de Indels en el programa IGV version 2.3. C) Electroferograma con
resultados de secuenciacion de Sanger. En negro se destaca el desplazamiento del marco de
lectura para la secuencia del gen MICA. D) Anélisis por separado de las secuencias del
electroferograma. A partir de la bifurcacion en la secuencia; se destaca en verde la secuencia con
9 repeticiones de GCT (A9) y en la otra hebra se presenta la secuencia que genera 6 repeticiones

de GCT (A6).
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A Coordenada | Gen Alt | Variante | Largo | alelo MicA
chré 31380161 MICA G GCTGCTGCT | Insercién 8 A8
chr6 | 31380161 | MICA 6 |GCTGCTGCTGCT | Insercion | 11 | A9
cG40 chr6 | 31380161 MICA G |GCTGCTGCTGCT Insercion | 11 A9 N
chré 31380161 MICA G GCT Insercién | 2 A6
chré | 31380161 | MICA |6 |GCTGCTGCT Insercion | 8 | A8
chré 31380161 MICA |G GCTGCTGCTGCT Insercion | 11 A9 |
chré | 31380161 MICA |G GCTGCTGCTGCT | Insercion | 11 | A9

£840_18 tam - - = - - g :
Insertion: CTECIGCIGCT)

Gequencs -i ST T ¢ F % ¢ % & 3 B €% & "C 1 & & ¢ . & ¢ 1 & ¢ T
Ratieq Duns
I i
Selection: 165 <- 13% » 17
P Transiate P Consensus A G CCATTOGEC AGACATTCCAT ¢&TTTETEET O 6T O 6TOOCTEELTHCT ECTATTTTTETT 4T

[w P1S-VALEMTT -3 3{113<d3)

[ | I i | v v
D LI LA L (< o T L T L L O O e 6 | 6 I
| i | A | A | A A
T | 1 | | I I I |
1 2 3 4 5 § 7 8 9

Figura 20. Caracterizacion de la muestra CG-40 a partir del anilisis de la secuenciacion de
Sanger. A) Detalle de los Indels identificados mediante andlisis bioinformatico en la muestra
CG-40. B) Visualizacion de Indels en el programa IGV version 2.3. C) Electroferograma con
resultados de secuenciacion de Sanger. En negro se destaca el desplazamiento del marco de
lectura para la secuencia del gen MICA. D) Analisis por separado de las secuencias del
electroferograma. En rojo, se destaca la base que presenta una bifurcacion en la secuencia; en
verde se muestra la secuencia con 9 repeticiones de GCT (A9) y en la otra hebra en naranjo, se
muestra en la secuencia que se genera por el desplazamiento de lectura por la insercion de una

base G (A5.1).
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Figura 21. Comparacién de la deteccion de Indels mediante resultados de NGS vy
secuenciacion de Sanger para las muestras en estudio. Para cada una de las cinco muestras
analizadas se muestra un cuadro comparatiivo, evidenciando en rosado lo detectado por
secuenciacion por Sanger (considerado como verdadero) y bajo cada muestra se detalla lo
obtenido por los algoritmos del andlisis de NGS. TP, verdadero positivo (/ndel detectado por
Sanger y NGS): FP, falso positivo (/ndel detectado por NGS y no por Sanger); FN. falso
negativo (/ndel detectado por Sanger y no por NGS): no se incluye TN, verdadero negativo.
debido a que para la validacion de la tecnologia no.se consideraron pacientes sin Indels en el gen
MICA.
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Finalmente y con el objetivo de identificar los algoritmos con mejor desempefio en la
identificacion de /ndels de tipo STR, se seleccionaron dos pardametros: Rellamado. que
se define como la probabilidad que un evento real sea identificado y la Precision,
probabilidad que evento identificado sea real. Adicionalmente se considerd la
Sensibilidad que se define como las variants verdaderas positivas identificadas en

relacion al total de variants identificadas por Sanger (Tabla 5).

Tabla 5: Detalle de parametros analizados para los algoritmos

_ Sensibilidad Rellamado
SVC

80% 0,53 0,88
Scalpel 60% 0.6 0,66
Varscan 50% 1 0,5
Pindel 10% 1 0.1
SOAPindel 40% 0.5 0.44

En base a estos resultados, los algoritmos Scalpel y SVC se presentan como los

programas con mejores valores de sensibilidad, precision y rellamado.

Curva de ROC Curva Precision-Rellamado
09 12
08 & " Y ®
9 | \ ®uan | ®.nan
e e .ma-v - B .nnm
0s _
04 . & Bson l o8 @ U, 8o
03 | ® scaoel 04 @ scuivel
e O sve 2 @ s
o1 i@ °
o' ]
© 01 02 03 o4 OS 0 0.2 04 06 08 1
1-Precisién Rellamado

Figura 22. Comparacion de parametros en los algoritmos en estudio. Se muestra un analisis
comparativo para el grupo de algoritmos analizados, mediante un grifico de curva ROC y un
grafico de curva Rellamado-Precisién, evidenciando que los algoritmos SVC y Scalpel tiene alta

sensibilidad y rellamado, sin embargo presentan una precision media.
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Sin embargo. al considerar el analisis comparativo mediante curvas de ROC y curva
Rellamado-Precision (Figura 22), se observa que los algoritmos con mejor desemperio
(SVC'y Scalpel) presentan una precision media, por lo que se propone utilizar al menos
tres de los programas utilizados con el fin de aumentar la precision en la deteccion de

Indels mediante NGS en la secuencia de MICA (Figura 23).

Identificacién de Indels |
en datos de NGS |

) S
I |
= "\ Di i '~
JDIagrama de Venn ‘ Pim;iel |
“ SOAPindel
sve Scalpel
‘x_.,l | Varscan
: ) i “, 7/
| | —— I

Validacion de Indels por Sanger

] Mayor Sensibilidad

SVC/Scalpel
[ Protocolo propuesto

‘ SVC/Scalpel/un tercer i
\ algoritmo | Aumentar

‘ la precision |

Figura 23. Diagrama del flujo de trabajo realizado por los cinco algoritmos seleccionados,
en la identificacion de Indels. Modelo de trabajo propuesto para la identificacién de variantes
de tipo Indels con STR. donde se propone utilizar los algoritmos SVC, Scalpel y un tercer

programa de los utilizados, con el objetivo de aumentar la precision en el llamado de variantes.
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3.3 Analisis in silico del efecto de la Insercion chr6: 31380161 en el ligando MICA

Con el objetivo de determinar si los Indels identificados afectan la funcion del ligando
MICA, se analizaron las variantes que codifican para 5.1, 6 y 9 repeticiones de Alaninas

con el fin de predecir su efecto en la proteina.

En base a los resultados entregados por la base de datos SIFTIndel las variantes
analizadas  chr6:31380161,-/G (MICA-AS.1), chr6:31380161,G/CT (MICA-A6)
chr6:31380161,G/CTGCTGCTGCT (MICA-A9), producen un cambio con efecto
neutral en la proteina MICA. Si bien se detalla que las inserciones codifican para el
aminodcido Alanina (1 y 4 aminodcido adicionales, respectivamente), este cambio no
generaria una reduccion en la estabilidad de la proteina (Figura 24). Adicionalmente la
variante chr6:31380161,-/G (MICA-AS5.1), generaria una proteina trunca en la posicion

318 de la secuencia aminoacidica.
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DISCUSION

Dado el hecho que las células derivadas del tejido tumoral expresan de forma simultinea
los diferentes ligandos de NKG2D y habiéndose demostrado que el receptor NKG2D
participa en la inmunovigilancia y eliminacién de células tumorales (Bauer y col., 1999),
se esperarfa que estas células fueran mas susceptibles a la citotoxicidad mediada por
linfocitos NK, NKT, T CD8+ o Ty, resultando en el control del crecimiento tumoral y
un prondstico mas favorable para la enfermedad. Sin embargo, estos tumores han podido
progresar, lo cual implicaria que las interacciones entre el receptor NKG2D y sus
ligandos estarian alteradas en el microambiente tumoral. Esto, debido a que si bien los
ligandos de NKG2D estdn presentes en las células derivadas del tumor, podrian
presentar alteraciones en su secuencia que generasen cambios conformacionales en el
ligando o que promovieran la liberacién de ligandos solubles (Ribeiro y col., 2016;
Ghadially y col., 2017).

Debido a lo anterior, en el presente estudio se evaluaron diversos algoritmos en la
deteccion de variaciones genéticas de tipo Indels en el gen MICA, cuya proteina actila
como ligando de NKG2D. Para ello se analizaron secuencias obtenidas de pacientes con
CG y se estudiaron los efectos que estos cambios podrian tener en la funcién de la

proteina,
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4.1 Deteccién de Indels en el gen MICA

MICA es un gen altamente polimérfico, a Ia fecha se conocen 105 variantes alélicas
(datos de base de datos IMGT) vy si bien no se conoce el papel que la mayoria de estos
polimorfismos ejercen sobre la funcitn de la molécula, en algunos casos se ha descrito
que estas variaciones afectan a la expresién de MICA o a su capacidad de activacién de
las células citotéxicas del sistema inmune (Gonzélez y col., 2006)

Con el fin de detectar variaciones genéticas de tipo Jndel en regiones codificantes del
gen MIC4, se secuenci6 un grupo de 50 muestras tumorales provenientes de pacientes
con adenocarcinoma gastrico. Sin embargo, la deteccion de Indels desde datos de NGS
es un proceso complejo dado que para obtener los datos de secuencia de la regién en
estudio, los reads se alinean frente 2 un genoma de referencia y, de este modo, variantes
de tipo Indel que conllevan la ganancia o pérdida de bases son especialmente proclives a
ser mal alineadas contra el genoma de referencia produciendo una elevada tasa de falsos
positivos durante el llamado de estas variantes (Breder y col., 2017). Ante este escenario,
diversos autores sugieren que para aumentar la precision en la identificacién de Indels es
necesaria la validacion de los resultados mediante la comparacién de diversos algoritmos
(Ghoneim y col., 2014; Hasan y col., 2015), ¢ incluir en el fluyjo de trabajo
bioinformatico la deteccién de variantes desde datos de secuencias de ADN control de
muestras comerciales (gold standard), con el fin de evaluar la performance de cada
programa previo a su utilizacion en las muestras a ser analizadas (Hwang y col,. 2015).
En base a ello y con el fin de detectar este tipo de variantes en la secuencia del gen

MICA4, en el estudio se consideraron 5 algoritmos ampliamente utilizados en Ia literatura
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para la deteccién de Indels. En primer lugar, y con el objeto de evaluar la sensibilidad en
la deteccién de Jndels de cada algoritmo, se utilizé un ADN control que presenta una
delecién descrita para el gen EGFR (Figura 4); en base a la performance en la deteccién
de la delecion desde la secuencia de este ADN, se validé Ia utilizacién de los programas
SVC, VarScan2, SOAPIndel, Pindel y Scalpel en el estudio.

A continuacion se trabajé con cada programa por separado, preparando inicialmente el
andlisis bioinformitico para una muestra de CG y una vez determinado el flujo de
trabajo para cada programa, se procedié a la identificacién de Fndels en la secuencia del
gen MICA para las 50 muestras en estudio.

Como se muestra en la Figura 9, se visualizaron 5 coordenadas comunes entre los 5
programas utilizados; sin embargo, se hace evidente que hay programas mis restrictivos
que otros en la identificacion de variantes de tipo Jndels en las muestras analizadas, Por
un lado tenemos a VarScan, SVC y Scalpel, que presentaron una alta concordancia entre
s{ y cada uno de ellos llama menos de 8 Indels en la secuencia del gen MICA. Y al
analizar en detalle los Indels adicionales, se tiene que s6lo aquel identificado por Scalpel
ya ha sido descrito previamente en la base de datos Browser Beta, mientras que el resto
de los Indels 3 y 1, detectados por SVC y Varscan respectivamente, no aparecen en
bases de datos y su localizacién es cercana a SNPs va descritos para el gen MICA; en
base a ello, estos Indels podrfa estar dando luces de artefactos del alineamiento local
realizado por estos algoritmos (Li, 2014), en regiones donde efectivamente se detectan
variaciones de un nucledido para el gen.

Por otra parte, se tiene que los programas Pindel y SOAPIndel identifican para la misma

secuencia del gen MICA mas de 300 y 70 Indels, respectivamente. Esta disparidad en los
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resultados de Indels identificados por los diversos programas ya ha sido descrita
previamente por Ghoneim y col., 2014 donde se destaca que dada las diferentes
estrategias de alineamiento local utilizados por los algoritmos, la identificacion de Indels
para un mismo set de datos presentara discrepancias entre los programas utilizados. En
base a estas diferencias, en esta tesis se plantea como hipétesis una linea de trabajo en
que se selecciona un conjunto de programas con diversas estrategias de alineamiento
local y se evaluan los Indels detectados en busca de la mayor concordancia entre los
programas. Es por esta razén que en el estudio se seleccionaron un conjunto de 5
programas con caracteristicas especificas en la bisqueda de un amplio rango de Indels
en la secuencia del gen MICA (Tabla 3).

Con el objetivo de estudiar la distribucién del gran ntimero de Indels discordantes
detectados por Pindel y SOAPIndel, se analizaron los datos de secuencia en un grafico
de Ventana Deslizable (Figura 11). En la figura se observa que Pindel y SOAPIndel
identifican Indels en regiones contiguas a las coordenadas comunes entre los 5
algoritmos. Este fendmeno se deberia a que estos dos algoritmos ademas de detectar
Indels pequefios y repeticiones cortas en tandem (STR), permiten identificar variaciones
estructurales, deleciones largas (>100 pb) e Indels complejos (eventos de co-ocurrencias
de Inserciones y Deleciones en una determinada regién del genoma) desde la secuencia
analizada (Ye y col., 2016). Esto se debe a que estos programas presentan en su flujo de
trabajo la deteccién de puntos de quiebre durante el alinecamiento de los reads al genoma
de referencia, donde estos puntos estarfan dando cuenta de la presencia de variantes
complejas (Ivanov y col., 2017). Este método de alineamiento con puntos de quiebre se

basa en la divisién reads, donde primero se identifican reads con “extremos
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discordantes” dado que un extremo mapean completamente con la secuencia de
referencia y en el ofro extremo no lo hacen; luego los extremos no mapeados de estos
reads se agrupan o alinean mediante un ensamblaje de novo, permitiendo la
identificacion de Indels que son més largos que la longitud del read, pudiendo incluso
determinar la presencia de variantes estructurales para esa regién (Yang y col., 2015).
Por tal razén, estos programas identifican Indels con un amplio rango de tamaiio dentro
de las secuencias analizadas, generando imprecisiones al momento de analizar
variaciones cortas en una regién determinada del genoma, como se visualiza en el patrén
de lineas verdes y azul del diagrama de Ventana Deslizable para el gen MICA (Figura
11). Adicionalmente, la identificacién de Jndels no validados en un grupo algoritmos
para un determinado set de datos ya fue descrito para el algoritmo Pindel por Ghoneim y
col., 2014; donde se describe que para Judels de tamafio entre 1-5 pb este algoritmo
genera un gran porcentaje de falsos positivos por cada variante validada por el grupo de
programas utilizado.

Por otra parte, los algoritmos que presentaron mayor concordancia entre s, Scalpel,
SVC y Varscan, presentan un flujo de trabajo basado en alinear reads en una regién fija
del genoma de referencia y mediante un analisis con enfoque heuristico, otorgan
puntajes al alineamiento de los reads contra la secuencia de referencia y seleccionan
s6lo aquellos que presentan un valor mayor (Hasan y col., 2015). Cabe destacar, que los
tres programas utilizan el software BWA (Burrows-Wheeler Aligner) para el
alineamiento de secuencias, permitiendo la identificacién de Indels cortos (<15 pb)

desde secuencias de NGS (Li, 2012), y los resultados obtenidos para MICA concuerdan
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con esto, dado que los 5 Indels detectados por estos programas no superaron las 11 pb de
largo (Figura 12.A).

Al realizar un andlisis en detalle de las 5 coordenadas que fueron comunes por los 5
algoritmos utilizados, se determind que dos de ellas correspondian a variantes
localizadas en regiones intrénica del gen MICA (Figura 12.A), las que no tendrian un
efecto al momento de ser codificada la proteina como ha reportado Lin ycol., 2017.

De las 3 coordenadas restantes, chr6: 31380161 identificada en la base de datos
genomicos Browser Beta y COSMIC (Figura 12.B y 12.C, respectivamente), se ha
descrito como una variante del exén 5 del gen MICA que corresponde a una insercion de
largo variable con un patrén de secuencia repetidas del triplete GCT, las que generan un
desplazamiento del marco de lectura (frameshiff) en la secuencia del gen (Figura 12.A).
Estas inserciones con repeticiones del triplete GCT, que se traduce para el’aminodcido
Alanina (A), se localizan en el ex6n que codifica la regién transmembrana (TM) de 1a
proteina, y se han descrito alelos el gen MICA que presentan entre 4 a 10 repeticiones de
GCT (A4, AS, A6, A7, A8, A9 y A10) (Fodil ¥ col., 1996), identificando que en el
genoma de referencia se presentan 5 repeticiones (A5) (Mizuki yeol., 1997; Ota y col.,
1997). Adicionalmente se ha descrito la insercién de un nucledtido GCT > GGCT
(posicion rs67841474) en la region TM de las variantes A5.1 STR, la que genera un
desplazamiento en el marco abierto de lectura, resultando en un codén de stop prematuro
y codificando para una proteina MICA trunca en el dominio TM (Tamaki y col., 2007),
situacion que se observa en las muestras tumorales de los pacientes CG6, CG14 y CG40,

(Figuras 14, 16, 17 y 20),
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Del analisis de los resultados para el gen MICA, se observa que se presentan inserciones
en [a posicion chr6: 31380161 que estarfan codificando una insercién de 1 a 4 Alaninas a
la secuencia consenso del gen, variantes MICA-A6 y MICA-A9 respectivamente. Sin
embargo, al comparar los resultados obtenidos entre los algoritmos, se tiene que para
una misma muestra se identifican diferentes largos de secuencia para las repeticiones de
GCT (Figura 13). De acuerdo a lo presentado en Zou y col., 2006 estos resultados de
andlisis de NGS deben ser confirmados mediante un ensayo ortogonal de secuenciacion
por Sanger para verificar la insercidn de las repeticiones GCT detectadas en el exdn 5.
La confirmacién del analisis de secuencias con patrones repetidos de tipo STR se debe a
que el alineamiento de los reads puede generar imprecisiones en la identificacién del
largo del patrén de repeticiones para cada regién analizada. Para ello se selecciond un
grupo de 5 muestras con un perfil particular de repeticiones de Alanina para ser
analizadas por el método de Sanger (Figura 14). Donde por ejemplo, para la coordenada
chr6: 31380161, las muestras CG-06 y CG-14 presentaron una alta concordancia en los
algoritmos utilizados, dado que todos identifican una insercién de G/GCT (MICA-AG6);
sin embargo, en el caso de la muestra CG29 se observa una gran heterogeneidad en la
identificaciones de Indels para esa posicion, dado que mientras que SOAPindel y Pindel
no identifican variantes en esa coordenada; y el resto de los algoritmos detectan
inserciones de largo 2 (MICA-A6), 8 (MICA-A8) y 11 (MICA-A9) nucledtidos (Figura

14).
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4.2 Confirmacién de resultados de NGS mediante Sanger

A partir de los resultados obtenidos por la secuenciacion por Sanger, se tiene que los
electroferogramas de las muestras analizadas presentan un perfil similar a lo descrito por
Zou y col, 2006. en el gen MICA, donde la insercién de repeticiones STR en la
coordenada chr6: 31380161 genera un desplazamiento en la secuencia, observado como
un doble peak en el electroferograma; esto es por una lectura en simultineo de Ias
secuencias que tienen Ia secuencia consenso del gen MICA (A5) y de aquellas
secuencias que presentan la insercién. Por tal razén, al leer el electroferograma se deben
identificar dos secuencias por separado, las que se inician en la bifurcacién de Ia

secuencia dado por el primer doble peat.

Los resultados observados dan cuenta de combinaciones de variantes MICA-STR para
cada una de las muestras analizadas (Figura 16, 17, 18, 19 y 20); por ejemplo, para el
analisis realizado al electroferograma de la muestra CG-06 y CG-14 se identifica que
desde la bifurcacién (base destacada en rojo, Figuras 16.D y 17.D), una de las
secuencias corresponde a 6 repeticiones de GCT (MICA-A6), mientras que la otra hebra
presenta 5 repeticiones de GCT junto con una insercién de G, lo que conlleva a un

desplazamiento en el marco abierto de lectura (MICA-AS.1).

En el andlisis de NGS, los algoritmos SVC y Scalpel detectaron inserciones de 8
nucleétidos en las muestras CG-29/33/40, sin embargo, estas secuencias no fueron
detectadas mediante secuenciacion por Sanger. Tales resultados se consideran como

falsos positivos por parte del analisis de NGS, dado que al revisar en detalle los
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resultados de Sanger para esta mismas muestras (Figura 21), se tiene que estas muestras
presentaron la variante MICA-A9 (insercién de 11 nucledtidos), por lo que la insercién
de 8 nucleétidos detectada por NGS podria estar dando cuenta de un alineamiento local

ambiguo, dada la presencia repeticiones de tipo STR en la regién (Fang y col., 2014).

Por otro lado, se tiene que los algoritmos Varscan y SOAP no estarian detectando
determinadas variaciones en la secuencia de MIC4, dado que de acuerdo a los resultados
obtenidos por Sanger, las muestras CG-33 y 40 presentan el par A6/A9 y A5.1/A9,
respectivamente; sin embargo, de acuerdo a los analisis de NGS estos algoritmos sélo
detectaron la variante A9, por tal razén las variantes A6 y A5.1 serian falsos negativos
(Figura 21) debido a la imposibilidad de ser detectados por estos programas (Hasan y
col., 2015). Adicionalmente, aunque el algoritmo Pindel detecté gran cantidad de Jndels
a través de la secuencia de MICA (sobre 300) (Tabla 4), este programa sélo detecté
variantes en la posicién chr6: 31380161 para la muestra CG-06. Esto se debe, a que este
algoritmo no presenta buen rendimiento en la deteccién de Indels con secuencia

repetidas en tindem (STR) (Ye y col,, 2009)

En general, en base a la validacién de los resultados de NGS mediante secuenciacién por
Sanger se tiene que ningln algoritmo fue 100% certero al momento de detectar las
repeticiones de GCT en la secuencia del gen MICA de las muestras analizadas. Sin
embargo, es importante destacar que la deteccién de STR mediante NGS se ha descrito
como un proceso complejo, dado que la presencia de secuencias repetidas en los reads
conlleva a la introduccién de ambigiiedades en las posiciones del alineamiento,

introduciendo en la mayorfa de los casos falsos positivos en la identificacién de Indels
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(Narzisi & Schatz, 2015). Por tal razén y en base a los parametros utilizados en el
andlisis del funcionamiento de cada algoritmo (Figuras 22 y 23), se propone que para
aumentar la precision en la deteccién de Indels mediante NGS en la secuencia de MICA4
se utilicen a lo menos 3 de los programas analizados; dado que de acuerdo a los
resultados de esta tesis, la deteccién de un Indel por este nimero minimo de programas

(Figura 14) se correlaciona en un 100% con su deteccién por Sanger (Figura 21).

En particular, de los 3 programas a utilizar, se deben considerar como base a los
algoritmos Scalpel y SVC, debido a que se presentan como los algoritmos con mejor
sensibilidad (Tabla 5) en la deteccién de STR en la secuencia de MICA, dado detectaron
en general, todas las variantes MICA-STR obtenidas mediante Sanger en las muestras
analizadas, y adicionalmente detectaron la insercién en la posicién contigua chré:
31380160 T/TG, que estaria dando luces de la identificacién de la variante MICA-AS5.1
mediante andlisis de NGS en Ias secuencias analizadas. No obstante, dada su precisién
media, se sugiere considerar un tercer algoritmo de los analizados con el objetivo de
realizar una identificacién de Indels con altos pardametros de rellamado y precisién

(Figura 23)

4.3 Indels en el gen MICA y su efecto en Ia proteina

Con el objetivo de analizar in silico el efecto de los Indels detectados en la proteina
MICA, se utiliz la base de datos SIFT que contiene informacién de variantes
codificantes no sinénimas y analiza el efecto fenotipico de tales variantes en genes

humanos. La versién SIFTIndel, incluye el efecto de Indels en la estabilidad de proteinas
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(Kumar y col., 2009). En particular, se obtuvo que las inserciones de G (MICA-AS5.1),
CT (MICA-A6) y CTGCTGCTGCT (MICA-A9) en la coordenada chr6: 31380161
tendrian un efecto neutral en la proteina, dado por un valor SIFT de 0.787 (menor a 0.05

se considera como un cambio significativo para la proteina) (Figura 24)

Sin embargo, a pesar de su efecto neutral, la insercién de G en la posicién chr6:
31380161 (MICA AS5.1) estarfa generando un desplazamiento del marco de lectura en la
secuencia del gen. En la literatura se ha reportado que el alelo de MICA que contiene la
secuencia AS.1, MICA*008, presenta la liberacion de la proteina a través de exosomas
desde la superficie de la célula que la expresa, esto se debe a que se agrega una tallo GPI
a la secuencia del dominio TM truncado de MICA (Mizuki y col, 1997). La liberacion
de MICA* 008 como una proteina multimérica unida a la membrana, al igual que la
proteina soluble monomérica liberada por shedding enzimético (Waldhauer y col.,
2008), Ia hace un regulador negativo potente de NKG2D y provoca la pérdida de la
respuesta citolitica de las células NK (Ashiru y col., 2010). Adicionalmente, el
polimorfismo MICA-A5.1 se ha asociado con enfermedades autoinmunes como diabetes
tipo I (Triolo y col., 2009), infecciones por Citomegalovirus (Moenkemeyer y col.,
2009) y varias neoplasias (Chen & Gyllensten, 2014), apoyando asi su papel en la
respuesta inmune y el desarrollo tumoral. En el presente estudio, para las muestras que
presentaron mediante NGS la insercién T/TG en la posicién chré: 31380161(MICA-
A5.1) (CG-06/14/40) (Figura 14), sus resultados fueron validados mediante

secuenciacion por Sanger (Figura 21).
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Por otro lado, la insercién de once nuclestidos CTGCTGCTGCT en la posicion chr6:
31380161 (MICA-A9), genera un desplazamiento en el marco de lectura y adiciona 4
alaninas en la secuencia de la proteina. Y se ha descrito que la variante MICA-A9 se
asocia con un mayor riesgo de GC en un estudio caso-control en poblacion taiwanesa
(Lo y col, 2004) y un mayor riego de carcinoma hepatocelular inducido por virus de
hepatitis B; detectando niveles de sMICA significativamente mas altos con esta variante
de microsatélite en el suero de los pacientes (Tong y col., 2013). En la presente tesis,
para las muestras que presentaron mediante el andlisis de NGS la insercion
G/GCTGCTGCTGCT en la posicién chré: 31380161 (MICA-A9)(CG-29/33/40) (Figura
14), sus resultados fueron validados en su totalidad mediante secuenciacion por Sanger
(Figura 21). Al extrapolar estos resultados al resto de las muestras analizadas por NGS,
s¢ identifican 17 muestras que presentan la insercién de 11 nucleédtidos en chré:
31380161 detectada por al menos 3 programadas, lo que podria indicar la presencia de la
variante MICA-A9 en estas muestras (Tablas II y III. Anexo 3). Permitiendo inferir que
20 de las 50 muestras analizadas presentan la variante MICA-A9.

Ante el gran nimero de muestras que presenta la variante A9 del microsatélite, se
sugiere que al combinarla con variantes del ectodominio del ligando MICA, se podria
favorecer la liberacién de la molécula soluble en pacientes con CG y en este punto, seria
interesante evaluar la frecuencia de esta variante en la poblacion chilena. En particular,
se propone identificar la presencia de estas mutaciones en el genoma de pacientes
chilenos sanos, con el fin de determinar si estas variantes generan predisposicion a

generar un tumor.
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De este modo la generacion del ligando MICA soluble podria estar dando cuenta de
mecanismos de evasion tumoral por parte de las células transformadas, donde ligandos
que son liberados mediante exosomas se estaran uniendo a NKG2D en la superficie de
células NK, y de este modo actuarfan como inhibidor competitivo bloqueando el
reconocimiento de moléculas MICA unidas a la membrana, y enmascarando la posible
uni6n de un ligando efectivamente anclado a la célula tumoral (Coudert & Held, 2006).
Para el resto de las muestra analizadas por NGS, se detectaron inserciones de largo 2 y 8
nucle6tidos en la coordenada chré6: 31380161, correspondiendo a las variantes MICA-
A6 y MICA-AS, respectivamente (Tabla IV, V y VL Anexo 3); sin embargo, este
resultado no es concluyente debido a que por una parte tales variantes no fueron
detectadas por més de 3 programas para cada muestra analizadas, y adicionalmente, tales
Indels no fueron revisados por Sanger para ser validados. No obstante, dada la
complejidad en la deteccion de variantes de tipo STR en el gen MIC4, los programas
utilizados obtuvieron Indels con un largo descrito para inserciones en el gen MICA,
indicando que la identificacién de Indels no es un proceso al azar,

Finalmente, los resultados obtenidos en este estudio nos permiten corroborar la hipétesis
propuesta. Donde la utilizacién de un conjunto de algoritmos de alineamiento local
permitié la deteccién de variaciones genéticas de tipo Indel en la secuencia del gen
MIC4, cuyo efecto podria estar relacionado con la liberacion de ligandos solubles y la
progresion tumoral. Sin embargo, se requieren andlisis mds exhaustivos para poder
determinar el real efecto de las variantes detectadas y su efecto en la conformacién de la

proteina.
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Ante esto es importante destacar que si bien a priori se podria pensar que los ndels con
mayor efecto en la proteina se ubicarian en la zona de interaccién con el receptor;
nuestros resultados sugieren que cambios conformacionales en dominios distantes al
sitio de interaccién podrian dar cuenta de la liberacidn de ligandos solubles desde la
célula que los expresa (Obuchi y col., 2001).

En la actualidad la identificacién de variaciones de tipo Indels desde datos de
secuenciacién masiva es un reto debido a la dificultad de distinguir los verdaderos
acontecimientos de artefactos derivados de la PCR y errores de alineamiento, entre
otros. Por tal razén, en base a los resultados de la presente tesis, y dada la amplia gama
de algoritmos disponibles para la deteccién de este tipo de variantes es importante
identificar las caracteristicas del Iudel que se estudia, donde por ejemplo para Indels
complejos y de largo considerable (> 1000pb) se sugiere utilizar Pindel (Yang y cols.,
2015), mientras que para Indels pequeiios (<15pb) que presenten repeticiones de tipo
STR en su secuencias, se sugiere la utilizacion de Scalpel o SVC (Narzisi & Schatz,
2015). No obstante, en ambas situaciones los resultados obtenidos se deben corroborar
mediante secuenciacion por Sanger. En nuestro caso, se sugiere la combinacion de
Scalpel junto a SVC, dado que atin cuando no se logré el 100% de concordancia entre
ambos programas sus resultados fueron comparativamente bastantes cercanos para
Indels detectados en la secuencia de MICA mediante Sanger.

Por otra parte, la deteccién de posibles haplotipos en el gen MICA, dados por la
combinacion de variantes MICA-STR, A5, A5.1, A6 y A9 en las muestras en estudio, se
podria correlacionar con que este gen est4 localizado en el brazo corto del cromosoma 6,

perteneciendo al complejo principal de histocompatibilidad humano (HLA) (Zwirner y
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col., 1998), donde una de las caracteristicas fundamentales de este grupo de genes es su
alto grado de polimorfismo y la presencia de desequilibrio de ligamiento. Asi, en
poblaciones, ciertas combinaciones de variantes se heredan juntos mas frecuentemente
de lo esperado debido al azar y conjuntos de polimorfismos heredados podrian conducir
a diferentes haplotipos. Esto contribuiria a diferencias en la respuesta inmunitaria entre
individuos (Tian y col., 2001); Jjugando un papel importante en los trasplantes de 6rganos
y la susceptibilidad a ciertas enfermedades, entre los que destaca el céncer. En este
punto, es importante sefialar que los resultados obtenidos podrian servir como
antecedentes para desarrollar un nuevo proyecto, en el 4mbito de la gendtica
poblacional, que investigue la funcién de los haplotipos presentes en el gen MICA como
posibles marcadores moleculares o predictores de riesgo a padecer céncer gastrico.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis nos permiten postular que la utilizacién de
diversos algoritmos permiten detectar mutaciones de tipo Indels en la secuencia del gen
MICA. Las que en relacién a las muestras analizadas, generan variaciones con efecto
neutro en la proteina; sin embargo generan un desplazamiento en el marco abierto de
lectura, alterando la regién transmembrana de [a proteina y promoviendo posiblemente
la liberacién soluble de! ligando MICA, ¥ que esto podria estar dando cuenta de uno de
los mecanismos por el cual el adenocarcinoma géstrico escapa de la vigilancia inmune.
Adicionalmente, la utilizacion de secuenciacion masiva supone un gran desaffo conjunto
entre investigadores y médicos, de modo de poder implementar protocolos de

prevencién y deteccion temprana de CG.




CONCLUSIONES

Los resultados de nuestro estudio demuestran que es posible detectar mutaciones
de tipo Indels en el gen MICA a partir del andlisis de secuenciacién masiva del
ADN gendmico proveniente de pacientes con adenocarcinoma gastrico.

En base al grupo de algoritmos utilizados, se observé heterogeneidad tanto en el
nitmero como en el largo de los Indels detectados a través de la secuencia del gen
MICA

El anilisis bioinformético para el gen MICA permitié determinar que dada la
presencia de Indels de tipo STR, se sugiere utilizar en conjunto los algoritmos
SVC, Scalpel y un tercero de los analizados, debido a que de acuerdo al
protocolo desarrollado, se aumentaria la precision en la deteccion de este tipo de
variante.

Con el protocolo propuesto en esta tesis, se determing que una proporcion
cercana del 40% de los pacientes analizados presentaron la insercién que codifica
para MICA-A9, variante que se ha asociado con un mayor riesgo de CG en
poblacién Taiwanesa.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se comprobs la hipétesis que

plantea que la utilizacién de un conjunto de algoritmos de alineamijento local
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permiten la deteccion de Indels en la secuencia del gen MICA, cuyo efecto podria
estar relacionado con la liberacion de ligandos solubles y la progresién tumoral.
No obstante, se requieren de analisis adicionales para determinar el efecto de
estas variantes en la conformacion de la proteina MICA.

Futuros estudios podrian centrarse en la deteccién de haplotipos en Ia secuencias
del gen MICA, dados por la combinacion de variantes MICA-AS5.1 y MICA-A9,
de modo de analizar su funcién como posibles marcadores moleculares o

predictores de riesgo a padecer CG.
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daré.copia de este documente.,

Consiento en-participar de-ta nvestigacion *Estudio de factores gendticos y surelaciin con céncer gdstrica”,

Azepto que.parte de fas miestras-se cangelen v almacenea

para estudios futuros que puedarn surglr. en selacion

al estudio-de factdres.éhriéﬁc‘nsfy’su Felacién con cinder gdstrics. 5T NO __

-¢Desea conocer los resultades da iz Investigacion?,

‘Nombre del participante:

sI,__ NG

RUTo

Norhbre dal Investigatiory

Firma =

FAT% £

Nomipre:del delegadg-de) )
Directar del Hospital {Ministre.de Fe):.

Firma::

RUT:,

Sexitiago; da de 20

Fittha’;

Cuslqiiet duda o consultn que tengs sobre este estudio, o experimanta cualguler problema, siéntasa Fre de

comithicarse com ol Investigador,

Frente u cualquier duda respecto a aspectos jegales v dticos.de zste estudid, sidntase libre de comunicarse com.
Dr. Juag Jorge Sliva, Presidente def Comité de Etica, H ospital Clinfco da 1a’Uplversidad de Chile.

-

Av.:Santes Diniornit 999, Santlago, Fono 4785008,

Or. Manugt Oyaratin. Prasidente del Comita de Ztica:de |

vestigacidn ‘én Seres Hufianos.

‘Facultad deitedicing, Universidad de Chile., AV, Indepandencia 1027;. Santlago. Fand 9786923,

Lon-copla a5 - Participants — Invastigador

it

SR
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Anexo 2. Acta de aprobacién del Comité de Etica.

e ni ey R & Ak " TR 5 AT S e ey Mm{“’“ﬁ&eﬁ
€ g

; W
H o
UNIVERSIDAD DE CHILE
. FACULTAD DE MEDICINA L S
i COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS 5 4 Mup 2011
! . ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS
.. Con fecha. 24 de mayo de 2011, ef Comité de Etica de Investigacién en SeresHumanos

3 de I Facultad.de Medicina, Universiddd de Chilé, Integrado: por-los sigulentés: miembross
: Dr: Manue! Oyarztin G., Médico Neumndlogo,: Presidente
: Sré. Marianne-Gaudiitz H.,.Enfefmera, Mg. Humanidades, Viedgrasidents

Dr. Hugo Amigo C,, Ph. D., Especizlista enSalud Piiblica

Dr. Leandro Biagini A., Médico-Internista.
. Dfa, Lucia Gfientes 0, MEic6 Genetista

Sra. Nina Horwitz C., Soddlogo, Ma. .B!oéti_cza‘

Dra.. Maria Eugenla Pinto C,, Médico Infectdiogo *

Sta. Cldudia Marshall £, Represeniante de Ja-comubidad
¢ Ha' revisado f Projects de Investigacién _titulado: *ASSOCIATION GF CYTOKINE
: FOLYMORPHISMS AND OF GENETIC DETERMINANTS OF H. pylori VIRULENCE
H FACTORS WITH GASTRIC CANCER RISK"y cuyo Investigador responsable es ef Dr.
3 Patricic Gonzélez M., quien desempeiia funclonss: en €l Programa de Genélica Humana,
: iCBM, Facultad de Medicina; Universidad de Chile:
g
: EComité réviss los Sigulentes documentos de estudio;
z «  Proyects de lnvestigacidn in extenso
. = Consentimiento informéds .
i » LV ael vestigator responsable y de los Co-investigadores ]
£ «  Cans comproniso del investigador para ropumicar Josirestitados del estudio una ver

finalizado dste.

v El prayecto y. los documentos sefialados en'el pirrafo precedente han sido analizados a,
L fa luz de'los postulados de la Declaradiéh de Helsink, déas Pauts Eticas Internacloriales pata
‘ i3 Investifacion Biomédica-en Sefés Hufnanos CIOMS 2002, v, 48 les Gufas de Buena: Prictica
§ Clinica deICH1996:.

» Teléfono; 9785923 Fax: 9786189 Emall: ceiha@med.vchile.cf
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UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES.HUMANGS o HEm
P ,ggﬁg &4

Scbre la. base de esta informaciin el Comité de Etica de fa Investigacién &1y, Seres

Humancs. de 1a Facultad de Medidna de a Universidad de Chile s2 ha prifiundiado de fa.
slgléente manera sobfe jdsaspectos dél provecto que a continuadidn se sefafan:

)  Caricter de Ja pablacidn' estudiada: Investigacidn ho terapéutica, polladdn no
cauliva,

b} Uhildad-del Proyector.si

oy Rlesgos y Beneficios: Rlesgos no hay. L ) .

d) Proteéccion de los participantes: Esta blen asegurado en e} consentimiento informado.

) Notificaciér oportuna de reacciones adversas: no aplica,

fy . B investigador responsable ss Ha cofmprofietido a. éntregar los resultados del
estidio o este Comits. al finalizar el proyecta,

. For fo'tanto, el comité estima que & estidio propuesto estd bien Justificado y que'no
signifiéa fara los: sujefos involucrados riesgos fisicos, psiquicos "o soclales ridyores qua.
‘minmos. '

. Estd Comité tamblén analiz6 y aprobd el correspondiente documento de Cansentimiento
Informado-en su versidn original del 30 de. mayo-de 2011, qué se adjunta firmado, fechado ¥
timbrado por el CEISH:

Ervvirtud de las consideraciones anteriores el Conlté otorga.la afrobadcn ética paraia
Tfeallzacidni del. estudio propuesto, dentro de fas especificadiones gel protocolo.
¢

Santiago, 31.de mayo de 2011, gf\
[ £
Jl £ L : ‘i é‘-
Sra, Matis uillig . <
. Vicepresidentasyfit
Comits de Fticaen Investigaciai.
n Séres Hymanos
MGH/mva, .
e Archivo Proy. 023-2011.

Teléfona: 3786923 Fax: 9786189 Email: ceira@med.uchife.cl
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