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RESUMEN
El Céancer Gastrico 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 tumoral, siendo uno de sus componentes més importantes las
células Natural Killer (NK), las cuales estan especializas en la eliminacién de células
tumorales o infectadas por virus. La actividad de las células NK est regulada por un
complejo balance de receptores inhibidores y activadores. Entre los receptores de
activacion se destaca NKG2D, el que se expresa en células NK y linfocitos T. Se han
descrito diferentes ligandos de NKG2D (NKG2DL) como MICA, MICB y ULBP1-6.
Estos marcadores presentan expresion restringida en células normales y una induccién

&

en respuesta al estrés celular y transformacion tumoral, permitiendo la eliminacién de las
células estresadas por el sistema inmune. Este proceso se desarrolla mediante la
interaccién NKG2D-ligando, lo que gatilla una sefial de activacion en la célula que
expresa NKG2D, promoviéndose lisis citotoxica de la célula que expresa el ligando. Se
han reportado diversos polimorfismos en el gen MICA que estarian implicados en su
interaccién con el receptor y que darfan cuenta de mecanismos de evasion de la
respuesta inmunitaria durante Ia progresién tumoral. En consecuencia, esta memoria se
propone que durante el desarroflo del cancer gastrico Se originan mutaciones en el gen
que codifica MICA, las que estarfan afectando la interaccién ligando-receptor y
promoviendo la evasién inmune por parte de las células tumorales. El objetivo de este
trabajo fue identificar variantes somaticas de nucledtido simple (SNV) en el gen MICA

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

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

XV




del Departamento de Cirugia Digestiva del Hospital del Salvador. La deteccion de
mutaciones en la secuencia de MICA se realizd por secuenciacidn masiva en la
plataforma MiSeq de Illumina. Para el analisis bicinformatico de las secuencias se
empled el algoritmo Somatic Variant Caller (Illumina). Detectandose 3 variantes
nuevas, no descritas previamente en bases de datos, de las cuales debido al puntaje
entregado por el algoritmo SIFT sélo la variante chr6: 31380116 tendria un efecto en la

proteina MICA.

Por otra parte, en base a las frecuencias alélicas se identificaron 6 mutaciones somaticas
de tipo SNV. Sin embargo, en relacién a los datos entregados por la base de datos
SNPeffect solo la variante P294A presents una reduccion en la estabilidad de la proteina
MICA. A su vez, la localizacion de este cambio se presentd en una regién de posibles
cortes proteoliticos mediados por metaloproteasas, sugiriendo que esta mutacion podria
estar dando cuenta de la liberacion de ligandos solubles por parte de la célula tumoral,

promoviendo un mecanismo de evasion al sistema inmune,

Nuestros resultados sugieren que la presencia de SNVs en el gen MICA, en pacientes
con adenocarcinoma gastrico, podria corresponder a una estrategia de evasiéon inmune

que esté favoreciendo el establecimiento y desarrollo del tumor.

XxVi




ABSTRACT
Gastric cancer (GC) is the principal causes of cancer mortality in Chile. Innate immune
response is considered the first tumoral defense line, indeed, one of it most important
components are Natural Killer (NK) celis, which are specialized in the tumoral cells
elimination or viruses infected cells. The activity of NK cells is regulated by a complex
balance of inhibitors and activators receptors. The activating receptor NKG2D, whose
ligands (NKG2DL), expressed on the T lymphocytes and NK cell surface, belong to the
MIC (MICA and MICB) and ULBP/RAET (ULBP1-6) families. NKG2D have restricted
expression in normal cells and an induction in response to cellular stress and tumor
transformation, allowing the removal of stressed-out cells by the immune system. This
process develops through the interaction NKG2D-ligand, which trigger an activation
signal in the cell that expresses NKG2D, promoted the cytotoxic lysis in the cell that
expresses the ligand. Differents MICA polymorphisms indicate this gene would be
mvolved in the interaction with the receptor and would explain mechanisms of tumor
evasion, during tumoral progressing. In summary, in this memory propose that during
the development of gastric cancer, take place mutations in the gene that encodes MICA
protein, which would affect the ligand-receptor interaction and promoting the immune
evasion by tumoral cells. The aim of this study was to identify somatic single nucleotide
vartants (SNV) in the MICA gene, in chilean patients with gastric cancer and analyze the
effects of these changes in the protein. Were included in this study fifty patients with
gastric adenocarcinoma of the Department of Digestive Surgery of the Hospital El
Salvador and the detection of mutations in the sequence of MICA was performed by

massive sequencing in the MiSeq platform of Ilumina. The bioinformatic analysis of
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sequences was performed with the algorithm Somatic Variant Caller (Illumina), three
new variations were detected, this had not been previously described in databases, of
which due to the score given by the SIFT algorithm only the variant chré: 31380116
would have an effect on the MICA protein. Also, were identified 6 SNV somatic
mutations according to allele frequencies. However, in relation to the data released by
the database SNPeffect only variant P294A presented a reduction in the MICA protein
stability. The location of this change is introduced in a region of possible proteolytic cuts
by metalloproteases, suggesting that this mutation could be giving the release of soluble
ligands by the tumor cell, promoting an evasion mechanism of the immune system. Our
results suggest that the presence of SNVs in the MICA gene, in patients with gastric

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

establishment and development of tumor.




1. 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 destruccion inmune
adquiriendo la capacidad de invadir tejidos y generar metastasis en puntos distantes del

organismo (Hanahan & Weinberg, 2011).

El Cancer Gastrico (CG) es el cuarto mas comin en el mundo, con una incidencia del
8% (con 951.600 casos nuevos) y representa la segunda causa de muerte relacionada con
céancer, 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 Japoén (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 la interaccién entre la
susceptibilidad genética propia del individuo y factores ambientales (McLean, 2014).
De estos ultimos, 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. Ademas la infeccion por Helicobacter pylovi (H. pylori) se ha



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

2010).

El CG agrupa tumores que se encuentran bajo la unioén gasiroesofagica, correspondiendo
generalmente a un adenocarcinoma. En la mayoria de los casos progresa de manera
lenta, asintomatica 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: cirugia, 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 recuirencia de la enfermedad (Dicken y col., 2003).
Los pacientes tratados tienen una esperanza de vida promedio de 24 meses y séio un
10% a 30% una sobrevida de 5 aflos. 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 Japon (Asaka y col., 2014), es que se
considera impostergable incluir dentro de las politicas publicas la prevencién y

deteccidn precoz del CG en nuestro pais.

1.2 Sistema Inmune y células Natural Killer

El sistema inmune en mamiferos es una compleja red de moléculas, células y érganos
que interactuan para proteger al organismo tanto del dafio por elementos externos
(provocado por agentes patégenos), asi como por agentes internos (tales como células

neoplasicas). Cabe sefialar, que esta funcién 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 la fase efectora del sistema inmune implica procesos de tolerancia, los
que estan balanceados por complejos mecanismos de control que favorecen su accion
efectora e inhibitoria. En este contexto, se ha demostrado que agentes patogenos y
neoplasias han desarrollado estrategias que les han permitido evadir los sistemas de
control de la respuesta inmune, evitando su reconocimiento y eliminacion, 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 endogenos
{(como neoplasias), participando en el control de los procesos antitumorales y
antimetastasicos (Karre y col., 2005). La activacion 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
difirieren s6lo sutilmente en su comportamiento y patrén 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 mas 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 ésea, y la mayoria se encuentra
localizada en la sangre periférica, linfonodos, bazo y médula dsea (Ferlazzo y col,

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

Las células NK eliminan las c€lulas blanco (c€lulas tumorales o células infectadas por
virus) mediante diversos mecanismos, uno de ellos corresponde a la liberaciéon de
granulos citoplasmaticos que contienen proteinas como perforina y granzimas (Trapani
& Smyth, 2002), las cuales promueven lisis celular por osmosis e inducen apoptosis de

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

Una alternativa a la liberacién 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-a 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 interferon (IFN)-y, TNF-o, TNF-B, factor estimulantie 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 presentacién de antigenos, promueve la apoptosis y

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

1.3 Activacion de Ias células NK

Las células NK expresan en su superficie un amplio repertorio de receptores activadores
e inhibitorios, 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-I. El reconocimiento de las células blanco por las células NK
involucra una alteracién en el balance entre sefiales activadoras e inhibitorias. Estas
sefiales son entregadas simultanecamente 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). Sin embargo, la pérdida 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 evasién viral, 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) y el resultado de esta interaccion va a determinar si la célula NK es
finalmente activada, si se producen citoquinas y/o si la célula blanco es eliminada

(Caligturi, 2008).




1.4 Receptor NKG2D y sus ligandos

El receptor NKG2D (Natural Killer Group 2, type D) se expresa en todas las células NK
y ha sido identificado en linfocitos Taf CD8+, T y6 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) v consiste en dos proteinas de transmembrana de tipo IT
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 infracelular. 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
citoplasmatica 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; Wuy 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 o del MHC-I con los dominios al, a2 y o3, pero se diferencian de éstos al no

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

B) La familia de proteinas de union a la molécula UL 16 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: RAET1I (ULBP1), RAETIH
(ULBP2), RAETIN (ULBP3), RAETIE 1y 2 (ULBP4), RAET1G (ULBP5), RAETIL
(ULBP6) (Chalupny y col., 2003; Eagle y col., 2009). Estas moléculas son similares a
los ligandos MIC, pero presentan sélo los dominios ol y o2 de la cadena a y no se

codifican dentro del complejo MHC.

Los NKG2DL no se expresan cominmente en la superficie en tejidos normales. Sin
embargo, su expresién en superficie aumenta en diversos tipos celulares bajo
condiciones de estrés (shock térmico), infeccion 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 niuchas
veces no son reconocidos eficientemente por el sistema mmmune, por tal razén la
presencia de estos ligandos que se expresan en células y lineas tumorales (Nausch, 2008)
servirian para poder detectar las células transformadas. Estudios previos han establecido
que la expresion de NKG2DL en tumores los hace susceptibles a su eliminacion por las
células NK in vitro y ademas la formacién 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

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

1.5 Moléculas NKG2D y sus ligandos en la inmunidad antitumonral
La inmunidad antitumoral se puede describir en tres fases: Eliminacion, 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 inmume 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 liberacion de
citoquinas proinflamatorias, las que reclutan células del sistema inmune innato como:
macrofagos, células dendriticas y células NK. En tanto, durante la fase de Equilibrio
debido a la répida tasa de reproduccién y mutacion que tienen las células tumorales, se
produce una seleccién 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 (Bumnet, 1971). Durante la fase
final de la Inmunoedicién que corresponde a la Evasidn, 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.

El escape inmune y la progresién tumoral constituyen distintos mecanismos
inmunosupresores, los que pueden incluir la pérdida de la maquinaria de presentacién de
antigenos, expresién de moléculas inhibitorias de apoptosis e inducir células T

reguladoras (Dunn y col., 2004).

En cuanto a los mecanismos de Evasion 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, informéndole 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. Teniendo en cuenta esta contradiccion, se ha planteado que




podria existir una seleccidn negativa sobre las células tumorales que expresan NKG2DL
en su superficie y en particular investigaciones en melanoma, indican 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 metastasicas. Por
Io que con el tiempo quedarian solo las células tumorales menos inmunogénicas, es decir
aquellas que no expresan o poseen una baja expresion de los NKG2DLs (Vetter y col,,
2004). Otro mecanismo que se ha documentado es una expresién continua de MICA,
unido a la membrana, regulando negativamente la activacion de las células NK por el
receptor NKG2D, lo que compromete la capacidad de las células efectoras en re;:onocer
y consecuentemente, lisar las células tumorales. Por otra parte, se han detectado formas
solubles tanto de ligandos MIC como RAETI, lo cual tendria relacidon con la
disminucién de la cantidad y funcionalidad del receptor NKG2D en la superficie de las
células por la internalizacién y la degradacion lisosomal de NKG2D, disminuyendo asi
sus niveles de expresion 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 conlleva en la liberacién de formas solubles de los ectodominios de los
ligandos de NKG2D (Coudert y col., 2006). Es asi como se han detectado ligandos
solubles en muestras serologicas de pacientes de distintos tipos de cancer; en particular,

sMICA en el suero de pacientes con cancer de prostata, cancer de colon, cancer




pancreas, neuroblastoma, osteosarcoma y tumores hematopoyéticos severo (Tamaki y
col,, 2009), Por tal razén, aunque los tumores expresan NKG2ZDL, estos crecen
progresivamente en individuos sanos debido a los multiples mecanismos de evasién de

la respuesta inmune antes presentados.

El hecho de que las células clonales tumorales evadan Jos mecanismos de control
ejercidos por las células NK, puede deberse a la ocurrencia de mutaciones en el ADN de
las células neoplasicas que conlleven a la alteracion en la interaccion de NKG2D con sus
ligandos, desde el 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 polimoérficas que podrian estar

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

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
aminoacidos con un peso molecular de 43 kDa (Bahram y col, 1994). La proteina MICA
es altamente glicostlada, ya que tiene 8 sitios potenciales de N-glicosilacidn ubicados a
Io largo de sus 3 dominios extracelulares, por lo que la proteina madura tiene un peso

molecular 65 kDa (Groh y col, 1996) (Figura 1).
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Desde un punto de vista funcional, se ha reportado que el gen MICA es altamente
polimérfico, documentiandose hasta la fecha 91 alelos para este gen (base de datos
IMGT, http://www.imgt.org). Se sabe que la mayoria de los sitios polimérficos varian en
posiciones nucleotidicas no redundantes, con predominancia en los dominios ¢2 y o3
implicados tanto en la interaccion con NKG2D (Figura 1) asi como también con el sitio
de clivaje por metaloproteasas (Salih y col., 2002). Se ha reportado que MICA posee
variaciones en el niimero de repeticiones de la secuencia en tandem GCT en el exdn
correspondiente al segmento transmembrana y que tales variaciones o mutaciones
codifican para diferente nimero de alaninas (Mizuki y col., 1997), dichas variaciones
serian propias del desarrollo tumoral (mutaciones somaticas). En particular, el alelo
AS5.1 posee una insercién (G) que genera un cornmiento del marco de lectura y un codon
de terminacion prematuro dentro de la regién transmembrana, por tal razon la proteina
resultante no se expresa en la superficie de la célula, codificando una forma soluble del
ligando MICA. Ademas, pacientes con carcinoma hepatocelular con el genotipo
homocigoto A5.1 han reportado niveles altos de MICA solubles y una menor tasa de
supervivencia (Pérez-Rodriguez y col., 2000; Kumar y col., 2012). Adicionalmente, el
alelo MICA*010 codifica para una proteina inestable que es degradada rapidamente
dentro de la célula y que no alcanza a expresarse en la superficie celular. Se han
identificado diversas sustituciones en los dominios al, o2 y a3 de MICA, cuyos
polimorfismos estarian implicados en la interaccién con NKG2D y en particular el alelo
MICA*A9 que codifica para el SNP MICA-129val se ha asociado a una disminucién en
la afinidad a NKG2D en pacientes con Carcinoma Nasofaringeo en la poblacién

Tunecina {(Choy & Phipps, 2010).
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En base a datos previos obtenidos en el laboratorio, se determind que cerca del 70% de
las células tumorales de pacientes con cancer gastrico expresan MICA, MICB, ULBP 2-
5- 6, ULBP1 y ULBP3. En tanto, en el suero de pacientes con este cancer se ha
reportado la presencia de SMICA y en el sobrenadante de cultivos celulares tumorales de

cancer gastrico se ha observado la presencia tanto de MICA como MICB.

En base a estos antecedentes, el gen MICA ha sido caracterizado mediante secuenciacion
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
masiva, millones de fragmentos de ADN en un tnico proceso de secuenciacién en un
tiempo récord y por costes cada vez mas reducidos. Por tal razdn, 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. En este contexto, dos estudios de asociacion del
genoma completo (GWAS) han identificado un loci en MICA que estarian relacionados
con susceptibilidad a neoplasia cervical y carcinoma hepatocelular inducida por el virus

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

Mas alla de los estudios genéticos que permiten el hallazgo de genes inicos responsables
de enfermedades que siguen un patrén de herencia mendeliano, la revolucién cientifica
que ha supuesto la secuenciacion masiva ha permitido realizar estudios de deteccién de

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

campo de la oncologia, ha supuesto una gran herramienta que permite detectar




variaciones generadas durante la progresion tumoral (mutaciones somaticas) y que

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

Es ampliamente conocido el alto costo biologico, 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 & Kaempifer, 2000). De todos los tipos de
cancer existentes, el Cancer Gastrico ubico a Chile en el tercer lugar a nivel mundial en
1998 (Itriago y col, 1998), 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 poblacién masculina y el quinto en la femenina
(con una tasa de mortalidad de 20 por cada 100.000 habitantes) (MINSAL, 2010). El
proposito del presente estudio de secuenciacion masiva, es la identificacion de
mutaciones genéticas de tipo SNV en regiones codificantes del gen MICA, los que
podrian estar dando cuenta de mecanismos de evasion inmune propios del desarrollo
tumoral durante la progresion del adenocarcinoma gastrico; mediante una interaccion
alterada de NKG2D y su ligando MICA en los pacientes en estudio. Finalmente, se

analizara el efecto.in silico de estas vanantes en la conformacion del ligando MICA.

Los resultados de esta tesis nos ayudaran a entender los mecanismos de evasion del
sistema inmune por parte del tumor y las implicaciones que en un futuro podria tener la

secuenciacion masiva en el diagnostico y prevencion del Cancer Gastrico.
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1.7 Hipotesis

Células tumorales de adenocarcinoma gastrico humano presentan mutaciones somaticas

en el gen que codifica la proteina MICA,

1.8 Objetivo General

Identificar mutaciones somaticas en el gen de MICA en células de adenocarcinoma

gastrico que expliquen la evasion inmune en pacientes con cancer gastrico.

1.9 Objetivos Especificos

1. Secuenciar masivamente exones del gen de MICA de pacientes con cancer
gastrico.

2, Analizar la presencia de variaciones de un solo nucledtido (SNV) del gen
MICA.

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

|
} bioinformaticamente su efecto en la funcion del proteina MICA.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Pacientes

Para el presente estudio se reclutaron 50 pacientes diagnosticados con adenocarcinoma
géstrico y sometidos a gastrectomia 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
autorizacion 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 cirugta. El criterio de exclusion de los pacientes fue haber tenido
un tratamiento de quimioterapia y/o radioterapia previo a la intervencion. 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-patologicos de los pacientes reclutados en el presente estudio.
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Tabla 1. Caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes con cincer gastrico.

(N=50)
} 65.66 £
Edad (afos) 10.36

Sexd Mujeres 16
Hombres 34
ANTRO/ANTRAL 10
CARDIA-ESOFAGO 1

CARDIAL 2

CUERPO 4

CUERPO Y ANTRO 3

L CURVATURA MAYOR 3
'-°°Ta"zac'°” CURVATURA MENOR 19
umor- FoNDO 1
FONDO-CUERPO 1
FONDO-CUERPO- 1

ANTRO

SUBCARDIAL 3

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

Clasidicacion T2 4
TNM T3 12
T4 28
; 22
H. pylori 28
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2.2. Analisis de calidad del material genético extraido desde muestras

2.2.1. Preparacion del tejido tumoral

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.

2.2.2. Extraccion del ADN genémico

El proceso de extraccion de ADN gendmico se realizd mediante el uso del kit comercial
de purificaciéon QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, EE.UU) segiin las indicaciones del
fabricante.

El protocolo iicia con la lisis de las células presentes en el tejido, mediante la
incubacién del volumen de muestra suspendida con Proteinasa K (20 mg/ml) en PBS a
56°C por 3 horas. EI lisado celular resultante es transferido junto a 200 pl de etanol a
una columna de centrifugacién QlAamp Mini, con la finalidad de que el ADN gendémico
se una a la membrana de gel de silice que estd contenido en dicha columna. Luego, la
membrana es lavada sistematicamente con las soluciones AW1 y AW2. Finalmente se
eluy6 el ADN gendmico depositado en la membrana con buffer AE.

2.2.3. Cuantificaciéon de ADN mediante densidad éptica

La concentracion del ADN gendmico para cada muestra se determind a través de
espectroscopia UV, midiendo la absorbancia a 260 nm. Se evalué la pureza del ADN,
midiendo ademas la absorbancia a 280 nm, para establecer la relacion A260/A280. Se

consideraron como valores optimos aquellos enire 1.8 y 2.0. Las mediciones se
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realizaron en el equipo CYTATION 3 (Biotek Instruments, EE.UU) utilizando en cada
caso 2 pl de muestra. Como blanco de la medicion se utilizo el buffer de elucion AE
(QIAGEN, EEUU).

2.2.4. Cuantificacion de ADN de doble hebra

La medicion especifica de la cantidad de ADN de doble hebra contenido por muestra se
realizé 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 ilevd a cabo en placas negras de 96
pocillos de fondo plano (Nunc, EE.UU).

Preparacion Buffer
Se preparé Buffer TE 20X (200 mM TRIS-HICIl; 20 mM EDTA; pH 7.5) con agua

destilada y libre de DNAsas. Luego se diluyo a una concentracion final de 1X. El Buffer
TE 1X (10 mM TRIS-HCI;, 1 mM EDTA; pH 7.5) se utilizo para diluir el reactivo
PicoGreen, las muestras de ADN y para el ensayo mismo,

Curva estindar de ADN

Como ADN estandar se utilizd el reactivo Lambda (500 pg/ml, Invitrogen, EE.UU). En
primer lugar este se diluyo a una concentracion final de 5000 ng/ml en buffer TE 1X y
luego se prepard la curva estandar siguiendo el protocolo que se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2. Protocolo preparacion curva estindar para ensayo PicoGreen.

Concentracion ul. ul, Buffer
ngful, Lambda TE IX

1000 40 60

800 32 68

600 24 76

400 16 84

200 8 92

100 4 96

50 2 98
0 0 100
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Reactive PicoGreen

El reactivo PicoGreen (2000X, Invitrogen, EE.UU) se diluyo 200 veces, el mismo dia
del ensayo, con buffer TE 1X preparando cantidad suficiente para agregar 100 pl de la
solucion en cada pocillo. La solucion se protegio de la luz ya que el reactivo PicoGreen
es fotosensible.

Una vez preparada la curva, se procedid a preparar los pocillos con las muestras.
Teniendo en cuenta la concentracion determinada previamente mediante espectroscopia
UV, se agregd 1 ul de muestra si la concentracion fue mayor a 100 ng/ul 6 2 pl de
muestra st la concentracion fue menor a 100 ng/pl. Las muestras se diluyeron agregando
99 0 98 ul de buffer TE 1X respectivamente. Finalmente, se agregd a cada uno de los
pocillos 100 pl de la solucién de PicoGreen. Se incubd 5 min a temperatura ambiente y
se procedié a medir la intensidad de la fluorescencia en el espectrofluorimetro. Las
muestras fueron excitadas a 485 nm y la intensidad de fluorescencia fue medida a 520
nm.

2.2.5. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La integridad del ADN genodmico extraido se evalué mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 0,75% en TBE (Tris, borato EDTA) 1X, utilizando bromuro de etidio (0.5
pg/ml) para la deteccion del ADN. En cada pocillo del gel se colocaron 2yl de buffer de
carga con Sul de ADN. En uno de los pocillos del gel se colocd como control de la
concentracion del ADN, 5Sul del fago lambda (Promega EE.UU 200 pg/ml) sin digerir,
La comrida de electroforesis se realizo aplicando una corriente de 40 v por 20 min

seguido de 70 v por 30 min,
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2.2.6. Electroforesis Capilar de ADN

Adicionalmente se evalud la integridad y tamario de los fragmentos del ADN presentes
en cada muestra mediante electroforesis capilar paralela. Para ello se utilizé el kit
comercial High Sensitive Genomic DNA (Advanced Analytical, EE.UU) y se diluyeron
las muestras de ADN genomico a una concentracién no mayor a los 10 ng/pl. Siguiendo
las instrucciones del fabricante las muestras diluidas se analizaron en el bicanalizador
Fragment Analyzer TM (Advanced Analyticals, EE.UU), que consiste en un sistema de
microelectroforesis mediante el uso de nanocapilares que separa los componentes de la
muestra mediante electroforesis. Tras la corrida, el tamafio de los fragmentos de ADN se

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

EE.UU)

2.3. Secuenciacion masiva de exones del gen MICA

2.3.1. Diseiie de amplicones

Para la secuenciacién dirigida de los exones 2, 3, 4 y 5 del gen MICA, se utilizé un kit
TruSeq Custom Amplicon (Illumina Inc, EE.UU). Para ello las regiones objetivo se
cubrieron por 8 amplicones, los que se ingresaron mediante coordenadas cromosémicas
en el software disponible online DesignStudio (Illumina Inc, EE.UU) y posteriormente
se envid una orden para el disefio del kit personalizado. Cabe sefialar que al disefiar el
proyecto, se agregaron 15 pares de bases en los extremos (rio arriba y rio abajo) de los
exones de modo de cubrir completamente las regiones en estudio.

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

MICA se revisé el archivo manifiesto, el cual especifica el genoma de referencia y los
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amplicones que cubren el gen MICA. Las regiones en estudio para el gen MICA se
cubrieron con 12 amplicones, de modo que el kit de secuenciacién contenia los pares de
oligonucleotidos personalizados que rodean cada amplicén de la region de interés.

2.3.2. Preparacion de bibliotecas

La cantidad inicial de ADN gendmico utilizado por cada muestra fue de 250 ng en 10 pl
de solucién. Con esa cantidad de ADN (recomendada por Illumina) se prepararon las
bibliotecas de las 50 muestras incluidas en este estudio. Para ello, se utilizé el kit
Truseq Custom Amplicon v1.5 (Illumina Inc, EE.UU) siguiendo las indicaciones
proporcionadas por Illumina.

El procedimiento de preparacion de las bibliotecas se realizé de forma particular para
cada muestra y se centrd en las regiones genomicas de interés para el gen MICA. Este
proceso consta de cuatro pasos clave: 1) hibridacion, 2) extension-ligadura, 3)
amplificacion y 4) normalizacion.

Durante la Hibridacién, un pool de oligos especificos para el gen MICA hibridé (rio
arriba y abajo) en el ADN genomico de cada una de las muestras. Luego, empleando un
filtro de seleccion por tamafio, se removieron por completo los oligos no unidos al ADN,
A continuacién el paso de extension-ligadura consistid en enlazar los oligos que
hibridaron corriente arriba y abajo de la secuencia de interés. Este proceso permitio
obtener las regiones blanco flanqueadas por secuencias requeridas en las siguientes
etapas.

La etapa de Amplificacién consistid en amplificar el producto del paso anterior, usando

partidores que permitieron agregar, en cada extremo de la hebra generada, una secuencia
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indice que sera utilizada para el multiplexado de muestras (i5 e i7), asi como
adaptadores universales requeridos para la etapa de generacion de grupos o clusters (P5
y P7). Luego se purificaron los productos de PCR (denominados bibliotecas) mediante
beads magnéticos, dejando fuera otros componentes de la reaccion.

A continuacién se procediod con el paso de Normalizacion, donde se regula la cantidad
de cada biblioteca para garantizar una representacion mas equitativa de todas las
muestras en la biblioteca agrupada (pool de 50 bibliotecas). Finalmente, las bibliotecas
ya normalizadas se agruparon combinando volumenes iguales de cada biblioteca. Para
su secuenciacion, el pool de bibliotecas agrupadas previamente se diluyeron en un buffer
de hibridacién (HT'1) y se denaturé por calor a 96°C durante 2 minutos.

2.3.3. Secuenciacion en equipo MiSeq

Para la secuenciacion en el equipo MiSeq, se utiliz6 el kit MiSeq Reagent kit v.2 de 500
ciclos (Illumina Inc, EE.UU). Este kit incluyd el cartucho con los reactives necesarios
para la secuenciacion y correspondi6 al lugar fisico donde se cargaron las bibliotecas
para ser secuenciadas. Al momento de cargar el cartucho en el secuenciador, también se
cargaron los archivos relevantes para el analisis posterior a la secuenciacion. Estos son:
el archivo manifiesto especifico de este proyecto (el que define el genoma de referencia
utilizado, asi como las coordenadas genémicas de cada amplicén para el gen en estudio)
y el archivo hoja de muestras que especifica la combinacién de los indices para cada
muestra.

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

secuenciacion. Las bibliotecas fluyeron a través de la celda de flujo donde hibridaron
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con los oligonucledtidos anti-sentido de P5 y P7 que son complementarios a los
adaptadores presentes en la secuencia de las bibliotecas.

La corrida de secuenciacion se baso en la quimica de secuenciacién por sintesis (SBS),
la que utiliza un método basado en terminadores reversibles para detectar bases de
nucledtidos unicos en la incorporacion a las cadenas de ADN en crecimiento. Durante
cada ciclo de secuenciacién, se afiade un desoxinucledtido trifosfato (ANTP) marcado
con fluorescencia a la cadena de 4cido nucleico. El nucledtido marcado sirve como
terminador para la polimerizacion, de modo que tras cada incorporacion de dNTP, el
colorante fluorescente se digitaliza para identificar la base afiadida (proceso denominado
Liamado de Base) y a continuacién una segmentacién enzimatica libera el terminador
reversible permitiendo la incorporacién del nucledtido siguiente en la secuencia. Puesto
que los cuatro dNTP ligados al terminador reversible (A, G, T, C) estan presentes como
moléculas tnicas, la competencia natural minimiza la tendencia a la incorporacién. Las
llamadas de bases se realizaron directamente a partir de las mediciones de intensidad de
la sefial durante cada ciclo de secuenciacion y el resultado final es la secuenciacion base
por base (Figura 2).

Cabe sefialar que existen diversos filtros de calidad para las bases afiadidas a la
secuencia, entre ellos destaca la castidad de la llamada de bases, la que consiste en la
proporcion de la intensidad de la sefial mas alta dividida entre la suma de las dos sefiales
més altas. Si existe mas de una llamada de bases con un valor de castidad inferior a 0,6
en los primeros 25 ciclos, las lecturas no pasan el filtro de calidad y no son incluidas en

los datos de secuenciacién,
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Figura 2: Flujo de trabajo durante la secuenciacion masiva en el equipo MiSeq. El esquema
mucstra los pasos necesarios para realizar una corrida de sccuenciacion utilizando la tecnologia

MiSeq de [llumina (Modificado desde Vega v col.. 2015).
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2.4. Analisis Bioinformatico

El analisis de imagenes y [lamado de bases se realizé mediante el software de analisis en
tiempo real (RTA) integrado en el equipo MiSeq. Asimismo, se asigné una puntuacion
de calidad a cada base incorporada en cada ciclo de secuenciacion. Posteriormente, se
procesaron las llamadas de bases generadas durante el analisis principal y se generd
informacién sobre cada muestra en archivos de tipo FASTQ. Este tipo de archivo
presenta un formato de texto muy similar al formato fasta, donde la Q se refiere a quality
(calidad) e implica que cada posicidn, ademas de tener una letra referente al nucledtido
afiadido, tiene asociado un valor de calidad.

2.4.1. Comproebacién de la calidad de los datos.

Las lecturas de la secuenciacion se extrajeron desde el equipo MiSeq en archivos con
formato FASTQ para cada muestra (Figura 3). En este tipo de archivos, la calidad de las
lecturas se expresa en base logaritmica. Asi, una calidad Q20 significa una posibilidad
de 0.01 de haber leido una base erréneamente. Q30 traduciria una posibilidad de error de

0.001 y asi sucesivamente.
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Los parametros de calidad de los datos se exploraron con el programa FastQC
(www.biloinformatics.babraham.ac.uk/projects/), que informa de los siguientes
parametros;

Calidad de la secuencia por base. Grafica que muestra la calidad de las bases segin la
posicion de lectura. Los datos son de buena calidad si los valores de las distintas
posiciones de las lecturas son altos y se encuentra en la region verde de la grafica (en la
Figura 4a las barras amarillas que muestran el rango 25-75%, son pequefias y de tamafio
semejante en todas las posiciones de lectura y se encuentran en la zona de alta
puntuacidn). Son malos datos si la calidad de las lecturas largas es mala, observandose

un aumento de variabilidad en las lecturas de las Gltimas posiciones de la secuencia.
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Puntuaciones de calidad por secuencia. Grafica que representa la distribucién de la
calidad de las lecturas (Figura 4b). Si una gran cantidad de secuencias en un ciclo
determinado son de baja calidad, puede deberse a un problema sistematico del proceso
de secuenciacion.

2.4.2. Alineacion de Ias lecturas con el genoma de referencia.

Para el analisis de datos, se extrajeron los archivos de secuencia FastQ desde el equipo
MiSeq vy se subieron al servidor BaseSpace provisto por Illumina
(https://basespace.illumina com/home/index), el cual permite el almacenamiento y
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 5), de acuerdo al flujo de trabajo integrado Amplicon

TruSeq (Illumina Inc, EE.UU).
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Figura 5: Herramientas informaticas utilizadas en el analisis de los datos. Los archivos de
secuencias (Fastq) generados durante la secuenciacion fueron alincados al genoma de referencia
(Hgl19). Para el llamado de variantes se utilizo el algoritmo Somatic Variant Caller (SVC) v 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. Esto generd un archivo BAM (*.bam) por cada muestra, el que contendra datos
de alineacion de secuencias.

2.4.3 Localizacion de las variantes presentes en el gen MICA.

La identificacidon de todas las variaciones (llamado de variante) presentes en el gen
MICA para cada paciente se realizd utilizando el algoritmo Somatic Variant Caller
(Figura 5), recomendado para el analisis de datos generados con el kit utilizado en este
proyecto (TruSeq Custom Amplicon, Illumina Inc. EE.UU). Este algoritmo identifica
aquellas posiciones cromosdmicas donde la secuencia generada no coincide con el
genoma de referencia (Hgl9) y las posiciones cromosomicas donde se detecta un
cambio de base se reportan en un archivo denominado formato de llamadas de variante
(VCE). El archivo VCF se obtuvo mediante el uso del Servicio de Anotacién de Illumina
(TAS) especificamente para las regiones incluidas en el archivo Manifiesto, el que
presenta las coordenadas cromosomicas de las regiones del gen en estudio. Por este flujo
de trabajo se obtuvieron documentos de tipo BAM (archivo de alineamiento), VCF
(archivo que contiene las variantes defectadas) y sumary.csv (archivo que contiene

informacion de la secuenciacion y variantes para cada muestra).

2.4.4. Filtrado de las variantes detectadas

Si bien los archivo VCF generados por este flujo de trabajo contenian anotaciones para
variantes localizadas en las regiones del gen MICA en estudio, se utilizé de forma

adicional el software Variant Studio 2.2 (Illumina Inc, EE.UU) para seleccionar sélo
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aquellas variantes de tipo SNV que pasaron (PASS) todos los filtros descritos en la
Tabla 3 y que se l,({)calizaran en el regiones exonicas del gen. El filtrado segin esta serie
de parametros permitié eliminar lo que se pueden considerar falsos positivos {defectos

de la técnica).

33




Tabla 3: Lista de filtros utilizados en la deteccion de variantes

Tipo de Filtro

Efecto

"LowCoverage” o filtro de baja

cobertura.

Filtra variaciones con coberturas menores de un nimero 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 so6lo aparecen en las lecturas de la misma

direccion son habitualmente artefactos, por lo que se

filtran.
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Se generd 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 aminoacido, frecuencia en la que el alelo aparece en la base de datos de los 1000

genomas, referencia dbSNP y puntuaciones de prediccion (segun programas como

PolyPhen), entre otros (Figura 6).
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2.4.5 Identificacion de mutaciones somaticas.

A partir de la premisa que frecuencias alélicas distintas de una proporcion mendeliana,
50/50 o 100/0, estarian dando cuenta de mutaciones somaticas. En el archivo VCF se
seleccionaron aquellas variaciones que presentaron una frecuencia alélica menor al 35%

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

2.4.6. Prediccion del efecto de mutaciones somaticas en la proteina MICA
Algoritmos SIFT y PROVEAN

Con el fin de determinar el efecto de variaciones no sinonimas en la proteina MICA, se
utilizo el algoritmo SIFT v1.03 (Sorting Tolerant From Intolerant) (disponible en

http://siftjevi.org), el cual simula el efecto fenotipico de sustituciones aminoacidicas

bajo la condicion de que existe un alto grado de conservacion en regiones con posiciones
importantes para la proteina.
Adicionalmente, se utilizo el algortimo PROVEAN vl1.1.3 (Protein Variation Effect

Analyzer) (http://provean.jcvi.org/index.php), el cual es un software que predice si una
Y que p

sustitucion de aminoacido tiene un impacto en la funcion biologica de una proteina.
Base de datos SNPeffect

Se utilizd la base de datos SNPeffect 4.0 (http://snpeffect.switchlab.org/) para

determinar el efecto de variaciones de tipo SNV presentes en la base de datos dbSNP
sobre la proteina MICA, para ello se evaluo el impacto que tienen en la proteina con una

variedad de algoritmos.
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Los algoritmos que se utilizaron proporcionan informacién sobre una serie de
caracteristicas de la proteina, entre ellos, SMART y Pfam permiten ver si la variacion se

produce dentro de los dominios funcionales de la proteina.

Visualizador molecular PyMOL

Para determinar el efecto de las variaciones detectadas en la estructura tridimensional de
la proteina se utilizé el visualizador molecular PyMOL ejecutado en el entorno de
programacion Python, para determinar mediante animaciones, los aspectos referentes a
cambios en la estructura por variaciones no sindnimas en la cristalografia de la proteina

MICA (PDB 1B3J).

2.4.7. Visualizacién de los resultades.

Se utilizo el programa IGV (Integrative Genomics Viewer) (Robinson y col., 2011) que
muestra de forma grafica los datos de secuenciacion obtenidos (Figura 7). Ademas,
permite diferenciar con mayor facilidad verdaderas variaciones frente a artefactos.

Igualmente, facilita la comparacion entre muestras.
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3. RESULTADOS

3.1 Seleccién de muestras en estudie y secuenciacién masiva de exones del gen
MICA

Durante este estudio, se analizaron 50 pacientes con adenocarcinoma gastrico sometidos
a gastrectomia total, 16 mujeres y 34 hombres, con un promedio de edad de 65,1 afios.
La Tabla 1 resume los diversos datos clinicos, patologicos y operatorios
correspondientes a los 50 pacientes. Sin embargo, cabe sefialar que en un comienzo se
trabajo con 60 individuos a partir de los cuales se selecciond el grupo de individuos en
estudio; tal seleccion se realizo en base a una serie de caracteristicas utilizadas como
control de calidad, que daban cuenta que el ADN de la muestra era éptimo para ser

secuenciado, como se describe a continuacion.

3.1.1 Integridad del material genético

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

genético, la que se analiz6 mediante electroforesis,

El ADN extraido desde muestras del tejido tumoral de los pacientes con adenocarcinoma
gastrico se visualizd en geles de agarosa, como se describe en la seccion Materiales y
Meétodos. A partir de los geles obtenidos, las 60 muestras se separaron en 5 grupos de
acuerdo a la integridad del ADN gendomico (ADNg) obtenido de las muestras (Figura 8),
en los Grupos Iy II se presentd una banda bien definida de ADN genémico de alrededor
de 20.000 pares de bases (pb), mientras que en el grupo V no se logré ver una banda, por

tal razon las muestras de este grupo se descartaron del estudio.
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Por otro lado, la integridad total del ADN se evalué mediante un electroforesis capilar.
La que consiste en un sistema de microelectroforesis mediante el uso de nanocapilares,
que separa los componentes de la muestra mediante electroforesis; de este modo se logro

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

Como se muestra en la Figura 9, se observa que para los Grupos 1 y II los resultados se
correlacionaron a lo observado en los geles de agarosa, obteniéndose un rango estrecho
con fragmentos mayores a 7000 pb. En tanto, para los Grupos ITI y IV, se observd que el
rango de fragmentos es mas amplio llegando incluso a presentar tamafios cercanos a los

100 pb (Figura 10).
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Adicionalmente se cuantifico el ADN de doble hebra de las muestras en estudio,
midiendose la emision de fluorescencia a 520 nm. En base a los resultados se
seleccionaron s6lo aquellas muestra que presentaron una concentracién mayor a 50
ng/ul, debido a que ésta es la concentracién minima que sugiere Illumina para muestras

a ser secuenciadas.

En base a estos resultados se obtuvo la tabla IV, que da cuenta en detalle de las
caracteristicas de cada muestra analizada. Se indica el grupo al que pertenece la muestra
de acuerdo a la clasificacion en gel de agarosa y se presentan los resultados de la
cuantificacién. En rojo se destacan las muestras que presentaron concentraciones

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

Cabe sefialar que muestras pertenecientes a los grupos I y III que presentaron en la
electroforesis capilar fragmentos de ADN mayores a 1000 pb, al ser cuantificadas con el
reactivo Picogreen que mide la concentracion de ADN de doble hebra, presentaron una
concentracién menor a 50 ng/ul, valor minimo requerido por Illumina para la

secuenciacién. Por lo que estas muestras no fueron seleccionadas para ser secuenciadas.
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GRUPO

Tabla 4: Detalle de la cuantificacion de cada muestra analizada.

MUESTRAS MUESTRAS
SELECCIONADAS SELECCIONADAS
" PARA ™ PARA
b Uvzsonm | Emision320nm | SECUENCIAGION MUESTRA | " Uvazsonm | Emision 520 nm | SECUENCIACION
o601 229.684 121,997 x GG03 181268 47704
602 21929 114255 x cGoa 277.006 135682 x
GGoS 76663 2872 6610 72005 45356 x
GGzs 392528 184 76 x 665 286 677 182.639 X
G630 43650 28.806 x G617 329183 x
GG 8.308 L GG20 £8.386
GGl 474174 193.929 X GG21 140 839 §2.490 X
6638 220195 128608 X GGz 310284 162618 X
GG41 233183 13652 X GG2T 127 837 66 316 X
Gas2 411,13 139,037 x GG39 331 481 182,687 X
Gess 369717 283 122 x 6640 532 102 198.075 x
GG 359.383 280 705 x 6G42 132 929 70.107 x
GG 356.277 83.264 X GGas 173825 1816 X
GGoe 448604 194,840 X 6G45 147 027 §1.202 X
GGO7 213122 151533 X GG46 333 3556 177473 x
GG09 301.248 154 882 X GG48 132 994 30.599
G613 221,050 136,497 X cesa 285874 144,787 x
GG14 235300 15821 X GG55 105 237 58.949 X
GG18 242 883 164921 X GGs6 201828 164.209 x
GG18 257631 156 33 X GGs7 222578 201948 x
GG1e 436176 194 662 X Ges9 98.705 102534 x
GG23 26e870 152312 X ce12 178 509 38 135
GG24 220105 113608 X G726 100 848 40282
G625 250 563 136,999 X G54 136,048 41343
6629 197523 10422 X GG1 19131 2904
GGR 56.998 62776 X GGa7 20.431 342
661 157303 23701 X
GG3s 31036 167.283 X
6638 283695 115,101 X
GG 283885 145,030 x TOTAL MUESTRAS PROCESADAS 50
6643 21132 116403 X MUESTRAS SELECCIONADAS 50
6G49 417202 163389 x
G50 530347 193 388 X
GGs1 267752 79242 x

46




En base a los analisis presentados, de las 60 muestras procesadas, solo 50 cumplieron
con los criterios de integridad y cantida de ADN gendmico que las incluye en el grupo

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

El proyecto original se disefié con el fin de cubrir los exones 2, 3, 4, 5 del gen MICA.
Sin embargo, al recibir los reactivos personalizados del kit TruSeq Custom Amplicon
(Mumina Inc, EE.UU) junto al archivo Manifiesto que contiene las coordenadas

cromosémicas del estudio, se evidencid que se adicionaron amplicones que cubrian

regiones del exon 1 y del ex6n 6 del gen MICA (Figura 12).
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En ¢l caso de los exones en estudio para el gen MIC4, un analisis mas detallado del total
de amplicones incluidos en el proyecto did cuenta que se adicionaron 2 nuevos
amplicones que mapearon regiones de interés para el gen MICA4, en particular en el exén

3 (Figura 13).
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3.1.3-Méiricas de la secuenciacion

Durante la corrida de secuenciacion se evalud en tiempo real la, calidad del proceso. Una
vez que las bibliotecas fueron cargadas en el cartucho de secuenciacion, se generaron los
grupos o clusters para cada una de ellas. Por tal razon, un parametro relevante consistié
en evaluar la calidad de los grupos generados, de forma que se eliminen los datos menos
fiables basados en el filtro de castidad de Iilumina, el que elimina las lecturas que no
estén en fase con el resto de las lecturas del cluster (Figura 14). Por tal razon del total de
lecturas generadas, solo aquellas que pasen el filtro de castidad se consideraran como

lecturas passing filter (PF) y se consideraran para el futuro analisis de sus secuencias.
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En relacion a las lecturas identificadas del conjunto de muestras en estudio no se
observo una distribucién homogénea, observandose un rango de lecturas identificadas
entre las muestras que va desde 0,5 a 4% del total de lecturas identificadas (10.545.717)
(Figura 14). La muestra CG36 es la que posee un menor porcentaje de lecturas
identificadas (0.63% del total), mientras que la muestra con mayor porcentaje de lecturas
identificados corresponde a la muestra CG14 (4.10% del total). En base a estos
resultados no se encontré una relacion entre la calidad previa del ADN genémico

utilizado para generar cada bibliotecas y las lecturas identificadas.

En general se espera que el rango de densidades de clusters se encuentre entre los 900 y
1100 K/mm? (Illumina, 2015). Nuestra corrida de secuenciacién mostrd una densidad
promedio de los grupos equivalente a 563 K/mm? lo que puede deberse a la falta de
homogeneidad en la concentracion inicial de las bibliotecas, pese a que exista una etapa

de normalizacion en la preparacion de estas.

Otro parAmetro relevante dentro de las métricas de secuenciacion corresponde al valor
Q30 asignado durante la identificacion de cada base afiadida a la secuencia (llamado de
bases). Este valor es una prediccion de la probabilidad de llamada de bases incorrectas.
En la corrida de secuenciacion se evidencid que un 83.1% de las bases asignadas
superaron el filtro de calidad Q30 (Figura 15). Por lo que sobre el 80% de las bases
identificadas durante la secuenciacién presentaron una probabilidad de ser identificadas

erroneamente menor al 0,001 (Q30).
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Figura 15. Puntuacion de Calidad (Q Score) del llamado de bases para todos los
ciclos de secuenciacion. La grafica representa el Q score para cl total de bases llamadas
durante la corrida de secuenciacion. Este valor es una medicion de la eficacia del llamado

de bases. En esta corrida en particular. un 83.1% de las bases llamadas supero el valor
p
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La corrida de secuenciacién incluyé otros genes relacionados a MICA, como lo son
MICB y los genes ULBP 1-6, sin embargo los datos generados no fueron analizados en

el presente estudio.

Adicionalmente, se determiné la cobertura de los 12 amplicones que cubren el gen
MICA y se comprobé que la cobertura promedio para las 50 muestras supera los 500x
(Figura 16), dando cuenta que en general cada una de las bases de las regiones en
estudio se leyeron mas de 100 veces y que tal valor asegura que con los datos de
secuencia obtenidos es posible realizar analisis informaticos para identificar variantes

(Yosty col., 2012).
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Figura 16. Cobertura promedio por amplicon para el gen MICA. La grafica da
cuenta de la distribucion de la cobertura promedio de todos los amplicones que cubren el

gen MICA en estudio, el rango cobertura varia entre los 500 y 5500x.
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3.2 Deteccion de variantes en el gen de MTCA.

3.2.1 Identificacién de variantes genéticas en las muestras en estudio

Mediante el presente estudio de secuenciacién masiva del gen MICA utilizando la
plataforma Illumina MiSeq, se detectaron 62 variaciones de un solo nucledtido (SNV);
de las cuales 23 estaban presentes en solo una muestra, mientras que 39 estaban en mas
de una muestra (Figura 17). Se observo ademas, una distribucion homogénea de las
variaciones identificadas a lo largo del gen MICA, debido a que se observan varaciones

en todos los exones en estudio.
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3.2.2 Caracterizacion de nuevas variantes del gen MICA

De las 39 SNV presentes en mas de una muestra del grupo de pacientes analizados, se
encontraron tres variaciones en el gen MICA que no habian sido descritos previamente
en la bases de dato de polimorfismos de un solo nucledtido (dbSNP). Estos tres

polimorfismos son:

» SNV chr6: 31380106 - Identificade en 2 de S0 pacientes.
» SNV chr6: 31380114 - Identificado en 7 de 50 pacientes.

» SNV chr6: 31380116 - Identificado en 4 de 50 pacientes.

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

18),
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La variante chr6: 31380106 genera un cambio sinénime del aminoacido Lisina en la
posicion 299 de la proteina (K299K). En tanto, la variante chr6: 31380114 genera un
cambio no sinénimo en la posicién 302 de la proteina, reemplazando Valina por Glicina -
(V302G) (Figura 19). La variante chr6: 31380116 también genera un cambio no

sinénimo en la proteina, cambiando Leucina por Isoleucina (1.3031) (Figura 20).

63



i

—
-

» @ 0 x

o 9

che 11,.380,094- 3] 180,133

chré

-

B8 110 e

11 10 100 b

1000 1% b

i
=

b

|a
|

-

i

|
|
|
|
IVUUUULLUULRUUULULLRLUUDLLDULRULLY
| |
e e b e e e e

Id“‘dd‘dﬂi‘dd‘d‘dﬂ‘ﬂd“!(id11‘|
- 1-2 2 12 F-2-R-%- 1 Q1R Q- R-B- .’3:

li(CCC11-¢-11141111111(“1‘11(“i

JULNULUULUULUUUUULULURUDURRULLY
| |

Ll ol o ol Rl

focooeooocodocecoco DR O D \JJG-}. -

[ e e e e e e e e e e e e | B
| |
|ID”UUOOUUUUUUUUHDUOUUUUUUUUUUU“

|suaasaaaaoeoaoonaeeocauaao:a¢aﬂ
i-r—h—rr-hhhrrubrrhhbhhb—bpﬁrqhﬂ
1
JULUUUUULULULULUUUULDULDUDUBRLLRLY
jocsoovcooDCO 0000 as Do DOBDA
B e e e e e e e e e e e B e
T Ll ittt
R R R R L L L e ]
t<4444q¢«<qq¢44<¢q<q¢qqq<-<«-4<
l1444014(1414’4(1‘114441414441!4
papopees T T
jeecosPcoReod Ve oo veUBpDORa
Pooge uaeucauoaeaoaaa:uuuaoaeaaﬂ
Idl.l“l..‘ﬂ'ltd(lldqGd.dd‘ddd‘.
JUUULUUUUULUUUUUULUUULUDLUURURUL
e e b
il o e S T

e e e b e b b e b b b b e b e e e e e e e e e e e

B i e e e e b e e e e e e e e e e e e e e

B e e e e e e e e e e e e e e e e e e

wva.

ion mas

secuenciac

¢.944T>G; p.Val302Gly) identificada por

En en recuadro negro se destaca el cambio de T por G en algunas de las secuencias analizadas. Captura de pantalla de visualizacion de

muestra CG30 en IGV.

Figura 19. Visualizacion de nueva variante de MICA (NM_000247
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En base a los resultados obtenidos por el algoritmo SIFT, sélo la variante chré:
31380116 tendria un efecto dafiino en la proteina MICA, debido a que su SIFT score fue
de 0.01, valor inferior al limite 0.05 que predice un cambio de aminoacido como

tolerado por la proteina (Tabla 5).
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3.2.3 Localizacion y distribucion de las variaciones genéticas en el gen MICA

De las 62 SNV detectadas, el estudio se centré en variantes presentes en mas de una
muestra debido a que variantes identificadas en solo una muestra requieren de estudios
adicionales dado que la deteccion de tales SNVs podria estar dando cuenta de errores

propios de la generacién de la biblioteca y no de variantes propias del tumor,

Las 39 SNVs recurrentes entre las muestras en estudio se ordenaron en una tabla en que
se visualiza la distribucion de las variantes de forma creciente en relacién a la
coordenada cromosomica de las variantes detectadas (Figura 21). En esta tabla con 39
variantes, se identifico la presencia de patrones de variaciones comunes entre diversas

muestras,

Se recurrié a la informacion de una base de datos que contiene marcadores genéticos de
tipo SNP presentes en la poblacion Chilena, para determinar si alguna de las mutaciones
encontradas era comun en la poblacion del pais, lo que estaria dando cuenta de

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

La biisqueda de las variantes identificadas en nuestro estudio dio como resultado que 11
de las 39 variantes se detectaron en la base de datos de ChileGendmico (variantes

destacadas en rojo en la Figura 21),
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3.3 Estudio de mutaciones somiticas en el gen MICA y determinacion de su efecto

en la proteina,

3.3.1 Identificacion de las mutaciones somaticas en el gen MICA.

Las mutaciones somaticas (0 adquiridas) son cambios genéticos que ocurren después de
la concepcion y pueden presentarse en cualquier momento de la vida de una persona. En
particular, la cantidad de células del cuerpo que son portadoras de esos cambios depende
de cuéndo ocurrieron esos cambios, de modo que presentarén una frecuencia alélica
diferente de la herencia mendeliana 100 o 50; y se ha sugerido que una frecuencia alélica
menor al 35 indicaria mutaciones surgidas durante el desarrollo tumoral (Harismendy y
col., 2011). Durante el estudio de mutaciones somaticas en pacientes con
adenocarcinoma gastrico, mediante secuenciacion masiva, se detectaron 6 variaciones de
este tipo en base a sus frecuencias alélicas menores a 35 (Tabla 6); que incluyen a las 3

nuevas variantes previamente analizadas.
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Tabla 6: Frecuencias alélicas promedio de las mutaciones somaticas detectadas.

Localizacién

Variante

Muestra

dbSNP

Prom Freq Alel

A>A/G

CcGo8

CG09

rs61759927

15.41

C>C/G

CG50

CG59

rs41553616

34.28

C>C/G

CG50

CG59

rs116381822

32.02

A>A/G

CG33

CG49

T>T/G

CG30

CG36

CG37

CG49

CG52

CG57

CG60

C>C/A

CG30

CG36

CG37

CG57

5.64

%D

3.75
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De las variaciones somaticas detectadas, se identificé una variante sindnima para la
proteina MICA, una variante localizada en la region intronica entre los exones 4 y 5 del

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

MICA (Tabla 7).
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3.3.2 Localizacion de las mutaciones somaticas

La distribucion de las variaciones somaticas en el gen MICA se presento entre los exones

4y 5, incluyendo una variante localizada en el introén entre ambos exones (Figura 22).
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3.3.3 Prediccidén del efecto de las mutaciones sematicas en la proteina MICA

Debido a que 3 de las 6 variantes somaticas no habian sido descritas previamente en la
base de datos dbSNP, estas variaciones no contienen informacion en la base de datos de
SNPeffect. Ademas, de las 3 restantes una variacién se describié como sinénima por lo
que no genera cambios en la secuencia de la proteina. Adicionalmente, otra variante se
localizé en una region intrénica, por lo que para el presente andlisis tampoco se

considerd. De este modo, se utilizd solo la variante no sinénima descrita como P294A

para la prediccion de su efecto en la proteina MICA.,

En base a los datos entregados por la base de datos SNPeffect, la variante P294A
produce un cambio en la proteina MICA que genera una reduccion en la estabilidad de la

misma (Figura 23).
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Con el fin de visualizar la mutacion P294A en la proteina MICA, se utiliz6 el programa
PyMOL para presentar a partir del archivo PDB (Protein Data Bank) la conformacion
tridimensional de la proteina MICA y localizar la variacion analizada. En particular, la
mutacion P294A se ubica en el dominio alfa 3 (u3) de la proteina MICA, el cual actita
como nexo entre los dominios de unién al receptor NKG2D y la regién transmembrana

de la proteina (Figura 24).
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4. DISCUSION

En la ultima década los avances en la investigacion genética del cancer han permitido
caracterizar mutaciones propias del tejido tumoral, a menudo referidas como mutaciones
somaticas, Una vez que una célula sufre una mutacion somatica, todas las células que
derivan de ella por divisiones mitoticas la heredaran y de este modo, el individuo
poseera un grupo de células con un genotipo diferente al resto. Asimismo, es
ampliamente aceptado que los tumores se desarrollan a través de la acumulacion de
mutaciones somaticas en genes especificos (Zhang y col., 2013),

Dado el hecho que las células derivadas del tejido tumoral expresan de forma simultanea
los diferentes ligandos de NKG2D y habiéndose demostrado que el receptor NKG2D
participa en la inmunovigilancia y eliminacion de células tumorales (Bauer y col., 1999),
se esperaria que estas células fueran mds susceptibles a la citotoxicidad mediada por
linfocitos NK, NKT, T CD8+ o Ty6, resultando en el control del crecimiento tumoral y
un pronoéstico 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. Dado que, si bien los ligandos
de NKG2D estan presentes en las células derivadas del tumor, podrian preseatar
alteraciones en su secuencia que generasen cambios conformacionales en el ligando o
que promovieran la liberacidn de ligandos solubles.

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

SNV en el gen MICA que actita como ligando de NKG2D, donde tales variaciones
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estarian dando cuenta de mutaciones somaticas en pacientes con CG y se analizaron los

efectos de estos cambios en la funcion de la proteina.

4.1 Deteccién de variaciones en el gen MICA

MICA es un gen altamente polimorfico, a Ia fecha se conocen 91 variantes alélicas (datos
de base de datos IMGT) y si bien no se conoce el papel que la mayoria de estos
polimorfismos ejercen sobre la funcion de la molécula, en algunos casos se ha descrito
que estos variaciones afectan a la expresion de MICA o a su capacidad de activacion de
las células citotoxicas del sistema inmune (Gonzalez y col., 2006)

Con el fin de detectar mutaciones somaticas en regiones codificantes del gen MICA, se
secuencié un grupo de 50 muestras tumorales provenientes de pacientes con
adenocarcinoma gastrico.

Las 50 muestras fueron agrupadas en 5 grupos de acuerdo a criterios de integridad de su
material genético (Figura 8), esperando que tal agrupacion se asociara de manera directa
en que muesiras que presentaran fragmentos mayores a 7.000 pb tuviesen una mejora en
la generacidn de bibliotecas, no obstante, los resultados de secuenciacion sugieren que la
calidad de la biblioteca habria sido independiente del grupo de calidad del ADN
genomico asignado a la muestra.

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

clasificacién de las muestras no se observo una distribucién homogénea a través de los

grupos, va que en particular dos muestras que se encontraban en el mismo conjunto de
acuerdo a la integridad de su ADN genémico (Grupo II) presentaron los valores

extremos de la distribucion de wvalores de lecturas identificadas luego de la
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secuenciacion, los que variaron entre el 0,5 a 4% (Figura 14). El menor porcentaje de
lecturas identificadas lo presenté la muestra CG36, mientras el mayor porcentaje de
lecturas identificados correspondié a la muestra CGl4, por lo tanto, en base a estos
resultados no se encontrd una relacion directa entre la integridad del ADN genémico
utilizado para generar cada biblioteca y las lecturas identificadas. Ante esto, es probable
que las variaciones de porcentaje de lecturas identificadas entre muestras se deban al
procedimiento de generacién de la biblioteca para cada muestra, en particular a la etapa
de purificacién de fragmentos de ADN utilizando beads magnéticos; donde una
manipulacién no dptima conilevaria a la pérdida de ADN y reduccién del material
genético disponible para la generacion de los grupos para cada muestra (Bronner y col.,

2013)

Por otra parte. los resultados obtenidos de la secuenciacién indicaron que el 95.5% de
las lecturas generadas pasaron los filtros de castidad, indicadores de la buena calidad de
los grupos generados durante la etapa de amplificacion (Figura 14). De esta forma se
eliminaron aquellos datos menos fiables, los que podrian conllevar la deteccion de falsos

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

Otro parametro relevante dentro de las métricas de secuenciacién corresponde a la
puntuacién de calidad (Q30) del llamado de bases para todos los ciclos de
secuenciacion. Este valor es una medicion de la calidad del llamado de bases y en
particular corresponde a la probabilidad de una llamada de bases incorrecta por cada
1000 bases agregadas (Trivedi y col., 2014; Rutvisuttinunt y col., 2013). A partir de los

resultados de secuenciacion, se evidenci6 que un 83.1% de las bases asignadas
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superaron el filtro de calidad Q30 (Figura 15); lo que estaria dando cuenta de una optima
calidad de las lecturas generadas debido a que en relacion a las caracteristicas del
cartucho de la plataforma de secuenciacion utilizada, se esperaria un puntaje de Q30
superior al 75%. (Rutvisuttinunt y col., 2013). En base a ello, es posible asegurar una
buena calidad de los datos de secuencia generados durante la secuenciacion y que estos

son aptos para andlisis informaticos posteriores.

Un punto importante a destacar es que el proyecto inicial consistia en secuenciar los
exones 2,3,4y 5 del gen MICA, junto a los otros 7 ligandos de NKG2D (MICB y ULBP
1 al 6). Sin embargo, luego de analizar el archivo Manifiesto y mapear los amplicones
para la corrida de secuenciacion, se hizo evidente la presencia de amplicones adicionales
que estaban mapeando exones anexos de los genes en estudio, ademas de pseudogenes
como MICC y MICD. Esto se podria explicar debido a la similitud de secuencia que
presentan los genes de la familia MIC (Chen & Gyllensten, 2014), lo que implicaria que
las sondas dirigidas a regiones de interés de los genes MICA y MICB hibridaran de
manera inespecifica a regiones de estos pseudogenes. Adictonalmente, la deteccion de
nuevos amplicones que estén cubriendo regiones incluidas en el estudio, podria deberse
a problemas detectados por Illumina durante la generacién misma de las sondas y que
para reducir errores de lectura posteriores, se incluyeran amplicones adicionales para
sobre leer tales regiones. Por lo anterior, se podria suponer que la inclusion de nuevos
amplicones conllevaria a la disminucion de reactivos de secuenciacion disponibles para
las sondas que mapean regiones del estudio, debido a la inclusién de nuevos amplicones

en el proceso. No obstante, es importante destacar que luego de la secuenciacion se
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evidencié que la mayoria de los amplicones adicionales al estudio presentaron una nula
o baja cobertura, por lo cual no afectaron la quimica de la secuenciacién de las regiones
estudiadas, Cabe sefialar que para el gen MICA, se agregaron 4 amplicones: uno que
mapeo el exdn 1, dos mapearon el exdn 3 y uno maped el exdén 6, por tal razon el
presente estudio gener6 datos de secuencia de los 6 exones que conforman el gen MICA,
lo gue permitié detectar variantes en regiones que no fueron seleccionadas en el estudio

inicial,

El analisis bicinformatico de los datos de secuenciacion se realizo siguiendo el flujo de
trabajo Amplicon TruSeq (Illumina) (Figura 5) y para el llamado de variantes se utilizd
el algoritmo Somatic Varnant Caller, recomendado por Illumina para el analisis de datos
generados con el kit utilizado en este proyecto (TruSeq Custom Amplicon, Illumina
Inc.). En el archivo de formato de llamadas de variante (VCF) se detectaron 62
variaciones de un solo nucledtido distribuidas de forma homogénea en los 6 exones del
gen MICA; 23 variantes estaban presentes en solo-una muesira, mientras que 39 estaban

en mas de una muestra,

En el estudio se detectaron tres nuevas variantes y los resultados entregados por el
algoritmo SIFT sugieren que la variante chr6: 31380116 tendria un efecto dafiino en la
proteina MICA (Tabla 5). Este algoritmo se basa en el grado de conservacion de los
aminoacidos en alineamiento de secuencia derivados de secuencias estrechamente
relacionadas y recogidas a través de PSI-BLAST (Kumar y col., 2009), por tal razon, la
variante detectada podria tener un efecto negativo significativo en la funcion de la

proteina MICA.
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Cabe destacar que la muestra CG10 no presentd variantes de tipo SNV (variante de un
solo nucledtido) para el gen MICA, lo que se podria explicar por errores tanto en el
proceso de preparacion de la biblioteca, asi como a la integridad del ADN genémico
utilizado en el proceso. Sin embargo, al analizar los datos del gen MICB secuenciado en
paralelo a MICA para la misma muestra, se observa que si presenta variantes de tipo
SNV, de modo que este antecedente nos podria sugerir que la ausencia de variantes en
MICA podria deberse a que si bien se detectaron SNV, estos fueron filtrados debido a su
baja calidad durante el flujo de analisis bioinformatico, por lo que no se detectaron al
generar el archivo VCF. Estudios recientes del laboratorio han detectado que los filiros
utilizados por el flujo de trabajo desarroliado por Illumina son estrictos en relacion a la
calidad de secuencia para la identificacion de variantes, y que un re-analisis de los
mismos datos con flujos de trabajos con GATK y MUTEC han permitido detectar
variantes que previamente no habian sido detectadas por el flujo de trabajo de Tlluming;

por tal razon se hace necesario revisar nuevamente los datos brutos de secuencias para el

gen MICA de la muestra CG10 con otros algoritmos de modo de poder detectar variantes
en esta muestra.

Del mismo modo es importante destacar que para la muestra C(G46 se detectaron 3
variantes con la misma coordenada cromosémica (cuadro verde en Figura 21). Tal

fenémeno podria explicarse por la presencia de una variacidon genética de tipo Insersién

o Delecion (Indel) cercano a esa posicion; tal mutacion que involucre a mas de un
nucleétido, podria generar secuencias con corrimientos de marco de lectura en relacién

al genoma de referencia, las que no son detectas por el algoritmo SVC debido a que
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sélo detecta variaciones de una base de longitud. Y esta seria la razon por la que el flyo

bioinformatico detectd mas de una variante para una Unica posicién en el gen.

4.2 Mutaciones somaticas en el gen M7CA y su efecto en la proteina

En base a la Figura 21 se evidencié la presencia de patrones de SNV a lo largo del gen
MICA que eran comunes entre varias muestras, en particular se observaron bloques de
variaciones que se formaban por agrupaciones de variantes adyacentes y que se
presentaban como lineas compactas a través de la figura. Estos bloques de variantes
podrian estar dando cuenta de haplotipos, es decir, conjunios de polimorfismos de un
solo nucleétido (SNPs) presentes en un cromosoma particular que estan estadisticamente
asociados y que se heredan en bloque; y que se relacionan con variaciones presentes en
Ia poblacién heredandose de padres a hijos (Goldstein & Cavalleri, 2005).

Basado en lo anterior, se procedié a descartar los SNPs relacionados a posibles
haplotipos de modo de eliminar variantes de tipo germinal (heredadas) en las muestras
en estudio. Para ello se utilizaron datos presentes en la base de datos ChileGenomico, el
cual corresponde a un muestreo poblacional de SNP (proyecto financiado por FONDEF
D10I1007;: “Gendémica de la poblacion chilena: Obtencion de perfiles genéticos
necesarios en investigacion clinica, salud publica y medicina forense”). Al buscar las 39
variantes de tipo SNV detectadas en el estudio en la base de datos chilena, se identifico
que 11 de las variaciones que se encontraban en bloques correspondian a SNP
poblacionales chilenos. De este modo al descartarlos (cuadros rojos en la Figura 21) se
seleccionaron 28 SNV candidatos para ser considerados variaciones proptas del tumor

(somaticas).
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A continuacion, se analizaron los datos de secuenciacion en bases a la frecuencia alélica
de los 28 posibles SNV somaticos. En particular se tiene que las variaciones heredadas
(germinales) presentan una frecuencia alélica de 50% cuando se encuentran en condicién
de heterocigosis y de 100% cuando son homocigotas, sin embargo, durante el desarrollo
tumoral ocurren variaciones somaticas las que presentaran una frecuencia alélica menor
al 50 % ya que debido a las sucesivas divisiones mit6ticas de la célula que la carga sélo
una porcion del tejido la presentara (Harismendy y col., 2011).

Al analizar la frecuencia alélica se identificaron 6 variantes somaticas distribuidas en los
exones 4, 5 y en el intrén entre ambos. Con el fin de determinar el efecto de estos SNV
en la proteina MICA es importante destacar que si bien la variante rs 116381822
presente en el trén no tendrian un efecto directo en la conformacién de la proteina,
podria estar implicada en el proceso de splicing (Wang y col., 2008); lo que podria
sugerirla como objeto de nuevos estudios. Adicionalmente, una de la variantes
detectadas genera un efecto sinénimo en la posicion 299 en la proteina por lo que
tampoco se considerd en los analisis posteriores.

Si bien 4 de las 6 variantes somaticas tendrian un efecto en la proteina MICA (Tabla 7),
dos de ellas (V302G y L303I) no han sido descritas previamente en base de datos de
SNP (dbSNP) por lo que no existe informacién en bases de datos referente a su efecto en
la proteina.

Finalmente, se procedié a analizar las variantes presentes en bases de datos, para ello se
utilizo la base de datos SNPeffect 4.0 que contiene informacién de SNPs codificantes no
sinénimos y analiza el efecto fenotipico de variaciones en genes humanos. La version

actual (4.0), incluye datos de estabilidad de proteinas, integridad de sitios funcionales,
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agregacion de proteinas, entre otros (De Baets y col., 2012), En particular, la variante
somatica P294 A present un efecto en la proteina MICA de acuerdo a SNPeffect (Figura
23). Los datos sugieren que el cambio de una prolina por una alanina en la posicion 294
genero una reduccion de estabilidad de la proteina, donde el cambio es cualitativamente
importante debido a que los requerimientos estructurales de los enlaces peptidicos
generados por prolina estan directamente relacionados con la estructura terciaria de la
proteina; en particular la ausencia de anillo por parte de la alanina podria generar una
diferencia conformacional que implicaria cambios en los parametros cinéticos y de
estabilidad de la proteina (Street v col., 2005).

El cambio conformacional generado por la variacion P294A puede verse en una
representacion tridimensional del ligando MICA con el programa PyMol (Figura 24). Es
importante destacar que esta mutacion somatica se ubico al final del exén 4, el cual
codifica para el dominio extracelular alfa 3 de la proteina MICA y que se encuentra
adyacente al dominio transmembrana. En este punto es importante destacar que la
posicién de la variacion se localiza en el iltimo residuo del dominio alfa 3, el que esta
unido a un linker de 6 aminoacidos que a su vez lo une al dominio transmembrana de la
proteina. Tal localizacidn de la variante podria ser un lugar de posible corte proteolitico
de MICA por parte de metaloproteinasas (Chen & Gyllensten, 2014), donde el cambio
conformacional generado por el cambio no sinénimo de prolina por alanina dejaria
disponible un sitio de corte por estas enzimas. De este modo la generacidn del ligando
MICA soluble podria estar dando cuenta de mecanismos de evasion tumoral por parte de
las células transformadas, donde ligandos que no estan unidos a la célula se estarian

uniendo a NKG2D en la superficie de células NK, y de este modo actuarian como
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inhibidor competitivo bloqueando el reconocimiento de moléculas MICA unidas a la
membrana, y enmascarando la posible unién de un ligando efectivamente anclado a la
célula tumoral (Coudert y col., 2006).

Las caracteristicas clinico patologicas de los pacientes que presentaron la variante
somatica con efecto en la proteina MICA son las siguientes: el paciente CG50, que
corresponde a un varén de 54 afios con un tumor localizado en la curvatura menor del
estomago y un TNM de 3; en tanto, el paciente CG59 es un varén de 69 afios con un
tumor localizado en la zona antral del estdmago y con un TNM de 4. Estos datos
sugieren que la deteccion de variantes somaticas en su ADN se podria relacionar con el
avanzado estado de la enfermedad, debido a que se ha reportado que procesos celulares
de control internos estan muy alterados debido a aumentos en la carga de mutaciones
somatica con la edad, con consecuencias para el envejecimiento, el cancer y la
neurodegeneracion (Kennedy y col., 2012).

En base a ello, se ha reportado que la progresién tumoral requiere de un transcurso de
muchos afios y se ha demostrado que desde el punto de vista molecular, el cancer es un
proceso de multiples etapas que requiere varios eventos de mutacién somatica y de
seleccion clonal, que producen a lo largo del tiempo variantes en la descendencia
celular con propiedades de crecimiento cada vez mas agresivas (Kennedy y col., 2012).
Ademas, el analisis genético ha demostrado que el cancer es un proceso secuencial que
tmplica la acumulacion de sucesivas mutaciones en uno o varios genes de distintos tipos
(oncogenes, genes supresores, genes de susceptibilidad, etc) y la subsiguiente seleccion

clonal de las células portadoras de las mismas, que conduce a que estas células alteren su
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comportamiento incrementando su capacidad proliferativa, de invasion y llegando
eventualmente a causar la muerte del organismo del que proceden (Campisi, 2013).

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio nos permiten corroborar Ia
hipétesis propuesta. Se observo la presencia de variaciones somaticas de tipo SNV en la
secuencia del gen MICA, cuyo efecto podria estar relacionado con la liberacién de
ligandos solubles y progresion tumoral. Sin embargo, se requieren analisis mas
exhaustivos para poder determinar el real efecto de las variante en la conformacién de Ia
proteina, ademas de estudiar el efecto de las variantes somaticas que no han sido
descritas previamente (nuevas) y determinar su efecto sobre el ligando MICA en cancer
gastrico.

Es importante destacar que si bien a priori se podria pensar que los SNV 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
interaccion podrian dar cuenta de zonas de posibles cortes proteoliticos y la consecuente
generacion de ligandos solubles (Obuchi y col., 2001). Adicionalmente, para poder
aftrmar con certeza la identificacion de variaciones somaticas es necesario secuenciar la
sangre de los pacientes en estudio, de modo de poder descartar las variaciones
germinales para cada individuo. Este procedimiento podria realizarse mediante
secuenciaciéon de tipo Sanger, especifica para las coordenadas cromosémicas de las
variaciones somaticas detectadas.

La identificacion de mutaciones somaticas desde datos de secuenciacién masiva es un
reto debido a la dificultad de distinguir los verdaderos acontecimientos somaticos de los

artefactos derivados de la PCR, errores de secuencia o de la mala asignacion, por tal
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razon para tener una mayor confianza de los resultados obtenidos se hace necesario
analizar la celularidad tumoral del tejido en estudio, es decir, incluir en nuestro analisis
el factor de pureza tumoral y sub-clonalidad de las muesiras analizadas, y de este modo
1dentificar de forma certera verdaderos acontecimientos somaticos de aquellas variantes
presentes en linea germinal (Kassahn y col., 2013).

Por otra parte, la deteccion de posibles haplotipos en el gen MICA se podrian
correlacionar con que este gen esta localizado en el brazo corto del cromosoma 6,
perteneciendo al complejo principal de histocompatibilidad humano (HLA) (Zwirner y
col., 1998), donde una de las caracteristicas fundamentales de este grupo de genes es su
alto grado de polimorfismo y la presencia de desequilibrio de ligamiento. Asi, en
poblaciones, ciertas combinaciones de alelos se heredan juntos mas frecuentemente de lo
esperado debido al azar y conjuntos de polimorfismos heredados podrian conducir a
diferentes haplotipos. Esto contribuiria a diferencias en la respuesta inmunitaria entre
individuos (Tian y col., 2001); jugando un papel importante en los trasplantes de
organos y la susceptibilidad a ciertas enfermedades, entre los que destaca el cancer. En
este punto, es importante sefialar que Ios resultados obtenidos podrian servir como
antecedentes para desarrollar un nuevo proyecto, en el ambito de la genética
poblactonal, que investigue la funcién de los haplotipos presentes en el gen MICA como
posibles marcadores moleculares o predictores de riesgo a padecer cancer gastrico.
Finalmente, los resultados obtenidos en la presente Memoria nos permiten postular que
la presencia de mutaciones somaticas de tipo SNV en la secuencia del gen MICA
generan variaciones no sinénimas en la proteina con un posible efecto en su

conformacién, promoviendo posiblemente la liberacion soluble del ligando MICA y que
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este podria ser uno de los mecanismos por el cual el adenocarcinoma gastrico escapa de
la vigilancia inmune.

Adicionalmente, la utilizacién de secuenciacién masiva supone un gran desafio conjunto
entre investigadores y médicos, de modo de poder implementar protocolos de

prevencion y deteccion temprana de CG.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados de nuestro estudio demuestran que es posible detectar variaciones
genéticas de tipo SNV en el gen MICA a partir de secuenciacion masiva de ADN
gendmico proveniente de pacientes con adenocarcinoma gastrico.

Se observo la presencia de variaciones presentes en una unica muestra, asi como
de SNV comunes entre muestras; sin embargo, para nuestro estudio de deteccién de
mutaciones somaticas, solo analizamos los SNV presentes en mas de una muestra, ya
que variantes identificadas en solo una muestra requieren de estudios adicionales
dado que la deteccion de tales SNVs podria estar dando cuenta de errores propios de
la generacion de la biblioteca y no de variantes propias del tumor.

Tres de las vanantes detectadas no habian sido descritas previamente en la base
de dato dbSNP. No obstante, sélo una de ellas tendria un efecto significativo en la
proteina MICA respecto a su conformacion normal.

La secuenciacién masiva del gen MICA permiti¢ identificar diversas variaciones
somaticas, las que estarian dando cuenta de eventos de mutacion propios del
desarrollo tumoral.

Se detectd que algunos tumores en estadios tardios (III y IV) presentaron
mutactones somdaticas que generaron un efecto sobre la proteina MICA, lo que
podria estar asociado a la progresion del tumor.

Futuros estudios podrian centrarse en los haplotipos detectados en la secuencias
del gen MICA, de modo de analizar su funciébn como posibles marcadores

moleculares o predictores de riesgo a padecer CG.
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6. ANEXOS
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“Estudio de factores genéticos, determinantes de virulencla de Helicobacter pylori
v su relazion con cancer gdstrico”

INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Patricio Gonzdlez Hormazabal

Facultad de Mediclna, Universidad de Chile
Fono: 9786845

e-mall: pgonzalez@med,uchite.d

Antes de tomar la decision de participar en la investigacion, lea atentamente este fermularia.

Mi médica tratante me ha Informado que padezco céncer géstrico., Me someterd a cirugiz como parte del
tratamlento de ml enfermedad, y se me ha invitado & participar del estudio "Factores genéticos, determinantes
de virulencla de Helicobacter pyfori, y su relacitn con cincer géstrico”,

B Investigador prtn:lpa[ del estudle me Informéb que estd reallzando un estudic de la relacién entre factores
geneﬂcns ¥ la infeccion con determinados tipos de bacterla Hellcobacter pylart, Las concluslones de este estudio
serdn de utliidad para comprender mejor las causas del cincer gdstrico v |2 poslbllidad de Identlficar aquellas
personas que tengan alto rlesgo de desarrollar esta enfermedad con el fin de prevenir si aparicion.

Se me ha Informado que mi participaclén en calidad de pactente afectado de céncer gistrico consiste en
(=) responder una encuesta que recopila Informaclén de mis datos personales e historla familiar de céncer,
(b) donar 3 blopsias géstricas que se obtendrdn desde la pleza quinirglca que se me extlrpard durante la
cirugia, desde las cuales se obtendrd material genético (DNA) de la bacterla Heficobacter pylori v se analizard el
efecto de los factores genéticos analizados, (¢} donar 1 biopsla del tumor que se cbtendrd desde la pleza
quirdrgica que se me extirpars durante la clrugfa, desde a cual s= anatizars e] efecto de los factores genéticos
anallzados, y (d) donar una muestra de sangre tocmada desde una vena de su antebrazo, desde la cual se
obtendr4 material genético (DNA) y suero.

Se me informo que mi partidpadon en este estudio no me representard gastos adiclonales, nl 2 ml ni a mi
sistema de salud, a lo ya cancelado por las prestaciones que se me han realizado por orden de mi médicn
tratante.

Se me ha informado que 1a toma de muestra de sangra que se me realizard podeia producic molestas tales como

dolor, hemorragla, o reaccién alergica por el antiseptico utilizado. Sin embargo, 3 muestra serd tomada por una
Enfermera Unlversitaria con experienda en este tipo de procedimlentos, quien tomard todas las precauciones
para minimizar Jas pesibilidades que esto ocurra,

Se me ha Infarmado que Jas blopslas gastricas se obtendrdn desde Ia pleza quirlicglca que se me extirpard
durante {a drugia, por la cual la toma de blopslas estd exenta de riesgos,

Se me ha inforrnado qua [as muestras y toda mi informacién persnnat serdn ldentifleades con un ¢ddigo
numé_[loo para su uso actual o futuro. Los restltados Individuales serdn andnimoes, se mantendrdn en reserva y
5&]o Serdn de use y conacimiente del investigador,

Se me ha Informado que ml particlpacién en este estudio no me ctorga ningdn beneficio médico o compensacién
econdmica alguna. Sin embargo, s¢ me comunicd que la donacién voluntaria de muestias e Informacién
destinadas a realizar esta Investigatldn, podrd ser beneflclosa para futuras generaclones.
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Estoy en conoum;ento que, en caso de decidiv no participar en este estudio, tengo
decislén ¥ ésta no camblard en nada las prestaciones normales que pudiera reque
Clfnico de la Universidad de Chile.

55 EﬂCA

L rtaddel Hespital

Se me ha informado que el Investigador Principal, la Universidad de Chile y o] Hospltal Clinico de Ia Universidad
de Chile velarén por que se proteja le confidencialidad de mt Identidad, registro médico y resultados de esta
Investigacién,

Par ltimo he leido este formulario y se me permitia realizar todas las preguntas'que consideré pertinentes y de
mi interés, Jas que fueron contestadas 2 ml entera satisfacclén. Se me ha permitide consultar con mi médico de
familla o pedir la oplnlén de otro profasional en relacidn a mi particlpacidn en este estudio. Entlendo que se me
dard copla de este dotumento,

Conslento en participar de la Investigacién *Estudlo de factores gendticos y su reladdn con céncer gdstrico”.

Acepto que parte de [as muestras se congelen y almacenen para estudios futuras que pusdan surgle eh reladdn
al estudio de factores genéticos v su relacldn con cancer gdstrico, SI___NO __

2Desea conocer los resultadas de la Investigacidn?. SI__NO

Nombre del participante:

R.LLT.: Firtna :

Nombre del investigador:

RALT.: Firma :

Nombre del delegado del
Director dzl Hospital {Ministro de Fé):

RUW.T.: Firma :

Santiage, de de 20__

Cualquier duda o consulta que tenga sobra este estudic, o experimenta cualquler problema, siéntase liore de
comunicarse con el Investigador.

Frente a cualquler duda respecto 2 aspectos legales y éticos de este estudio, siéntase libre de comunicarse con:
Dr. Juan Jorge Silva, Presidente del Comité de Etica. Hospital Clinico de fa Universidad de Chile.
Av, Santos Dumont 999, Santlago. Fono 9735008,
Dr, Manuel Ovyarzitn. Prasidente del Comité de Etica de |a Investigacitn an Seres Humanos.
Facultad de Medicna, Universidad de Chlle, Av, Independencla 1027, Santiage. Fono 5786923,

Con copla a: - Participante — Investigador
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Anexo 2

T_"_“‘ T T T T T T I

! -

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD BE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACTON EN SERES HUMANOS 3 1 MO |

ACTA DE APROBACION
PROYECTO DE INVESTIGACION SERES HUMANOS

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

Dr. Manuel Oyarz(n G., Médico Neumélogo, Presidente

Sra, Marianne Gaudlitz H., Enfermera, Mg. Humanidades, Vicepresidente
Dr, Hugo Amige C., Ph. D., Espedalista en Salud Piblica

Dr. Leandro Biagini A., Médico Internista

Dra, Luda Cifuentes 0., Médico Genetista

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

Dra. Matia Eugenia Pinta C., Médico Infectdlogo

Sra, Gaudia Marshall F., Representante de la comunidad

Ha revisado el Proyecto de Investigacidn  titulade: *ASSOCIATION OF CYTOKINE
POLYMORPHISMS AND OF GENETIC DETERMINANTS OF H. pylor] VIRULENCE
FACTORS WITH GASTRIC CANCER RISK" y cuyo Investigador responsable es el D
Patriclo Gonzalez H., quien desempefia funciones en ! Programa de Genética Humana,
ICBM, Facuitad da Medicina, Universidad de Chile,

£ Comite revisd lps siguientes documentos del estudio:
Proyecto de Investigacidn in extenso
Consentimiento informado
LV del investigador responsable y de lps Co-investigadores
Carla compromiso del investigador para comunicar los resultades def estudio una vez
finatizado &ste.

Fl proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han side analizados a
Ia luz de los postulados de la Dedaracidn de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para
Ia Investigacidn Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2002, y de las Guas de Busha Prictica
Clinica de ICH 1996.

e Teléfono: 9786923 Fax: 9786189 Email: ceihagmed.uchile.cf
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UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA ) :
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANDS 31 A I0H

Sobre |a base de esta informacidn el Comité de Elica de la Investigaddn en Seres
Humanas de la Facultad de Medicing de la Universidad de Chife se ha pronunciado de fa
sigulente manera sobre ios aspectos del proyecto que a continuacion se sefialan:

a) Caricter de la poblacidn estudiada: Investigacién no terapéutica, poblacidn no
cautiva,

b) Utilidad del Proyecto: si

c) Riesgos y Beneficlos: Rlesgos no hay.

d) Proteccidn de los participantes: Estd bien asegurado en el consentimiento informado.

e} Notificacidn oportuna de reacciones adversas: no aplica.

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

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

Este comité también anallzé y aprobd el correspandiente documento de Consentimiento
Informado en su versidn original del 30 de mayo de 2011, que se adjunts firmado, fechads y
timbrado por el CEISH.

En virtud de las consideraciones anteriores el Comité otorga Ia aprobacién ética para la
realizacién del estudlo propuesto, dentro de las especificadones del protoeoia,

st

R LAt R VR Y,
Sra. MidgﬁeGmidIiiz ] -
VicepreSidgguue 2V

Comité de Etica en Investigacion

Santlago, 31 de maye de 2011,

en Seres Hiimanos
MGH/mva,
c.c.: Archivo Proy. 023-2011
*> Teléfono: 9786923 Fax: 9785189 Email; ceiha@imed.uchlie.cf
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