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Capitulo 1. Introduccién y Planificacion del Trabajo Fin
de Master

1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

La razén por la que he elegido el estudio de la leucemia linfatica crénica (LLC),
dentro del area de las aplicaciones biomédicas de la secuenciacién del genoma,
es porque es importante ampliar la busqueda de posibles biomarcadores vy
posibles nuevos ARNm que puedan favorecer la deteccién de la LLC, y entender
como influye el estrés oxidativo en el desarrollo de nuevos canceres, en
concreto, de la LLC.

La LLC es una enfermedad que suele presentarse en personas de edad
comprendida entre los 50 y 70 afos, ya que es una enfermedad silenciosa. La
deteccion y diagnostico temprano de esta enfermedad ayudaria al enfermo a un
tratamiento precoz, y asi obtener un mayor porcentaje de curacion.

Este trabajo, ha tenido como base de partida dos genes relacionados con la LLC:
BIRC3 y POT1. Una vez obtenidas las secuencias de ambos genes se han
buscado genes homodlogos en el cromosoma humano, con el objetivo de buscar
posibles nuevos marcadores y ayudar a la prediccion de la LLC. Como resultado,
se han obtenidos genes homodlogos y se han estudiado las mutaciones
genéticas, de los genes de estudio, en los pacientes con LLC.

Como consecuencia a la hora de realizar busquedas en las bases de datos
genéticas, se han encontrado homologias con retrovirus, tales como: Human
Endogenous Retrovirus (HERV) y Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH-

1).
1.2 Objetivos del Trabajo
Los objetivos del trabajo se muestran a continuacion en el siguiente listado:

- Definiciéon de conceptos de ARNm.

- Marcadores y estudios genéticos.

- Estudio de los genes mutados como BIRC3 y POT1

- Busqueda de homologias en el genoma humano.

- Prediccién y busqueda de posibles mutaciones asociables ala LLC
- Estructura molecular de las proteinas codificadas por BIRC3 y POT1
- Simulacién molecular.



- Definicién de estrés oxidativo.

- Causas o posibles causas del estrés oxidativo.

- Relacion entre la oxidacion celular y el cancer.

- Estrés oxidativo y alteracion del ARNm.

- Identificacion de genes asociados con el estrés oxidativo

- Retrovirus: HERV y VIH

- Homologia de los retrovirus con genes asociados a la LLC

- Gen TP53 y la LLC. Homologias con los genes BIRC3 y POT1

1.3 Enfoque y método seguido

El trabajo final, se ha enfocado al estudio de la LLC y homdlogos de genes
asociados ala LLC, es decir, la prediccion genética como método de diagndstico.
Al mismo tiempo se ha enfocado el estudio de las mutaciones y como estas
afectan a la codificacién proteica.

Para ello se ha seguido el método de estudio utilizando herramientas
bioinformaticas como BLAST (Basic Local Alignment Search Tools), en modo on
line a través de NCBI (National Center for Biotechnology Information) y utilizando
las bases de datos alojadas en el servidor.

Como producto, se han obtenido genes homologos en base a genes conocidos
asociados a la LLC.

Se ha utilizado esta estrategia de busqueda y no otras herramientas que ofrecen
resultados de alineamientos, porque el resultado de la busqueda en la
herramienta on line BLAST en NCIB, permite identificar y obtener informacion
del gen que ha sido devuelto como homodlogo, de una manera mas rapida.

1.4 Planificacion del Trabajo

Durante el desarrollo del trabajo, hubo desviaciones causadas por factores
externos que se contemplaron en el plan de contingencia, aun asi, hubo que
reestructurar el trabajo y los temas a desarrollar.

Para desarrollar el trabajo se han empleado las siguientes herramientas:

o Ordenador Apple MacBook Pro Intel Core i7 a 2.2 GHz. con 16
Gb de Memoria RAM y Sistema Operativo MacOS X 10.12.4.

o Software libre GanttProject.

o Editor de Textos Word.

o BLAST Basic Local Alignment Search Tool en version online,
cuando sea posible, en: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi




o Bases de datos gendmicas como: NCBI, EMBL, Uniprot, PDB,
Swiss-Prot, SCOP, ENSEML.

o Base de datos de genéticas: OASIS, PDB, Genecards, ICGC,
NCBI, GHR, Cancer3D.

o Software de simulacion de proteinas y moléculas, visor de
estructuras quimicas y biomoléculas: Chimera.

A continuacion, se muestra en una tabla la planificacion temporal:

Tarea

Nombre Fecha de inicio Fecha de fin
01 Trabajo Fin de Master 1/03/17 1/03/17
01.01 Planificacion de Trabajo TFM (PEC1) 1/03/17 14/03/17
01.02 Entrega Plan de Trabajo TFM (PEC1) 15/03/17 15/03/17
02 Definicién de la LLC y nuevos ARNm 15/03/17 17/03/17
02.01 Causas de la LLC y epidemiologia 18/03/17 18/03/17
02.01.01 Homologias entre los genes asociados 18/03/17 20/03/17
02.01.02 Busqueda de homdlogos dentro de la secuenciacion del genoma humano 21/03/17 8/04/17
02.02 Concepto de ARNm 9/04/17 9/04/17
02.03 Revision Final Documentacion - Borrador 9/04/17 25/04/17
02.04 Entrega Finalizada PEC 2 26/04/17 26/04/17
03 Mutaciones 26/04/17 28/04/17
03.01 Mutaciones asociadas a BIRC3y POT1 29/04/17 3/05/17
03.02 Simulacién Molecular 4/05/17 6/05/17
03.03 Estrés Oxidativo 7/05/17 7/05/17
03.03.01 Definicién del estrés oxidativo 7/05/17 9/05/17
03.03.02 Causas del estrés oxidativo 10/05/17 10/05/17
03.04 Gen OXSR1 11/05/17 11/05/17
03.04.01 Estrés oxidativo y alteracion del ARNm. Identificacién de posibles secuencias ~ 12/05/17 12/05/17
03.05 Gen OXSR1laLLC 13/05/17 13/05/17
03.06 Retrovirus y la LLC 14/05/17 14/05/17
03.06.01 TP53ylaLLC 15/05/17 15/05/17
03.06.02 Homologia entre los genes TP53, BIRC3y POT1 16/05/17 16/05/17
03.07 Revision de la documentacion - Borrador 17/05/17 17/05/17
03.08 Entrega de la Revision PEC 3 18/05/17 18/05/17
04 Elaboracion Memoria y Presentacion TFM 18/05/17 18/05/17
04.01 Elaboracién Memoaria 19/05/17 19/05/17
04.02 Elaboracion Presentacion TFC 20/05/17 20/05/17
04.03 Revision Presentacion TFM 21/05/17 22/05/17
04.04 Entrega Memoria y TFM Entrega Final 23/05/17 24/05/17

llustracion 1 Tabla de Tareas Planificacion Temporal
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También se observa la planificacion de forma mas resumida en el siguiente
diagrama de Gantt:

Diagrama de Gantt
GANTT < >

Ana=

project ) .-

I
marzo abril

Nombre Fecha de ini... Fecha de fin mayo
@ 01 Trabajo Fin de Master 1/03/17 1/03/17
@ 01.01 Planificacion de Trabajo TFM (PEC1) 1/03/17  14/03/17 [—
@ 01.02 Entrega Plan de Trabajo TFM (PEC1) 15/03/17 15/03/17 l
@ 02 Definicion de la LLC y nuevos ARNm 15/03/17 17/03/17 |:|1
@ 02.01 Causas de la LLC y epidemiologia 18/03/17 18/03/17 l
© 02.01.01 Homologias entre los genes asociados 18/03/17 20/03/17 |:|1
02.01.02 Blusqueda de homélogos dentro de la... 21/03/17 8/04/17 |’:|;
@ 02.02 Concepto de ARNm 9/04/17 9/04/17 1
@ 02.03 Revision Final Documentacion - Borrador  9/04/17 25/04/17 |:|1
@ 02.04 Entrega Finalizada PEC 2 26/04/17 26/04/17 l
@ 03 Mutaciones 26/04/17 28/04/17 |:|1
@ 03.01 Mutaciones asociadas a BIRC3 y POT1 29/04/17  3/05/17 Dl
@ 03.02 Simulacién Molecular 4/05/17 6/05/17 |:|1

© 03.03 Estrés Oxidativo 7105/17 7/05/17

© 03.03.01 Definicion del estrés oxidativo 7105/17 9/05/17

© 03.03.02 Causas del estrés oxidativo 10/05/17 10/05/17

@ 03.04 Gen OXSR1 11/05/17  11/05/17

© 03.04.01 Estrés oxidativo y alteraciéon del ARN... 12/05/17 12/05/17

T
¥
&
by
]
]
@ 03.05Gen OXSR1laLLC 13/05/17 13/05/17 nl
]
]
]
]

© 03.06 Retrovirus y la LLC 14/05/17 14/05/17
@ 03.06.01 TP53ylaLLC 15/05/17 15/05/17
@ 03.06.02 Homologia entre los genes TP53, BIR... 16/05/17 16/05/17
@ 04.04 Entrega Memoria 'y TFM Entrega Final 17/05/17 17/05/17
@ 03.08 Entrega de la Revisién PEC 3 18/05/17 18/05/17
@ 04 Elaboracion Memoria y Presentacion TFM 18/05/17 18/05/17
© 04.01 Elaboracién Memoria 19/05/17 19/05/17
@ 04.02 Elaboracion Presentacion TFC 20/05/17 20/05/17
© 04.03 Revision Presentacion TFM 21/05/17 22/05/17
@ 04.04 Entrega Memoria 'y TFM Entrega Final 23/05/17 24/05/17

llustracion 2 Diagrama de Gantt
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Capitulo 2: Desarrollo del Trabajo

1. Definicion de la Leucemia Linfatica Cronica (LLC)

La leucemia es un tipo de cancer que afecta a la sangre. En concreto la leucemia
linfatica crénica (también es conocida como leucemia linfocitica crénica, LLC),
es un tipo de leucemia que afecta a los glébulos blancos (especificamente a los
linfocitos B), es decir, células se encargan del mecanismo de defensa del cuerpo
frente a agentes externos: virus, bacterias, parasitos, hongos, etc. Este cancer
se origina debido a que los linfocitos que se generan en la médula 6sea
empiezan a crecer de una forma descontrolada y pasan al torrente sanguineo
donde se acumulan lentamente. Las personas afectadas pueden no notar los
sintomas durante mucho tiempo, incluso anos. Con el tiempo, este tipo de
células pueden propagarse a otras partes del cuerpo en las que se incluyen los
ganglios linfaticos, el higado y el bazo.

A continuacién, se observan dos figuras en las que se muestran un linfocito
normal (llustracién 3) y un linfocito de LLC (llustracion 4):

> 4
Ilustracion 3: Linfocito B visto al microscopio, en el que se Ilustracion 4: Linfocito B afectado por LLC. Si se
observa una cobertura del niicleo normal y bien definido. observa bien, podemos ver un niicleo con lineas parecido

al caparazon de una tortuga.

Cuando una célula tipo linfocito no madura normalmente, se divide y se multiplica
de forma anormal y no muere cuando deberia de hacerlo, por lo que se convierte
en una ceélula leucémica que se acumula en la médula 6sea, desplazando a las
células normales. Esto ocurre en un determinado momento provocando un
aumento en el numero de globulos blancos en el torrente sanguineo, lo que hace
que este tipo de cancer sea diferente a otros localizados, que empiezan a
desarrollarse en 6rganos como: pulmones, pancreas, seno, etc., y que luego se
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propagan a la médula ésea. Este tipo de cancer empieza desde la médula 6sea
y se expande a otros 6rganos. (!

En el caso de la LLC, se observa una acumulacién de linfocitos B neoplasicos
que se hallan en la fase inicial del ciclo celular que expresan CD5, CD19, CD20
y CD23". La causa de la LLC sigue siendo desconocida, pero diferentes
condiciones se han identificado como factores de riesgo de padecerla, por
ejemplo: @

- Antecedentes familiares de cancer y neoplasias hematolégicas.

- Inmunodeficiencias.

- Exposicion al agente naranja (herbicida).

- Edad avanzada.

- Alteraciones cromosoémicas especificas.

1.1 Epidemiologia

Se considera la LLC como la neoplasia hematologica mas frecuente en los
paises occidentales, elevandose su incidencia conforme aumenta la edad. Es
poco frecuente antes de los 50 afos con una incidencia de 5/100.000
habitantes/afio y representa menos del 20% de todos los diagnésticos, aunque
a partir de los 70 afnos se observa un aumento de forma importante de
30/100.000 habitantes/afio. Podemos observar que la edad media de diagndstico
es de 68-70 afos y es mas frecuente en varones que en mujeres (2:1) y entre el
40 — 50% de los pacientes son mayores de los 70 afios. )

1.2 Definicion del ARNm

El ARN, es el acido ribonucleico presente en las células tanto eucariotas como
procariotas y también en algunos tipos de virus. EI ARN esta formado por una
cadena simple de bases nitrogenadas: la Adenina (A), la Guanina (G), Citosina
(C) y el Uracilo (U). La diferencia de bases que existe entre el ADN y el ARN, es
que el ADN tiene una base nitrogenada llamada Timina (T). EI ARN es una
cadena lineal monocatenaria, es decir, es una cadena lineal simple de acidos
ribonucleicos. EI ARN desempefia diversas funciones ya que el ADN se
encuentra en el nucleo celular y no puede salir.

Dentro de la célula se encuentra el nucleo celular que se encarga de proteger la
informacion genética y es donde se encuentran los cromosomas formados por
cadenas plegadas de ADN. Al no poder salir de la célula, se necesita un

'Las siglas CD corresponden a “Cluster of Differentiation” o cimulo de diferenciacion, que son moléculas marcadoras de
la superficie celular que son reconocidas por ciertos anticuerpos y son usadas para la identificacion del tipo de célula,
estadio de diferenciacion celular y la actividad de la misma. Se caracterizan por anticuerpos monoclonales y asi se
permite caracterizar los tipos de leucocitos. Por ejemplo, en el caso de CD5 se caracteriza por tener un peso molecular
de 55 KDa y su funcion bioldgica es mediar en la transduccion de la sefial®.
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mecanismo que transfiera la informacion genética, en este caso, se utiliza el ARN
que es la cadena complementaria del ADN.

El ARN mensajero (ARNm) es el producto obtenido de la transcripcion de una
cadena de ADN de un cromosoma que codifica a un gen. La cadena de ARNm
es procesada por el ribosoma de la célula quien permitira convertir el ARNm en
un patrén de aminoacidos, estos aminoacidos seran los que formen la proteina.

El proceso de formacion del ARNm y su posterior traduccion es algo que parece
sencillo a simple vista, pero es un proceso bastante complejo, ya que para
generar la cadena final del ARNm primero se ha de procesar una cadena pre-
ARN que viene directamente de la transcripcion del ADN del nucleo celular. Es
importante comprender bien este proceso, ya que es el proceso de transferencia
de informacién genética del ADN y puede haber fallos que desencadenen
proteinas defectuosas y, en nuestro caso de estudio, pueda ser probable causa
de LLC por una posible mutaciéon de la cadena de ARNm debido a factores
externos.

Para obtener una proteina, se han de seguir unas fases para que no haya fallos
ala hora de la sintesis. La cadena de ADN que codifica el gen consta de sefales
de inicio y de fin de cadena, asi como de intrones y de exones.

En el proceso de formaciéon del ARNm, se obtiene una cadena primaria que se
llama Pre-ARNmM mediante el proceso de transcripcion que consiste en la
eliminacién de los intrones de la cadena de ADN inicial, después se realiza el
proceso de splicing (corte y empalme) que unira los exones del ADN, que son
los que codificaran la proteina ®. Por ultimo, el proceso final sera el de traslacion
o traduccién que consiste en que el ribosoma lee la cadena final del ARNm y
obtiene la secuencia de aminoacidos que codifica la proteina.

En la siguiente figura, se observa como se realiza el proceso de maduracion del
ARNmM para obtener la proteina final desde la cadena inicial de ADN:
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llustracion 5: Transcripcion y Traslacion Fuente: guiametabolica.org

1.3 Formacion de Linfocitos B

Es necesario conocer la formacién de linfocitos B (o células B) para entender el
proceso que causa la leucemia. Los linfocitos B proceden de la médula 6sea
(Bone Narrow, de ahi proviene el nombre de linfocitos B) y es en la médula 6sea
donde se encuentran células madre sanguineas. Estas se pueden convertir en
células madre mieloide (glébulos rojos, plaquetas, granulocitos) o células madre
linfoide, que pueden convertirse en linfocitos B como podemos ver en la

siguiente llustracion 6:
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llustracion 6: Diversificacion de la Célula Madre
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Los linfocitos B, se forman a partir de progenitores linfoides derivados de las
células hematopoyéticas primordiales (HSC) mediante un proceso que se llama
linfopoyesis B. Las células hematopoyéticas primordiales (también son llamadas
células madre hemapoyéticas), son un grupo de células inmaduras que se
pueden transformar en todos los tipos de células sanguineas, como linfocitos,
plaquetas y glébulos rojos. Este tipo de células se encuentran en la sangre
periférica y en la médula ésea. La maduracion de los linfocitos B se comenta
brevemente para entender el proceso y consta de tres fases (llustracion 7):

a) Células primitivas B.

b) Formacién de células pre-B.

c) En la dltima fase se forman los linfocitos B maduros que son capaces de
expresar inmunoglobulinas del tipo IgM e IgD ©

Reordenamiento  Reordenamiento M Spllcmg
génico VHDHJH génico VLDL % RNA IgM 6 IgD

|
\ \ ¥ Ll

Q— D1k
Celula Célula pre-B Célula B inmadura CélulaB
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_____________________ — -\ _hovata’
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IgG o IgA o IgE Ceélula_
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4
. 7
==
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llustracion 7: Desarrollo de linfocitos B hasta células memoria y plasmdticas.

1.4 Marcadores y Estudios Genéticos de la LLC

Los proyectos actuales de la secuenciacion del genoma humano han ayudado a
la investigacion de enfermedades relacionadas con el cancer, como el caso de
la LLC. La secuenciacién del genoma de la LLC") ha sido un hito en la
investigacion de las posibles causas de la LLC en la poblacién como
anteriormente se ha comentado. Aunque las mutaciones genéticas no son la
unica causa para desarrollar la LLC, si es cierto que su estudio puede ayudar a
la prevencién y al tratamiento de la misma.

Actualmente y gracias a los grupos de investigacion, existen bancos de datos
gendémicos con informacion de los genes implicados en el desarrollo de
diferentes tipos de cancer, en los que se incluyen la LLC, y también se dispone
de secuencias genéticas que ayudan al estudio de las mutaciones.
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Usando esta informacion, se pueden crear unos marcadores que podran ser
utilizados para el diagnodstico y el entendimiento del origen de la LLC,
consiguiendo un tratamiento precoz de la enfermedad.

1.4.1 Definicién de gen

Una cadena de ARNm contiene la informacion de un gen, de modo que podemos
entender que un gen es una secuencia de ADN que contiene informacion para
codificar a una proteina. Los genes estan localizados en cromosomas, en
concreto, el ser humano tiene 23 pares de cromosomas, cada cromosoma esta
formado por un centrémero, que es la region estrecha del cromosoma y separa
a este en dos partes: la parte corta que se anota como ‘p’ y la parte larga que se
anota como ‘q’. También consta de bandas y sub-bandas que permiten localizar
donde se encuentra el gen.

Se muestra un ejemplo:

- En la siguiente imagen, se observa la localizaciéon de un gen llamado
CFTR y la anotacién seria: 7q31.2, es decir, el gen se encuentra en el
cromosoma 7, en el brazo q (largo), en la regién 3, en la banda 1y en la
sub-banda 2. ®

Chromosomal location of a gene

chromosome # 7

short arm p :
Example gene:
+——Centromere —— CFTR
1 Chromosomal location:
7 L) ey 7
ong I q long arm g ' 9
1
I
T band # 1
sub-band # 2
region # 3 '
‘.-

-

llustracion 8: Localizacion de un gen en un cromosoma
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1.5 Genes asociados ala LLC

Hoy en dia se conocen algunos genes asociados a la LLC como NOTCH1,
XPO1, MYD88 o KLHL6, aunque este estudio se centra en los genes BIRC3 y
POT1.

También, hay alteraciones citogenéticas que pueden ser causantes de una LLC,
como: delecion? en el cromosoma 13914, delecion en el cromosoma 11g22-23,
trisomia del cromosoma 12 o mutacion del gen TP53 (),

A continuacion, se estudiara con mas detenimiento los genes BIRC3 y POT1,
cuyas alteraciones pueden estar asociadas a la LLC.

2. Gen BIRC3

El gen BIRC3 (Baculoviral IAP Repeat Containing 3), es conocido por su funcion
como inhibidor de la apoptosis (IAP). La apoptosis consiste en la muerte celular
programada con la finalidad de controlar el desarrollo y el crecimiento celular.

La apoptosis puede ser desencadenada por senales celulares que se controlan
genéticamente. El gen BIRC3 pertenece a este grupo de genes y la proteina
codificada, aparte de inhibir la apoptosis, también modula la senalizacion
inflamatoria y la inmunidad a través de la sefializacion de la quinasa mitogénica,
que es una enzima que opera como transductor de sefales.

El gen BIRC3 también esta implicado en la proliferacion celular, de la invasion
de células y de la metastasis ). En consecuencia, si se produce una mutacion o
un mal funcionamiento de este gen, se puede llegar a un mal funcionamiento del
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NFKB), ya que la mutacion del gen BIRC3 hace que el mecanismo
NFKB esté siempre activo 9.

El mecanismo NFKB es un complejo proteico que controla la transcripcion del
ADN y esta implicado en la respuesta celular frente a estimulos como el estrés
oxidativo, citoquinas, radiacion ultravioleta, antigenos bacterianos o virales ' .

% a delecion es la pérdida del material genético de un cromosoma, también puede entenderse como mutacion y puede
ir desde perder pequefias areas hasta grandes regiones.
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2.1 Localizacioén y secuencia del gen BIRC3

BIRC3 es un gen que se encuentra en el cromosoma 11 en la posicion 22.2, su
anotacion es: 11g22.2. Su secuencia corresponde con los pares de bases de
102.317.450 a 102.339.403 en el cromosoma 11.
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llustracion 9: Localizacion del gen BIRC2 en el cromosoma 11

La anotacion de este gen la podemos encontrar anotada en forma WGS (Whole
Genome Shotgun) en GenBank, con en nimero de acceso NC_018922.2 (12),
También se encuentra la misma secuencia anotada en la region del cromosoma
11, segun la actual secuenciacion del proyecto Genoma Humano GRCh38.p7,
con anotacién en GenBank: NC_000011.10"®. Ambas secuencias tienen 21.956
pares de bases (bp).

3. Gen POT1

El gen POT1 (Proteccion de Teldmeros 1), codifica la proteina nuclear implicada
en el mantenimiento de los telomeros que pertenece a un complejo multiproteico
que se llama telosoma, que se une a las repeticiones TTAGGG de los telébmeros
y asi regula la longitud y protege los extremos del cromosoma de una
recombinacion ilegitima, también de una inestabilidad cromosdémica catastrofica
o de segregacion cromosémica anormal %),

Las recientes investigaciones que se han centrado en la LLC, han dado como
resultado que mutaciones en el gen POT1 se encuentran en pacientes con este
tipo de leucemia. Debido a que cada cromosoma tiene telomeros en su extremo,
que es como una cubierta formada de proteinas, el gen POT1 es el que se
encarga de anclarlo en su sitio uniéndolo al ADN telomérico, por lo que las
mutaciones encontradas en POT1 impiden que el gen cumpla con su funcion,
llevando asi a una anomalia en el crecimiento descontrolado de los linfocitos B
como podemos ver en la llustracion 10: *°
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Mutated POT1
1o "”l 0

llustracion 10: Las mutaciones en POTI generan alteraciones cromosomicas. En la parte superior izquierda se
representa la estructura de POTI (verde) unida a ADN telomérico (azul). En condiciones normales (debajo),
durante la metafase los cromosomas (en azul) presentan dos telomeros (en rojo) en cada extremo, uno por
cromatida. En la parte superior derecha se encuentra la misma estructura, con las zonas mutadas, todas ellas
cercanas al ADN telomérico, serialadas en rojo. Debajo se muestran imdagenes de cromosomas durante la
metafase en células con mutaciones en POTI. En este caso, se puede observar que muchos cromosomas tienen un
solo telomero en su extremo (flechas blancas). Fuente: https://www.cnio.es/es/news/docs/maria-blasco-nature-
genetics-17marl3-es.pdf

3.1 Localizacion y secuencia del gen POT1

POT1 es un gen que se encuentra en el cromosoma 7 en la posicién q31.33
anotado como: 7q31.33. Su secuencia corresponde a los pares de bases que
van desde 124.822.386 hasta 124.929.983, segun la ultima anotacion del
genoma humano GRCh38.p7.
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llustracion 11: Localizacion del gen POT1 en el cromosoma 7

La notacion del gen POT1 la podemos encontrar con el nUumero de acceso
NG_029232.1 ® en GenBank. También, se encuentra la secuencia completa
acotada segun la anotacion GRch38.p7 y su numero de acceso es:
NC_000007.14 . Ambas secuencias constan de 107.598 bp.
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4. Busqueda de homologias en el genoma humano

Para la busqueda de genes o secuencias homdlogas en el genoma humano, se
utilizan herramientas y métodos que se describen a continuacion.

Una de las herramientas que se utilizaran para las busquedas en las bases de
datos es BLAST (Basic Local Alignment Search Tool o busqueda basica de
alineamientos locales), que es un software ampliamente investigado y utilizado
en bioinformatica, y calcula el grado de relacién entre los nucledtidos de
secuencias de ADN o las secuencias de aminoacidos (AA) de diferentes
proteinas.

Estas secuencias comparadas se denominan secuencias de consulta (“query”) y
sujeto (“subject’). Los algoritmos que se utilizaran en esta busqueda seran
BLASTN, BLASTX y TBLASTN. BLASTN, compara dos secuencias de
nucleodtidos (ADN), BLASTX compara una secuencia consulta en nucledtidos con
bases de datos que contienen proteinas (AA), traduciendo los nucledétidos de la
consulta en AA y después comparando.

Por ultimo, TBLASTN es un algoritmo que una vez introducida una secuencia
consulta en AA, lo compara con las bases de datos que se encuentran en
nucleotidos, traduciendo el sujeto en una secuencia AA (proteina) en todos los 6
marcos de lectura y luego compara con la consulta.

TBLASTN ha mejorado la sensibilidad y la importancia biolégica en comparacion
con BLASTN. Brevemente, BLAST genera y compara las subcadenas de la
secuencia de consulta con subcadenas de las secuencias sujeto. Las
comparaciones que superan una determinada puntuacion umbral (“hits”) se
ordena de acuerdo a su longitud y significado y se devuelven en forma de
formulario '),

Los resultados se interpretan de la siguiente forma:

1. Cover, es el porcentaje de la secuencia de consulta que esta alineada con
la secuencia sujeto.

2. Identities, es el numero y porcentaje de coincidencias exactas entre la
consulta y el sujeto sobre la longitud de la secuencia.

3. Similarities, es el numero y porcentaje de coincidencias exactas mas
sustituciones conservadas para AA. Las sustituciones conservadas se
refieren a aminoacidos con propiedades fisicoquimicas similares, por
ejemplo, la leucina e isoleucina.

4. Expecte value E. El calculo del valor E-Value es un método para evaluar
el significado estadistico de la alineacion y es necesario para determinar
alineaciones biolégicamente relevantes y separarlos del ruido aleatorio.
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El valor E-value es el numero de coincidencias con la misma puntuacion
que se espera que se produzca por casualidad dentro de una base de
datos determinada (19) (20). Por ejemplo, un valor E-value de 107°
equivale a una coincidencia esperada por azar para cada 1.000.000
entradas en la base de datos. Cuanto mas bajo sea el valor de E-value o
mas cerca esté de cero, mas significativa sera la coincidencia.

Las alineaciones de nucledtidos con valor E <10° e identidad >= 70%, se
consideran significativas de homologia. Las secuencias de proteinas de mas de
100 AA de longitud, con valores de alineacion E <102 e identidad >= 25% son
también significativas y sugieren similaridad. Las proteinas homodlogas
"probablemente tienen el mismo antepasado, comparten la misma estructura y
tienen una funcion bioldgica similar"®®. La homologia no debe confundirse con
similitud o identidad. La homologia, aunque basada en estas variables, esta
presente o ausente. Por ejemplo, es incorrecto afirmar que dos proteinas son
homdélogas al 90%.

En la busqueda de homodlogos, no soélo se ha limitado al genoma humano, es
decir, a la especie Homo sapiens, sino que también se ha buscado homdlogos
en Homo neanderthalensis, pero no se ha encontrado ningun resultado positivo.
La busqueda también se ha ampliado a los siguientes organismos: los virus, los
hongos, los parasitos y las bacterias. Esta ultima busqueda puede hacernos
comprender ancestros comunes a los genes BIRC3 o POT1.

Se utilizaran dos herramientas para poder consultar posibles homologias. Una
de ellas es BLAST, que esta alojada en National Center for Biotechnology
Information (NCBI) que contiene un repositorio de bases de datos que son
enlazadas desde la aplicacion online BLAST. Las bases de datos enlazadas que
utilizaran son:

- Human RefSeqGene sequences (RefSeq_Gene), esta base de datos
contiene secuencias del genoma a consultar, devolviendo como
respuesta secuencias identificadas con genes.

- RefSeq Representative genomes, es una base datos que contiene
genomas representativos.

- Reference RNA sequences (refseq_rna), la base de datos refseq_rna
devuelve secuencias RNA, las cuales son importantes para el estudio del
MRNA.

- Nucleotide Collection (nr/nt), es la base de datos que contiene multitud de
secuencias, es como realizar una consulta en general.

- NCBI Genomes (chromosomes), es una base de datos que devuelve
como resultado alineaciones correspondientes a cromosomas.
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Otra herramienta que se utilizara para la busqueda es BLAT de la Universidad
de Santa Cruz (USCS), California EEUU. BLAT, esta disenado para una
busqueda mas rapida (alrededor del 95%) de secuencias, con una mayor
similitud de secuencias con longitud de 25 o0 40 bases o mas.

En cuanto a la busqueda de proteinas, encuentra longitudes de 20 o mas
aminoacidos. Aunque BLAT aparentemente se parece a BLAST, porque ambas
son herramientas de alineacion, estan estructuradas de una forma diferente. En
las secuencias de ADN, BLAT funciona bajo un indice de un genoma completo
que esta en memoria, por lo que la base de datos objetivo de BLAT no es un
conjunto de secuencias como puede ser las contenidas en GenBank, sino que
devuelve un indice derivado del ensamblaje de todo el genoma. "

4.1 Homologias y similaridades del gen BIRC3

Durante el proceso de busqueda de informacion de secuencias homodlogas
correspondientes a BIRC3 en anotaciéon de nucledtidos (NC_018922.2), se
realizd la busqueda al mismo tiempo del gen BIRC3 en secuencia de
aminoacidos y asi ampliar la busqueda de homdlogos. Sorprendentemente, la
proteina secuenciada no corresponde a la secuencia de ADN de la regién que
codifica la proteina anotada en pares de bases, segun la ultima secuenciacién
del proyecto genoma humano.

A continuacién, se muestra el resultado de la busqueda TBLASTN. En la imagen
se observa que se ha introducido la secuencia de la base de datos
UniProtKB/Swiss-Prot correspondiente al numero de acceso: Q13489.2 y se ha
comparado con la secuencia origen NC_000011.10 en la region 102.317.450 bp
hasta 102.339.403 bp, que corresponde al gen BIRC3, obteniendo el siguiente
alineamiento:

Query ID [cl|Query_79935
Description sp|Q13489|BIRC3_HUMAN Baculoviral IAP repeat-containing protein 3 0S=Homo sapiens
GN=BIRC3 PE=1 SV=2 Mol P

Molecule type amino acid Subject Length 21953
Query Length 604 Program TBLASTN 2.6.0+ b Citation

ID NC 000011.10
0 sapiens chromosome 11, GRCh38.p7 Primary Assembly

Other reports: »Search Summary,

© Graphic Summary

Distribution of the top 13 Blast Hits on 1 subject sequences &
Mouse over to see the ftitle, click to show alignments.
Color key for alignment scores
W<40 W40-50 50-80 M 80-200 W >=200
Query

| I | I | [} |
1 100 200 300 400 500 600

@ Dot Matrix View j

© Descriptions

Select: All None Selected:0
11 Alignments o

Max Total Query E

Ident  Accession
score score cover value

Description

Homo sapiens 11, GRCh38.p7 Primary Assembly 574 1468 95% 0.0 96% NC 000011.10
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Sbjct 102335965 DDLLLIRKNRMALFQHLTCVIPILDSLLTAGIINEQEHDVIKQKTQTSLQARELIDTILV 102336144

Query 502 KGNIAATVFRNSLQEAEAVLYEHLF 526

KGNIAATVFRNSLQEAEAVLYEHLF

Sbjct 102336145 KGNIAATVFRNSLQEAEAVLYEHLF 102336219

Range 3: 102336908 to 102337099 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match 4 First Match

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
109 bits(273) 1e-30 Compositional matrix adjust. 64/64(100%) 64/64(100%) 0/64(0%) +2

Query 541 DLPVeeqlrrlgeerTCKVCMDKEVSIVFIPCGHLVVCKDCAPSLRKCPICRSTIKGTVR 600

DLPVEEQLRRLQEERTCKVCMDKEVSIVFIPCGHLVVCKDCAPSLRKCPICRSTIKGTVR

Sbjct 102336908 DLPVEEQLRRLQEERTCKVCMDKEVSIVFIPCGHLVVCKDCAPSLRKCPICRSTIKGTVR 102337087

llustracion 12: Alineamiento correspondiente al resultado TBLASTN del gen BIRC3 con numero de acceso Q13489.2

Se observa observar lo siguiente:

Query: corresponde al gen BIRC3 en secuencia de aminoacidos con una
longitud de 604 aa.

Subject: corresponde al gen BIRC3 en secuencia de nucledétidos con una
longitud de 21.953 bp. TBLASTN se encarga de traducir subject en
aminoacidos siguiendo el método anteriormente explicado y después lo
compara con query.

Observamos el campo subject y la longitud de la secuencia del gen en
nucledtidos ¥ . Si se convierte la longitud en aminoacidos, devuelve
como resultado 7.318 aa que es mayor que la secuencia query que
codifica el gen BIRC3. Esto puede ser debido al proceso de transcripcion
del ADN al ARNm, por la deleccion de los intrones. De ahi que el
alineamiento no esté ajustado.

La longitud maxima de la secuencia que devuelve una similaridad del
100% es de 285 aa de la proteina query con respecto a subject.

Los valores del alineamiento corresponden a un E-value de 0.0, con un
identity del 96% y un cover del 95%, aunque el alineamiento obtiene unos
valores muy buenos, para realizar la busqueda de homodlogos se va a
optar a usar la secuencia en ADN, no la secuencia en proteina Q13489
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ya que se puede perder informacion a la hora de buscar regiones
homodlogas y similaridades.

- Cabe destacar que el alineamiento empieza con la sefial de inicio del gen,
codificado con el aminoacido Met, en la proteina Q13489 (query) con
respecto a la secuencia en nucledtidos traducidos (subject), pero hay
saltos en el alineamiento.

Debido a estos motivos, se utilizara la secuencia en nucleétidos para la
busqueda de homodlogos. El proceso consistira en introducir de nuevo la
secuencia de ADN con numero de acceso: NC_000011.10 en la region definida
por los pares de bases 102.317.450 hasta 102.339.403.

En la busqueda, se han consultado varias bases de datos y se ha obtenido como
resultado el mismo gen BIRC3 con nombres alternativos tales como: MIHC o
API2, que se refieren al mismo gen BIRC3 y estan localizados en el mismo
cromosoma y posicion.

Utilizando BLASTN para la busqueda, se ha hallado homologia con los genes
que se estudiaran en los siguientes apartados.

4.1.1 XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein)

El gen XIAP, se encarga de codificar una proteina que se encuentra en las
células inmunitarias. Este tipo de gen protege a estas células de una
autodestruccion por inhibicion de ciertas enzimas llamadas caspasas, las cuales
son necesarias para la apoptosis. La mutacion del gen XIAP ha sido identificada
en algunas personas con la enfermedad linfoproliferativa ligada al cromosoma X
(XLP), que es una alteraciéon del sistema inmune y de las células sanguineas,
afecta exclusivamente a los varones los cuales, pueden llegar a desarrollar
linfomas. Cuando el gen XIAP esta mutado, puede o bien no codificar la proteina
o bien no fabricar la cantidad de proteinas necesarias. Esta enfermedad se
hereda con un patrén recesivo ligado al cromosoma X. 2

El gen XIAP, esta situado en el cromosoma Xg25 vy la region del cromosoma X
que lo contiene, esta comprendida entre los pares de bases 123.859.812 y
123.913.979, segun la anotacion GRch38p7. El numero de acceso en GenBank
es: NG_007264.1 .
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llustracion 13: Localizacion del gen XIAP en el cromosoma X

A continuacién, se muestra una parte del alineamiento. El alineamiento completo
se puede ver aqui: http://goo.gl/3epQzo debido a que el resultado es muy grande
por la longitud de ambos genes.

Query ID NC 000011.10 Subject ID NG _007264.1

Description Homo sapiens chromosome 11, GRCh38.p7 Primary Assembly Description Homo sapiens X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), RefSeqGene (LRG_19) on chromosome
Molecule type dna X
Query Length 21953 Molecule type nucleic acid

Subject Length 60775
Program BLASTN 2.6.0+ b Citation
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fSiDownload v GenBank Graphics sortby: E value | T

Homo sapiens X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), RefSeqGene (LRG_19) on chromosome X
ID: NG_007264.1 Length: 60775 Number of Matches: 1752

Range 1: 34820 to 35118 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
403 bits(446) 5e-113 271/302(90%) 3/302(0%) Plus/Plus

Query 1595 ttttttttttttttttttGAGACAGAGTCTCACTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGG 1654

EELLLLLLLLEEL LD LT LELEEEE T LLEE LU LLELL LT

Sbjct 34820 TTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACGGAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGG 34879

Query 1655 TGCAGTCTCGGCTTACTGCAACCTCCACCTCCCGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGC 1714

EEECLULELEEE FLLEEEE LD L EEE T LT

Sbjct 34880 TGCGATCTCGGCTCACTGCAAGCTCCGCCTCCCGGGTTCACGCCATTCTCCTGCCTCAGC 34939

Query 1715 CTCCTGAGCAGCTGGGACTACAGGTGCATGCCACCACACCCGGCTAAttttttgtatttt 1774

EELCLEL CEELLLLECEEEE L L L UL LT

Sbjct 34940 CTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGGCGCCCGCTACCACGCCCGGCTAATTTTTTGTA---T 34996
Query 1775 ttttAGTAGAGACGGGGTTTCACCGTGTTAGCCAGGATGGTCTCAGTCTCCTGACCTCGT 1834
Sbjct 34997 rPPACHACAACGEUMPEAL I HAMAAME I aatb bbb AR 35056
Query 1835 GATCCACTCGCCTCAGCCTCCTGAAGTGCTGGGATTACAGGCATGAGCCACCACACCCGG 1894
spjct 35057 Chbebotebbibhlobtbhiboathb bbbt bbb adtbdt 35116
Query 1895 CC 1896

Sbjet 35117 CC 35118

llustracion 14: Resultado de BLASTN entre BIRC3 y XIAP

Como se observa en los alineamientos, el resultado para identity es del 90% con
un E-value de 5e-113. Cada alineamiento tiene una media de 300 bp y se repiten
secuencias en algunas regiones, lo que nos indica que hay partes conservativas.
El estudio del gen XIAP podria ser un complemento para entender mejor la
evolucion de los pacientes con LLC, ya que cuando el gen BIRC3 esta presente
en un paciente LLC su prondstico no es muy favorable. También cabe la
posibilidad de que el tratamiento para los portadores del XIAP, llamada
Enfermedad de Ducan, pueda ser aplicado a los enfermos de LLC.

Observamos en la siguiente imagen, la parte del alineamiento del primer rango
que se ha obtenido pulsando sobre GenBank en el rango del resultado anterior:

Homo sapiens X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), RefSeqGene (LRG_19) on
chromosome X

NCBI Reference Sequence: NG_007264.1
GenBank  Graphics

>NG_007264.1:34820-35118 Homo sapiens X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP),
RefSeqGene (LRG_19) on chromosome X
TTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACGGAGTCTCGCTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGTGCGATCTCG
GCTCACTGCAAGCTCCGCCTCCCGGGTTCACGCCATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTA
CAGGCGCCCGCTACCACGCCCGGCTAATTTTTTGTATTTTTACTAGAGACGGGGTTTCACCGTGTTAGCC
AGGATGGTCTCGATCTCCTGACCTCGTGATCCGCCCGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGGCG
TGAGCCACCGCGCCCGGCC

Por otra parte, el origen del gen BIRC3 en su definicién pone "Baculoviral", por
lo que parece que su procedencia puede estar asociada al virus de la familia
Baculoviriae. Debido a esto, se ha optado en buscar su procedencia, ya que
parece ser que es una secuencia endogena en el ADN. Sorprendentemente, la
busqueda para los tipos de virus Bacuroviriae no ha obtenido un resultado
positivo, por o que se ha ampliado la busqueda a virus y para ello se han puesto
virus comprendidos como el causante del sarampion, hepatitis, herpes (8 tipos),
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HERYV y VIH-1, dando como resultado también positivo secuencias homdlogas
al VIH-1y a HERV, en concreto a las LTRs® del VIH-1. Ya que se ha encontrado
este tipo de homologias bastante interesantes, se tratara mas adelante en un
apartado.

4.1.2 GRIA3 (Glutamate lonotropic Rceptor AMPA type subunit 3)

El gen GRIAS3, codifica una proteina llamada receptor de glutamato 3. Los
receptores de glutamato son neurotransmisores excitadores predominantes en
el cerebro de los mamiferos y se activan en una variedad de procesos
neurofisiolégicos normales. La subunidad codificada por este gen pertenece a
una familia de receptores de glutamato y esta sometida a la edicion del pre-
ARNm #2),

Como se acaba de comentar, el glutamato o L-glutamato es un aminoacido no
esencial y nos puede resultar familiar ya que es empleado en la alimentacién
como potenciador del sabor en muchos alimentos (glutamato monosédico) 4.

La localizacién de este gen se encuentra en el cromosoma X, en la posicion:
Xq25, al igual que XIAP, pero se localiza entre los pares de bases: 123.184.243
a 123.490.915, segun la anotacion GRch38.p7. El numero de acceso en
GenBank es: NG_009377.2.
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llustracion 15: Localizacion del gen GRIA3 en el cromosoma X

A continuacion, se muestra una parte del alineamiento del gen BIRC3 (query)
con respecto al gen GRIA3 (subject). BLASTN ha devuelto mas de 400 rangos,
por lo que el alineamiento completo se puede ver aqui: https://goo.gl/09JWSe .
Se muestran los resultados y primer alineamiento con mejor E-value:

] LTR (Long Terminal Repeat o Repeticién Terminal Larga): es una secuencia de nucledtidos caracteristica que se
encuentra en cada extremo de un elemento retroviral que ha sido integrado en el genoma hospedador. Esta implicada
en el proceso de integracion.
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Query ID Icl|Query_192243 Subject ID NG 009377.2

Description NC_000011.10:102317450-102339403 Homo sapiens chromosome 11, GRCh38.p7 Primary Description Homo sapiens glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 3 (GRIA3), RefSeqGene on
Assembly chromosome X
Molecule type nucleic acid Molecule type nucleic acid
Query Length 21954 Subject Length 313673
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Homo sapiens glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 3 (GRIA3), RefSeqGene on chromosome X
ID: NG _009377.2 Length: 313673 Number of Matches: 589

Range 1: 200377 to 200820 GenBank Graphics ¥ Next Match

Score Expect Identities Gaps Strand

630 bits(698) 0.0 408/445(92%) 13/445(2%) Plus/Minus

Query 12083 'CAGTGATAGACTGGATTAAGAAAATGTGGCACATACACACCAT 12142
) IIIIIJIIIII|IIIII||IIIIII|III|II|I\IIII|I|III [RLLET LI

Sbjct 200820 CATCAGTGATAGACTGGATTAA( 'GTGACACATATACACCAT 200761

Query 12143 GGAATACTATGCAGCCATAAAAA-GGATGAGTTCATGTCCTTTATAGGGACATGGATGAA 12201

III|I]IIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIII\IIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 200760 GGAATACTATGCA ATAAAAAAGGATGAGTTCATGTCCTTTGTAGGGACATGGA' 200701

Query 12202 GCTGGAAACCATCATTCTGAGCAAACTATCACAAGAACAGAAAACCAAACACCGCATGTT 12261

CCLELELLLLELLELEEE LT ||l|||||||||||||||||| Ll

Sbjct 200700 GCTGGAAACCATCATTCTGAGCAAACTATCACAAA AAAACCAAACACCGCATATT 200641
Query 12262 CTCACTCATAGTTG 12321

) [LLLLLETLL ||||||||||||||I|||||IH |||||| ||||||||||||I||||
Sbjct 200640 CTCACTCATAGGTGGGAA AGGAAGGGGAACATC, 200581
e T I o,
Sbjct 200580 'ACCGGGGCCTGTTGTGGGGT G-GGGAGGGATAGCAGTAGGAGATATACCT 200522

Query 12381 AATGTTAAATGACGAGTTAACGGGTGCAGCACACCAACATGGCACATGTATACATATGTA 12440

AL LLELT |||||II||||IH||||||I||||I||||||||I|II|

sbjct 200521 GGCACATGTATACATATGTA 200462

Query 12441 ARACCTGCACATTATGCACATGTACCCTAGAACTTAAAGTAAAATAR - ——————~— T 12490
i |||||l|||||||||||||||||||||||||H||||||||||||| |

Sbjct 200461 ACAAACCTGCACATTGTGCACATGTACC AATAAAAAAATAAATT 200402

Query 12491 TTaaaaaaaggaaaaaaaGAATACA 12515

CEL L LEEEEEL T L

Sbjct 200401 TTACAAAAAAAAAAAAAAAAAAACA 200377

llustracion 16: Resultado de BLASTN entre gen BIRC3 y GRIA3
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Observamos que la longitud del gen BIRC3 es 21.954 bp y la longitud del gen
GRIAS3 es de 313.673 bp, obteniendo unos valores de E-value = 0.0, Indentity =
92% y un Cover de 19%. El alineamiento muestra repeticiones de nucleétidos a
lo largo del gen GRIA3 con respecto a BIRC3, lo que indica que si hay homologia
entre ambos genes.

Se puede acotar el primer alineamiento haciendo clic en “GenBank” en el primer
rango y nos muestra la secuencia, segun podemos ver en la siguente imagen:

Homo sapiens glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 3 (GRIA3),
RefSeqGene on chromosome X

NCBI Reference Sequence: NG_009377.2
GenBank Graphics

>NG_009377.2:200377-200820 Homo sapiens glutamate ionotropic receptor AMPA type
subunit 3 (GRIA3), RefSegGene on chromosome X
TGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTAAAATTTATTTTTTTATTATACTTTAAGTTTTAGGGTACATGTGCAC
AATGTGCAGGTTTGTTACATATGTATACATGTGCCATGTTGGTGTGCTGCACCCATTAACTCGTCATTTA
GCATTAGGTATATCTCCTACTGCTATCCCTCCCCCTCCCCCCACCCCACAACAGGCCCCGGTGTGTGATG
TTCCCCTTCCTGTGTCCATGTGTTCTCATTGTTCAATTCCCACCTATGAGTGAGAATATGCGGTGTTTGG
TTTTCTGTCTTTGTGATAGTTTGCTCAGAATGATGGTTTCCAGCTTCATCCATGTCCCTACAAAGGACAT
GAACTCATCCTTTTTTATGGCTGCATAGTATTCCATGGTGTATATGTGTCACATTTTCTTAATCCAGTCT
ATCACTGATGGACATTTGGGTTGG

Como se observa, la cadena es complementaria al alineamiento.

4.1.3 DOCKY7 (Dedicator of Cytokinesis 7).

La proteina codificada por el gen DOCK?7, consiste en un factor de intercambio
de nucledtidos de guanina (GEF) que tiene como papel en la formacion de
axones y polarizacién neuronal. Esta asociado a epilepsia temprana infantil,
problemas de aprendizaje y ceguera.

Se localiza en el cromosoma 1, concretamente en 1p31.3 y la secuencia esta
comprendida entre los pares de bases: 62.454.716 a 21.688.368, segun la ultima
anotacion GRCh38.p7 ®). El numero de acceso del gen en GenBank es:
NG_033073.1.
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llustracion 17: Localizacion de gen DOCK7 en el cromosoma 1

A continuacion, se muestra el alineamiento del gen BIRC3 (query) con respecto
al gen DOCKTY (subject). BLASTN ha dado como resultado mas de 400 rangos,
se puede consultar el alineamiento completo en el siguiente enlace:
https://goo.gl/VmB2HG . Se muestran a continuacion los resultados y el primer
alineamiento con mejor E-value:
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Query ID Icl|Query_42749 Subject ID NG 033073.1

Description NC_000011.10:102317450-102339403 Homo sapiens chromosome 11, GRCh38.p7 Primary Description Homo sapiens dedicator of cytokinesis 7 (DOCK7), on 1
Assembly Molecule type nucleic acid
Molecule type nucleic acid Subject Length 240643
Query Length 21954 Program BLASTN 2.6.0+ > Citation
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Download v GenBank Graphics sortby: = E value s
Homo sapiens dedicator of cytokinesis 7 (DOCK?7), RefSeqGene on chromosome 1
Sequence ID: NG_033073.1 Length: 240643 Number of Matches: 2179
Range 1: 11802 to 12243 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
628 bits(696) 3e-180 408/443(92%) 5/443(1%) Plus/Minus
Query 12080 TGTCCATCAGTGATAGACTGGATTAAGAAAATGTGGCACATACACAC 12139
) \I IIIII\IIIIIII\III\I IIIII\IIIIIII III\IIIIIII\IIIIH []]]
Ssbjct 12243 'CCATCAATGATAGACTGG: TGTGGCACATATACAC 12184

Query 12140 CATGGAATACTATGCAGCCATAAAAA-GGATGAGTTCATGTCCTTTATAGGGACATGGAT 12198

CELCCEEECEEEEEECEEEEEE T UL LELLLEEELL

Sbjct 12183 CATGGAATACTATGCAGCCATAAAAA GAGTTCATGTCCTTT CATGGAT 12124

Query 12199 GAAGCTGGAAACCATCATTCTG. GCAT 12258
) \|||||||\|||||||\|||\ ||||||\||||||||| |\|||||||\|||||]| |||

Sbjct 12123 GAAGCTGGAAACCATCATTCT ACAT 12064

Query 12259 GTTCTCACTCATAGTTGGGAATT AGAACACTTGGACATAGGAAGGGGAACAT 12318
) \IlIIIIIHIIII|\|||\|||||||\||||||||||\|||| |\|||||]|||||

Sbjct 12063 GTTCTCACTCATAGGTGGGAATTGAACAATGAGAA( TT CA 12004

Query 12319 CACACA-CAGGGCCTGTTGTGGGGTAGGGGGATGTGGGAGGGATAGCATTAGGAGATACA 12377

\IIIII [ILLLLTL II\IIII [LLLLE L LTI

Sbjct 12003 ACACCAGGGCCTGTCGTGGGGT! A CATTAGGAGATATA 11944
Query 12378 CCTAATGTTAAATGACGAGTTAACGGGTGCAGCACACCAACATGGCACATGTATACATAT 12437
toper 195 Aol P M b T T e
Query 12438 TTATGCACATGTACC! TTAAAGTAAAAT--AATTTaaa 12495

\IIIIIII\IIIIII \III\IIIIIII\II II|II| FECCLLE LEE L] L
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Sbjct 11884 GTAACAAACCTGCACGTTATGCACATGTACCGTAGAACTTAAAGTATAATAAAAAATAAA 11825

Query 12496 aaaaggaaaaaaaGAATACAGAA 12518

Sbjct 11824 AAAAATAAAA 11802

llustracion 18: Resultado de BLASTN del gen BIRC3 y DOCK7

Se observa que la longitud del gen BIRC3 es 21.954 bp y la longitud del gen
DOCKY7 es de 240.643 bp, obteniendo unos valores de E-value de 3e-180,
Indentity de 92% y un Cover de 20%. El alineamiento muestra repeticiones de
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nucleotidos a lo largo del gen DOCK7 con respecto a BIRC3, lo que indica que
si que hay homologia entre ambos genes.

Podemos acotar el primer alineamiento haciendo clic en “GenBank” en el rango
1, para que muestre el alineamiento, segun observamos en la siguiente imagen:

Homo sapiens dedicator of cytokinesis 7 (DOCK7), RefSeqGene on chromosome 1

NCBI Reference Sequence: NG_033073.1
GenBank Graphics

>NG_033073.1:11802-12243 Homo sapiens dedicator of cytokinesis 7 (DOCK7),
RefSeqgGene on chromosome 1
TTTTGTATTTTTATTTTATTTTTTTTATTTTTTATTATACTTTAAGTTCTACGGTACATGTGCATAACGT
GCAGGTTTGTTACATATGTATACATGCGCCATGTTGGTGTGCTGCACCCATTAACTCGTCATTTACAGTA
GGTATATCTCCTAATGCTATCCCTCCCCCCTCCCCCCACCCCACGACAGGCCCTGGTGTGTGATGTTCCC
CTTCCAGTGTCCAAATGTTCTCATTGTTCAATTCCCACCTATGAGTGAGAACATGTGGTGTTTGGTTTTC
TGTCCTTGTGATAGTTTGCTGAGAATGATGGTTTCCAGCTTCATCCATGTCCCTACAAAGGACATGAACT
CATCCTTTTTTATGGCTGCATAGTATTCCATGGTGTATATGTGCCACATTTTCTTCATCCAGTCTATCAT
TGATGGACATTTGGGTTGGTTC

Como se observa, es la cadena complementaria al alineamiento.

El alineamiento completo es muy parecido al del gen GRIA3, lo que nos indica
que existen partes conservativas del gen BIRC3 en ambos genes (DOCK?7 y
BIRC3) ya que se repiten secuencias de nucledtidos en los 3 genes de estudio.

Realizando BLASTN del gen DOCKY7 con respecto a GRIA3, se observa que
ambos genes también son homodlogos compartiendo un gran rango de
alineamientos con valores de E-value = 0.0, Identity = 89% y un Cover = 27%.
La matriz de puntos devuelve un alineamiento muy significativo. Lo que indica
que estos genes son también homodlogos entre si, como se observa en las
siguientes imagenes:

Query ID NG 033073.1 Subject ID NG 009377.2
Description Homo sapiens dedicator of inesis 7 (DOCK?), on 1 Description Homo sapiens glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 3 (GRIA3), RefSeqGene on
Molecule type nucleic acid chromosome X
Query Length 240643 Molecule type nucleic acid

Subject Length 313673
Program BLASTN 2.6.0+ b Citation
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Plot of NG_033073.1 vs NG_0093772 &
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©Descriptions
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17 Alignments [

Max  Total Query E

Ident  Accession
score  score cover value

Description

Homo sapiens glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 3 (GRIA3), RefSeqGene on chromosome X 5277 8.695e+05 27% 0.0 89% NG 009377.2

llustracion 19: Resultado de BLASTN entre los genes GRIA3 y DOCK7

El alineamiento completo se muestra en el siguiente enlace:
https://goo.gl/MLVzvm .

Como observacion, destacamos que el gen DOCK7 se encuentra en el
cromosoma 1y el gen GRIA3 en el cromosoma X, compartiendo largas cadenas
de nucledtidos, pero con funciones totalmente distintas, lo que indica que dentro
de un gen hay regiones de nucledtidos que son homodlogos, pero no
necesariamente tienen que cumplir una misma funcion, los nucleétidos que se
encuentran antes o después o incluso los que son eliminados por splicing hacen
que éstos desempefien una funcion especifica.

Podemos concluir que, aunque existe una homologia en los cuatro genes BIRC3,
XIAP, GRIA3 y DOCK?7, cuando obtenemos el ARNm, podemos obtener cadenas
de aminoacidos totalmente distintas, ya que como se observa en los
alineamientos, existen ajustes en el alineamiento y “gaps”, que son “huecos” en
los cuales no hay coincidencia de nucleétido, esto influye a la hora de obtener la
proteina final.

En la siguiente imagen, podemos ver un resumen del alineamiento de los 4
genes, por un lado, se observa el gen BIRC3 (query) y por otros los genes: XIAP,
GRIA3 y DOCKY (subject). El alineamiento completo de estos 4 genes podemos
verlo en el siguiente enlace: https://goo.gl/MLVzvm
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RID FT67TCST1iN (Expires on 04-24 20:07 pm)

Query ID Icl|Query_74407 Subject ID 3 subjects
Description NC_000011.10:102317450-102339403 Homo sapiens chromosome 11, GRCh38.p7 Primary Description v See details
Assembly Molecule type nucleic acid
Molecule type nucleic acid Subject Length n/a
Query Length 21954 Program BLASTN 2.6.0+ ® Citation

Multiple subjects information

Naloorzee) Tanc sapi or of apoptosis (XIAP), RefSeqGene

RS 19) 60775

G o3a073.1 | Ho dedicator of cytokinesis 7 (DOCK?), RefSeqGene on

240643

NG_009377.2 313673

Homo sapiens glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 3
(GRIA3), on

Other reports: & Search Summary [Distance tree of results] [MSA viewer]

© Graphic Summary

Distribution of the top 103 Blast Hits on 3 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W<40 W40-50 50-80 Ws80-200  W>=200
| | | Queny ! |
1 4000 8000 12000 16000 20000
(=Y, SO,
Select: All None Selected:0
11 Alignments o
Description B I Oy e - cces s,
score  score  cover value
Hormo sapiens glutamate ionotropic receptor AMPA type subunit 3 (GRIA3), RefSeqGene on chromosome X 630 84212  19% 26-180 92% NG 009377.2
Homo sapiens dedicator of cytokinesis 7 (DOCK?), RefSeqGene on chromosome 1 628 2.778¢+05 20% 7e-180 92% NG 033073.1
Homo sapiens X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), RefSeqGene (LRG_19) on chromosome X 403 2.236e+05 19% 5e-112 90% NG 007264.1

llustracion 20: Resultado de BLASTN entre los genes: BIRC3, XIAP, GRIA3 y DOCK7

4.2. Homologias y similaridades del gen POT1

Para el estudio de la homologia, se utiliza como referencia la secuencia de ADN
segun la anotacion original GenBank, acotando los pares de bases que codifican
este gen. La anotacién es la siguiente: NC_000007.14:¢c124929983-124822386
Homo sapiens chromosome 7.

Durante la busqueda de informacién de secuencias homoélogas al gen POT1, se
ha realizado la consulta en las diversas bases de datos genéticas utilizando los
algoritmos BLASTN, BLASTX y TBLASTN. A continuacién, se comentan los
resultados encontrados.

4.2.1 SCP2 (Sterol Carrier Protein 2)

El gen SCP2, codifica dos proteinas, la proteina transportadora de esterol* X
(SPCx) y la proteina transportadora de esterol 2 (SCP2). Este gen esta
expresado en érganos implicados en el metabolismo de los lipidos.

El gen SCP2, encuentra localizado en el cromosoma 1, concretamente en 1p32.3
y abarca los pares de bases que van desde: 52.927.229 hasta 53.051.617, segun
la anotacién GRCh38.p7.

* El esterol es un tipo de esteroide, siendo el mas comun entre los mamiferos el colesterol.
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Para el estudio de este gen se utilizara el numero de acceso y region siguiente:
NG_012211.1:4954-129342 Homo sapiens sterol carrier protein 2 (SCP2) °).

N A NN N TN MmMHAH ™M AN NN N s M H MmN N A AN Mo,
m N A - - M. R T | P T .
. SN o RN A N NH Mmoo A B S A ™M M= N A NN BN B
W W VW mom m mMmm N NN A A N N N NN N ™M o MmomMm o o=
QR0 R & RoRoR R ORoRRR o S - S = S FA

llustracion 21: Localizacion del gen SCP2 en el cromosoma 1

A continuacién, se muestra el alineamiento del gen POT1 (query) con una
longitud de 107.598 bp con respecto al gen SCP2 con una longitud de 124.389

bp.

Query ID Icl|Query_170743 Subject ID Icl|Query_170745

Description NC_000007.14:c124929983-124822386 Homo sapiens chromosome 7, GRCh38.p7 Primary Description NG_012211.1:4954-129342 Homo sapiens sterol carrier protein 2 (SCP2), RefSeqGene on
Assembly chromosome 1

Molecule type nucleic acid Molecule type nucleic acid

Query Length 107598 Subject Length 124389

Program BLASTN 2.6.0+ b Citation
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Description Max — Total  Query E o0 accession
score  score  cover value
NG_012211.1:4954-120342 Homo sapiens sterol carrier protein 2 (SCP2), on 1 8520 4764405 21% 0.0 91% Query 170745

llustracion 22: Resultado de BLASTN entre el gen POT1 y SCP2

Como resultado, el alineamiento devuelve cientos de rangos como observamos
en la matriz de puntos, por lo cual, al ser un alineamiento muy extenso, se puede
consultar en la siguiente direccion: https://goo.gl/4lUbnr

En los resultados del alineamiento podemos observar lo siguiente: un valor de
E-value de 0.0, con un Indentity igual al 91% y con un Cover de 21%. El
alineamiento nos indica que existe homologia entre los dos genes en partes a lo
largo de los mismos. Es posible afinar un poco mas la busqueda para buscar
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alguna proteina que ambos genes tengan en comun, para ello, se utilizara la
herramienta TBLASTN. Se ha tomado como ejemplo el primer rango de

alineacion (hacemos clic en GenBank en el primer rango),

devolviendo el

siguiente resultado:

Homo sapiens sterol carrier protein 2 (SCP2), RefSeqGene on chromosome 1
NCBI Reference Sequence: NG_012211.1

FASTA  Graphics

Go to: (V)

LOCUS NG_012211 6128 bp DNA linear PRI 31-MAR-2017

DEFINITION Homo sapiens sterol carrier protein 2 (SCP2), RefSegGene on
chromosome 1.

ACCESSION NG 012211 REGION: 82385..88512

VERSION NG_012211.1

KEYWORDS RefSeq; RefSeqgGene.

SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFERENCE 1 (bases 1 to 6128)

Una vez se ha obtenido la secuencia en formato FASTA, se introducira la
consulta en query y se realiza la busqueda en la base de datos: Nucleotide
Collection (nr/nt), devolviendo los siguientes resultados:

Select: All None Selected:0

7T Alignments )
Description s“i::e ST::; S::g v:ue Ident  Accession

hypothetical protein (L1H 3'region) - human 994 2392 62% 00 93% B34087
unknown [Homo sapiens] 974 2350 62% 0.0 O1% AAD3B7E5.
putative p150 [Homo sapiens] 972 2337 62% 00 91% AAC51279.4
putative p150 [Homo sapiens] 970 2341 62% 00 90% AAC51267.1
putative p150 [Homo sapiens] 969 2339 62% 0.0 90% AAC51264.1
putative p150 [Homo sapiens] 99 2341 62% 00 91% AAC512611
RecName: Full=LINE-1 element ORF?2 protein; Short=ORF2p; Includes: RecName: Includes: RecName: 969 2345 62% 0.0 90% ©000370.1
unknown Homo sapiens] 969 2346 62% 00 90% AAD39215.
unknown protein Homo sapiens] 968 2174 58% 00 90% AAABB0S7.1
ORF2 contains a reverse domain [Homo sapiens] 968 2340 62% 0.0 90% AABS59368.1
reverse homolog - human transposon L1.1 968 2341 62% 0.0 90% S65824
putative p150 [Homo sapiens] 967 2336 62% 00 90% AAC51276.1
unknown [Homo sapiens] 967 2342 62% 0.0 90% AALS0637.1
putative p150 [Homo saplens] 966 2320 62% 0.0 90% AAC51263.1
reverse homolog - human L1 965 2334 62% 00 90% (38588

Select: All None Selected:0

7T Alignments )

Description s“i::e ST::; S::g v:ue Ident  Accession

hypothetical protein (L1H 3'region) - human 994 2392 62% 00 93% B34087
unknown [Homo sapiens] 974 2350 62% 00 O1% AAD3B75.
putative p150 [Homo sapiens] 972 2337 62% 00 91% AAC51279.4
putative p150 [Homo sapiens] 970 2341 62% 00 90% AAC51267.1
putative p150 [Homo sapiens] 969 2339 62% 0.0 90% AAC51264.1
putative p150 [Homo sapiens] 99 2341 62% 00 91% AAC512611
RecName: Full=LINE-1 element ORF2 protein; Short=ORF2p; Includes: RecName: Includes: RecName: 969 2345 62% 0.0 90% ©000370.1

unknown [Homo sapiens] 969 2346 62% 0.0 90% AAD39215.1
unknown protein [Homo sapiens] 968 2174 58% 0.0 90% AAAB8037.1
ORF2 contains a reverse domain [Homo sapiens] 968 2340 62% 0.0 90% AAB59368.1
reverse homolog - human transposon L1.1 968 2341 62% 0.0 90% S65824

putative p150 [Homo sapiens] 967 2336 62% 0.0 90% AAC51276.1
unknown [Homo sapiens] 967 2342 62% 0.0 90% AAL50637.1
putative 150 [Homo sapiens] 966 2329 62% 0.0 90% AAC51263.1
reverse homolog - human L1 965 2334 62% 0.0 90% 138588

Como se observa, los primeros alineamientos devuelven resultados “hipotéticos”
o “putativos”, lo que indica que tenemos poca informacién acerca de su
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procedencia. Por lo que se ha optado a elegir: “ORF2 contains a reverse
transcriptase domain [Homo sapiens]”, que se puede consultar en GenBank con
el numero de acceso: AAB59368.1. Observando la descripcidn, pertenece a un
estudio llamado: “A polymorphic L1 retroposon insertion in the centromere of the

human Y chromosome.” ?").

Este gen, esta implicado en los centromeros del cromosoma Y, y como
curiosidad, al tratarse de una transcriptasa inversa, se ha buscado similaridad
utilizando TBLASTN con el virus del VIH-1, devolviendo resultados positivos que
seran comentados mas adelante.

En conclusién, los genes POT1 y SCP2 son homdélogos teniendo en comun la
secuencia anteriormente comentada.

4.2.2 PPEF1 (Protein Phospatase with EF-hand Domain 1)

El gen PPEF1, codifica un miembro de la proteina fosfatasa serina / treonina.
Esta proteina contiene un dominio de la proteina fosfatasa y aunque su
funcionamiento es todavia desconocido, se cree que desempena un papel
especifico en la funcion y/o desarrollo especifico de las neuronas sensoriales.

PPEF1 esta localizado en el cromosoma X en la posicion: Xp22.13 y abarca los
pares de bases que van desde: 18675909 hasta 18827921, segun la anotacion
GRCh28.p7. Para el estudio utilizaremos el numero de acceso en GenBank:
NG_012519.1 @3
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llustracion 23: Localizacion del gen PPEF1 en el cromosoma X
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A continuacién, se observa el resultado del alineamiento utilizando el algoritmo
BLASTN. Por un lado, tenemos en query la secuencia que codifica el gen POT1
con una longitud de 107598 bp y por otro lado esta el gen PPEF1 con una
longitud de 124.388 bp.
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Query ID Icl|Query_121337 Subject ID NG 012519.1
Description NC_000007.14:c124929983-124822386 Homo sapiens chromosome 7, GRCh38.p7 Primary Description Homo sapiens protein phosphatase with EF-hand domain 1 (PPEF1), RefSeqGene on
I chromosome X

Molecule type nucleic acid Molecule type nucleic acid
Query Length 107598 Subject Length 124388
Program BLASTN 2.6.0+ b Citation
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Homo sapiens protein with EF-hand domain 1 (PPEF1), on X 8569 4.069e+05 22% 0.0 91% NG 012519.1

llustracion 24: Resultado BLASTN entre el gen POT1 y PPEF1

Como se observa en la matriz de puntos, el alineamiento devuelve multitud de
rangos, por lo que podemos consultar el alineamiento completo en la siguiente
direccion: https://goo.gl/ouycsc .

El resultado del alineamiento devuelve un valor E-value de 0.0, un Identity del
91% y un Cover de 22%, lo que indica que existe una homologia entre ambos
genes a lo largo de la secuencia de ambos genes.

5. Mutaciones genéticas

A lo largo de nuestro estudio, se ha hablado de las mutaciones de los genes
BIRC3 y POT1 como posibles causas asociadas ala LLC. La busqueda de genes
homologos ofrece la posibilidad de ampliar el campo de busqueda para la posible
prevencion y explicacion de casos de LLC, pero el estudio de las mutaciones
también es importante para poder comprender las causas de las mismas.

Muchas mutaciones han servido para la evolucidon en el ser humano o en otras

especies, el problema se da cuando esas mutaciones conllevan a una
codificacion defectuosa de una proteina que lleva a desarrollar un cancer.
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Por ese motivo, se entiende como mutacion cuando dada una secuencia de
nucleotidos (ADN) existe un cambio o variacidon con respecto a la secuencia
original, es decir, se ha producido una alteracién de un gen. Esto es debido a
varios factores como la recombinacion entre genes, que el gen se transmitié por
herencia ya mutado o bien puede ocurrir de una forma espontanea o por agentes
mutadgenos®, en tal caso, el gen mutado impide codificar la proteina
correctamente.

Before:

Incoming
UV photon

llustracion 25: Ejemplo de mutacion de una cadena de ADN por rayos UV.

La busqueda de mutaciones se realiza secuenciando genes de personas con
una determinada enfermedad y comparando después con una secuencia
consorcio, en el caso del genoma humano, nos basaremos en las secuencias
del “Genome Reference Consortium” o “Consorcio de Referencia del Genoma”
29 La secuencia consorcio mas actualizada viene anotada como GRch38.

Para la busqueda de mutaciones, se ha utilizado las herramientas y bases de
datos disponibles en “International Cancer Genome Consortium”s, en concreto
“ICGC Data Portal”’. Este portal ofrece una gran variedad de base de datos de
genes asociados a canceres y provee de una herramienta de navegacion en
donde se observa qué nucledtido ha mutado con respecto a la secuencia
consorcio.

* Cualquier cosa que causa una mutacion (cambio en el ADN de una célula). Los cambios que los mutagenos causan en
el ADN pueden dafar las células y provocar una enfermedad, como el cancer. Entre los ejemplos de mutagenos estan
las sustancias radiactivas, los rayos x, la radiacion ultravioleta y ciertas sustancias quimicas. Fuente:
https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionario?cdrid=601170

® https:/ficgc.org

" https://dcc.icgc.org
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5.1 Mutaciones del gen BIRC3

Accediendo al portal ICGC Data, se realiza una busqueda del gen BIRC3 obteniendo

como resultado lo siguiente:

€ ICGC Data Portal OOOOGE

Q KEYWORD SEARCH

BIRC3 x

66 results found for BIRC3

e BIRC3

Gene Name  baculoviral IAP repeat containing 3

Synonyms  API2, c-IAP2, clAP2, hiap-1, MALT2, MIHC, RNF49
UniProtKB/Swiss-Prot Q73489
Ensembl ID  ENSG00000023445

Como se aprecia en la imagen anterior, la busqueda nos devuelve 66 resultados
para el gen BIRC3, centrandose en el Gen (Gene en la imagen) para proceder
al estudio completo. También se encuentra el acceso a la secuencia en la base
de datos UniProtKB/Swiss-Prot con el numero: Q13489, podemos acceder a la
secuencia a través de portal https://www.ncbi.nlm.nih.gov

Entrando en el detalle que devuelve la busqueda del gen BIRC3, la aplicacion
devuelve informacién sobre este gen y una grafica con una tabla de datos de
distribucion de los canceres asociados al mismo, como se puede observar en la
siguiente imagen:

Cancer Distribution Ypen in Advanced Search
279 DONORS AFFECTED BY 447 MUTATIONS ACROSS 40 PROJECTS

50

*/0% ¥ > ¥ Lﬁ o/s 7 ¥ v& & & vf&
K & & & & S & & S &
Showing 1 - 10 of 40 projects
Project Site Tumour Type Tumour Subtype # Donors affected v # Mutations
MALY-DE Blood Malignant Lymphoma Germinal center B-cell derived lymphomas 42 /100 (42.00%) 168
MELA-AU Skin Skin cancer Melanoma 64 /183 (34.97%) 98
SKCA-BR Skin Melanoma 10780 (12.50%) 9
LUSC-KR Lung Lung cancer Adenocarcinoma, Squamous cell carcinoma 7166 (10.61%) 7
ESAD-UK Esophagus Esophageal cancer Esophageal adenocarcinoma 16 /203 (7.88%) 18
OV-AU Ovary Ovarian cancer Serous cystadenocarcinoma 6/ 93 (6.45%) 6
BRCA-FR Breast Breast cancer Subtype defined by an amplification of the HER2 gene 4/ 64 (6.25%) 4
CLLE-ES Blood Chronic Lymphocytic Leukemia CLL with mutated and unmutated IgVH 13/218 (5.96%) 20

llustracion 26: Tabla de distribucién de canceres asociados a BIRC3
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Aparece reflejado que hay 279 donantes afectados por 447 mutaciones
recogidos en 40 proyectos. En concreto, si se observa la tabla, se puede
encontrar un proyecto llamado CLLE-ES que corresponde a Chronic
Lymphocytic Leukemia (CLL) que corresponde al estudio que se esta llevando a
cabo. En concreto, la tabla informa que hay 20 mutaciones asociadas a la LLC.

A continuacion, se observa la tabla en donde se refleja la siguiente informacion:

ID

DO6456
DO51989
D06402
DO52701
D0223410
D06418
D0O6742
DO6376
DO6700
D0223397
DO7196
DO51966

DO6486

Survival Available Data Types:
Project = Site © Gender . Age = Stage v # Mutations  # Genes

(days) © ssv CNSM  StSM  SGV  METHA METHS EXPA EXPS PEXP mIRNAS JCN
CLLE-ES  Blood Female 76 A 3246 v v v - v - v v - - - 2 1
CLLE-ES  Blood Female 61 A 1,931 v v - - - - v v - - - 4 1
CLLE-ES  Blood Male 58 A 3144 v - v - v - v v - - - 1 1
CLLE-ES  Blood Male 57 A 598 v - v - - - vV v - - - 1 1
CLLE-ES  Blood Female 70 A 2912 v v v - - - v v - - - 3 1
CLLE-ES  Blood Male 62 A 2057 v v v - v - v v - - - 1 1
CLLE-ES  Blood Male 62 A 5042 v v - - v - v v - - - 2 1
CLLE-ES  Blood Male 70 A 4,004 v - - - v - v v - - - 1 1
CLLE-ES  Blood Female 63 A 4119 v v v - v - v v - - - 1 1
CLLE-ES  Blood Female 70 A 2350 Vv v v - - - v v - - - 1 1
CLLE-ES  Blood Male 74 A 4,665 Vv v - - - - v v - - - 1 1
CLLE-ES  Blood Female 62 A 5281 v v v @ - - - v v - - - 1 1
CLLE-ES  Blood Female 71 A 4595 v v v - v - v v - - - 1 1

llustracion 27: Tabla de los pacientes que presentan mutacion del gen BIRC3 asociado a la LLC

Se procede a comentar los siguientes datos de interés:

ID: corresponde a la identificacion del donante.

Project. El nombre del proyecto de estudio, en nuestro caso es la LLC.
Site: Corresponde a la procedencia de la muestra, en este caso es de la
sangre.

Gender: Es el sexo del donante Hombre (male) o Mujer (Female).

Age: Corresponde a la edad del donante.

Stage: Corresponde al estadio del cancer.

Survirval days: Dias de supervivencia del donante una vez detectado el
cancer

SSM: Mutacion somatica simple, es decir, que afecta a las células
somaticas del donante. Las células somaticas son las que conforman el
crecimiento de los tejidos y érganos de un ser vivo y proceden de las
células madre, pero no son células germinales como un gameto (évulo o
espermatozoide).

Mutations: Es el numero de mutaciones del donante.

Genes: Es el numero de genes extraidos del donante.
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Como se observa en la tabla, la edad de los donantes esta comprendida entre
los 60 y 70 afos, edad tipica de los enfermos de LLC.

A continuacion, se observa la tabla que informa del tipo de mutaciones:

# Donors affected

D DNA change Type Consequences
Total ¥ Across all Projects

MUA47468668  chr11:2.102188685A>G single base substitution Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) «
Intron: BIRC3

MU53160118 chr11:2.102188632T>C single base substitution Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU56471599 chr11:8.102189205A>G sjng!ghqgg 7syrb7§tjtiqtri97nr Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU46849410 chr11:g.102188528T>C ;jng!ghqgg ,S,U,b,s,t,it}!t,if’n ppwng.qeyp: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU50565361  chr11:8.102207657C>- deletion of <=200bp Frameshift: BIRC3 Q547 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Exon: BIRC3

MU52146305 chr11:g.102191451AT>- deletion of <=200bp Upstream: BIRC3 171 (100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU51509242  chr11:8.102201944->T insertion of <=200bp Frameshift: BIRC3 R43257 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) «
Downstream: BIRC3

MU45327945  chr11:g.102188343T>C single base substitution Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) «
Intron: BIRC3

MU53471001 chr11:2.102188552C>T single base substitution Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU47470193 chr11:2.102188662A>G ;jng!g hqsg 7syrb7§tjtiqtri9pr Downstream: RNU6-952P 171 (100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU56294418 chr11:8.102188616A>C ;jng!g hqgg §}{Q§tj§l{'§i99 Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <

MU44300198  chr11:g.102205934C>A single base substitution Upstream: BIRC3 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) «
Downstream: BIRC3
Intron: BIRC3

MU57012128  chr11:g.102191173A>G single base substitution Upstream: BIRC3 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) «
Intron: BIRC3

MU47466715 chr11:g.102188730A>G ;j[]_g[e_ _t{a!s_e_ _s_u_b_s_t_it_qt_ipn Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU50885547 chr11:g.102188690C>T ;jng[g pa;g 7syrbrsrtj§qtj97nr Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU53156070 chr11:g.102188694T>C single base substitution Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU47469637 chr11:g.102188677A>G ;jgg[g pqsg F}’,t?s,t,it,‘ft,i?ﬂ Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU53160639 chr11:g.102188421T>A ;jng[g gqgg ?‘,“',b,sit,it,‘ft,if’ﬂ Downstream: RNU6-952P 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Intron: BIRC3

MU50560456  chr11:8.102207676->A insertion of <=200bp Frameshift: BIRC3 E553E? 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <
Exon: BIRC3

MU44303234 chr11:8.102201929AAGGG>- deletion of <=200bp Frameshift: BIRC3 IRE427 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%) <

llustracion 28: La tabla informativa sobre el nimero de mutacién y tipo de mutacion
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La informacion que ofrece la tabla es la siguiente:

a) ID: que corresponde al numero de mutacion.

b) DNA change: esta columna nos ofrece la informacién mas interesante
sobre la mutacién, ya que nos dice el cromosoma afectado, donde
empieza la secuencia en bp, la base correspondiente segun el consenso
y la mutacion causante del gen. Por ejemplo, si observamos el ID
MU4768668, vemos que la secuencia corresponde al cromosoma 11, la
referencia se localiza en 102.188.685 y la base correspondiente deberia
ser Ay ha mutado a G (A>G).

c) Type: Es el tipo de mutaciéon que se observa:

e Single base substitution: es cuando la mutacién consiste sélo en
una sustitucién de una base por otra.

e Deletion of: corresponde a la deleccion de una o mas bases, es
decir, la eliminacién de nucledtidos que deberian de estar en la
secuencia del gen.

e Insertion of: corresponde a una insercién de nucleétidos donde no
deberian insertarse, es decir, la secuencia tiene nucledtidos demas
con respecto al consenso.

d) Consequences: Consecuencias causadas por la mutacion, estas pueden
ser dadas en intrones o en exones.

e) Donors affected: Corresponde el numero de donantes afectados y
donantes afectados a través de todos los proyectos.

Por ultimo, la herramienta “Genome Viewer” que se encuentra en la seccion de
mutaciones (ver imagen), ofrece un mapa completo que indica donde se
encuentran las mutaciones comparandolas con la secuencia consenso.

Genome Viewer

Mutations
Esta informacion es muy util a la hora de localizar las mutaciones y el estudio de
las mismas.

La siguiente imagen, muestra la secuencia de ADN del gen BIRC3 y las

mutaciones asociadas marcadas con un cuadrado verde o amarillo que ofrece
informacion acerca del tipo de mutacion:
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Karyotype
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n > woh D w = VIR R O R O R O = [ SR oo O R R )
Region overview Window size: 967 nts =
102188205 102188688 102189171
Baculoviral IAP repeat containing 3 > pro\ein_coaing]
Detailed information Window size: 119 nts
102188629 102188688 102188747

Sequence = v A
\AATTTCAGGACAGAGCCTAAGGCAGAGCTCTGGCACAGGAAGGAAGTAAAACGTTTAATGAGCAAATGGACGCATGTTTCCAAGCGGTGGTAGGAAGACAGCAGTTTTTGGTTGTCTTCCT

ICGC Genes = v A

ICGC Mutations = v A

u) =) =) (=] =] =] =) ) =] =] ) 0
MU53160118 MU69523429 MU1480102MU47470193 MU69189079 MU47468668 MU53156070  MU69189081 MU68310162 MU69189083 ~ MU1563997 N
32 MU69017224 MU68144430 MU67608582 MU67608593 MU1582547 MU33593155 MU1402833 MU1489614MU1572741  MU68843078 MU69189087
168735547 MU69154266 _MU69154268 _MU69569118 MU1637050 MU47469637 MU68843073 MU69499700
14264 MU1582551 MU67608569 MU69569115 MU67608595 MU50885547 MU67608607 MU47466715
MU1520021 MU68144434 MU69407093
MU69712383

MU69114923

llustracion 29: Informacion sobre las distintas mutaciones dentro de una secuencia de ADN

La informacion que ofrece esta imagen es la siguiente:

- Cariotipo (Karyotype): que es el conjunto de cromosomas de la célula. En
este caso, aparece marcado el cromosoma 11.

- Cromosoma (Chromosome): identificacion de la region del cromosoma
donde se encuentra el gen:

- Gen de estudio (Region overview): el nombre del gen y la proteina que
codifica.

- Secuencia detallada (Detailed information): es la secuencia de
nucledtidos detallada en la region de estudio.

- ICGC Mutaciones (ICGC Mutations): son las mutaciones identificadas por
MU mas un numero obtenidas de los donantes.

Como se puede observar de los resultados, es una informacién muy completa y

detallada, pero aun se puede obtener mas informacion pasando el cursor del
raton por encima de los cuadros, como se puede observar a continuacion:
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Detailed information Window size: 119 nts
162188629 102188688 102188747

Sequence = Vv A
\AATTTCAGGACAGAGCCTAAGGCAGAGCTCTGGCACAGGAAGGAAGTAAAACGTTTAATGAGCAAATGGACGCATGTTTCCAAGCGGTGGTAGGAAGACAGCAGTTTTTGGTTGTCTTCCT

ICGC Genes = v A

ICGC Mutations = v A

=] =] ] (=] =] ﬁ ] ) =] =] ] [
MU53160118 MU69523429 MU1480102MU47470193 MU6918907’2‘ U474686r6|8 MU53156070 MU69189081 MU68310162 MU69189083  MU1563997 N
2 MU69017224 MU68144430 MU67608582 MU67€ ICGC mutation - MU47468668 MU1402833 MU1489614MU1572741  MU68843078 MU69189087
68735547 HUGQ‘I 54266 lHUGQ‘I 54268 HU695691 18 Hm 637050 N U69499700
O | mutation: A>G
4264 MU1582551 MU67608569  MU69569115 MUS| reference allele: A MU67608607 MU47466715
MU1520021 mutation type: single base substitution
project info:
MU69712383
consequences:
MU69114923 Downstream: RNU6-952P
Intron: BIRC3
source: ICGC
start-pnd: ’[02188685'102188585
Powered by Genome Maps functional impact: Low 102188685

llustracion 30: Informacion detallada sobre el tipo de mutacion

Pasando el cursor por encima del cuadrado identificado como MU47468668, se obtiene
la informacién anteriormente comentada pero resumida para una comprension mas

sencilla.

Como ejemplo, se puede realizar la busqueda de la mutacion MU52146305,
seleccionandola de la lista que ofrece la herramienta de navegacion y ver con exactitud

de qué se trata:

oo s [ [ (e D D me o

Region overview Window size: 839 nts =
MU47468668 102191032 102191451 102191870
chr11g:102188685A>G
MU53160118
chr11g:102188632T>C
MU56471599
chr11g102189205AG Detailed information Window size: 105 nts

102191399 162191451 102191503
MU46849410 Sequence = v A
EFHEAAEEAEE \AAACATATGTCCTTTTTCTCTACTTTTCATTTTTGTTACTTTTGATGGACACATGTGTTACATTGATTTCACTTTCTCATAATTCTGCTGTAAGAAAAACAATAC
MU50565361
chr11g:102207657C>- ICGCGenes = v A
MU52146305 »
Jchr11g:102191451AT>-
MU51509242

chr11g:102201944->T

U= ICGC Mutations = v A

hr11g:102188343T>C
it ) Mussssazar 2146305
MU53471001

chr11g:102188552C>T

MU47470193

llustracion 31: Ejemplo de busqueda de mutaciones en una secuencia
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Detailed information Window size: 105 nts
102191399 102191451

Sequence = v A
AAACATATGTCCTTTTTCTCTACTTTTCATTTTTGTTACTTTTGATGGACACATGTGTTACATTGATTTC

ICGCGenes = v A

ICGC Mutations = v A
(| !
MU48554747 MU52146305
ICGC mutation - MU52146305

mutation: AT>-

reference allele: AT

mutation type: deletion of <=200bp
project info:

consequences:
Upstream: BIRC3

Powered by Genome Maps b

source: ICGC
start-end: 102191451-102191452
functional impact: Low

llustracion 32: Ejemplo de delecion de dos nucledtidos en el gen BIRC3

Se trata de la delecién de dos nucledtidos, en concreto Ay T.

En conclusién, el estudio de la mutacion del gen BIRC3 a través de la
herramienta proporcionada por ICGC, ayuda al estudio y al analisis del gen en
profundidad, pudiendo ampliar el estudio sobre la poblacion afectada por la LLC
e incluso para el desarrollo de farmacos para el tratamiento del cancer. La
identificacion de las mutaciones ayuda a la comprension de la proteina que
codifica el gen, es este caso, la proteina codificada es 3T6P-A que es estudiada
en el siguiente apartado.

5.1.1. Proteina 3T6P-A codificada por el gen BIRC3

La proteina 3T6P-A, se encarga de la apoptosis de la célula ®?. Sj existe una
mutacion en el gen que se encarga de la codificacién de la proteina, puede dar
lugar a que ésta no realice la funcién correcta, por lo que la identificacion de las
regiones afectadas de la proteina, puede ayudar a la busqueda de un posible
tratamiento para la LLC.

Existe una herramienta que ofrece informacién sobre la estructura de la proteina
y de las regiones afectadas. La herramienta en cuestion se localiza en el sitio
web: http://cancer3d.orqg .
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Introduciendo el gen BIRC3 en la busqueda, devuelve como resultado la siguiente
imagen:

Mutation Frequency on 3T6P - A

llustracion 33: Proteina 3T6P

El simulador, devuelve una imagen en 3D en la que se puede observar una
escala de color que va de blanco (menor numero de mutaciones) a rojo (mayor
numero de mutaciones) y las posiciones sin mutaciones se muestran en gris, es
decir, las regiones en rojo son las mas susceptibles a mutaciones.

Para poder estudiar con profundidad qué secuencia de aminoacidos esta
afectada por mutacion, por ejemplo, una mutacién de sustitucion, se puede
descargar el fichero de la proteina y realizar una simulaciéon con la aplicacién
Chimera®. Esta aplicacion, ayuda a analizar la proteina y al mismo tiempo se
puede comparar con otra proteina consenso para ver las diferencias entre ellas
y localizar exactamente donde se encuentran las mutaciones dentro de la
proteina.

Como vemos en la siguiente imagen, hay 3 ventanas:
- Laventana de la izquierda, muestra la proteina de estudio mutada.

® https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
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- Laventana de la derecha arriba, muestra la secuencia en aminoacidos de
la proteina mutada.

- Laventana de la derecha abajo, muestra la secuencia de aminoacidos de
la proteina consenso.

Si se intenta buscar las sustituciones, vemos que éstas estan marcadas en verde
(se han senalado con unas flechas para su identificacién), tanto en la secuencia
de aminoacidos como en la molécula en 3D.

File Select Actions Presets Tools Favorites Help File Edit Structure Headers Numberings Tree Info Preferences

3t6p.pdb (#0) chain A 264 GSMQTHAARMRTFMYWPSSVPVQPEQLASAGFYYVGRNDDVKCFSCDGGL]
3t6p.pdb (#0) chain A 314 RCWE S GDDPWVEHAKWFPRCE FL | RMKGQE FVDE | QGRYPHLEQLLSTP]
3t6p.pdb (#0) chain A 364 [P T THY GP GESSSEDAVMMNTPVVKSA LEMGFNRDLVK&TVQSK I LTTGEN
3t6p.pdb (#0) chain A 414 YKTVND | VSAL LNAEDEKREEEKEKQAEEMASDDLS L IRKNRMALFQQLT
3t6p.pdb (#0) chain A 464 CVLP | LDNLLKANV INKQEHD | IKQKTQIPLQAREL IDT ILVKGNAAAN |
3t6p.pdb (#0) chain A 514 [FKNSLKE I DS TLYKNLFVDKNMKY | PTEDVSGLS LEEQLRRLQEERTCKYV
msppdb(n)cmlrmyﬂﬂKEvspceoscAps LRKCP ICRG | IKGTVRTFLS]

Quit  Hide  Help

File Edit Structure Headers Numberings Tree Info Preferences

chainA 1 MHKTASQRLFPGPSYQN IKS IMEDST | LSDWTNSNKQKMKYDFSCELYRM
chainA 51 STYSTFPAGVPVSERSLARAGFYYTGVNDKVKCFCCGLMLDNWKLGDSP |
chainA 101 QKHKQLYPSCSF IQNLVSASLGS TSKNTSPMRANS FAHSLSPTLEHSSLFS
chainA 151 GSYSSLSPNPLNSRAVED ISSSRTNPYSYAMS TEEARFLTYHMWP LTFLS)
chainA 201 PSEMRAGFYY | GPGDRVACFACGGK L SNWEPKDDAMS EHRRHFPNCP F L]
chainA 251 ENSLE R, RFS ISNLSMQTHAARMRTFMYWPSSVPVQPEQLASAGFYYVGR
chainA 301 NDDVKC FBICDGGLRCWESGDDPWV EHAKWFPRCE FL | RMKGQE FVDE 1QG
chainA 351 RYPHLLEQLLSTSDTTGEENADPP | IHFGPGESSSEDAVMMNTPVVKSAL
chainA 401 EMGFNRDLVKQTVQSK I LTTGENYKTVND | VSALLNAEDEKREEEKEKQA
chainA 451 EEMASDDLSL IRKNRMALFQQLTCVLP ILDNLLKANV INKQEHD | IKQKT
chainA 501 Q1PLQAREL IDT I LVKGNAAAN | FKNGILKE IDSTLYKNL FVDKNMKY IPT
chain A 551 EDVSGLSLEEQLRHLQEERTCK)&C&I’DKEVSVVFIPCGHLVVCQECAPSLR
chainA 601 KCP ICRG | IKGTVRTFLS

K| chain A (#1 of 1; 618 non-gap residues) Quit  Hide  Help

llustracion 34: Imagen de una proteina y su secuencia correcta (abajo) y la mutada (arriba), se marcan las regiones
afectadas por la mutacion

Con esta aplicacion, también se puede ver las deleciones (marcadas con un
recuadro rojo en la ventana de arriba y un recuadro rosa en la parte de abajo).

Aunque se observan pocas regiones en rojo, esto influye directamente en la
funcién proteica llevada a cabo, ya que el peso molecular, en el caso de las
deleciones, hace que este sea inferior al peso molecular de la proteina consenso,
por lo que el resultado sera un producto que no ejercera su correcto
funcionamiento, en este caso, la proteina no enviara la correcta sefal para la
apoptosis de la célula.

5.2. Mutaciones del gen POT1

Para el estudio de las mutaciones del gen POT1, se seguiran los mismos pasos
que en el apartado 5.1. Accediendo al portal ICGC Data y realizando la busqueda
del gen POT1, obtenemos los siguientes resultados:
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& ICGC Data Portal OOEOOGE

° KEYWORD SEARCH

POT1 x

99 results found for POT1

° POT1

Gene Name protection of telomeres 1
Synonyms  DKFZp586D211, hPot1
UniProtKB/Swiss-Prot  QINUX5
Ensembl ID  ENSG000007128513

llustracion 35: Busqueda en el portal ICGC

La informacién que reporta es de 99 resultados, aunque se debera centrar la
busqueda en el primer resultado que devuelve el nombre: “Protection Of
Telomeres 1”. Haciendo clic en el nombre del gen, obtenemos 44 proyectos, por
lo que se aplica el filtro con las siglas CLL (que corresponden a LLC eninglés) y
se obtiene el siguiente resultado:

Cancer DlStrIbUtlon Open in Advanced Search
735 DONORS AFFECTED BY 1,216 MUTATIONS ACROSS 44 PROJECTS

75

50

o . . . -
& > &
¥ ¥ ol
& & RS

nors Affec

D
~

e S W
@QY 5\@ & 5 N @"V 9
Showing 1 projects CLL x| B
Project Site Tumour Type Tumour Subtype # Donors affected v # Mutations
CLLE-ES Blood Chronic Lymphocytic Leukemia CLL with mutated and unmutated IgvVH 15/218 (6.88%) 17

llustracion 36: Grdfico de distibrucion de los tipos de cdnceres afectados por la mutacion del gen POT1

El resultado muestra que se han encontrado 17 mutaciones correspondientes a
15 donantes. La siguiente tabla devuelve informacion mas detallada:
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ID

D0223381

D06934

D0O6898

DO52703

D06410

DO052723

D0223398

D0223413

DO52709

DO52720

D0O6496

DO51966

DO6904

DO06470

DO52725

Project

GIIEES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES

CLLE-ES

Site

Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood

Blood

Gender

Female
Male
Female
Male
Male
Male
Male
Male
Female
Female
Male
Female
Female
Male

Female

Age

Survival

(days) - ssu
76 A 3612 v
68 B 2698 v
76 B 1038 v
63 A 4429 v
53 A 2653 v
58 A 2429 v
7 A 2163 v
63 1388 v
63 A 6254 v
61 A 3034 v
a4 A 16% v
62 A 5281 v
53 A 5887 v
69 B 1,630 v
70 A 3285 v

CNSM

v

v

StM

v

Available Data Types:

BXPA

v

v

2es

v

v

v

PP

# Mutations

llustracion 37: Tabla de los pacientes que presentan mutacion del gen POT1 asociado a la LLC

# Genes v

Se observa que la media de edad de las personas afectadas por la mutacién
POT1 esta entre los 50 y 70 anos, es decir, 10 afios por debajo de la media en
comparaciéon con el gen BIRC3. Este tramo de edad, entra dentro del rango de

desarrollo de la LLC.

La siguiente tabla muestra el tipo de mutaciones asociadas al POT1:

D

MU50282

MU49640

MU54819

MU49648

MU57301519

MU49773

MU57301939

DNA change

chr7:g.124537227T>A

Type

single base substitution

chr7:g.124537268T>A

chr7:g.124532338A>T

chr7:g.124511022A>C

chr7:g.124518002A>G

chr7:8.124499045T7>C

chr7:g.124517905A>G

single base substitution

single base substitution

single base substitution

single base substitution

single base substitution

Consequences

Start Gained: POT1

Exon: POT1

Downstream: POTT

Downstream: POTT

Missense: POT7 Y36N

Downstream: POT1

Stop Gained: POT7 Y66*
Exon: POTT

Intron: POT

Intron: POT1

Missense: POTT Y223C, Y20C, Y92C,

Y53C
3 UTR: POT1

# Donors affected

Total ¥

1/1(100.00%)

1/1(100.00%)

1/1 (100.00%)

1/1(100.00%)

1/1(100.00%)

1/1(100.00%)

1/1(100.00%)

Across all Projects

1/10,648 (0.01%)

1/10,648 (0.01%)

1/10,648 (0.01%)

1/10,648 (0.01%)

1/10,648 (0.01%)

1/10,648 (0.01%)

1/10,648 (0.01%)
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O Mu54599276 chr7:g.124466613T>C single base substitution Intron: POT1 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%)

O Mu51865781 chr7:g.124464066G>A single base substitution Stop Gained: POTT Q488*, Q117%, 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%)
Q619*%
3 UTR: POT1
Exon: POT1

O Mu45987128 chr7:8.124477517T>C single base substitution Downstream: POT1 1/1(100.00%) 1710,648 (0.01%)
Intron: POT1

O MuU50719489 chr7:g.124487266G>T single base substitution Upstream: POT1 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%)

Downstream: POT1

Intron: POT1
O Mus4272770 chr7:8.124493143ATTG>- deletion of <=200bp Frameshift: POT7 SM47, SM119, SM250 1/1(100.00%) 17/10,648 (0.01%)
Exon: POT1
O Mu46522824 chr7:8.124532780T>C single base substitution Exon: POT1 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%)
Intron: POT1
O Mus51518254 chr7:8.124551319A>G single base substitution Intron: POT1 171 (100.00%) 1/10,648 (0.01%)
O Mus55087158 chr7:8.124512498T>G single base substitution Intron: POT1 1171 (100.00%) 1/10,648 (0.01%)
O Mu54593615 chr7:8.124466615A>T single base substitution Intron: POT1 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%)
O Mus2972478 chr7:g.124503534C>A single base substitution Missense: POTT W8L, W139L 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.01%)
Upstream: POT1
3 UTR: POT1
Exon: POT1

llustracion 38: La tabla informativa sobre el numero de mutacion y tipo de mutacion

La mayoria de las mutaciones corresponden a un cambio en una base con
respecto a la secuencia consenso, s6lo hay una mutacién que corresponde a
una delecion. En cuanto a las consecuencias, la mayoria corresponden a
delecion en intrones o0 en 3’ UTR (UnTranslated Region — Region no Traducida
de los genes), que es la regidn no traducida de los genes. Cabe recordar que las
UTRs son muy importantes en la regulacidn de las expresiones genéticas y estan
implicadas en la correcta expresion de los genes, ya que hay proteinas que
reconocen secuencias especificas que no son codificantes del 3’ UTR.

Las siguientes imagenes muestran la siguiente informacion: el cariotipo del gen
POT1, su localizaciéon dentro del cromosoma 7, la secuencia de ADN vy las
mutaciones asociadas marcadas con un cuadrado verde o rojo, ofreciendo
informacion acerca del tipo de mutacion. En concreto, se realiza la busqueda de
la mutacion asociada a la delecion anteriormente comentada que lleva como
identificador MU54373770.
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Karyotype
MU50282

chr7gi124537227T>A

Egggﬁi %%S%%SEE%ME;

MU54819 T 2 3 z 5 G g g T 7 e 15 7 1 20 X B 18 2 7 2 {
chr7g:124532338A5T Chromosome
Musseds nE_N B LN, I RN NN N i

SR8 X2 B R & o5 2 2 B WENS 3223 205 B ORRER RN B 2B BRBEES B R & 588
chr7g:124511022A5C [ IR L TR VI LRY LR R OB Sz 2 RbLL Nk RN 230
MU57301519 Region overview Window size: 839 nts =
chr7g:124518002A>G 124492724 124493143 124493562
MU49773
€hr7g:124499045T>C
MU57301939
chr7gi124517905A>G e
Detailed information Window size: 105 nts

MU54599276 124493091 124493143 124493195
chr7g:124466613T>C Sequence = v A
MU51865781 TACCTCCATGAAGATGAAACTCTAAACTTAACATTGTCTGATTCTCTGAATTCATTGATTGAAGTTTGGTATGAAGGCTATAGATTCTAAGAAAGCTTCCAACCTY
Chr7g:124464066G>A
MU45987128 ICGC Genes + v A
GRS EE ICGC Mutations = v A
MU50719489 o270 Musazars Fusaoazss
chr7g:124487266G>T Flnsrises f
MU54272770 »
€hr7g:124493143ATTG>-

Detailed information Window size: 105 nts

124493091 124493143 124493195

Sequence = v A

TACCTCCATGAAGATGAAACTCTAAACTTAACATTGTCTGATTCTCTGAATTCATT|GATTGAAGTTTGGTATGAAGGCTATAGATTCTAAGAAAGCTTCCAACCTE

ICGC Genes = v A

ICGC Mutations = v A

m2770 - lEUA474752 E‘JMOI@ZSC!%
ICGC mutation - MUS4272770 MUT311569 A
mutation: ATTG>-
reference allele: ATTG
mutation type: deletion of <=200bp
project info:
consequences:
Powered by Genome Maps Frameshift: POTT SM250, SM119, SM47 124493143
Exon: POTT
source: ICGC

start-end: 124493143-124493146
functional impact: High

llustracion 39: Resultado que muestra informacion sobre el tipo de mutacion y la region de ADN afectada

Como se observa en estas imagenes, la mutacion consiste en la eliminacion de
4 nucleodtidos, en concreto ATTG, lo que produce un cambio de marco
(frameshift) que es importante a tener en cuenta, ya que tiene un impacto
funcional alto.

Un frameshift o cambio de marco, es una mutacion con desplazamiento, desfase
o cambio de marco de lectura y es un tipo de mutacion causada, en este caso,
por la delecion de un numero de nucleétidos que no es multiplo de tres en la
secuencia de ADN.

El gen POT1 codifica la proteina 3KJP ®" las mutaciones anteriormente

comentadas pueden afectar a la estructura de la proteina. En el siguiente
apartado lo estudiamos con mas detenimiento.
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5.2.1 Proteina 3KJP-A codificada por el gen POT1

La proteina 3KJP-A, se encarga de proteger los telomeros de los cromosomas y
se encuentra en los extremos de los brazos de los cromosomas evitando que se
adhieran a otros cromosomas, una mutacion de este gen provocara que la
proteina no actue correctamente y el proceso de division celular se vera alterado,
por lo que el estudio de las mutaciones asociadas a esta proteina puede ayudar
a un posible tratamiento de la LLC, como en el caso del gen BIRC3 anteriormente
comentado.

La herramienta que nos ofrece “Cancer3d.org”, muestra las regiones de la
proteina que estan afectadas por las mutaciones:
http://cancer3d.org/mainView.php?ensemblID=ENSP00000350249&state=MF

Mutation Frequency on 3KJP - A

llustracion 40: Proteina 3KJP-A

Se observan muchas regiones afectadas con respecto a la anterior proteina
3TP6, esto lleva a deducir que la mutacion del gen POT1 es mucho mas
evidente. Se procede a realizar la simulacién en Chimera para estudiar las
regiones y el tipo de mutacién para definir mas su estudio.
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Para comprender mejor la mutacion de la proteina 3JKP, se observa en la
siguiente imagen en 3D la proteina sin mutacion, segun secuencia consenso
obtenida de PDB/Uniprot.

File Select Actions Presets Tools Favorites Help

llustracion 41: Proteina 3KJP consenso.

A continuacion, se muestra la llustracion 42 correspondiente a la proteina 3KJP
mutada y la secuencia de aminoacidos y se observa lo siguiente:

- Laventana de la izquierda, muestra la estructura de la proteina en 3D.

- La ventana de la derecha arriba, muestra la secuencia de la proteina
mutada 3KJP, marcada en verde.

- La ventada de la derecha abajo, muestra la secuencia completa de la
proteina, y marcado en marron, las secuencias que faltan de aminoacidos
segun la secuencia consenso. Es decir, la proteina mutada no tiene todos
los aminoacidos con respecto a la secuencia consenso.

File Select Actions Presets Tools Favorites Help File Edit Structure Headers Numberings Tree Info Preferences

3KJP (#0)chainA 1[MSLVP,

Protection of telomeres protein 1 (chain A)

chalnA 01
chainA 351 | LKQKAPQQYR | RAKLRSYKPRRL FQSVKLHCPKCHL LQEVPHEGDLD | |
chain A 401
chainA 451
chain A 501
chainA 551 GTGVLEAY LMDSDKFFQ | PASEVLMDDDLQKSYDM IMDMFCPPG K DAY,
chainA 601 PWLECF IKSYNVTNGTDNQICYQI FDTTVAEDV |

all —
llustracion 42: Proteina 3KJP mutada y secuencia de aminodcidos
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En la siguiente llustracion, se observa una regidon marcada en verde, que
corresponde con las secuencias que coinciden de la proteina mutada con
respecto a la proteina sin mutar. La flecha roja, indica que en la proteina
consenso existe una region de la molécula que no se encuentra en la proteina
mutada.

File Select Actions Presets Tools Favorites Help File Select Actions Presets Tools Favorites Help

llustracion 43: A la izquierda, la proteina mutada 3KJP. A la derecha, la proteina consenso 3KJP donde se muestra la
region que no se ha codificado en la proteina mutada

En resumen, la mutacién de la proteina 3KJP conlleva a plantearnos un estudio
mas exhaustivo en cuanto al funcionamiento de la misma y de las consecuencias
que puede tener en la LLC, ya que las alteraciones en los telomeros también
estan asociadas al envejecimiento celular. Una mutacion en este gen
probablemente conlleve a que los linfocitos a envejezcan prematuramente y
conjuntamente con una mutacién del gen BIRC3 que impide la apoptosis celular,
se podria dar el caso de encontrarse con linfocitos B envejecidos que no reciben
la sefial de apoptosis.

Esta conclusidn, es una teoria asociada a la consecuencia de la posible mutacion
de los dos genes de estudio a la vez.

6. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo es un proceso en el que interviene la oxidacién. En bioquimica
se considera oxidacion a todo proceso en el que ocurre una pérdida de
electrones, captacion de oxigeno o una cesion de hidrégeno (deshidrogenacion).
Para compensar la oxidacion, en el proceso de la reduccion se captan electrones
0 se pierden oxigenos. Los procesos de oxidacion van acompafados de
procesos de reduccion ®2),

El proceso oxidativo conlleva la liberacion de radicales libres de oxigeno (RLO)
que dafan a las moléculas, entre ellas, a los acidos nucleicos, por lo que puede
alterar un proceso celular. Cuando existe un exceso de radicales libres (RL) el
equilibrio oxidacion-reduccion se ve alterado por lo que se produce el llamado
estrés oxidativo.
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Para contrarrestar los efectos del estrés oxidativo, se recomienda el consumo de
antioxidantes, que son sustancias que proceden de alimentos como: Té verde,
nueces, frutas, verduras, etc. Estas sustancias son capaces de oponerse a la
accion del oxigeno, pero no solo existen antioxidantes procedentes de la
alimentacion, también hay encimas que son capaces de metabolizar los RL y
otras sustancias como la vitamina C, vitamina E o acido ascorbico, por
ejemplo,®? que también son utilizados como biomarcadores del estrés oxidativo.

El uso de biomarcadores es util, debido a que los enfermos de cancer presentan
valores elevados de RL en el plasma. También hay que tener en cuenta que los
enfermos de cancer suelen presentar, ademas de las células neoplasicas
(células de tipo tumoral), células inflamatorias, ya que los tratamientos
oncoldgicos contribuyen a elevar los niveles del estrés oxidativo y pueden afectar
a la correcta nutricion de los pacientes ©2.

Enfocando el estrés oxidativo a nivel genético, se realizé una busqueda en la
base de datos de NCBI y se eligié el gen OXSR1°, porque es un gen que se
activa segun el nivel de estrés ambiental.

6.1. Gen OXSR1 “Oxidative Stress Responsive 1”

El gen OXSR1 pertenece a la familia de proteinas Serina (Ser) / Treonina (Thr)
quinasa, que se encarga de la regulacion de las quinasas posteriores (hacia 3’)
en respuesta al estrés ambiental y puede también jugar un papel en la regulacidn
del citoesqueleto de la actina .

El gen se encuentra localizado en el cromosoma 3, concretamente en la region:
3p22.2 y se encuentra localizado entre las bases 38.165.051 a 38.255.488,
segun la anotaciéon GRCh38.p7.
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llustracion 44: Localizacion del gen OXSR1 en el cromosoma 3

El numero de acceso en GenBank es: NC _000003.12, pero utilizaremos la
secuencia del gen OXSR1 anotada en GenBank con el niumero de acceso:
NM_005109.2 que consta de 4.525 bp en mRNA (o ARNm). La eleccién de esta
secuencia es porque es ARNm, por lo que es interesante conocer si sufre algun
tipo de mutacién que pueda ser asociada a la LLC.

® https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9943



Utilizando las herramientas que nos ofrece ICGC, se observa que el gen OXSR1
esta presente en mutaciones asociadas a la LLC, como se muestra en la
siguiente tabla:

# Donors affected

ID DNA change Type Consequences
Total v Across all Projects
MU52436746 chr3:g.38213517A>G single base substitution Intron: OXSR1 171 (100.00%) 1/10,648 (0.01%)
MU54847829 chr3:g.38237509C>A single base substitution Intron: OXSR1 171 (100.00%) 17/10,648 (0.07%)
MU36717247 chr3:g.38220117T>A single base substitution Intron: OXSR1 1/2(50.00%) 2/10,648 (0.02%)
MU45061632 chr3:8.38267646C>G single base substitution Downstream: OXSR1 1/1(100.00%) 1/10,648 (0.07%)
Intron: OXSR1
MU54225894 chr3:g.38285194G>T single base substitution Intron: OXSR1 1/1(100.00%) 1/710,648 (0.01%)

llustracion 45: La tabla informativa sobre el numero de mutacion y tipo de mutacion

Actualmente, hay 5 mutaciones identificadas en el proyecto CLLE-ES, siendo
éste el mismo proyecto que recogia las mutaciones de los genes BIRC3 y POT1.

Como se observa en la tabla, todas las mutaciones son por sustitucién de una
base en cadenas de intrones o en cadenas posteriores hacia 3.

En la siguiente imagen, se muestra con detalle un ejemplo de sustitucién de la
mutacion numero MU52436746:

MU52436746 » E
chr3g:38213517A5G %

MU54847829 g g E B = % % E E g - |
E B E B = B = =
chr3g:38237509C>A E = = = = % % E E E % =2 = = E B
E E E B E =H E B B EEEFEE B
MU36717247 T z 3 & 5 & & 5 0 w2z 1% B 2w ® ®» x m® % w® =z v v 7 = 1

chr3g:38220117T>A Chromosome

MU45061632
chr3g:38267646C>G
MU54225894 Region overview Window size: 839 nts -
chr3g:38285194G>T 38213098 38213517 38213936
Showing 5 of 5 Detailed information Window size: 105 nts
38213465 38213517 38213569
Sequence = v A
GCTTTTTGTCTGTATAGTGGGGAGAATAGTACCTATGTCACTGGGGCCGTTATATAGATTGAGTGTAATTATTTGTGGGAAGTGTTTAGCTTGTATAAAATGATAC
ICGCGenes = v A U
ICGC Mutations = v A
Fusaos00ss Mus2436746
ICGC mutation - MU52436746
mutation: A>G
reference allele: A
mutation type: single base substitution
project info:
consequences:
Powered by Genome Maps Intron: OXSR1 A 3:38213517
source: ICGC
start-end: 38213517-38213517
MAIN TOOLS DOCUMENTATION DCC functional impact: Low CLouD - ‘ L

llustracion 46: Resultado que muestra informacion sobre el tipo de mutacion y la region de ADN afectada

Como se observa en el recuadro inferior, el nucleétido A ha mutado a G. Aunque
la mutacion es en este caso se produce en intrones, si puede afectar a la cadena
final de ARNm, ya que en los intrones hay secuencias consenso que son
responsables de la correcta maduracion del ARNm.
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Si un cambio de nucleoétido afecta a una secuencia, se podria dar que el proceso
de corte y empalme (splicing) afecte al exdn y este sea incorrecto, por lo que el
ARNmM maduro puede ser no funcional. ©®

En conclusién, aunque no existe una homologia entre los genes BIRC3 y POT1
con el gen OXSR1, se podria considerar el estudio sobre este gen porque
probablemente también podria ayudar a establecer un posible marcador para la
LLC, o establecer una relacion entre los demas genes relacionados con la LLC.
Debido a que existe homologia entre los genes BIRC3 y POT1 en el “Anexo I”
estudiamos si este gen también tiene secuencias homaologas con retrovirus.

6.2. Estrés oxidativo, ARNmyla LLC

Las herramientas bioinformaticas nos ayudan a la busqueda de secuencias
homodlogas entre cadenas de ADN o similitud en cadenas de proteinas. También
pueden ayudar a construir arboles filogenéticos, encontrar ortdlogos',
pardlogos'’, ancestros comunes y entender la evolucién de especies, ya que
muchas especies han evolucionado gracias a las mutaciones de sus genes.

Utilizar las herramientas bioinformaticas para la deteccion del estrés oxidativo es
algo dificil, ya que el estrés oxidativo es un desequilibrio bioquimico que se
produce a nivel plasmatico donde se generan reacciones REDOX (reduccién —
oxidacion) y la ausencia de algunas sustancias conllevan al desequilibrio y a la
presencia de RL que pueden penetrar en la célula. En el caso del cancer, si
podemos utilizar las herramientas bioinformaticas para la deteccién de las
mutaciones genéticas.

En el cancer, las mutaciones no son un proceso evolutivo que conlleve la mejora
de la especie, sino que causa la no evolucion de una parte de ella. Es importante
comprender que muchas de las mutaciones actuales son debidas a mutaciones
exteriores que afectan de alguna forma a la célula.

Unas de las vias actuales de investigacion acerca de la causa de algunas
enfermedades, entre ellas el cancer, es el estrés oxidativo (explicado con
anterioridad) y como éste puede danar un gen de un cromosoma para que
codifique mal una proteina. Los factores externos influyen en el estrés oxidativo
ya que se produce un desequilibrio de los radicales libres con el proceso de
reduccion de los mismos.

" Los genes ortologos, son secuencias homélogas que se han separado cunado una especie diverge en dos especies
separadas, es decir, divergen del mismo gen.

" Dos o mas secuencias homologas se dicen que son paralogas si un gen de un organismo se duplica para ocupar dos
posiciones diferentes dentro de un mismo genoma.
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Los radicales libres pueden afectar a cualquier parte de la célula y por
consiguiente a cualquier cromosoma, pero parece ser que hay algunos genes
que son mas susceptibles a una mutacion causada por el estrés oxidativo que
otros genes.

Si este tipo de radicales libres afecta a una secuencia de ADN, la cadena de
ARNm también sera afectada y por tanto el resultado de la sintesis de ARNm
sera una proteina que sea defectuosa y conlleve a desarrollar un tipo de cancer.

En el caso de la LLC, el estrés oxidativo puede afectar a las células madre
encargadas de generar linfocitos B haciendo que estos sean defectuosos y sean
de tipo cancerigeno. Se puede dar el caso que los RL afecten a la secuencia de
ADN que codifica a los linfocitos B, por ejemplo, cuando un linfocito B se clona,
en el proceso interviene el microARN, que es una cadena corta de ARNm, que
puede ser afectada por un RL en el momento que sale del nucleo celular, por lo
que el clon seria defectuoso.

Si este clon de linfocito B se multiplica, también sera defectuoso y si no se activa
el sistema de control de apoptosis celular, estas células seguiran clonandose
generando linfocitos cancerigenos.

En conclusion, las investigaciones muestran una relacion entre enfermedades
de tipo cancer, concretamente de la LLC, y el estrés oxidativo. Es importante el
uso de las herramientas bioinformaticas, de esta forma, se puede entender como
se produce la mutacién de una célula que no esta afectada por estrés oxidativo
comparandola con otra célula que si esté afectada por estrés oxidativo y asi,
comprender qué alteraciones se producen a nivel de ADN o a nivel de proteina.

7. Retrovirus y la LLC

En el proceso de busqueda de homologias entre posibles genes causantes de
la LLC, se han encontrado homologias entre algunos retrovirus y la LLC.

Es conocido que entre un 5-8% del genoma humano esta formado por cadenas
de retrovirus endégenos (ERV) ©®. La palabra endégeno, significa que se origina
0 nace en el interior y aplicandolo a nivel biolégico, lo podemos definir como la
célula que se forma dentro de otra. Los retrovirus enddégenos son elementos
virales endogenos en el genoma, que son similares entre si y pueden ser
derivado de un retrovirus.

Un retrovirus es un virus que pertenece a la familia de Retroviridae y consta de

un genoma de ARN monocatenario y replicandose de manera inusual a través
de una forma intermedia de ADN bicatenario. Este proceso es llevado a cabo por
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una encima que se llama retrotranscriptasa o transcriptasa inversa, que esta
presente en los retrovirus. La funcion de la transcriptasa inversa es la de
sintetizar ADN de doble cadena utilizando como molde un ARN monocatenario.
Una vez que se ha realizado el proceso de ARN monocatenario a ADN, éste se
inserta dentro del ADN propio de la célula infectada donde se comporta como un
gen mas.

Los retrovirus son causantes de muchas enfermedades, incluyendo canceres.

7.1 Homologias entre el gen BIRC3 y retrovirus

La busqueda de homologias entre el gen BIRC3 y los retrovirus se realizd de una
forma sencilla. Por una parte, tenemos la secuencia del gen BIRC3 y por otra
parte realizamos las consultas en las bases de datos que proporciona la
herramienta BLASTN alojada en el NCBI.

Query ID NC 018922.2 Database Name nr
Description Homo sapiens chromosome 11, alternate assembly CHM1_1.1 Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type dna Program BLASTN 2.6.1+ b Citation

Query Length 21955

Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

© Graphic Summary,

Distribution of the top 279 Blast Hits on 8 subject sequences ©
Mouse over to see the ftitle, click to show alignments

Color key for alignment scores
W <40 W40-50 50-80 M 80-200 W >=200
Query I 1
102079141 102083141 102087141

1 I I
102071142 102075141

102091141

Select: All None Selected:0
1 Alignments. o

Max Total Query E

Description
score score cover  value

Ident  Accession

in endogenous retrovirus H HERV-H/env60 proviral copy, clone 734E12 349 2699 14% 1e-95 B5% AJ289710.2

n endogenous retrovirus HMLE proviral clone HML6p, putative leader region, gag, pro and pol pseudogenes 338 2523 13% 292 88% U86698.1

Human endogenous retrovirus clone ERV FTD putative reverse transcriptase (pol) pseudogene, partial cds 338 2508 14% 292 86% U27241.1

Human endogenous retrovirus strain XA34 pol gene, partial cds, and 3' Alu 336 2524 14% 9e-92 84% U29659.1

EEEEEEE
B B 2 B 2 B 3B 3
EE@EREREREEE

us HERV-K(1I) DNA, complete sequence and flanking region 316 7613 16% 8e-86 84% AB047240.1
virus strain XA38 pol polyprotein (pol) gene, partial cds 248 4280 15% 3e-65 79% U37066.1
virus K (HERV-K) elements, clone C7 170 2431 1% B8e-42 79% Y17832.2
virus HERV-K(1) DNA, complete sequence and flanking region 161 6004 15% 4e-39 72% AB047209.1

llustracion 47: Resultado de la busqueda BLASTN del gen BIRC3 y retrovirus HERV

Como se observa en la imagen, existe homologia entre Human endogenous
retrovirus (HERV) del tipo H y del tipo K con la secuencia del gen BIRC3,
obteniéndose como mejor resultado un Identity del 85%, con un Cover del 14%
y un E-value 1e-95. Esto indica que hay partes conservativas en la secuencia de
BIRC3 que son homologas a con HERV, es decir, que esas partes conservativas
tienen un ancestro en comun, en concreto el retrovirus endégeno humano, que
durante la evolucion ha formado parte de la secuencia del ADN humano. La
secuencia completa puede ser consultada aqui: https://goo.gl/6LcAYi
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Si utilizamos la secuencia del gen POT1 y la comparamos con el HERV, se
obtienen los siguientes resultados:

Query ID NG 029232.1 Database Name nr
Description Homo sapiens protection of telomeres 1 (POT1), RefSeqGene on chromosome 7 Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.6.1+ & Citation

Query Length 107597

Other reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

(& Graphic Summary

Distribution of the top 417 Blast Hits on 8 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W<40 W40-50 50-80 Ws0-200  W>=200
| 1 1 Qe 1 1
5001 25000 45000 65000 85000 105000
Select: All None Selected:0
I Alignments o
Description LR RIS o Aerein
score  score cover  value
Humar dog retrovirus H HERV-H/env60 proviral copy, clone 734E12 399 5337 5% 4e-110 89% AJ289710.2
Human retrovirus clone ERV FTD putative reverse o) partial cds 380 5327 5% 8e-107 90% 27241
Hum: retrovirus strain XA34 pol gene, partial cds, and 3' Alu 370 5156 5% 2e-101 87% U29659.1
Human retrovirus HML® proviral clone HML6p, putative leader region, gag, pro and pol 356 4832 5% 5e-97 90% U86698.1
Hum: retrovirus HERV-K(1l) DNA, complete sequence and flanking region 336 12796 5% 4e-91 85% AB047240.1
Hum, retrovirus strain XA38 pol polyprotein (pol) gene, parial ods 304 7760 5% 2081 84% U3TO06E.1
Hum: retrovirus K (HERV-K) elements, clone C7 179 4713 3% 7e-44 B1% Y178322
Human en \dogenous re trovirus HERV-K(1) DNA, complete sequence and flanking region 172 10529 5% 1e41 88% AB047209.1

llustracion 48: Resultado de la busqueda BLASTN del gen POT1 y retrovirus HERV

Como se observa en la imagen, los resultados son practicamente iguales a los
del gen BIRC3, aunque si nos fijamos en la columna del Cover, éste valor obtiene
un maximo del 5%, inferior al de BIRC3, esto es debido a que la secuencia del
gen POT1 es mayor (107.597 bp) que la del gen BIRC3 (21.955 bp). La
secuencia completa se puede consultar aqui: https://goo.gl/uUe01t

En los resultados obtenidos en ambos genes, se observa que existe una
codificacion parcial Alu (en la tercera linea del resultado de alineamientos). Una
secuencia Alu es una secuencia de ADN de aproximadamente 300 bp y se
encuentra en muchos lugares del genoma de los primates. Estas secuencias se
analizan mediante técnicas de PCR, que consiste en la reaccién en la cadena
de polimerasa, técnica muy empleada para obtener copias de fragmentos de
ADN.

Las secuencias Alu son muy abundantes dentro del genoma humano y estas
secuencias se situan hace aproximadamente 65 millones de afos, que coincide
con el origen de los primates. Es importante este dato, ya que las inserciones
con estas secuencias han sido vinculadas con enfermedades heredables en
humanos, incluyendo varias formas de cancer. ©®

Podemos ampliar la busqueda con otro tipo de retrovirus, entre ellos el VIH-1
que se comenta a continuacion.
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7.2. Retrovirus HTLV-I/Il y HTLV-HI (VIH-1)

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo | o VIH-1, es un lentivirus que
pertenece a la familia de los retrovirus y causa con el tiempo el “Sindrome de la
Inmunodeficiencia Adquirida” (SIDA), " ya que debilita los linfocitos T CD4+. ¥

En concreto, uno de los nombres que se dio al VIH-1 en sus inicios fue HTLV-III,
Human T-Lymphotrophic Virus type Ill ®9 lo que viene a significar: Virus
Linfotropico de células T Humanas tipo lll.

Existen ademas dos tipos de HTLV: el HTLV-l que es un retrovirus de tipo
oncolégico que puede provocar leucemia o linfoma de células T en el adulto y el
HTLV-Il, que no se conoce todavia qué tipo de enfermedad puede llegar a
desarrollar, aunque no se encuentra relacién directa con la leucemia. %

Cuando se realizaron las busquedas de homologias de los genes BIRC3 y POT1,
se obtuvieron como resultados secuencias asociadas al VIH-1, no se obtuvo
como resultado ningun HTLV-I/Il. Debido a esto, se compararon los virus VIH-1
con HTLV-I/ll obteniéndose, como se puede ver a continuacién, que el virus VIH-
1 no tiene homologia aparentemente con HTLV-I/Il, aunque pertenezcan a la
misma familia. Este es el motivo por el cual sélo se estudiara la homologia de
retrovirus entre VIH-1 y los genes BIRC3 y POT1.

Se ha tomado por un lado el virus HTLV-I con numero de acceso en GenBank:
J02029.1 y se ha realizado una consulta con la herramienta BLASTN en NCBI,
en la base de datos nr/nt. Se han introduciendo las siguientes nomenclaturas en
el campo Organism (campo donde se introduce el nombre del organismo a
buscar o taxid, que es un numero asociado al organismo):

- HIV (taxid:11676)

- HIV-1 (taxid:11676)

- human immunodeficiency virus 1 HIV-1 (taxid:11676)

- AIDS virus (taxid:12721)

- AIDS virus (taxid:11709)

- Aids-associated retrovirus (taxid:11966)

- Simian-Human immunodeficiency virus (taxid:57667)

- Simian-Human immunodeficiency virus 1 (taxid:1563316)

El motivo por el cual se introducen tantos nombres, es para ampliar el campo de
busqueda, ya que el virus VIH-1 (HIV-1 en inglés), puede ser accedido por

multiples nombres.

El resultado de la busqueda es mostrado en la siguiente imagen:

62



Query ID 102029.1 Database Name nr
Description Human T-cell lymphotropic virus type I (proviral), complete genome Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.6.1+ b Citation
Query Length 9068

Other reports: & Search Summary, [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

©Graphic Summary

Distribution of the top 5 Blast Hits on 5 subject sequences &

Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W<40 W40-50 50-80 Ws0-200  W>=200
| 1 | auen | 1 |
1 1500 3000 4500 6000 7500 9000
Select: All None Selected:0
I Alignments. o
Description Max | Total |Query| B |00 | Acceseion
score score | cover value
HIV-1 isolate 030-00777-8_030CT96 from USA pol protein (pol) gene, partial cds 50.0 50.0 0% 0.005 91% KF729844.1
HIV-1 isolate 030-00186-4_310CT96 from USA pol protein (pol) gene, partial cds 50.0 50.0 0% 0.005 91% KF729839.1
HIV-1 isolate 10164741 pol protein (pol) gene, partial cds 500 500 0% 0.005 91% HQ684963.1
HIV-1 isolate NC6002-2000 from USA pol polyprotein (pol). gene, partial cds 500 50.0 0% 0.005 91% AY032245.1
HIV-1 isolate SP148_00 from Brazil protease (pol) gene, partial cds 50.0 50.0 0% 0.005 91% AY441845.1
[EDownload ~ GenBank Graphics ¥ Next A Descriptions

HIV-1 isolate 030-00777-8_030CT96 from USA pol protein (pol) gene, partial cds
Sequence ID: KF729844.1 Length: 1302 Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 61 to 95 GenBank Graphics

Score Expect  Identities Gaps Strand
50.0 bits(54) 0.005 32/35(91%) 0/35(0%) Plus/Plus
Query 2251 2285
. JLLLLLLLTLLCETTITLEETELEL 1]
Sbject 61
[EIDownload v GenBank Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

HIV-1 isolate 030-00186-4_310CT96 from USA pol protein (pol) gene, partial cds
Sequence ID: KF729839.1 Length: 1302 Number of Matches: 1

Related Information
Range 1: 61 to 95 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
50.0 bits(54) 0.005 32/35(91%) 0/35(0%) Plus/Plus

Query 2251 2285

. LU LT T

sbjct 61 95
BDownload ~ GenBank Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions
HIV-1 isolate 10164741 pol protein (pol) gene, partial cds

Sequence ID: HQ684963.1 Length: 1968 Number of Matches: 1

Related Information

Range 1: 52 to 86 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps strand

50.0 bits(54) 0.005 32/35(91%) 0/35(0%) Plus/Plus

Query 2251 2285

sbjct 52

llustracion 49: Resultado de la busqueda con BLASTN del virus HTLV-l y HIV-1

En conclusion, no se puede decir que exista una homologia, ya que sélo hay una
secuencia de 32 bp con un E-value de 0.005, y teniendo en cuenta que hay miles
de secuencias de VIH-1 en las bases de datos nr/nt, estos resultados no son
concluyentes de una homologia y menos cuando se trata de un virus que se
supone que es de la misma familia de retrovirus.

Si hacemos la misma busqueda con el virus HTLV-Il cuyo niumero de acceso en
GenBank es AF412314.1, no obtenemos ningun resultado positivo de
homologia:

Query ID AF412314.1 Database Name nr
Description Human T-cell lymphotropic virus type 2, complete genome Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.6.1+ Citation

Query Length 8962

© No significant similarity found. For reasons why,click here

Other reports: > Search Summary

llustracion 50: Resultado de la busqueda con BLASTN del virus HTLV-Il y HIV-1
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Por lo que se deduce que el HTLV | y Il no son de la misma familia que el HTLV-
Il o VIH-1. Se podria buscar algun tipo de ancestro comun o similaridad
utilizando herramientas como TBLASTX, que convierte la secuencia de ADN en
secuencias de aminoacidos y después las compara, pero no es el ambito de este
estudio, por lo que se deja una puerta abierta para una futura investigacion.

7.2.1 Homologias entre VIH-1 y genes BIRC3 y POT1

Como se ha comentado en el apartado anterior, se procede al estudio de la
homologia de los genes BIRC3 y POT1 con el VIH-1.

Por un lado, tenemos la secuencia de BIRC3 y por otro lado usaremos todos los
accesos disponibles al VIH-1 en la base de datos nr/nt utilizando la herramienta

BLASTN en NCBI.

En la siguiente imagen se muestran los resultados limitado a 100 alineamientos.

Query ID NC 018922.2 Database Name nr
Description Homo sapiens chromosome 11, alternate assembly CHM1_1.1 Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type dna Program BLASTN 2.6.1+ b Citation
Query Length 21955
Other reports: >Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]
© Graphic Summary.
Distribution of the top 200 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores
W<40 W 40-50 50-80 W80-200 W >=200
| I I Query | |
102071142 102075141 102079141 102083141 102087141
102091141
Select: All None Selected:0
11 Alignments )
Description Max | Total |Query| E |0l pccossion
score score cover value
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.2#30 343 3147 14% 4e-91 86% AB256280.1
Homo sapiens clone AD-13 HIV-1 integration site 338 8223 15% 2e-89 B86% AY255031.1
HIV-1 isolate M0107v1d14-5M15-C1 from USA genomic sequence 322 3014 14% 1e-84 B85% KT982185.1
HIV-1 isolate M0107v1d14-5M12-H12 from USA genomic sequence 322 3014 14% 1e-84 85% KT982179.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M12-C07 from USA genomic sequence 322 3014 14% 1e-84 85% KT982067.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M05-B08 from USA genomic sequence 322 3014 14% 1e-84 85% KT982053.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M05-B05 from USA genomic sequence 322 3014 14% 1e-84 85% KT982052.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M05-B04 from USA genomic sequence 322 3014 14% 1e-84 85% KT982051.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M05-B03 from USA genomic sequence 322 3014 14% 1e-84 B85% KT982050.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M03-E07 from USA genomic sequence 322 3014 14% 1e-84 85% KT982042.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M01-A03 from USA genomic sequence 322 3014 14% 1e-84 85% KT982027.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:050204Pt.3#1 322 2504 13% 1e-84 85% AB256413.1
HIV-1 isolate M0107v1d14-5M12-HO7 from USA genomic sequence 318 2996 14% 2e-83 84% KT982178.1
HIV-1 isolate M0102v1d14-5M27-GO1 from USA genomic sequence 313 2791 14% 7e-82 B4% KT982173.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:050204Pt.3#276 313 2236 13% 7e-82 B1% AB256463.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:990709Pt. 14354 295 2606 13% 2676 85% AB256140.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.2#238 286 3027 15% 1e-73 82% AB256303.1
Homo sapiens clone AD-5 HIV-1 integration site 282 3985 15% 1e-72 82% AY255023.1
Homo sapiens clone AL-18 HIV-1 integration site 280 2201 12% 4e-72 84% AY253279.1

llustracion 51: Resultado de la busqueda con BLASTN del gen BIRC3 y HIV-1
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Como se puede observar, existe una homologia entre el gen BIRC3 y el VIH-1,
en concreto en la parte llamada integracion LTR o integration site. Los valores
obtenidos son del 86% de identidad y un E-value de 4e-91. Estos valores son
parecidos a los obtenidos por el virus HERV, de hecho, si se observa el
alineamiento completo que se puede consultar aqui: https://goo.gl/50Y|31, se
observan que las secuencias son muy parecidas.

Si realizamos la misma busqueda para el gen POT1, se obtienen los siguientes
resultados que se muestran en la siguiente imagen:

Query ID NG 029232.1 Database Name nr
Description Homo sapiens protection of telomeres 1 (POT1), RefSeqGene on chromosome 7 Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.6.1+ b Citation
Query Length 107597
Other reports: »Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]
S Graphic Summary,
Distribution of the top 200 Blast Hits on 100 subject sequences ©
Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores
W<40 W 40-50 50-80 W80-200 W>=200
I I | Query I I I
5001 25000 45000 65000 85000 105000
Select: All None Selected:0
11 Alignments o
Max = Total E
Description CPIeLITE Ident  Accession
score score cover value
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.2#115 668 2030 1% 0.0 93% AB256289.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt. 24184 616 1810 1% 2e-172 94% AB256209.1
Homo sapiens clone AD-13 HIV-1 integration site 403 15206 5% 3e-108 91% AY255031.1
Homo sapiens clone AD-5 HIV-1 integration site 381 7754 5% Be-102 89% AY255023.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site o 1341 372 5028 5% 4e-99 89% AB256413.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site 34276 336 4374 5% 388 B5% AB256463.1
Homo sapiens clone AD-10 HIV-1 integration site 325 4003 3% 6e-85 91% AY255028.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.24238 324 5115 5% 2e-84 B85% AB256303.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.2#30 324 5727 5% 2e-84 B84% AB256280.1
HIV-1 isolate M0107v1d14-5M15-C1 from USA genomic sequence 322 5207 5% 7e84 B86% KI982185.1
HIV-1 isolate M0107v1d14-5M12-H12 from USA genomic sequence 322 5207 5% 7e-84 B6% KT982179.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M12-C07 from USA genomic se quence 322 5207 5% 7e-84 B86% KT982067.1
HIV-1 isolate CO003v1d14-5M05-B08 from USA genomic sequence 322 5207 5% 7e-84 B86% KT982053.1
HIV-1 isolate CO003v1d14-5M05-BO5 from USA genomic sequence 322 5207 5% 7e84 B86% KI982052.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M05-B04 from USA 322 5207 5% 7e-84 B6% KT982051.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M05-B03 from USA genomic sequence 322 5207 5% 7e-84 B86% KT982050.1
HIV-1 isolate CO003v1d14-5M03-EO7 from USA genormic sequen 322 5207 5% 7e-84 B86% KT982042.1
HIV-1 isolate CO003v1d14-5M01-A03 from USA genomic sequence 322 5207 5% 7e84 B86% KI982027.1
HIV-1 isolate M0107v1d14-5M12-HO7 from USA genomic sequence 318 5146 5% B8e-83 B6% KT982178.1

llustracion 52: Resultado de la busqueda con BLASTN del gen POT1 y HIV-1

Como se puede observar, existe homologia entre el gen POT1 y el virus VIH-1y
se obtienen unos valores mejores con respecto al anterior gen BIRC3. EI
resultado del alineamiento se puede consultar aqui: https://goo.gl/BmDfdT
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En conclusion, se puede deducir que existe homologia entre los dos genes de
estudio y la parte integracion del virus VIH-1.

8.LLC vy el gen TP53

Una de las causas por las que la LLC tiene un complicado prondstico de curacion
es debido a un mal funcionamiento del gen TP53. Este gen codifica la proteina
tumoral p53 (o p53) que actua como supresor de tumores, lo que significa que
esta proteina es la encargada de regular la division celular, vigilando que las
células no tengan un crecimiento o una division demasiado rapida o de manera
incontrolada.

La proteina p53 se encuentra en el nucleo de las células de todo el cuerpo y se
une directamente al ADN. Cuando la célula es dafada por agentes externos
como rayos ultravioletas, radiacion, sustancias quimicas, etc., la p53 se encarga
de determinar si el ADN sera reparado o si la célula dafada se autodestruira
(apoptosis).

En el caso de que el ADN pueda ser reparado, la p53 es la encargada de la
activacion de otros genes que participan en la reparacion del dafio. Si ocurre el
caso contrario, es decir, si el ADN no puede ser reparado, la p53 impide que la
célula se divida, facilitando que se produzca la apoptosis ©®. Llegados a este
punto, se ha de tener presente que el gen BIRC3 relacionado con la LLC se
encarga de la apoptosis celular, por lo que, si este gen no ejerce correctamente
su funcion, no podra programar la muerte celular.

La localizacion del gen TP53, se encuentra en el cromosoma 17, concretamente:
17p13.1, entre los pares de bases: 7.668.402 hasta 7.687.550, segun la
anotacion GRCh38.p7.

pl3.3
pl3.2
pl3.1
plz
pll.2
pll.1
qll.1l
qll.2
ql2
q2l.1
q2l.2
g2l1.31
q2l.32
q21.33
q22
gq23.1
q23.2
q23.3
q24.2
q24.3
g25.1
g25.2
q25.3

llustracion 53: Localizacion del gen TP53 en el cromosoma 7

Para ver el comportamiento del gen TP53 en la LLC, se consultan los datos de
mutaciones que ofrece ICGC. Realizando una busqueda en el servidor de datos,
aparece que si existe mutaciones de este gen asociadas a pacientes conla LLC,
bajo el nombre de proyecto CLLE-ES. Como se oberva en la siguiente imagen,
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la tabla muestra las edades de los pacientes, que estan comprendidas entre los
60 y 80 anos, lo que nos indica que concuerda con los datos en los que la LLC
es detectada:

1D

D0223401
DO52706
DO7166
DO52720
DO52716
DO6434
DO52710

DO6730

llustracion 54: Tabla que muestra el estudio de pacientes con mutacion en el gen TP53 y su asociacion con la LLC

Project

CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
CLLE-ES
GIIEES)
CLLE-ES
CLLE-ES

CLLE-ES

Site

Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood
Blood

Blood

Gender

Male
Female
Male
Female
Female
Female
Male

Male

Age

62
75
62
61
61
45
86

67

Stage

A

Survival

(days)
3,364
1,914
1,890
3,034
1,310
3,407
1177

2,604

SSM

v

CNSM  StSM  SGV  METH-A  METH-S EXP-A  EXP-S PEXP miRNAS  JCN

v

v

v

v

v

v

Available Data Types:

v

v

v

v

v

v

v

v

v

# Mutations  # Genes v

2

En la siguiente tabla, se observa la informacién de las mutaciones relacionadas
conelgen TP53ylaLLC.
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# Donors affected
ID DNA change Type Consequences
Total v Across all Projects

MU4807 chr17:g.7578190T>C single base substitution Missense: TP53 Y127C, Y88C, Y220C 2/58(3.45%) 58/ 11,704 (0.50%)
Upstream: TP53
Exon: TP53
Downstream: TP53
Intron: TP53

MU25915 chr17:g.7576851A>C single base substitution Splice Donor: TP53 171 (100.00%) 1/11,704 (0.01%)
Downstream: TP53
Intron: TP53

MU1101758 chr17:8.7577566T>C single base substitution Missense: TP53 N239D, N146D, N107D 1/5(20.00%) 5/11,704 (0.04%)
Upstream: TP53
Exon: TP53
Downstream: TP53

MU3103824 chr17:g.7576851A>G single base substitution Splice Donor: TP53 1/3(33.33%) 3/11,704 (0.03%)
Downstream: TP53
Intron: TP53

MU28655667 chr17:g.7577545T>A single base substitution Missense: TP53 M153L, M246L, M114L 172 (50.00%) 2/11,704 (0.02%)
Upstream: TP53
Exon: TP53

Downstream: TP53

MU11229 chr17:8.7577547C>T single base substitution Missense: TP53 G113D, G152D, G245D 1/18(5.56%) 18 /11,704 (0.15%)
Upstream: TP53
Exon: TP53

Downstream: TP53

MU70725 chr17:g.7578403C>T single base substitution Missense: TP53 C44Y, C176Y, C83Y 1719 (5.26%) 19/11,704 (0.16%)
Upstream: TP53
Exon: TP53

Downstream: TP53

MU54541660 chr17:8.7577953C>T single base substitution Upstream: TP53 1/1(100.00%) 1/11,704 (0.01%)
Exon: TP53
Downstream: TP53

Intron: TP53

MU25506 chr17:g.7578413C>G single base substitution Missense: TP53 V173L, V41L, V80L 1175 (20.00%) 5/11,704 (0.04%)
Upstream: TP53
Exon: TP53

Downstream: TP53

llustracion 55: La tabla informativa sobre el nimero de mutacién y tipo de mutacion del gen TP53

Como se observa en la tabla, las mutaciones se deben a un cambio de
sustitucion de base y en la mayoria de los casos es en exones y en las cadenas
posteriores hace 3’ y anteriores hacia 5’.

8.1. Homologia entre el gen TP53 y los genes BIRC3 y POT1

A continuacion, se estudiara la homologia del gen TP53 con los genes BIRC3 y
POT1 por si existiera una relacion entre ellos que pueda asociar algun patrén de
comportamiento. Para ello utilizaremos la herramienta BLASTN en el portal
NCBI.

En la siguiente imagen, se observan los resultados de la homologia entre el gen
TP53 y POT1:
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Subject ID
Description
Molecule type
Subject Length
Program

NG_029232.1
Homo sapiens protection of telomeres 1 (POT1), RefSeqGene on chromosome 7
nucleic acid

114598

BLASTN 2.6.1+ b Citation

Query ID

Description
Molecule type
Query Length

NM_000546.5

Homo sapiens tumor protein p53 (TP53), transcript variant 1, mRNA
nucleic acid

2501

Other reports: >Search Summary, [MSA viewer]

©Graphic Summary,

Distribution of the top 49 Blast Hits on 1 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
<40 W 40-50 50-80 80-200 W >=200
I I I Query | | |
1 500 1000 1500 2000 2500
—
(© Dot Matrix View
Plot of NM_000546.5 vs NG_029232.1 &
3
J—
¥
e TP PR P P P P P P W P P N S AP P W |
NM_000546.5 600 80 1K 1200 1400 1600 1800 2K 2200 2,591
©Descriptions
Select: All None Selected:0
I Alignments o
Description Max | Total |Query | E | 0] Accession
score score cover value
Hormo sapiens protection of telomeres 1 (POT1), on 7 237 5868 12% 9e-64 79% NG 029232.1

llustracion 56: Resultado de BLASTN del gen TP53 y POT1

Como resultado, se obtiene que el gen POT1 tiene una homologia con respecto
a TP53 con un valor de identidad del 79% y un E-Value de 9e-64. El alineamiento
completo puede ser consultado aqui: https://goo.gl/x2uADb . Se aprecia que es
al final de la secuencia del gen PT53 en donde se encuentra la homologia con
respecto a POT1.

Por ultimo, en la siguiente imagen se muestra la homologia entre el gen p53 y
BIRC3:

Query ID

Description
Molecule type
Query Length

Subject ID
Description
Molecule type
Subject Length
Program

NM_000546.5
Homo sapiens tumor protein ps3 (TPS3), transcript variant 1, mRNA
nucleic acid

2501

Other reports: & Search Summary [MSA viewer]

©Graphic Summary

NC_018922.2
Homo sapiens chromosome 11, alternate assembly CHM1_1.1
dna

21955

BLASTN 2.6.1+  Citation

Distribution of the top 18 Blast Hits on 1 subject sequences &

Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W<40 W40-50 50-80 W80-200  W>=200
I I e | !
1 500 1000 1500 2000 2500
—
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(© Dot Matrix View

Plot of NM_000546.5 vs NC_0189222 &

134,889,443

©Descriptions

Select: All None Selected:0
i Alignments o

Description Max Total Query E
v

Ident  Accession
re score cover value

Homo sa ipiens. 11, alternate assembly CHM1_1.1, whole genome shotgun sequence 239 2472 12% 5e-65 78% NC 0189222

llustracion 57: Resultado de BLASTN del gen TP53 y BIRC3

Como podemos observar en el resultado de la alineacion, existe una homologia
al final del gen TP53 con un valor de identidad del 72% y un valor E-value de 5e-
65. El alineamiento completo se puede consultar aqui: https://goo.gl/3Qowf1 .
Como se observa, el alineamiento es muy similar al POT1.

Esto resultado lleva a pensar si también existira una homologia entre el gen TP53
y el virus VIH-1, que se tratara en el siguiente apartado:

8.2. Gen TP53 y VIH-1

Como se observé en apartados anteriores, existe una homologia entre los genes
BIRC3 y POT1 con el virus VIH-1. Realizando las mismas busquedas que con
los anteriores genes y utilizando la herramienta BLASTN en el portal NCBI,
obtenemos los siguientes resultados:
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Query ID NM 000546.5 Database Name nr
Description Homo sapiens tumor protein p53 (TP53), Description Nucleotide collection (nt)
transcript variant 1, mRNA Program BLASTN 2.6.1+
Molecule type nucleic acid
Query Length 2591

Graphic Summary

Distribution of the top 139 Blast Hits on 100 subject sequences
Color key for alignment scores
W <40 W 40-50 [ 50-80 M 80-200 W >=200
1 Query 1 1
1 500 1000 1500 2000 2500

A

Descriptions
Sequences producing significant alignments:

Description Max Total Query E Ident Accession
score score cover value
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site,
isolate:011102Pt 2430 257 305 " 6e-66 80%
Ug//:g:::f:;?c’wsg;ﬂg\l? 4-5M15-C1from 550 250 10% 8e-64 80% KT982185.1
32//;195::I>arﬁc'\221qzzrl\1ci14-5M1 2H12from o5y 250 10% 8e-64 80% KT982179.1
UQ//SQI::E::‘?JQZ;EQ;? 4-BMI2-HOT from 50 250 10% 8e-64 80% KT982178.1
Eg’:g':r:’:::‘elc?e‘;ti‘:cde”'s'“12'007 from 250 250 10% 8e-64 80% KT982067.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M05-B08 f
USA g::oamelc seque‘:‘ce oM 250 250 10% 8e-64 80% KT982053.1
Bg//;1g':$;elcii%?i‘:‘1cde14'5M°5'B°5 from 550 250 10% 8e-64 80% KT982052.1
Ug’:g'::fr;elciioq?fe‘:cde14'5""05"504 from 250 250 10% 8e-64 80% KT982051.1
Ug//;1g::vlaar:\eic(:si()q?ii\:11(je14-5M05-Bc'3 from 250 250 10% 8e-64 80% KT982050.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M03-E07 f
Usa g:r?::“elc Seque‘:‘ce oM 250 250 10% 8e-64 80% KT982042.1
Bg’:g::':ﬁccsioqzse‘:‘t’;4'5M°1’A°3 from 250 250 10% 8e-64 80% KT982027.1
Eg’:g'(:s{')?;?xz;gi‘:;‘:4'5M27‘G°1 from 32 232 10% 2e-68 79% KT982173.1
Homo sapiens clone AD-13 HIV-1 integration 212 615 1% 2652 77% AY255031.1

site

llustracién 58: Resultado de la busqueda en BLASTN del gen TP53 y VIH-1

Como se observa en los resultados, existen al menos mas de 100 alineaciones
que devuelven una homologia entre el gen TP53 y el virus VIH-1 en la region de
integracion “Integration site”. Los valores que nos devuelve BLASTN en cuanto
a la identidad son del 80% con un E-Value de 6e-66. También se encuentra esta
homologia al final de la secuencia del gen TP53. Los resultados del alineamiento
se pueden consultar aqui: https://goo.gl/DnvicK
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En resumen, segun vemos en estos resultados, sabemos que el virus VIH-1 es
un lentivirus de origen primate (el virus de la inmunodeficiencia simia “salt¢” de
los simios a los humanos) y que ataca a las células del sistema inmunitario, por
lo que parte de su cddigo genético coincide con parte del codigo genético de
algunos genes relacionados con la LLC. El motivo de esta coincidencia deberia
de ser estudiado con mas detenimiento.
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Capitulo 3: Conclusiones

1. Conclusion final

Hoy en dia, las herramientas de software para secuenciacion de genomas y
prediccion genética han avanzado a gran escala. Este tipo de herramientas
bioinformaticas son de gran utilidad para el estudio de los genes y el estudio de
las mutaciones, lo que conlleva a una mejora de la prevencién de cierto tipo de
enfermedades.

Es muy importante mantener actualizadas las bases de datos genéticas con
secuencias de genes de pacientes enfermos de cancer, y asi poder observar qué
partes del gen han mutado y son causantes del desarrollo de una enfermedad.

En la elaboracion de este trabajo se han llegado a las siguientes conclusiones:

e Los marcadores genéticos ayudan a la prevencion temprana de la LLC,
asi como la predisposicion genética de una persona a poder desarrollar
la LLC.

e La busqueda de homdlogos a los genes BIRC3 y POT1, podria ayudar a
ampliar la deteccion de la LLC.

e Se han encontrado homologias entre los genes: BIRC3, XIAP, GRIA3 y
DOCK?7.

¢ Se han encontrado homologias entre los genes: POT1, SCP2 y PPEF1.

e Las mutaciones en un gen causadas por delecion, insercion o por
sustitucion, pueden alterar la codificacion y el comportamiento de una
proteina.

e Con respecto a las mutaciones, se ha mostrado informacién acerca de
secuencias de dos genes: BIRC3 y POT1. Estos genes presentan
secuencias mutadas en enfermos de LLC, segun el portal ICGC.

e Se ha estudiado, por un lado, las regiones donde aparecen las
mutaciones y, por otro lado, a través del portal “Cancer3D.org”, la
simulacion de la molécula a nivel estructural, entendiendo de esa forma
como afectan las mutaciones a la codificaciéon de la proteina final,
utilizando para tal estudio la herramienta “Chimera”.

e Elgen OXSR1 (asociado al control de estrés oxidativo), cuando sufre una
mutacion, esta presente en pacientes con LLC,

e La busqueda masiva de genes homodlogos a BIRC3 y POT1, ha dado
como resultado secuencias homdlogas con retrovirus: HERV y VIH-1.

e EI gen TPS33, juega un papel muy importante en el desarrollo de
enfermedades relacionadas con el cancer, como se ha estudiado, una
mutacion de este gen también esta relacionada con la LLC.
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e Existe homologia entre el gen TP53 con respecto a los genes BIRC3 y
POT1, y al mismo tiempo estos tres genes contienen secuencias
homodlogas al VIH-1

e Sorprendentemente, no se encuentra homologia en tres virus de la misma
familia HTLV-l y HTLV-II con el HTLV-Ill (VIH-1) usando la aplicacion
BLASTN.

1.1 Discusion

La busqueda de homdlogos es una herramienta de prediccion util a la hora del
diagnodstico de enfermedades hereditarias o relacionadas con el cancer.

Una inversion en la secuenciacion de pacientes con enfermedades relacionadas
con el cancer, ayudaria a comprender mucho mejor el curso de las mismas, asi
como en la prevencion. Si tenemos secuencias de pacientes con genes
asociados a un tipo de cancer o a la LLC, se podra ver qué regiones han mutado
y se podra realizar un diagndstico mediante marcadores genéticos.

Al mismo tiempo, este tipo de informacion es valida para poder desarrollar
tratamientos para combatir enfermedades. En el caso de la LLC, los tratamientos
actuales tienen bastante éxito, pero cuanto antes sea el diagndstico menos sera
el tiempo de tratamiento quimioterapéutico recibira un paciente.

Por ultimo, la relacion existente entre partes de secuencias de genes
relacionados con la LLC y el virus de la inmunodeficiencia humana VIH-1, ha
sido un motivo sorprendente, lo que abre una posible via de investigacion futura.

2. Reflexion

Hubiera sido muy interesante poder estudiar los farmacos empleados para los
tratamientos de la LLC, estudiar la secuencia de aminoacidos de estos
tratamientos, su comportamiento a nivel molecular, el mecanismo de accion, etc.

En cuanto al estrés oxidativo, he intentado dar otro enfoque a nivel genético, ya
que la mayoria de la bibliografia se basa en la influencia de los factores externos

en cuanto a las reacciones REDOX y el déficit de antioxidantes, todo ello
enfocado a un nivel nutricional.

3. Analisis critico

El seguimiento de la planificacion, como se ha comentado anteriormente, ya sido
bastante dificil a causa de factores externos que han impedido que durante unas
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semanas no se pudiera seguir lo planificado, pero dada las circunstancias, se ha
conseguido cubrir la mayoria de objetivos marcados.

4. Lineas de trabajo futuras

Como linea de trabajo futuro, queda pendiente buscar mas genes relacionados
con el estrés oxidativo y la LLC. Asi como el estudio mas exhaustivo de la
relacion de genes asociados al cancer y retrovirus.

El estudio de la homologia del retrovirus HERV y de genes asociados a la LLC
podria ayudar a comprender la integracion de los retrovirus en las secuencias de
ADN humano y si esta integracion podria afectar o no a la mutacion de un gen.

Habria que ampliar el estudio en cuanto a la mutacion de genes relacionados
con el estrés oxidativo, en este trabajo se ha hablado del gen OXSR1 y como se
ha encontrado mutado en pacientes con LLC.

Por ultimo, investigar sobre la relacion entre las secuencias de genes asociados
con el cancer y el VIH-1, ya que se han evidenciado partes homologas ya que
hay que intentar descartar que se traten de contaminaciones.'?

'2 Contamination of genomic databases by HIV-1 and its possible consequences. A study in Bioinformatics.”2014 -
Miguel Romero Fernandez-Bravo. http://hdl.handle.net/10609/31361
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Glosario

e ADN: Acido Desoxirribonucleico.

e ARN: Acido Ribonucleico.

e ARNm: Acido Ribonucleico mensajero.

e Bp: Pares de bases.

e BLAST: Basic Local Alignment Search Tools.

e ERV: Endogenous RetroVirus.

e HTLV: Virus linfotropico de células T Humanas.

e LLC: Leucemia Linfatica Crénica.

e LTR: Long Terminal Repeat

¢ NCBI: National Center for Biotechnology Information.

e NFKB: Factor Nuclear potenciador de las cadenas ligeras Kappa de las
células B activadas.

e REDOX: Reduccién-Oxidacion de una reacciéon quimica de electrones.
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ANEXO |

Homologia entre el gen OXSR1 y VIH-1

A continuacién, se muestran el resultado de la busqueda del gen OXSR1 y su
secuencia:

OXSR1 oxidative stress responsive 1 [ Homo sapiens (human) ]

Gene ID: 9943, updated on 7-May-2017

~ Summary 2)(?

Official Symbol OXSR1 provided by HGNC
Official Full Name oxidative stress responsive 1 provided by HGNC
Primary source  HGNC:HGNC:8508
See related Ensembl:ENSG00000172939 MIM:604046; Vega:OTTHUMG00000131084
Gene type protein coding
RefSeq status REVIEWED
Organism Homo sapiens
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini;
Hominidae; Homo
Also known as OSR1
Summary The product of this gene belongs to the Ser/Thr protein kinase family of proteins. It regulates downstream kinases in response to environmental
stress, and may play a role in regulating the actin cytoskeleton. [provided by RefSeq, Jul 2008]
Orthologs mouse all

- Genomic context 2|7

Location: 3p22.2 See OXSR1 in Genome Data Viewer Map Viewer

Exon count: 22

Annotation release Status Assembly Chr Location
108 current GRCh38.p7 (GCF_000001405.33) 3 NC_000003.12 (38165051..38255488)
105 previous assembly GRCh37.p13 (GCF_000001405.25) 3 NC_000003.11 (38207022..38296979)

Chromosome 3 - NC_000003.12

[ 38038595 p [ 38318575 p
DLEC1 OHSR] m—  RNUG-235P
ACAAL LOC101409262
LOC101925234 SLc22m13
MYDES SLC22A14
- Genomic regions, transcripts, and products 2)[?

Go to reference sequence details
Genomic Sequence: NC_000003.12 Chromosome 3 Reference GRCh38.p7 Primary Assembly ¢
Go to nucleotide: Graphics FASTA GenBank

NC_000003.12: 38M..38M (118Kbp) ~ | Find: vapla @ i == AT~ T | PTac.v & 7~
150 K 38,160 K 38,170 K 38,180 K 38,190 K 38,200 K 38,210 K 38,220 K 38,230 K 38,240 K 38,250 K 38,260 K

Genes, NCBI Homo sapiens Annotation Release 108, 2016-06-07
OXSR1

_911534331.2 >

—h—H——H——————F—H > 1P oosi001

NM_804256.3 f—
90174 —
XM_917007519.1 f——

Haciendo la consulta en el enlace GenBank, se puede observar la secuencia de
nucleotidos asociada al gen OXSR1 es:
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GenBank ~

Send: ~

Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p7 Primary Assembly

NCBI Reference Sequence: NC_000003.12
FASTA  Graphics

CON 06-JUN-2016

LOCUs NC_000003 90438 bp DNA linear
DEFINITION Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p7 Primary Assembly.
ACCESSION NC_000003 REGION: 38165051..38255488 GPC_000001295
VERSION NC_000003.12
DBLINK BioProject: PRINA168
Assembly: GCF_000001405.33

KEYWORDS RefSeq.
SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa;
Mammalia; Eutheria;
Catarrhini; Hominidae; Homo.

Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;

Change region shown
Whole sequence (abbreviated view)
+ Selected region

from: 38165051 |to: 38255488

Update View

Customize view

Abbreviated view
+ Customize
Basic Features
Default features

« Gene, RNA, and CDS features only
Display options
v Show sequence

Como se observa en la imagen, la secuencia codificante de este gen comprende
la region 38.165.051 bp hasta 38.255.488 bp, con una longitud total de 90.438

bp en el cromosoma 3.

A continuacion, se realiza la busqueda de homologos, y se muestra el resultado

de BLASTN. (Se
https://goo.gl/9XEWIK):

Query ID

Description
Molecule type d
Query Length 90437

NC_000003.12

puede

Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p7 Primary Assembly
na

consultar la

Database Name nr
Description Nucleotide collection (nt)
Program BLASTN 2.6.1+ b Citation

Other reports: »Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

© Graphic Summary

Distribution of the top 200 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

secuencia

completa

Homo sapiens clone AL-7 HIV-1 integration site

Color key for alignment scores
W<40 W40-50 W50-80 Ws0-200  W>=200
l I | e I 1 1
38165051 38180050 38195050 38210050 38225050 38240050
38255050
G Descriptions
Select: All None Selected:0
77 Alignments )
Description s’\::;‘e J;‘f‘e S::g valEue Ident  Accession
Homo sapiens clone AD-13 HIV-1 integration site 372 23292 12% 4e-99 90% AY255031.1
HIV-1 isolate M0107v1d14-5M15-C1 from USA genomic sequence 347 8601 1% 1e-91 87% KT982185.1
HIV-1 isolate M0107v1d14-5M12-H12 from USA genomic sequence 347 8601 1% 1e-91 87% KT982179.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M12-C07 from USA genomic sequence 347 8601 1% 1e-91 87% KT982067.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M05-B08 from USA genomic sequence 347 8601 1% 1e-91 87% KT982053.1
HIVA1 isolate C3003v1d14-5M05-BOS from USA genomic sequence 347 8601 11% 1e-91 87% KT982052.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M05-B04 from USA genomic sequence 347 8601 1% 1e-91 87% KT982051.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M05-B03 from USA genomic sequence 347 8601 1% 1e-91 87% KT982050.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M03-E07 from USA genomic sequence 347 8601 1% 1e-91 87% KT982042.1
HIV-1 isolate C9003v1d14-5M01-A03 from USA genomic sequence 347 8601 1% 1e-91 87% KT982027.1
'Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:050204Pt.3#1 345 7854 10% 5e-91 87% AB256413.1
HIV-1 isolate M0107v1d14-5M12-H07 from USA genomic sequence 343 8563 11% 2e-90 86% KT982178.1
HIV-1 isolate M0102v1d14-5M27-G01 from USA genomic sequence 343 8208 11% 2e-90 86% KT982173.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.2#30 333 9086 11% 3e-87 86% AB256280.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:050204Pt.3#276 315 6913 11% 9e-82 85% AB256463.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.2#238 313 8059 11% 3e-81 84% AB256303.1
Homo sapiens clone AD-11 HIV-1 integration site 313 13992 12% 3e-81 83% AY255029.1
Homo sapiens clone AD-5 HIV-1 integration site 307 12004 11% 1e-79 85% AY255023.1
208 7092 10% 7e-77 82% AY253274.1

aqui:
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Como se observa, BLASTN nos devuelve al menos mas de 100 resultados, con
unos valores de indentity que rondan entre el 80 y 90% y con un E-Value maximo
de 4e-99.
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ANEXO I

Homologia entre el gen ORF2 y VIH-1

Para el estudio de la homologia entre el gen ORF2 y VIH-1, se ha tomado como
secuencia la anotacion GenBank con numero de acceso: AH005269.2.

las
los

Utilizando la herramienta BLASTN disponible en el portal NCBI, y usando
secuencias disponibles de VIH-1 en la base de datos nr/nt, se obtienen
siguientes resultados:

Query ID AH005269.2
Description Homo sapiens ORF1 codes for a 40 kDa product and ORF2 contains a reverse
domain. genes, complete cds
Molecule type nucleic acid
Query Length 6557

Database Name nr

collection (nt)
Program BLASTN 2.6.1+ » Citation

Other reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

© Graphic Summary

Distribution of the top 30 Blast Hits on 30 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W<40 W40-50 50-80 W80-200  W>=200
Query
I1 10|00 20‘00 30|00 40|00 50‘00 60|00
©Descriptions
Select: All None Selected:0
1T Alignments o
Description s’::fe ::0‘1 S:fg v;ue Ident  Accession
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.2#184 693 693 6% 0.0 98% AB256299.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.2#115 652 652 6% 0.0 92% AB256289.1
Homo sapiens clone HIV1-Hela-198 HIV-1 integration site 280 280 2% 1e-72 94% AY517442.1
Homo sapiens clone HIV1-H9-351 HIV-1 integration site 246 246 3% 3e-62 85% AY517231.1
Homo sapiens clone HIV1-HeLa-159 HIV-1 integration site 242 242 2% 3e-61 97% AY517403.1
Homo sapiens clone HIV1-H9-335 HIV-1 integration site 163 163 2% 3e-37 84% AY517215.1
Homo sapiens clone HIV1-Hela-156 HIV-1 integration site 154 154 2% 1e-34 84% AY517400.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.2#518 149 149 4% 6e-33 72% AB256328.1
Homo sapiens clone HIV1-H9-191 HIV-1 integration site 149 149 1% 6e-33 95% AY517071.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site L1465 113 113 2% 4e-22 73% AB256150.1
HIV-1 isolate PCMO039 from Colombia genomic sequence 1 m 1% 1e-21 89% AY561239.1
Homo sapiens clone HIV1-H9-334 HIV-1 integration site 969 969 1% 3e-17 88% AY517214.1
Homo sapiens clone HIV1-Hela-214 HIV-1 integration site 95.1 951 1% 1e-16 B88% AY517458.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site 1247 878 87.8 1% 2e-14 79% AB256250.1
Homo sapiens clone HIV1-H9-348 HIV-1 integration site 878 878 1% 2e-14 76% AY517228.1
Homo sapiens clone HIV1-H9-283 HIV-1 integration site 788 788 1% 8e-12 73% AY517163.1
Homo sapiens clone HIV1-H9-85 HIV-1 integration site 716 716 0% 1e-09 94% AY516965.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.2#260 698 60.8 4% 4e-09 66% AB256309.1
Homo sapiens DNA, HIV-1 integration site, isolate:011102Pt.24#268 69.8 698 4% 4e-09 66% AB256308.1

El resultado devuelve homologias en regiones del HIV-1 identificadas como
“Integration site”, al igual que los resultados anteriores. Se obtienen valores de
Identity de 98% y un E-Value de 0.0.

Los resultados de esta busqueda, son menores que los anteriores en
comparacion con los otros genes de estudio. La secuencia completa se puede
consultar aqui: https://goo.gl/AN103K
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