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Resumen

Objetivo: Determinar si existen biomarcadores entre
los transposones, tanto para diagndstico como prondstico
de adenocatcinoma, carcinoma epidermoide y carcinoma
microcitico de pulmén, asi como valorar diferencias y
similitudes entre estos tres tipos histolégicos.

Material y métodos: Se ha secuenciado el RNA total del
tejido tumoraly sano adyacente de muestras de adenocarcinoma
y carcinoma epidermoide de dieciséis pacientes intervenidos
en el Hospital Regional de Malaga. En el caso del carcinoma
microcitico, se han utilizado pacientes externos cuyos datos
proceden de los repositorios genémicos disponibles para la
comunidad cientifica. Esas secuencias se han analizado con
un flujo de trabajo bioinformatico especifico que conlleva
varios pasos: 1°) Preprocesar las lecturas, 2°) Mapearlas sobre
el genoma humano de referencia, 3°) Determinar la expresién
de los transposones en cada una de las muesttas, y 4°) Calcular
su expresion diferencial entre el tejido sano y el tumoral de
cada paciente.

Resultados: En un primer paso, hemos analizado los
transposones con expresion diferencial en cada uno de
los tipos histolégicos estudiados por separado. El analisis
del adenocatcinoma, catcinoma microcitico y carcinoma
epidermoide de pulmén ha dado como tresultado un total de
7, 72 y 12 transposones diferencialmente expresados (TDE),
respectivamente. Hemos encontrado transposones comunes
a los tres tipos histolégicos y otros cuyo comportamiento es
especifico en cada uno de ellos.

Conclusiones: Los transposones se freprograman
especificamente cuando una célula normal del pulmén se
vuelve cancerosa. Esta reprogramacién es una fuente de
biomarcadores que podtia ayudar al diagnéstico precoz del
cancer.
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STUDY ON THE DEREGULATION  OF
TRANSPOSONS IN SQUAMOUS CELL CARCINOMA,
ADENOCARCINOMA AND SMALL CELL
CARCINOMA OF THE LUNG: IN SEARCH OF NEW
BIOMARKERS

Abstract:

Objective: To determine whether biomarkers exist
among transposons for both the diagnosis and prognosis
of adenocarcinoma, squamous cell carcinoma and small cell
carcinoma of the lung, as well as to evaluate differences and
similarities between these three histological types.

Material and methods: The total RNA was sequenced for
the tumor tissue and adjacent healthy tissue in adenocarcinoma
and squamous cell carcinoma samples from sixteen patients
being treated at the Hospital Regional de Malaga. In the case
of small cell carcinoma, external patients were used whose
data came from genomic repositories available to the scientific
community. These sequences were analyzed with a specific
bioinformatic workflow which includes several steps: 1)
Pre-process readings, 2) Map them on the reference human
genome, 3) Determine transposon expression in each of the
samples, and 4) Calculate the differential expression between
the healthy and tumor tissue in each patient.

Results: In the first step, we analyzed the transposons
with differential expression in each of the histological types
studied separately. The analysis of adenocarcinoma, small
cell carcinoma and squamous cell carcinoma of the lung has
resulted in a total of 7, 72 and 12 differentially expressed
transposons, respectively. We found transposons common to
all three histological types and others whose behavior is specific
to each type.

Conclusions: Transposons ate specifically reprogrammed
when a normal lung cell becomes This
reprogramming is a source of biomarkers that could help with
the eatly diagnosis of cancer.

Keywords:  high-throughput RNA-seq,
transposons, mobile elements, lung cancer, squamouscell

cancerous.

sequencing,

carcinoma, adenocarcinoma, smallcelllung cancer.
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INTRODUCCION

El cancer de pulmén constituye hoy una de
las principales causas de muerte, a pesar de los
avances producidos en los tltimos afios en relacion
a su tratamiento. Segin datos de Globocan' de
2018, los mas frecuentes han sido los de pulmon y
mama. Sin embargo, si atendemos a su mortalidad,
el cancer de pulmoén es el mas mortal, seguido a
gran distancia del colorrectal. Las estimaciones
poblacionales estiman que en el afio 2040 se detecten
24,1 millones de casos nuevos, lo que supone un
importante problema de salud publica. Debido a
la escasez de sintomas que presenta el cancer de
pulmén, su diagnostico suele ser tardio, lo que
limita las opciones terapéuticas®. En la actualidad,
el nimero de pacientes que se pueden tratar con
farmacos dirigidos es atin muy escaso, lo que obliga
a seguir investigando nuevas opciones terapéuticas
basadas en nuevos mecanismos implicados en el
desarrollo del cancet.

La secuenciacion del genoma humano nos ha
permitido descubrir que tan solo un 1 % o 2 % de
nuestro ADN codifica los genes que daran lugar a
proteinas, mientras que el resto no es codificante, lo
que no quiere decir que no se transcriba. De hecho,
mucho antes de que se plantease la secuenciacion
de un genoma, Barbara McClintock describi6 la
presencia de unas moléculas de ADN con capacidad
de movimiento en el maiz’. Hasta ese momento,
se pensaba que el ADN era una molécula estatica,
estable e inmévil.

Hoy sabemos que el genoma humano esta
compuesto en un 45 % por secuencias repetitivas®,
unas con patrones de repeticion simple, y otras
mas dispersas, con capacldad de movimiento
(transposones). Al principio se pensaba que todas
estas secuencias repetitivas no tenfan ninguna
funcién en el organismo que las albergaba, porlo que
algunos autores lo denominaron «ADN basura»’,
«ADN egoista»’ o «patisitos gendémicos»’. Pero a
medida que se ha ido teniendo mas informacion
sobre la influencia de los elementos moviles en el
entorno genémico, se ha demostrado que estan
en el origen de algunas enfermedades®, incluido
el cancer” ", También tienen efectos beneficiosos,
como su capacidad para incrementar la diversidad
genémica, lo que conduce a la evolucién del
genoma''"®) ejercer una funcién clave en la
respuesta al estrés en las células del hospedador'

7y en algunas especies incluso realizar funciones
vitales para la célula, como es el mantenimiento de
los telémeros cuando no hay telomerasa'™ . Por
todo lo expuesto, parece contradictorio que la parte
mas estudiada del genoma sea el ADN codificante,
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mientras que desconocemos para qué sirven otras
partes mas abundantes, como los transposones.

Los transposones son secuencias de ADN
capaces de moverse de manera autosuficiente a
diferentes partes del genoma. No obstante, la
mayorfa de ellos han perdido esta capacidad de
salto, con lo que menos de un 0,05 % retiene aun
esta capacidad®.Si se clasifican en funcién del
mecanismo de propagacion, estin los de ADN
que utilizan un mecanismo de “cortar y pegar”
para moverse, de forma que no cambian el tamafio
del genoma con su movimiento, y los de ARN,
también denominados retrotransposones, que usan
un mecanismo de “copiar y pegar” al moverse,
de forma que permanece la copia original en su
posiciéon y afade otra nueva en la posicion de
destino. Los retrotransposones, que son mas del
90 % de los transposones, pueden ser de origen
virico (atestiguado por la presencia de repeticiones
terminales largas denominadas LTR (long terminal
repeat), como la familia de retrovirus enddgenos
(ERV)4- 2, o sin ellas, como son los SINE (short
interspersed  nuclear  elements) 'y los LINE  (long
interspersed nuclear elements)*. Los de tipo LTR vy los
LINE codifican la retrotranscriptasa necesaria para
su transposicion, mientras que todos los demas
elementos méviles no son autbnomos al carecer de
esta retrotranscriptasa y su movimiento depende
de los dos anteriores™

Por estudios previos™, se sabe que en el tejido
tumoral no se produce una desregulacién global de
los transposones, sino una reprogramacion muy
especifica. En este trabajo ademas de valorar el
nivel de transposicién y su expresion diferencial
entre el tejido pulmonar sano y tumoral en el
adenocarcinoma, carcinoma epidermoide y
carcinoma microcitico de pulmoén, se centrara en
los transposones que tienen un comportamiento
diferente en estos tres tipos de tumores, de forma
que puedan servir como biomarcadores.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de muestras y secuenciacion.

Para poder alcanzar los objetivos es necesario
disponer de muestras de pacientes con distintos
tipos de cancer de pulmén histolégicamente
clasificados. Para ello se han incluido pacientes
locales (intervenidos en el Hospital Regional de
Malaga) y otros externos cuyos datos se obtuvieron
de repositorios gendémicos.

El compromiso por parte de la comunidad
cientifica paralareutilizacién delos datos genémicos
o transcriptébmicos que surgen de la secuenciacion
de los pacientes oncolégicos es cada vez mas alta.
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Muestra de ello es el aumento exponencial de
datos de secuenciacién accesibles en repositorios
publicos estandarizados. En la seleccion de datos de
secuenciacion de ARN (RNA-Seq) de pacientes con
cancer de pulmoén se tuvieron en consideracion las
siguientes condiciones: (1) que el material original
de partida permitiera hacer RNA-seq de tejido
sano y del tumoral adyacente; (2) que el material
estuviese criogenizado y no conservado en parafina;
(3) que el protocolo de conservacion hubiese
utilizado algin elemento que proteja al ARN de su
degradacion; y (4) que la secuenciaciéon del ARN
del tejido sano y tumoral adyacente se hubiese
realizado en secuenciadores de ultima generacion.
En consonancia, se ha obtenido de la base de
datos EGA el estudio EGAS00001000334 de 17
pacientes con catcinoma microcitico de pulmén®,
formado por lecturas pareadas de 75nt. Las
muestras de ARN de este estudio fueron obtenidas
desde el repositorio de tejidos Johns Hopkins, el
cual cuenta con la aprobacién del comité ético
correspondiente y los consentimientos informados
de todos los pacientes. No estaban disponibles las
caracteristicas clinicas de estos pacientes.

Los pacientes locales, tras la correspondiente
autorizacion por parte del comité de ética de la
investigaciéon provincial de Malaga, se obtuvieron
de piezas quirurgicas procedentes de pacientes
intervenidos entre los afios 2011 y 2014 de
adenocarcinoma y carcinoma epidermoide de
pulmén en el Hospital Regional de Malaga. Las
muestras estaban almacenadas en el Biobanco del
Instituto de Investigaciones Médicas de Malaga
(IBIMA), alojado en el Hospital Regional de Malaga
y ultracongeladas a —80 °C en una soluciéon de
RNAlater™ (Thermo Fischer Scientific) para mantener
la integridad del ARN. Los criterios de seleccion
para las muestras locales fueron: (1) muestras
procedentes de adenocarcinoma y carcinoma
epidermoide de pulmoén en estadios 1B, IIA-B o
IITA-B; (2) que el paciente de procedencia no haya
recibido ni quimioterapia ni radioterapia antes de la
intervencion; (3) que el paciente de procedencia no
haya tenido nunca otra neoplasia, tratada o no; (4)
que hubiera material suficiente criogenizado, tanto
tumoral como sano, para extraer el ARN de ambos.
Solo 8 pacientes cumplieron las condiciones tanto
para el adenocarcinoma de pulmén (tabla 1) como
para el carcinoma epidermoide de pulmén (tabla
2). El ARN total del tejido sano y tumoral de cada
uno de los pacientes se extrajo en el Biobanco y
se secuenci6 en el NextSeq 550 de Humina® del
Servicio de Ultrasecuenciacién de la Universidad
de Malaga, generando lecturas pareadas de 75nt
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con un total >50 - 10° lecturas por muestra. La
informacién clinica conocida de las muestras se
puede ver en las tablas 1y 2.

Analisis de datos

Para realizar el analisis de la expresion diferencial
global de los transposones se sigui6 un flujo de
trabajo disefiado en nuestro laboratorio que consta
de distintas fases. Inicialmente se preprocesaron las
lecturas de ultrasecuenciacién con nuestro algoritmo
SeqTrin, que se encarga de filtrar los adaptadores
usados en la secuenciacion, asi como secuencias
espurias, y de eliminar las que son de baja calidad.
Las lecturas ya depuradas se mapearon a la dltima
version del genoma humano de referencia, hg38,
utilizando Bowtie1”’, que se encarga de localizar en
qué region del genoma humano mapea cada lectura,
y separar las que lo hacen en mas de una posicion.
Para calcular la expresion de los transposones en
cada una de las muestras se utilizé6 RepEnrich™. Se
calcul6 la expresion diferencial entre los tejidos
tumorales y sanos con la herramienta EdgeR”. A
continuacion se filtraron los resultados para extraer
con los transposones con expresion significativa, es
decir, se eliminaron los que se presentaban poca
expresion, en concreto menos de 10 veces por
millén en al menos 2/3 de las muestras. Se considerd
que el cambio de expresion era significativo cuando
cumplia dos condiciones: (1) que el cambio de
expresion al pasar de normal a tumoral fuera de al
menos el doble, y (2) que superara el filtro de falsos
negativos para las pruebas mualtiples basados en el
FDR (false discovery rate)

RESULTADOS

Controles de calidad de las lecturas

Los criterios de seleccion de las muestras
fueron muy rigurosos. Como se muestra en la
tabla 3, el porcentaje de lecturas utiles mapeadas
sobre el genoma humano de referencia fue del
97,77% en adenocarcinoma, del 9836% en
carcinoma epidermoide y del 98,01% en carcinoma
microcitico, lo que corrobora la calidad de las
muestras utilizadas. El porcentaje de lecturas
con mapeo multiple en cada una de las muestras
de cancer también fue suficiente (tabla 3) para el
estudio.

Como ya se explic6 en una publicacion
previa de nuestro grupo®, una de las muestras
de adenocarcinoma local se deseché debido a
que tanto el numero de secuencias generadas
por el secuenciador (33 378 901 secuencias, muy
por debajo de las 57 662 190 de media), como el
lecturas utiles (20,35 % frente a 11,26 % de media)
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y el nimero de lecturas mapeadas (91,4% frente
a 97,77% de media) eran muy inferiores a las del
resto de muestras, por lo que quedaron 7 pacientes
para los estudios de adenocarcinoma.

En el resto de los casos, el numero razonable
de repeticiones biologicas, la gran cantidad de
lecturas utiles, la baja tasa de rechazo y una tasa
razonable de lecturas de mapeo multiple garantizan
que los resultados derivados de estos datos sean
representativos del cancer de pulmoén y utiles para
los propositos de este trabajo.

Expresion diferencial de los transposones
expresados en los distintos tipos histologicos
de cancer de pulmoén

En wun primer paso, se analizaron los
transposones que presentan expresion diferencial
entre tejido tumoral y sano en cada uno de los
tipos histologicos estudiados por separado. Para
ello, se han analizado las 14 muestras procedentes
de 7 pacientes intervenidos de adenocarcinoma
y se encontraron, en concordancia con trabajos
previos®, 7  transposones  diferencialmente
expresados (TDE), que se muestran en la tabla
4. De ellos, 5 se encuentran sobreexpresados
(ALR_Alpha, HERV1.18-int, L. TR54B, MERT136
y MERG5-in?) y dos reprimidos (LLTR78B, MSRT).

De igual manera, se analizaron las 32 muestras
procedentes de los 16 pacientes con carcinoma
microcitico, en donde se encontraron 72 TDE,
todos ellos con un FDR <10* (tabla 5) La mitad
de los TDE (36) son ERV de clase LTR, 15 son
transposones de ADN, 6 son SINE, 5 son LINE
(L1MEa, I.1M2al, CR1_Mam, I.1M3a y 1.1PA12),
3 son satélites y 5 de clase desconocida.

Alanalizar el carcinoma epidermoide de pulmon,
se observo que las 16 muestras de los 8 pacientes
analizados proporcionaban 12 TDE (tabla 6). De
ellos, 8 se encuentran sobre-expresados (REP522,
HERV1.18-int, LITR1B1, LITR18A4, LIR7Y,
LTR52-int, 1.1P4b, MER34-inf) y 4 reprimidos
(LTR78B, HERV1_LTR¢, IL1MEa, UCON34).

Seleccién de transposones con potencial
biomarcador

Como el objetivo es encontrar biomarcadores
especificos y diferenciales para cada uno de los
tipos histolégicos de tumor, se han seleccionado
los biomarcadores a partir de los resultados
obtenidos en el apartado anterior. Por un lado, se
ha detectado la existencia de TDE que cumplan los
criterios de seleccion en los tres tipos de cancer y
que ademds sean comunes entre ellos para ver si
tienen un comportamiento diferencial que pueda
ayudar a diferenciar un tipo de tumor respecto a
los otros. Esta estrategia ofrece dos transposones
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comunes, HERV1.78-int y LTR18B (figura 1), que
se expresan en el mismo sentido, y de una forma
muy parecida, en los tres tipos histologicos si
atendemos a las veces de cambio del transposon
en su expresion global (VCT-EG), indicada por los
triangulos, como a su expresion diferencial en cada
uno de los pacientes, representada por las cajas de
los graficos.

El filtrado para obtener la figura 1 conlleva la
desapariciéon de los transposones que, debido a
que no presentan expresion diferencial en los tres
tipos histologicos, podria parecer que no tienen
potencial biomarcador. Para rescatarlos, se ha
analizado el comportamiento de los TDE de un
tipo histolégico en los otros dos estudiados. De
nuevo, la representaciéon de cajas parece la mas
apropiada porque ilustra la expresion de cada
transposon en todos los pacientes y detectar asi si
algiin transposon se expresa en algun paciente de
forma contraria al resto, a pesar de aparecer como
significativamente expresados en los calculos.
Se ha partido de la lista de TDE de cada cancer
y se han representado con su /g, FC junto a este
valor en los otros dos canceres. Asi, los 7 TDE
de adenocarcinoma se representan en la figura 2,
donde se observa que LLTR54B y MERG5-int se
expresan en adenocarcinoma de forma opuesta a
los otros dos canceres. En cambio, de los 12 TDE
de carcinoma epidermoide que se representan en
la figura 3, ninguno parece util como biomarcador,
salvo quiza [.7P4b, por no expresarse en microcitico
y no hacerlo diferencialmente de adenocarcinoma.
Finalmente, los 72 TDE de carcinoma microcitico
se representan en la figura 4 donde se ve que 9
(HERVT_LIRd, I.TR12F, LTR49-int, I.TR54B,
MER75A4, MERSTE, MERG65-int, UCONG7
yUCONSS) tienen potencial biomarcador, al
presentar una expresion diferente entre uno de los
canceres respecto a los otros dos.
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Tabla 1: Informacién sobre las muestras seleccionadas en el estudio de adenocarcinoma.

1D Edad Sexo Estadio Fuma
1 58 Hombre IITA Si
2 70 Hombre ITA Si
3 65 Mujer 1A Si
4 71 Hombre IITA Si
5 70 Hombre TIA Si
6 64 Hombre IITA Si
7 63 Hombre TITA Si
8 58 Hombre 1A Si

Tabla 2: Informacion sobre las muestras seleccionadas en el estudio de carcinoma epidermoide de pulmoén.

1D Edad Sexo Estadio Fuma
1 55 Hombre TITA Si
2 63 Hombre IITA Si
3 74 Hombre 11B Si
4 77 Hombre 11B Si
5 67 Mujer 1B Si
6 75 Hombre 1B Si
7 76 Hombre IITA Si
8 62 Hombre TITA Si

Tabla 3: Resultados de preprocesamiento de las muestras por tipo de cancer.

. ; Lecturas Lecturas Lecturas L. Mapeo Mapeo
Tipo de Cancer .. Mapeo unico s
brutas rechazadas limpias multiple total
totales (%) totales (%) (%) (%)
Adenocarcinoma  57662190,31 11,26 51351418,31 87,54 10,23 97,77
Epidermoide 65799098,12 13,97 56554862,56 85,20 13,15 98,36
Microcitico 38225116,35 12,00 33718636,50 90,63 7,37 98,01

Tabla 4: Nombre, clase y tipo de los 7 TDE en el adenocarcinoma junto a las veces de cambio del transposén en su expresion
global (VCT-EG), medido como log2FC, y su significacion estadistica medida como p ajustada, también conocida como false
discovery rate (FDR). Estos datos se han usado en la figura 2 para comparar los resultados en los tres canceres.

TDE Clase Tipo VCT-EG FDR

MERG5-int LTR ERV1 1,9 1,1e-10
ALR_Alpha Satélite centr 1,6 2,7¢-02
LTR18B LTR ERVL -1,6 1,8e-11
HERVIL.18-int LTR ERVL 1,4 4,4e-10
MER136 DNA DNA 1,2 6,4¢-03
TTR54B LTR ERV1 1,1 7,6e-06
MSR1 Satélite Satélite -1,0 1,2e-02
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Tabla 5: Nombre, clase y tipo de los 72 TDE en el carcinoma microcitico junto a las veces de cambio del transposén en su
expresion global (VCT-EG), medido como log2FC, y su significacion estadistica medida como p ajustada, también conocida
como false discovery rate (FDR). Estos datos se han usado en la figura 4 para comparar los resultados en los tres canceres.

TDE Clase Tipo VCT-EG FDR
LTR7B LTR ERV1 -3,9 1,5e-116
MERG5-int LTR ERV1 -3,2 6,0e-11
TTR18B LTR ERVL -3,2 4 2¢e-24
LTROC LTR ERV1 -2,8 34e-37
UCON26 Unknown Unknown -2,6 2,2e-39
MILT2B5 LTR ERVL 2,5 5,5e-09
HERV1_LTRc LTR ERV1 2,4 3,4e-23
LTR54B LTR ERV1 2,3 6,0e-38
UCONS80 DNA hAT? 2,3 2,6e-21
LTR1B LTR ERV1 22 1,7e-55
Ricksha_a DNA MULE-MuDR -2,0 9,7¢-21
HERVIL18-int LTR ERVL 2,0 1,5e-06
UCON34 Unknown Unknown -1,8 2,2¢-15
ERVIL47-int LTR ERVL -1,8 2.4e-21
MIRc SINE MIR -1,7 5,2¢-42
Charliel1 DNA hAT-Charlie 1,7 3,6e-24
UCON14 DNA? DNA? -1,7 8,1e-10
MER126 DNA DNA -1,7 3,1e-14
LTR2C LTR ERV1 -1,6 1,2e-27
LTR12F LTR ERV1 1,6 32e-11
MER9TA DNA hAT-Tip100 -1,6 7,2e-13
MLT1E LTR ERVL-Mal.LR -1,6 1,0e-25
SST1 Satellite centr 1,6 4,3e-12
TTR18A LTR ERVL 1,6 7,8¢-08
HERVS71-int LTR ERV1 1,6 2,4e-13
HERVI-int LTR ERV1 -1,6 6,1e-14
LTR22A LTR ERVK -1,5 3,7e-13
HERVE-int LTR ERV1 -1,5 5,1e-25
MIR SINE MIR -1,5 1,3e-39
REP522 Satellite telo 1,4 5,0e-05
AluYg6 SINE Alu -1,4 5,3e-13
UCONG7 Unknown Unknown -1,4 1,3e-13
MERS53 DNA hAT -1,4 1,4e-06
T1MEa LINE 11 -1,4 3,0e-07
MERGTF LTR ERV1 -1,4 2,7e-13
MIR3 SINE MIR -1,4 1,3e-27
BSR_Beta Satellite Satellite 13 1,1e-15
AluYk2 SINE Alu -1,3 5,6e-17
L.TR39 LTR ERV1 -1,3 7,5e-06
MER75A DNA PiggyBac 1,3 1,6e-09
234

Rev Esp Patol Torac 2020; 32 (3) 229-242



M. Arroyo Varela Estudio de la desregulacion de los transposones en el carcinoma epidermoide, el adenocarcinoma y el carcinoma microcitico de pulmon:..

UCONS8 Unknown Unknown 1,3 9,7¢-05
MERG3A DNA hAT-Blackjack -1,3 7,0e-16
UCON39 DNA TcMar-Tigger -1,2 3,0e-07
MamRep564 Unknown Unknown -1,2 7,6e-09
ERV24B_Prim-int LTR ERV1 -1,2 4,0e-03
MERS57C1 LTR ERV1 -1,2 8,8e-12
MER39 LTR ERV1 -1,2 5,0e-14
LTR57 LTR ERVL -1,2 1,3e-11
CR1_Mam LINE CR1 -1,2 7,3¢-19
ORSIL.-2a DNA hAT-Tip100 -1,2 7,9¢-07
T.1M3a LINE 11 1,2 2,0e-12
L'TR27B LTR ERV1 -1,2 32¢-14
Chatlie26a DNA hAT-Chatlie -1,2 4.8¢-17
MIRb SINE MIR -1,1 5,8e-31
LTR77 LTR ERV1 -1,1 2,5e-06
MER57D LTR ERV1 -11 1,1e-14
HERV1_LTRd LTR ERV1 -1,1 1,6e-09
T.1M2al LINE 1.1 11 2,5¢-11
MER57F LTR ERV1 -1,1 3,0e-09
UCONS8 DNA DNA 1,1 3,2e-08
LTR81A LTR Gypsy -1,1 1,0e-14
Zaphod3 DNA hAT-Tip100 -1,1 6,2¢e-12
Tigger5 DNA TcMar-Tigger 1,1 2,1e-14
LTR10E LTR ERV1 -1,1 2,8e-08
LTR90A LTR LTR -1,1 2,2e-06
L TR49-int LTR ERV1 1,1 3,4e-16
LTR12D LTR ERV1 1,1 1,7¢-06
HERV1_LTRe LTR ERV1 1,0 2,6¢-03
LTR25 LTR ERV1 1,0 9,6e-12
T1PA12 LINE 11 1,0 33e-11
HERV1_l-int LTR ERV1 1,0 1,6e-03
UCONG Unknown Unknown -1,0 3,1e-08

Tabla 6: Nombre, clase y tipo de los 12 TDE en el carcinoma epidermoide junto a las veces de cambio del transposén en su
expresion global (VCT-EG), medido como log2FC, y su significacion estadistica medida como p ajustada, también conocida
como false discovery rate (FDR). Estos datos se han usado en la figura 3 para comparar los resultados en los tres canceres.

TDE Clase Tipo VCT-EG FDR

REP522 Satellite telo 2,9 8,5e-09
LTR18B LTR ERVL 2.1 6,9¢-16
HERV1_LTRc LTIR ERV1 -1,8 1,7e-11
HERVL18-int  LTR ERVL 1,8 1,5e-03
LTR1B1 LTR ERV1 1,6 2,5e-03
LTR18A LTR ERVL 1,4 4,6e-03
LTR7Y LTR ERV1 1,3 3,0e-02
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L1Mea LINE L1 1,3 2,1e-11
LTR52-int LTR ERVL 1,2 1,0e-04
1L1P4b LINE L1 1,1 2,6e-03
MER34-int LTR ERV1 1,1 1,3e-03
UCON34 Unknown  Unknown -1,0 9,1e-03

3 -
Cancer

&; 0 1 - adenocarcinoma

ki ‘ epidermoide

- microcitico
-3- 5 L
_6 -

HERVL18-int~
LTR18B

Transposon

Firgura 1: Comportamiento de los dos TDE comunes a los tres tipos histologicos estudiados: adenocarcinoma, carcinoma
epidermoide y carcinoma microcitico de pulmén. En el eje “y” aparecen las veces de cambio, expresadas en log2FC, por lo
que 1 indica el doble de expresion, el 2 cuatro veces mas y el 3 ocho veces mas expresion en tejido tumoral frente a sano,
mientras que -1 indicarfa el doble de expresion en sano frente al tejido tumoral. Los tridngulos indican las veces de cambio
del transposén en su expresion global (VCT-EG), y las cajas muestran la distribucion de las veces de cambio del transposon

entre los pacientes.
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Figura 2: Comportamiento de los TDE de adenocarcinoma junto a su expresion diferencial medida en carcinoma epidermoide
y carcinoma microcitico. L.os que presentan las cajas y los tridngulos en lados opuestos de 1og2FC = 0 tienen potencial para uso
diagnostico, al poder utilizar esta diferencia para distinguirlos. Los ejes indican lo mismo que en la figura 1.
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Figura 3: Comportamiento de los TDE de carcinoma epidermoide junto a su expresion diferencial medida en adenocarcinoma
y carcinoma microcitico de pulmoén. Obsérvese que todos presentan las cajas y los tridngulos del mismo lado de log2FC = 0 o

bien las cajas son muy grandes, lo que sugiere una enorme dispersion de los valores en los distintos pacientes. Los ejes indican
lo mismo que en la figura 1.
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Figura 4: Comportamiento de los TDE de carcinoma microcitico junto a su expresion diferencial medida en adenocarcinoma
y carcinoma epidermoide de pulmén. Los que presentan las cajas y los tridngulos en lados opuestos de log2FC = 0 tienen
potencial para uso diagnostico. Los ejes indican lo mismo que en la figura 1.

DISCUSION

En este trabajo se ha comparado la expresion de
los transposones entre el pulmon sano y el tumoral
de 7 pacientes de adenocarcinoma, 8 de carcinoma
epidermoide y 17 de carcinoma microcitico para
buscar los que tendrfan potencial biomarcador
basado en su expresion. El porcentaje de secuencias
repetitivas (con mapeo multiple) detectado y la
gran cantidad de lecturas utiles garantizan que los
resultados obtenidos son representativos del cancer
de pulmon y utiles para los propositos de este trabajo.
En las tablas 4, 5 y 6 se presentan los TDE con
potencial biomarcador para cada uno de los tipos
histologicos. Puede verse que la reprogramacion de
estos transposones no tiene ninguna relaciéon con
su tipo ni con su clase. Si que parece tener relacion
con la enfermedad que padecen las células. También
apoya que la transposicion no puede ser responsable
de la inestabilidad genémica (hoy dia, todo apunta
a que esta mas relacionado con la respuesta al
dafio del DNA [revisado en *']). También conviene
sefalar que tan solo dos transposones (HERI1.7§-
mt'y LIR18B; figura 1) se expresan en el mismo
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sentido, y de una forma muy parecida, en los tres
tipos histologicos. Estos dos transposones podrian
servir para, en primera instancia, diagnosticar que el
paciente tiene cancer de pulmon, sin poder saber de
qué tipo histologico.

Los resultados también permiten establecer
transposones con potencial biomarcador por
distinguir entre los tres tipos histolégicos analizados.
Asi, en el caso del adenocarcinoma (figura 2),
hay dos (LIR54B y MERG5-in?) que servirian de
biomarcador al expresarse diferencialmente en
adenocarcinoma en sentido opuesto a los otros
dos canceres en la mayorfa de los pacientes.
Es especialmente interesante el LTR54B para
diferenciar entre adenocarcinoma y microcitico, al
no existir ningiin solapamiento entre las cajas de
ambos en la figura 2. En cambio, en el caso del
carcinoma epidermoide (figura 3), ninguno de los
TDE cumple los criterios de potencial biomarcador.
El tnico que podria reunir cierto interés es L7P4b,
al no aparecer en microcitico, sobreexpresarse en
epidermoide y no presentar expresion diferencial
en adenocarcinoma.
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Mas interesante es el caso del carcinoma
microcitico (figura 4) porque tiene 72 TDE, entre
los que se han seleccionado los 9 con potencial
biomarcador que se comentaron mas arriba, y
que se expresan en sentido opuesto en uno de los
tipos histolégicos. En un primer grupo, en mas
interesante al marcar presencia en microcitico y
ausencia en los otros, estarfan los transposones
HERVT_LTRd, UCON67, MER75A4 y UCONSS.
De ellos, MER75A4 y UCONSS se encuentran
sobre-expresados en el tejido tumoral con respecto
al sano y HERVT_LTRd y UCONG7 reprimidos.
Solo existe informacién bibliografica sobre el
MER75A, que se sobre-expresa en al menos 8
tipos de cancer’.

En otro grupo pondriamos a MERSTE,
LTR72F y I.TR49-int por sobre-expresarse siempre
en microcitico, pero en los otros se reprime
(MERS5TE), o no presentan expresion diferencial
(LTR12F y L.TR49-int, cetcano a lpg,FC = 0y
con poca varianza). Se sabe que el MERSTE esta
expresado en los oocitos de humanos®. También
se conoce la participacion del transposon LTR72F
en el cancer™ ** en respuesta a los tratamientos
inmunoterapicos: se ha propuesto que la
combinacién de inmunoterapia con la terapia
epigenética basada en el LLTR72 podria servir de

tratamiento del cancer de pulmén™ .

Finalmente, .TR54By MERG5-int se encuentran
sobreexpresados en el adenocarcinoma y reprimido
tanto enmicrociticocomo enepidermoide. Estabien
documentada la influencia del transposénl.I'R54B
en la evolucién de los mamiferos, especificamente
en la relacion entre el genoma del chimpancé y de
los humanos”’.

CONCLUSIONES

De los resultados de este trabajo, se puede
extraer las siguientes conclusiones:

1. Los transposones se  reprograman
especificamente en células de cancer de pulmén con
respecto a células normales, puesto que se expresan
de forma apreciable tanto en unas como en otras,
lo que concuerda con los resultados publicados
recientemente’’.

2. La reprogramaciéon del transposén en
cancer de pulmoén no parece estar relacionada con
su clase ni con su tipo, sino con la poblacién o, con
mas claridad, con la enfermedad, como ya se ha
descrito anteriormente™,

3. La reprogramacién de los transposones
conducida por los cambios oncogénicos debe ser
un nuevo campo de investigaciéon y su uso como
fuente de biomarcadores debe ser un nuevo sello

240

distintivo del cancer, como se puede ver en”, donde
se describen, entre otras, la posibilidad de desarrollar
inmunoterapias basadas en la reactivacion de
transposones HERV, que generan antigenos
inmunogénicos que llevan al reconocimiento de los
receptores adecuados para atacar al cancer.
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