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Resumen

Titulo: Identificacion de los polimorfismos de insercion de elementos transponibles (TIPs) del
retrovirus endégeno humano K (HERV-K) y su relacion con leucemia mieloide aguda (LMA),
por medio de andlisis in silico”

Autor: Nicolas Camargo Forero™

Palabras Clave: Elementos transponibles, retrovirus endégenos humanos, HERV-K, leucemia
mieloide aguda, TIPs.

Descripcion: Los retrovirus endégenos humanos (HERV) son retrotransposones LTR que se insertaron en el genoma

humano mediante la infeccion viral exdgena. A través de mutaciones, replicacion y herencia mendeliana, dichos retrovirus
componen actualmente el 8% del genoma humano. La familia HERV-K puede tener hasta cuatro marcos abiertos de lectura
(ORF) que codifican las proteinas Gag, Pro, Pol, Env/Rec/Np9, las cuales se han visto implicadas en la carcinogénesis de
diferentes tipos de cancer tales como: cancer de ovario, prostata, mama y leucemia. Dentro de los tipos de leucemia cabe resaltar
la Leucemia Mieloide Aguda (LMA), la cual es un problema a nivel mundial debido a que representa el 1% de las muertes por
cancer en Estados Unidos y tiene una tasa de supervivencia del 29,5%. Por esta razon, se presenta una metodologia para
identificar la asociacion estadistica entre polimorfismos de insercion de elementos transponibles (TIPs) de HERV-K y leucemia
mieloide aguda usando lecturas de secuenciacion de genomas completos de pacientes y el software TIP_finder. Se encontraron
101 TIPs de HERV-K asociados a la LMA en un porcentaje entre el 44,4 al 56,6%, los cuales en su mayoria (70) se encontraban
ubicados en la regidon 8g24.13 y 8g24.21. Ademas, en promedio cada paciente de LMA presentaba 80 TIPs de HERV-K
asociados mientras que en los controles no habia presencia de estos. Por otro lado, se encontré que los genes TRIB1, LRATD2,
POU5F1B, MYC, PCAT1, PVT1l y CCDC26 podrian verse afectados por estas inserciones al causar desplazamiento o
fragmentacion de sus regiones de interés. Ademas, se propone una metodologia para analizar la asociacion entre una familia de
elementos transponibles y una enfermedad especifica. Finalmente, a través del andlisis estadistico de X? (0=0.05) se identifico

que los TIPs de HERV-K reportados en este estudio estan asociados estadisticamente con la leucemia mieloide aguda.

“Trabajo de grado
“Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Simén Orozco Arias. Ingeniero de Sistemas. Codirector:
Romain Guyot. Doctor en genética
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Abstract

Title: Identification of transposable element insertion polymorphisms (TIPs) of human
endogenous retrovirus K (HERV-K) and its correlation to acute myeloid leukemia (AML) by in
silico analysis.”

Author: Nicolas Camargo Forero™

Key Words: Transposable elements, human endogenous retrovirus, HERV-K, acute myeloid
leukemia, TIPs.

Description: Human Endogenous RetroVirus (HERV) are Long Terminal Repeats (LTR) retrotransposons that were

inserted into the human genome through exogenous viral infection. Through mutation, replication and Mendelian
inheritance, such retroviruses currently make up to 8% of the human genome. The HERV-K family can have up to four
Open Reading Frames (ORF) encoding Gag, Pro, Pol, Env/Rec/Np9 proteins, which have been implicated in the
carcinogenesis of different types of cancer such as ovarian, prostate, breast and leukemia, among others. Considering
Leukemia, it is worth highlighting Acute Myeloid Leukemia (AML), a considerable problem given that it represents 1% of
cancer deaths in the United States and has a survival rate of 28.7%. In this work, we present a methodology to identify the
statistical association between HERV-K Transposable element Insertion Polymorphisms (TIPs) and acute myeloid
leukemia using whole genome sequencing reads (patients and controls) via the TIP_finder software. Our results show that
101 HERV-K TIPs are associated with AML with a percentage between 44.4 to 56.6%, most of which (70) were located in
the region from 8024.13 to 8g24.21. In addition, it was found that on average each AML patient had 80 HERV-K
associated TIPs which were not found in control patients. Moreover, it was found that TRIB1, LRATD2, POU5F1B, MYC,
PCAT1, PVT1 and CCDC26 genes and its regions of interest could be displaced or fragmented by TIPs insertions.
Furthermore, a general methodology was devised to facilitate the association analysis between transposable elements
families and specific diseases. Finally, we conclude that the HERV-K TIPs reported in this study are statistically

correlated with acute myeloid leukemia as confirmed by the X2 test with alpha equals 0.05.

*Bachelor thesis
™ Science faculty. School of biology. Director: Simoén Orozco Arias. Systems engineer. Co-director: Romain
Guyot. PhD. in genetics.
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Introduccion

La leucemia mieloide aguda (LMA), es un tipo de céncer producido por la rapida
proliferacion de células anormales de la linea celular mieloide de origen clonal que infiltran la
medula 6sea, sangre periférica y otros tejidos, en donde su acumulacion interfiere con la
produccion de glébulos rojos normales (Leyto-Cruz, 2018). Se ha reportado que la LMA es el
tipo de leucemia mas comdn en adultos, comprendiendo el 1,1% de todos los casos nuevos de
cancer (Howlader et al., 2020; Redaelli et al., 2003), y el 1,8% de las muertes por cancer en
Estados Unidos (Howlader et al., 2020; Leyto-Cruz, 2018), asimismo, un estudio realizado por el
Programa de Vigilancia, Epidemiologia y Resultados Finales (SEER, por sus siglas en inglés)
estimo que en el 2020 se presentaron cerca de 20.000 nuevos casos de leucemia mieloide aguda
en Estados Unidos (Howlader et al., 2020). Ademaés, un estudio epidemiolégico realizado en
2015 por el Instituto Nacional de Cancerologia, reportd que la LMA representa el 10% de los
casos de cancer en personas menores de 18 afios en Colombia (Reyes et al., 2016).

Por otro lado, los retrovirus endégenos humanos (Human Endogenous RetroVirus), son
elementos transponibles insertados en el genoma humano mediante la infeccion viral exdgena
(Subramanian et al., 2011) y en su mayoria se encuentran mutados o incompletos, lo cual les
impide codificar genes funcionales (Garcia-Montojo et al., 2018). No obstante, la familia HERV-
K puede tener hasta cuatro marcos abiertos de lectura que codifican las proteinas Gag, Pro, Pol,
Env/Rec/Np9 (Cegolon et al., 2013). Numerosos estudios han identificado que la expresion de
los genes de retrovirus enddgenos humanos de tipo K (HERV-K), se encuentran asociados con
diferentes tipos de leucemia, tales como: leucemia mieloide cronica (LMC) (Brodsky et al.,

1993), leucemia linfoide cronica (LLC) (Depil et al., 2002), leucemia linfoblastica aguda (LLA)
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(Bergallo et al., 2017; Januszkiewicz-Lewandowska et al., 2013) y leucemia mieloide aguda
(LMA) (Depil et al., 2002; Januszkiewicz-Lewandowska et al., 2013).

Los HERV, al igual que todos los elementos transponibles, son muy diversos y se
encuentran en diferentes partes del genoma, por lo que se han realizado estudios para identificar
los polimorfismos de insercion de elementos transponibles (TIPs, por sus siglas en inglés) en el
genoma completo (Bradley-Golem, 2013; X. Chen et al., 2019). Los TIPs son inserciones de
elementos transponibles en el genoma de un individuo, en una posicion que no se presenta en el
genoma de referencia, los cuales se han visto asociados con diferentes fendmenos bioldgicos,
incluyendo adaptacién, mutacion, silenciamiento de genes y regulacion de la expresion génica
(Barrén et al., 2014; Carpentier et al., 2019; Drongitis et al., 2019).

Sin embargo, en la literatura, los analisis realizados de asociacion de HERV-K y
leucemia son basados en la sobre expresion, desregulacion o sub expresion de alguno de sus
genes (Bergallo et al., 2017; Brodsky et al., 1993; Depil et al., 2002; Januszkiewicz-
Lewandowska et al., 2013) y no en la asociacion de los TIPs de estos en el genoma completo con
los diferentes tipos de cancer, entre estos, la leucemia mieloide aguda.

Los avances tecnoldgicos y computacionales han permitido que el anélisis in silico
resulte mas eficiente en términos de tiempo y costo econémico en comparacién con analisis in
vivo o0 in vitro (Mangul et al., 2019). En este sentido, se han utilizado herramientas
bioinformaticas para analizar datos genomicos de pacientes, o que ha permitido generar nuevas
estrategias de terapias génicas para diferentes tipos de cancer (Ding et al., 2017; Lu et al., 2018;
Xue et al., 2020), incluyendo la leucemia mieloide aguda (Feng et al., 2018; Wei Li et al., 2017).
La creacion de nuevas estrategias para terapias génicas contra el cancer, el diagnostico temprano

0 prediccion del mismo basado en genes, SNPs, o incluso genomas completos, son algunos
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objetivos de la unién entre la biologia y la informatica (bioinformatica) y su aporte en la
medicina (Chande et al., 2018; Y. Liu et al., 2019; Rong et al., 2018; Shao et al., 2019).

Actualmente, hay varios softwares usados para la identificacion de TIPs en el genoma
completo de un organismo, los cuales, en su mayoria, estdn basados en la localizacion
discordante de lecturas pareadas y divididas (Ewing, 2015; Orozco-Arias et al., 2020), entre
estos TRAKCPOSON, el cual permite identificar TIPs en conjuntos de datos grandes tales como
el genoma del arroz (400 Mb), sin embargo, este software no es eficiente al momento de analizar
genomas de mayor tamafio como el del humano con 3.3 Gb. Por esto, Orozco-arias et al., (2020)
presentaron el software TIP_finder, que utiliza la misma metodologia del software
TRACKPOSON e implementa, a su vez, técnicas de computacion de alto rendimiento y
programacion en paralelo, permitiendo asi, el andlisis eficiente de genomas de gran tamafio, lo
que lo hizo 6ptimo para realizar este estudio.

Por esta razén, identificar relaciones entre TIPs de HERV-K y leucemia mieloide aguda,
podria generar una nueva estrategia para diagnostico y prediccion de cancer basandose en el
genoma completo. Ademas, la metodologia utilizada puede replicarse para diferentes tipos de
cancer y otras enfermedades asociadas a las familias de HERV u otros elementos transponibles.
De esta manera, el objetivo de este estudio consiste en evaluar la asociacion entre polimorfismos
de insercion de elementos transponibles (TIPs) del retrovirus endégeno humano K (HERV-K) y
leucemia mieloide aguda (LMA), por medio de analisis in silico, y asi, contribuir al disefio de

nuevas estrategias de diagndstico temprano y prediccion de esta enfermedad.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar la asociacion entre polimorfismos de insercion de elementos transponibles (TIPs)
del retrovirus endégeno humano K (HERV-K) y leucemia mieloide aguda (LMA).
1.2 Objetivos Especificos

Identificar los TIPs de HERV-K asociados a leucemia mieloide aguda mediante el estudio
de genomas de pacientes.

Calcular el grado de asociacion entre cada TIP de HERV-K encontrado y la leucemia
mieloide aguda.

Examinar genes potencialmente afectados por la existencia de los TIPs relacionados a

leucemia mieloide aguda.
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2. Cuerpo del Trabajo

2.1 Marco Referencial

Los elementos transponibles (TE, por sus siglas en inglés) pueden definirse como una
secuencia gendmica que tiene la capacidad de cambiar su localizacion (transponerse) dentro del
genoma (Wen-hsiung Li, 1997), sin embargo, esta definicion no considera dos hechos de los
elementos transponibles, los cuales son: no todos los elementos transponibles tienen la capacidad
de cambiar su localizacion por si mismos y requieren enzimas codificadas de otros elementos
para realizarlo y, la mayoria de elementos no cambian su localizacion, sino que son copiados y
las copias son las que se insertan en diferentes posiciones. Por lo tanto, una definicion méas
acertada de elementos transponibles es una secuencia gendémica que puede separarse de su
ubicacion original en el genoma y reinsertarse en otra, 0 que puede copiarse e insertar sus copias
en otros lugares del genoma, ya sea autbnomamente o empleando enzimas de otros elementos
transponibles (Tubio, 2009).

Los TE pueden encontrarse en casi todas las especies eucariotas conocidas en la
actualidad (Wicker et al., 2007), y su papel es clave en la diversificacion del genoma y la
adaptacion y evolucién de los organismos, al generar mutaciones y amplificar el nimero de sus
copias (Casacuberta & Gonzalez, 2013; Todorovska, 2007). Ademas, los TE son muy diversos,
con mas de 1000 familias que componen una gran parte del genoma de los eucariotas,
constituyendo mas del 80% del genoma de las plantas, del 3 al 20% del genoma de los hongos y
del 3 al 45% del genoma de los metazoos (Wicker et al., 2007). Finalmente, los elementos
transponibles pueden clasificarse en clases, dependiendo del mecanismo de transposicion, siendo

clase I los elementos que se transponen usando una molécula de ARN vy clase Il, los elementos
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que se transponen usando una molécula de ADN (Figura 1) (Casacuberta & Gonzélez, 2013;
Wicker et al., 2007).
Figural

Clases de elementos transponibles, estructura y porcentaje del genoma humano

Clase % del genoma humano
[ Retrotransposones LTR (ERVs) | 5'LTR = Gag Pol v 3R | B
I Retrotransposones no LTR (LINE-I)| 5"UTR = ORF1 ORF2 UgT'R 17
I Transposones ITR Transposasa ITR 3

Los elementos transponibles clase I, también Ilamados retrotransposones, se caracterizan
por la transcripcion de un ARN intermediario a partir de una copia gendémica, el cual realiza
retrotranscripcion o transcripcion inversa mediante retrotranscriptasa para insertar esta copia en
el genoma, siendo asi, los principales contribuyentes a la parte repetitiva del genoma (Wicker et
al., 2007). Los TE clase | pueden clasificarse en cinco érdenes: elementos similares a DIRS
(Dictyostelium Intermediate Repeat Sequence), elementos similares a Penelope (PLEs, por sus
siglas en ingles), elementos largos intercalados (LINES, por sus siglas en inglés), elementos
cortos intercalados (SINEs, por sus siglas en inglés) y retrotransposones LTR (Makatowski et al.,
2019).

Estos ultimos se caracterizan por tener repeticiones terminales largas (LTR, por sus siglas
en inglés), que son secuencias de ADN no codificantes, localizadas en ambas terminales de la
region codificante interna (Orozco-Arias et al., 2019). Ademas, al igual que los retrovirus
exogenos, contienen un gen Gag que codifica una capa de particulas virales y un gen Pol que

codifica la transcriptasa inversa, la ribonucleasa H y la integrasa, que son las enzimas encargadas
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de la retrotranscripcion y la integracion de la copia al genoma. Sin embargo, a diferencia de los
retrovirus exogenos, la mayoria de los retrotransposones LTR no contienen un gen Env (al
menos no funcional) que codifica la envoltura y facilita la migracion a otras células. Los
retrotransposones LTR pueden clasificarse en cinco superfamilias, las cuales son: Copia, Gypsy,
Bel-Pao, retrovirus y retrovirus endogenos (ERV, por sus siglas en inglés) (Makatowski et al.,
2019).

Los retrovirus endogenos humanos (HERV, por sus siglas en inglés), son
retrotransposones LTR que se insertaron en el genoma humano mediante la infeccion viral
exogena en las células germinales de los primates hace millones de afios (Hohn et al., 2013;
Subramanian et al., 2011). Actualmente componen el 8% del genoma humano, con mas de
500.000 elementos transponibles debido a mutaciones, replicacion y herencia mendeliana
(Garcia-Montojo et al., 2018). Sin embargo, en su mayoria se encuentran mutados o incompletos,
inhabilitandoles para codificar genes funcionales. Por esta razon, los HERV pueden encontrarse
en forma proviral de longitud completa o casi completa 0 como LTRs solitarios, que son
resultado de la recombinacion entre los dos LTR que rodean el provirus y la eliminacién de la
secuencia interna (Hughes & Coffin, 2004). Ademas, los ERVs pueden clasificarse en ERV1, los
cuales son Gammaretrovirus similares a los virus de la leucemia murina (MLV, por sus siglas en
inglés); ERV2, los cuales son Betaretrovirus similares al virus del tumor mamario del raton
(MMTV, por sus siglas en inglés); ERV3 o elementos similares a Spumaretrovirus como el virus
espumoso de los simios; Lentivirus; y ERV4, que no tienen ninguna contraparte exdgena descrita
(Garcia-Montojo et al., 2018).

Entre los retrovirus endogenos ERV2, cabe destacar la familia HERV-K, la cual es la més

recientemente adquirida y biolégicamente activa, conteniendo hasta cuatro marcos abiertos de
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lectura (ORF, por sus siglas en inglés) que codifican las proteinas Gag, Pro, Pol, Env/Rec/Np9
(Cegolon et al., 2013; Garcia-Montojo et al., 2018). La denominacion K proviene del uso de un
ARNL de lisina (K, segun el codigo de una letra IUPAC) para el cebado de la retrotranscripcion
(Hohn et al., 2013). A su vez, la familia HERV-K puede dividirse en 10 grupos denominados
HML-X (HML = Human Mouse Mammary tumor virus Like), donde la X especifica un numero
entre 1 y 10, y su nomenclatura se baso en la similitud existente entre el grupo y el virus del
tumor mamario del raton (MMTV) (Garcia-Montojo et al., 2018; Hohn et al., 2013).
Actualmente, el grupo més relevante de la familia es el HML-2, debido a sus posibles funciones
fisiologicas como: el mantenimiento de la pluripotencia, efectos neurotréficos, defensa antiviral
y la formacion de la placenta; ademas, de su relacion con multiples enfermedades, incluyendo
diferentes tipos de cancer, esquizofrenia, esclerosis lateral amiotréfica, VIH, entre otras (Garcia-
Montojo et al., 2018).

El grupo HML-2, al igual que todos los retrovirus enddgenos puede encontrarse en las
formas de provirus y LTR solitario, en donde las estimaciones mas recientes sugieren que hay 89
provirus de HML-2 y entre 944 y 1.200 LTR solitarios (Garcia-Montojo et al., 2018). Por otra
parte, los provirus de HML-2 pueden dividirse en dos tipos dependiendo de la presencia o
ausencia de una delecion de 292 pares de bases en la union de los genes Pol-Env. Por
consiguiente, los provirus de tipo 1 (26% del total de los provirus HML-2) que poseen la
delecion, son incapaces de codificar Rec o Env debido a la pérdida de un donador de empalme
(splicing donor, en inglés), no obstante, debido a esta delecion se utiliza otro donador de
empalme que codifica para la proteina Np9. Finalmente, los provirus de tipo 2 (74% del total de

los provirus HML-2) que no poseen la delecion, pueden codificar las proteinas Env y Rec, la cual
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es una proteina que se une a los transcritos virales facilitando su transporte del nucleo al
citoplasma (Garcia-Montojo et al., 2018; Hohn et al., 2013).
Figura 2

Estructura de un provirus de HERV-K
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Como se observa en la figura 2, un provirus de HML-2 esta compuesto por dos LTRs

rodeando la secuencia de los cuatro marcos abiertos de lectura, dos sitios donadores de empalme
(DE) y dos sitios aceptores de empalme (AE). Cada LTR consiste en tres regiones (U3, R y U5)
en direccion 5’ a 3°, que poseen elementos promotores y potenciadores de la transcripcion, sitios
de union del factor de transcripcion y sefiales de poliadenilacién (Hohn et al., 2013). Por otro
lado, dependiendo del tipo de provirus se pueden presentar cuatro transcritos, en donde el
primero, tiene 3 marcos abiertos de lectura que codifican para la poliproteina Gag-Pro-Pol, en
donde Gag contiene la secuencia para formar las proteinas de la matriz (MA), capside (CA) y
nucleocapside (NC), Pro codifica para la enzima dUTPasa y Pol contiene las proteinas de
retrotranscriptasa (RT), Rnasa H e integrasa (IN); el segundo, codifica la proteina Env que se
compone de tres dominios: el péptido sefial (PS), la unidad de superficie (US) y el dominio

transmembrana (DT); el tercero, es el producto de un empalme alternativo (alternative splicing)
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del marco abierto de lectura del gen Env que codifica para la proteina Rec, compuesta de dos
exones (E), el cual solo es producido por los provirus tipo 2; y el tltimo, debido a la delecién de
los provirus tipo 1, se pierde el segundo sitio donador de empalme, por lo que se utiliza un sitio
alternativo que codifica la proteina Np9 (Garcia-Montojo et al., 2018).

Como se mencioné anteriormente, el grupo HML-2 ha sido de controversia debido a su
relacion con varias enfermedades, incluyendo diferentes tipos de céncer. La sobreexpresion o
desregulacién del gen Gag se ha visto asociada con cancer de prostata (Reis et al., 2013; Wallace
et al., 2014), tumor de células germinales (Kleiman et al., 2004), cancer de colon (Tavakolian et
al., 2020), leucemia linfocitica cronica y leucemia mieloide aguda (Depil et al., 2002). Ademaés,
la sobreexpresion o desregulacion del gen Pol se ha visto asociada con cancer de colon (Dolci et
al., 2020) y leucemia (Bergallo et al., 2017). De igual manera, la sobreexpresion, desregulacion,
0 sub expresion del gen Env ha reportado asociacion con cancer de préstata (Wallace et al.,
2014), tumor de células germinales (Kleiman et al., 2004), melanomas (Blscher et al., 2006),
cancer de ovario (Wang-Johanning et al., 2007), cancer gastrico, cancer de colon (Tavakolian et
al., 2020), leucemia linfoblastica aguda y leucemia mieloide aguda (Januszkiewicz-
Lewandowska et al., 2013). Finalmente, la sobreexpresion, desregulacion o sub expresion de las
proteinas Rec y Np9 también se ha visto asociada con melanomas (Buscher et al., 2006), cancer
de ovario (Wang-Johanning et al., 2007), cancer gastrico, cancer de colon (Tavakolian et al.,
2020), cancer de mama (Tavakolian et al., 2019) y leucemia promielocitica (Denne et al., 2007).

El término leucemia puede asignarse a un grupo de enfermedades causadas por la
alteracion de los procesos reguladores celulares normales, que llevan a la proliferacion
descontrolada de células madre hematopoyéticas (glébulos rojos, blancos y plaquetas) a la

médula 6sea (Davis et al., 2014). Esta enfermedad afecta a nifios y adultos (adultos en mayor
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proporcidn) y generalmente causa sintomas comunes como fiebre, sangrado o moretones, dolor
muscular y Oseo, fatiga y pérdida de peso, no obstante, algunos pacientes pueden ser
asintomaticos (Davis et al., 2014). La leucemia es un problema a nivel mundial debido a que
representa el 3,4% de los casos nuevos de céncer, con un estimado de méas de 60.000 pacientes
nuevos en 2020, ademas, también representa el 3,8% de las muertes causadas por cancer con un
estimado de 23.000 muertes en 2020, y tiene una tasa de supervivencia relativa a 5 afios del
63,7% (estadisticas tomadas en Estados Unidos) (Howlader et al., 2020).

La leucemia puede clasificarse de dos maneras: dependiendo de la velocidad de
desarrollo y progreso de la enfermedad, siendo aguda si los blastos (globulos blancos inmaduros)
se reproducen rapidamente y crénica si los blastos se reproducen de manera mas lenta; y
dependiendo del tipo de glébulo blanco afectado (células mieloides o células linfoides)
(Howlader et al., 2020). Por lo tanto, los cuatro tipos de leucemia mas comunes son: leucemia
linfoide aguda (LLA), leucemia linfoide crénica (LLC), leucemia mieloide cronica (LMC) y
leucemia mieloide aguda (LMA) (Davis et al., 2014)

La leucemia mieloide aguda (LMA) es definida como un grupo de desérdenes de las
células madre hematopoyeéticas clonales, que causan fallo en la diferenciacién y proliferacion
anormal de éstas a la médula 6sea, lo que lleva a una acumulacion de células no funcionales
Ilamadas mieloblastos (Stone et al., 2004). Ademas, la LMA presenta sintomas como fiebre,
fatiga, pérdida de peso, sangrado y moretones y signos como hepatoesplenomegalia que es el
aumento del tamafio del higado y bazo y de forma menos comun linfadenopatia que es el
agrandamiento de los ganglios linfaticos (Davis et al., 2014). Este tipo de leucemia es el mas
comun en adultos, comprendiendo el 1,1% de todos los casos nuevos de cancer con casi 20.000

casos en 2020 y el 1,8% de las muertes causadas por cancer con méas de 11.000 muertes el afio
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pasado, con una tasa de supervivencia relativa a cinco afios del 29,5% (Estadisticas tomadas en
Estados Unidos) (Howlader et al., 2020; Leyto-Cruz, 2018).

Por otro lado, la LMA representa el 80% de las leucemias agudas en adultos mayores de
45 afnos (Davis et al., 2014), y en el 97% de los casos se han identificado alteraciones
cromosémicas que generan trastornos en el proceso normal de maduracién, proliferacion y
diferenciacion celular de los precursores mieloides (Leyto-Cruz, 2018). Por lo tanto, para
facilitar su diagnostico y tratamiento, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), divide la
leucemia mieloide aguda en varios grupos: LMA con anomalias genéticas (cambios genéticos o
cromosomicos) que incluye translocaciones, inversiones, deleciones y fusiones de genes, LMA
con cambios relacionados con mielodisplasia, LMA relacionada con administracion previa de
quimioterapia o radiacion, LMA no especificada de otras maneras, sarcoma mieloide y
proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down (Leyto-Cruz, 2018; NIH
National Cancer Institute, 2020).

Generalmente, la LMA es tratada dependiendo de si el paciente es apto para recibir la
quimioterapia de induccion intensiva, la cual consiste en una infusion continua de citarabina con
una antraciclina (generalmente daunorubicina). A continuacion, si se llega al estado de remision
completa, se requiere una terapia pos-remision, la cual consiste en quimioterapia convencional y
un trasplante de células hematopoyéticas. Sin embargo, actualmente existen nuevas terapias
enfocadas en diferentes procesos celulares como sefializacion a través de tirosinas quinasas u
otras vias, regulacion epigenética del ADN vy la cromatina, exportacion de proteinas y antigenos

expresados en las células hematopoyéticas leucémicas, entre otras (Dohner et al., 2015).
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Figura 3

Polimorfismo de insercion de elemento transponible (TIP)
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Como se menciond anteriormente, la sobre expresion, desregulacion o sub expresion de
proteinas de HERV-K se ha visto asociada con diferentes tipos de céncer, incluyendo la leucemia
mieloide aguda (Bergallo et al., 2017; Colombo et al., 2018; Depil et al., 2002; Januszkiewicz-
Lewandowska et al., 2013). Sin embargo, no se ha tenido en cuenta los polimorfismos de
insercion de elementos transponibles (TIPs, por sus siglas en inglés), las posibles alteraciones
que causan en el genoma y su relacion con esta enfermedad. Un TIP (Figura 3) es una insercion
de un elemento transponible en el genoma de un individuo, en una posicién que no se presenta en
el genoma de referencia, los cuales se han visto asociados con diferentes fendmenos biolégicos
como procesos de adaptacion en Oryza sativa (Carpentier et al., 2019) y Drosophila
melanogaster (Barron et al., 2014) y regulacion de la expresion génica, incluyendo modificacion
de la cromatina, empalmes alternativos y traduccion de proteinas (Drongitis et al., 2019).

Debido a la cantidad de TIPs que pueden presentarse en un mismo individuo y el gran

tamaiio de los genomas, la identificacion de estos en el genoma completo de un organismo
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podria tomar cantidades de tiempo muy elevadas si se hiciera de manera in vitro en un
laboratorio, debido a la complejidad asociada y la correspondiente cantidad masiva de datos. No
obstante, los avances tecnoldgicos y computacionales han permitido que el analisis in silico
resulte més eficiente en términos de tiempo y costo econémico en comparacion con analisis in
vivo o in vitro (Mangul et al., 2019).

El andlisis in silico en el contexto de las ciencias biolégicas puede definirse como
bioinformatica, un conjunto de técnicas, estrategias y sistemas computacionales disefiados para
el andlisis de datos masivos de naturaleza bioldgica. Segun Polanski & Kimmel, (2007), la
bioinformatica es una disciplina que surgi6 con el prop6sito de poner orden al conjunto de datos
masivo que es producido por las nuevas tecnologias de biologia molecular, ademés de la
necesidad de herramientas para ensamblar secuencias y la anotacion de estas secuencias. El
andlisis bioinformatico ofrece multiples aplicaciones, por ejemplo, la creacion de bases de datos
de ADN vy proteinas, herramientas de comparacién de secuencias, navegadores de genomas,
prediccion de transcritos de ARN, métodos de prediccion de genes, anotacién de genes, analisis
de motivos regulatorios, prediccion de estructura de proteinas, entre otros (D Edwards et al.,
2009).

La union de la bioinformética y la medicina facilita la creacion de nuevas estrategias de
terapia génica, diagnostico temprano y prediccion de mdaltiples enfermedades, mediante el
analisis de genes, SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), o incluso genomas completos
(Chande et al., 2018; Y. Liu et al., 2019; Rong et al., 2018; Shao et al., 2019). En relacién al
cancer, el uso de técnicas de bioinformética ha llevado a encontrar biomarcadores para terapia
génica, por ejemplo, el uso de micro ARNs para el anélisis de la patogénesis del carcinoma

hepatocelular (Ding et al., 2017); la identificacion de sellos distintivos del cancer como
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sefializacion sostenida de proliferacion, resistencia a la muerte celular, angiogénesis inducida,
entre otros (Lu et al.,, 2018); y marcadores para el diagndstico y terapia del carcinoma
nasofaringeo (Xue et al., 2020), entre muchos otros casos de éxito.

Finalmente, con respecto a la leucemia mieloide aguda, herramientas de bioinformatica
han permitido analizar el perfil de expresion de ARNs largos no codificantes (INcRNAs, por sus
siglas en inglés) y su relacién con el sistema inmune y la diferenciacion de las células
hematopoyéticas en pacientes con LMA (Feng et al., 2018); caracterizar ARNSs circulares como
nuevos biomarcadores para el diagnostico y tratamiento de la LMA (Wei Li et al., 2017); y la
identificacion de vias metabolicas, genes y micro ARNs claves para el diagndstico y tratamiento
de la enfermedad (S. Chen et al., 2020; Huang et al., 2017).

Otra aplicacion de la bioinformatica es la identificacion de TIPs, para la cual se han
utilizado diferentes softwares con el propdsito de reducir la cantidad de tiempo utilizada en esta
tarea. Entre los softwares mas conocidos se encuentran TranspoSeq (Helman et al., 2014),
Jitterbug (Hénaff et al., 2015) y Metasv (Mohiyuddin et al., 2015), los cuales en su mayoria se
basan en el mapeo de extremos emparejados (PEM, por sus siglas en inglés) y lecturas divididas,
en donde los métodos mas comunes consisten en mapear todas las lecturas emparejadas en un
genoma de referencia y las lecturas discordantes corresponden a variantes estructurales, las
cuales son declaradas como TIP si coinciden con un elemento transponible conocido (Carpentier
et al., 2019; Ewing, 2015; Orozco-Avrias et al., 2020).

No obstante, debido a que el paso del mapeo de las lecturas pareadas en el genoma de
referencia es un paso muy demandante computacionalmente, Carpentier et al., (2019)
desarrollaron el software TRACKPOSON, el cual emplea una metodologia diferente que

consiste en mapear todas las lecturas pareadas del individuo en cada familia de elementos
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transponibles usando una secuencia consenso y a continuacion, las lecturas discordantes son
mapeadas en el genoma de referencia dividido en ventanas de 10 kb. Gracias a esto,
TRACKPOSON permite identificar elementos transponibles rapidamente en conjuntos de datos
grandes tales como el genoma del arroz (400 Mb) (Carpentier et al., 2019).

Sin embargo, este software no fue disefiado para ejecutarse en maltiples procesadores en
paralelo y, por consiguiente, no es Optimo para analizar eficientemente genomas de mayor
tamafio como el genoma humano, el cual estd compuesto de 3.3 Gb. Consecuentemente, Orozco-
arias et al., (2020), presentd el software TIP_finder, que utiliza la misma metodologia del
software TRACKPOSON e implementa, a su vez, técnicas de computacion de alto rendimiento y
programacion en paralelo, esto con el propdsito de permitir su ejecucion al mismo tiempo en
multiples nucleos de CPU distribuidos en nodos (computadores), lo cual es conocido en este
contexto como un supercomputador o cluster de alto rendimiento, permitiendo asi, el analisis
eficiente de genomas de gran tamafio. En este sentido, TIP_finder fue utilizado dentro de este
proyecto para analizar la relacion entre TIPs de HERV-K y leucemia mieloide aguda.

2.1.1 Método

2.1.1.1 Descripcion del conjunto de datos.

Este proyecto de grado utilizé el conjunto de datos de los estudios L'Abbate et al., (2018)
y J. Chen et al, (2019) y el bioproyecto Decitabine del SRA con codigo de acceso
PRJINA242906, los cuales consisten en 16 pacientes con leucemia mieloide aguda y cariotipo
normal, 17 pacientes con leucemia mieloide aguda y alteraciones cromosémicas (Apéndice A) y
33 pacientes sanos (controles) (Apéndice B); el criterio para la seleccion de los pacientes control
fue la no existencia de enfermedades diagnosticadas. ElI conjunto de datos comprende 33

pacientes femeninos y 33 masculinos en un rango de edad de 20 a 90 afios. Estos datos fueron
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encontrados al realizar una busqueda en la base de datos SRA (Leinonen et al., 2011) del NCBI
con las siguientes cadenas de busqueda: “(((((((((((Acute Myeloid Leukemia) AND Homo
sapiens[Organism]) AND  PAIRED[Layout])) @ AND GENOMIC[Source])) @ AND
WGS[Strategy]))) NOT exome)) AND public [Access]” para los pacientes de LMA vy
“(((((((((((HoMmo  sapiens[Organism]) AND PAIREDJ[Layout])) AND GENOMIC[Source]))
AND WGS[Strategy]))) NOT exome)) AND public [Access])” para los controles. Esto con el
objetivo de filtrar por condicion (LMA o control), Homo sapiens como organismo, secuenciacion
de genoma completo pareada con Illumina (Voelkerding et al., 2009) y obtener datos de acceso
publico.

A continuacion, se descargaron los datos del SRA a través del programa fastq-dump
(Sequence Read Archive Submissions Staff, 2011) tomando méximo 30 millones de lecturas, con
el fin de reducir la cantidad de datos a aproximadamente 1 TB (debido a limitaciones de
almacenamiento del supercomputador utilizado) y, ademas, eliminar sesgos relacionados a la
profundidad debido a que los datos con cariotipo normal contienen menos de 30 millones de
lecturas. Posteriormente, se construyd la libreria de HERV-K (Apéndice C) usando las bases de
datos del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés)
(NCBI Resource Coordinators, 2016), el Archivo Europeo de Nucle6tidos (ENA, por sus siglas
en inglés) (Leinonen et al., 2011) y el Banco de Datos de ADN de Japon (DDBJ, por sus siglas
en inglés) (Mashima et al., 2017) con las siguientes cadena de busqueda: “("Human endogenous
retrovirus K"[Organism] OR HERV-K[AIl Fields]) AND "Homo sapiens”[porgn] AND
(biomol_genomic[PROP] AND is_nuccore[filter] AND ("5000"[SLEN] : "15000"[SLEN]))”,
“HERV-K AND Homo sapiens” filtrando por tamafio de secuencia (5000-15000) vy

“SequenceLength:[5000 TO 15000]JHERV-K AND Homo sapiens”, respectivamente. El rango
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de longitud de la secuencia fue seleccionado debido a que el tamafio promedio aproximado de un
retrovirus enddgeno humano es de 10 kb (Shin et al., 2013). Finalmente, se descarg6 el genoma
humano de referencia version 38 del NCBI y su anotacion correspondiente.

2.1.1.2 Identificacién de los TIPs de HERV-K

Los TIPs de HERV-K en el genoma de pacientes de LMA y controles, fueron
identificados con el software TIP_finder (Orozco-Arias et al.,, 2020), un conjunto de
componentes software interconectados (pipeline), desarrollado en el lenguaje de programacion
Python (version 3.8.7), como se describe en la tabla 1. Los datos de entrada de TIP_finder son
archivos en formato fastq de pacientes y controles, con méaximo 30 millones de lecturas forward
y reverse. Los analisis realizados utilizaron los recursos del supercomputador Itrop
(https://bioinfo.ird.fr/) del Instituto Francés de Investigacion para el Desarrollo (IRD, por sus
siglas en francés).

Tabla 1
Pipeline de TIP_finder

Software Funcién Version Referencia
Blast Alineamiento de secuencias de tipo local ya sea de 2.5.0 (Altschul et al., 1990)
ADN, ARN o proteinas.
Bowtie2  Alineamiento de grandes conjuntos de secuencias cortas 24.1 (Langmead & Salzberg,
0 lecturas de ADN. Puede usarse en varios procesadores 2012)

simultaneamente para mayor velocidad.

Samtools  Conjunto de utilidades para interactuar y post procesar 1.10 (H. Lietal., 2009)
alineamientos de lecturas de secuencias de ADN, tales
como: indexacion, llamador de variantes y visor de
alineamientos.

Bedtools  Comparaciéon, manipulacién y  anotacion  de 2.29.2 (Quinlan & Hall, 2010)
caracteristicas gendmicas y alineamientos de secuencias.

Mpidpy  Es un envolvente en Python para el estandar MPI Ultima (Dalcin et al., 2011)
(Message Passing Interface) que facilita la ejecucion de version
procesos en paralelo en mdaltiples nucleos de CPU
distribuidos en los nodos de un supercomputador.
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El pipeline de TIP_finder consiste en tres pasos, el primero mapea las lecturas
emparejadas contra la libreria de HERV-K y mantiene las lecturas en donde solo una lectura es
mapeada y la otra no, también Ilamadas lecturas discordantes (Figura 4), conservando las que no
se mapearon. A continuacion, las lecturas no mapeadas se alinean con el genoma de referencia
para encontrar los puntos de insercion de cada TIP; el segundo, procesa los alineamientos para
buscar las lecturas con solo un acierto y genera un archivo tabular (formato bed); finalmente, este
archivo es usado para contar cuantas lecturas se alinearon con el genoma de referencia (dividido
previamente en fragmentos de 10 kb) y genera un archivo delimitado tabular para cada condicién
(Apéndices D y E) los cuales son procesados por el script de Python (versién 3.8.7)
TIP_finder_utils.py (Orozco-Arias et al., 2020)

Figura 4
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Este script se encarga de procesar y analizar los datos generados de la siguiente manera:
primero, agrupa los resultados en una matriz booleana de TIPs para cada archivo de secuencias

de extremos emparejados (Paired-end sequences); a continuacion, genera graficos de frecuencia
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del nimero de TIPs de cada muestra analizada; posteriormente, realiza una tabla de picos usando
la frecuencia de TIPs presentes en cada cromosoma; y finalmente, lleva a cabo pruebas de
asociacion estadistica para identificar los TIPs con el mayor rango de asociacién a la leucemia
mieloide aguda (Orozco-Avrias et al., 2020).

2.1.1.3 Andlisis estadistico

El anélisis de correlacion entre TIPs de HERV-K y leucemia mieloide aguda se baso6 en
el enfoque descrito por Orozco-arias et al., (2020), el cual consiste en analizar los siguientes
indicadores estadisticos: primero, se establecen dos variables categéricas para determinar si el
paciente i tiene LMA o no (i=1...n) y para determinar si el paciente i tiene el TIP j 0 no (j=
1...m), n cantidad de pacientes y m cantidad de TIPs. A continuacion, usando las variables
mencionadas anteriormente, se crea una tabla de contingencia para cada TIP identificado, a las
cuales se les realiza una prueba de hip6tesis de independencia no paramétrica basada en el test de
distribucion chi cuadrado (x?), con un grado de libertad y un o = 0.05, con el objetivo de
determinar si el TIP j tiene una influencia estadisticamente significativa en la leucemia mieloide
aguda. Finalmente, una vez identificados los TIPs asociados a LMA, se evalud el nivel de
asociacion en un rango de 0 a 1, calculando el coeficiente de contingencia de x? (Cochran, 1954).

2.1.1.4 Identificacién de posibles genes afectados por los TIPs

Los TIPs asociados fueron filtrados con un P-valor menor a 1x10°. A continuacion, para
visualizar las regiones de interés de cada cromosoma se utilizo la libreria de R shinyCircos (Yu
et al., 2018), la cual requiere tres archivos separados por comas (.csv) para su funcionamiento,
los cuales son: un archivo con el tamafio de cada cromosoma del genoma humano y un archivo

con la cantidad de TIPs encontrados en una ventana de 10 Mb (esto para facilitar la visualizacion
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de los TIPs en cada cromosoma) para cada condicion (LMA o control). El conteo de los TIPs
encontrados para cada condicion fue realizado con un script de Python (version 3.8.7).

Posteriormente, se seleccion6 el cromosoma 8 basandose en la abundante presencia de
TIPs en pacientes de LMA y la ausencia de TIPs en controles en la misma region. Finalmente, se
observo el cromosoma 8 en shinyCircos utilizando los siguientes archivos: un archivo con el
tamafo del cromosoma 8 del genoma humano, un archivo con la cantidad de TIPs encontrados
en una ventana de 10 kb para cada condicion (LMA o control) y un archivo con los TIPs
asociados que contiene la ubicacion y el porcentaje de asociacion.

Una vez se selecciond la region de interés del cromosoma 8 (125.000.000-130.000.000),
se procedio a observar la region en el navegador de genoma de Ensembl (Yates et al., 2020). A
continuacion, se observd si habia presencia de un TIP dentro o cerca de una region de interés de
un gen (codificante o no). Para esto se agregd un carril personalizado en el navegador de genoma
utilizando un archivo separado por tabulaciones (.bed) con la posicién de cada TIP. Finalmente,
una vez seleccionados los genes de interés se procedio a realizar la busqueda bibliografica de
relaciones del gen con la leucemia mieloide aguda.
2.1.2 Resultados

La leucemia mieloide aguda es un problema a nivel mundial debido a que es el tipo mas
comun en adultos, representando el 1,1% de todos los casos nuevos de cancer y una tercera parte
de todas las leucemias, con una tasa de supervivencia relativa a cinco afios del 29,5%. Por esta
razon, es importante disefiar estrategias de terapia genica que sean mas eficientes y menos
dafinas que la quimioterapia. No obstante, el disefio de métodos de diagnostico y prediccion que
ayuden a las personas a recibir tratamiento de manera mas eficiente y cuando la enfermedad no

estd tan avanzada como para mostrar signos, es otra parte muy importante para contribuir a la
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remision y disminucion de muertes causadas por esta enfermedad. Por consiguiente, los
resultados de este proyecto muestran la asociacion estadistica de TIPs de HERV-K con leucemia
mieloide aguda usando lecturas de secuenciacion de genomas completos de pacientes y
controles, como se muestra a continuacion.

Tabla 2

TIPs de HERV-K asociados a leucemia mieloide aguda

Posicion LMA Control P-valor Asociacion (%)
Ch16:14770000-14780000 26 0 3,9661x10°8 56,60
Ch8:125460000-125470000 25 0 8,7513x10°® 55,60
Ch8:128110000-128120000 25 0 8,7513x10°® 55,60
Ch16:16400000-16410000 25 0 8,7513x10°® 55,60
Ch8:127840000-127850000 25 0 8,7513x10°8 55,60
Ch8:126780000-126790000 24 0 1,9039x10°7 54,56
Ch8:129560000-129570000 24 0 1,9039x10°7 54,56
Ch8:127830000-127840000 26 1 1,9967x10° 54,50
Ch8:125400000-125410000 26 1 1,9967x107’ 54,50

Ch8:125480000-125490000 23 0 4,0866x10 53,49

Se muestran 10 de 101 TIPs asociados con LMA y filtrados con un P-valor menor a 1x107°

La tabla 2 muestra los TIPs de HERV-K con mayor asociacion estadistica con la
leucemia mieloide aguda. Las columnas LMA y control muestran la cantidad de individuos que
presentan el TIP en esa posicion, por ejemplo, 26 de 33 pacientes de LMA presentan el TIP y
ningan control presenta un TIP en esa posicién. Ademas, se muestra el P-valor y el porcentaje de

asociacion de cada TIP con la LMA (Ver apéndice F para resultados completos).
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Figura 5

TIPs de HERV-K en el genoma completo de pacientes de LMA y controles
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La figura 5 muestra el genoma completo de pacientes de LMA (carril externo) y controles

(carril interno) divididos en cromosomas y cada cromosoma dividido en ventanas de 10 Mb.

Ademas, se muestran los correspondientes TIPs encontrados en cada cromosoma. Se observan

varios picos de TIPs en diferentes cromosomas, tanto en los pacientes (en rojo) como en

controles (en azul); no obstante, el cromosoma 8 es el que presenta el nivel mas elevado de TIPs

en pacientes con LMA y no se observa el mismo resultado en los controles.
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Figura 6

TIPs de HERV-K asociados a LMA en el cromosoma 8 de pacientes de LMA y controles
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Por esta razon, se hace un acercamiento al cromosoma 8 dividido en ventanas de 10 kb,
como se muestra en la figura 6, en donde se pueden observar los dos carriles mencionados
anteriormente y un carril extra en donde se muestran los TIPs de HERV-K (en negro) asociados

a LMA encontrados en esta region para pacientes y controles. Como se mencioné anteriormente,

los TIPs fueron filtrados con un P-valor menor a 1x10°°.
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Figura7

Navegador de genoma para la region de interés del cromosoma 8 (125.000.000-130.000.000)
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Debido a la cantidad de TIPs encontrados en la region de la base 125.000.000 a la

130.000.000 del cromosoma 8, se procedio a observar esta region en el navegador de genoma de

Ensembl, como se observa en la figura 7, en donde se pueden observar los genes codificantes, no

codificantes y los TIPs de HERV-K asociados a LMA encontrados en esta region. Por

consiguiente, con el objetivo de ofrecer un mayor nivel de detalle a los genes presentados en la

figura 6, se presenta la siguiente tabla:

Tabla 3

Caracteristicas de los genes encontrados en la region de interés

Nombre Tipo Funcién Posicion  Presenci  Posicién Link Referenci
adeTIP deTIP a
SQLE Codifica Cataliza el primer paso de 124,998,497 No NA https://w  (Brown et
nte oxigenacion en la biosintesis de - ww.ncbi al., 2016;
esteroles y se cree que es una de las 125,022,283 .nim.nih -~ Geetal.,
enzimas que limitan la velocidad en Forward .gov/gen  2019; Ma et
esta via. Asociado con cancer de e/6713 al., 2021)
pulmén, de mama, carcinoma
hepatocelular, cancer de prostata y
leucemia mieloide aguda
WASHC5 Codifica Este gen codifica una proteina de 134 125,024,260 No NA https://w  (Guo et al.,
nte kDa llamada strumpellin que se - ww.ncbi  2020)
predice que tiene maltiples dominios 125,091,819 .nim.nih
transmembrana y un dominio que Reverse .gov/gen
contiene repeticiones de espectrina. €/9897
Asociado con leucemia mieloide
aguda.
NSMCE2 Codifica Este gen codifica un miembro de una 125,091,679 No NA https://w  (Chinen et
nte familia de ligasas modificadoras - ww.ncbi al., 2014;
pequefas relacionadas con ubiquitina 125,367,120 .nlm.nih - L’Abbate et
(SUMO) E3 que median la union de Forward .gov/gen al., 2018)
una proteina SUMO a proteinas /28605
involucradas en el transporte nuclear, 3
la transcripcion, la segregacion
cromosémica y la reparacion del
ADN. Asociado con leucemia
mieloide aguda.
TRIB1 Codifica Actividad transferasa, transferencia 125,430,358 Si Flanco del  https://lw  (Keeshan et
nte de grupos que contienen fosforo y - promotor,  ww.nchi al., 2016;
union al factor de transcripcion. 125,438,403 promotor.  .nlm.nih  Liang et al.,
Proteina adaptadora involucrada en la  Forward .gov/igen  2013;
degradacion  de  proteinas  al €/10221  Nakamura,
interactuar con la ubiquitina ligasa 2015;
COP1. Asociado a cancer de mama, Yokoyama
de prostata y leucemia mieloide et al., 2010)

aguda.
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LRATD2 Codifica Proteina asociada a la membrana del 126,552,443 Si Flanco del https://w  (Cheng et
nte cancer de mama. Asociado con cancer - promotor, ww.ncbi al., 2016;
gastrico, prostata, y de ovario, otros 126,558,478 promotor.  .nlm.nih  Wong et al.,
canceres. Reverse .gov/gen  2017;Y.
e/15763  Zhang et al.,
8 2019)
POUSF1  Codifica Puede codificar una proteina que 127,322,183 Si (2) Flanco del  https://w  (Hayashi et
B nte tiene casi la misma longitud y es muy - promotor.  ww.ncbi al., 2015;
similar al factor de transcripcién POU 127,420,066 .nIm.nih  Kastler et
clase 5 homeobox 1, se ha Forward .gov/gen al., 2010;
demostrado que es un activador e/5462 Pan et al.,
transcripcional ~ débil 'y  puede 2018; Yiet
desempefiar un papel en Ila al., 2019;
carcinogeénesis y el desarrollo ocular. Zhuetal.,
Asociado con madltiples tipos de 2020)
cancer incluyendo leucemia mieloide
aguda.
MYC Codifica [Este gen es un protooncogén y 127,735,434 No TIPa https://w  (Mughal et
nte codifica una fosfoproteina nuclear - 17kb ww.ncbi al., 2017,
que juega un papel en la progresion 127,742,951 aproximad .nlm.nih  Ohanian et
del ciclo celular, la apoptosis y la Forward amente. .gov/gen al., 2019;
transformacion celular. Asociado con e/4609 Yun et al.,
multiples tipos de cancer incluyendo 2019)
leucemia mieloide aguda.
MTRF1L Pseudo - 129,728,744 No NA https://w -
P2 gen - ww.nchi
129,730,445 .nIm.nih
Forward .gov/gen
e/?term
=MTRF
1LP2
GSDMC Codifica  Esta forma constituye el precursor de 129,748,196 No NA https:/iw -
nte la proteina formadora de poros: tras la - ww.ncbi
escision, el resto N-terminal liberado 129,786,624 .nIm.nih
(Gasdermin-C, N-terminal) se une a Reverse .gov/gen
las membranas y forma poros, lo que e/56169
desencadena la muerte celular.
Asociado con cancer colorrectal y
leucemia mieloide aguda.
CYRIB Codifica Regula la quimiotaxis, la migracion 129,839,593 No NA https://w  (L'Abbate et
nte celular y la polarizacion epitelial - ww.ncbi  al., 2018)
controlando la polaridad, plasticidad, 130,017,129 .nIm.nih
duracion 'y extension de las Reverse .gov/gen
protuberancias. Asociado con cancer e/51571
de vesicula biliar y leucemia mieloide
aguda
AC09111 No Involucrado en rasgos como el ancho 125,466,939 Si (3) Flanco del https://w -
4.1 codifica de la distribucion de los glébulos - promotor,  ww.ebi.
nte rojos. Recuento de basofilos, recuento 125,541,373 potenciad  ac.uk/g
LncRN  de glébulos blancos. Porcentaje de Forward or, CTCF. was/gen
A neutrofilos de leucocitos. Entre otros es/AC09

11141
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AC01607 No Porcentaje  de  eosindfilos y 125,648,327 Si (4) Flanco del  https:/iw -
4.2 codifica  neutrdfilos y monocitos en glébulos - promotor,  ww.ebi.
nte blancos. Ancho de la distribuciéon de 126,008,930 potenciad  ac.uk/g
LncRN los glébulos rojos. Forward or, CTCF.  was/gen
A es/ACO01
6074.2
PCAT1 No Este gen produce un ARN largo no 126,556,323 Si (14) Todas las  https://w  (Ghafouri-
codifica  codificante que promueve la - regiones. ww.nchi  Fard et al.,
nte proliferacion celular. Asociado con 127,419,050 .nIm.nih~ 2020; X.-L.
LncRN  varios tipos de cancer incluyendo Forward .gov/gen Liuetal.,
A leucemia mieloide aguda. €/10075  2019; P.
0225 Zhang et al.,
2019)
AC02438 No Asociado con cancer de prdstata 126,766,196 Si(2) CTCF, https:/iw -
2.1 codifica - cromatina  ww.ebi.
nte 126,846,981 abierta, ac.uk/g
LncRN Reverse Flanco del  was/gen
A promotor,  es/AC02
potenciad  4382.1
or.
CASC19 No Asociado con cancer gastrico, de 127,072,694 Si (4) Flanco del https://w  (Quetal.,
codifica  pulmdn, prostata y colorrectal. - promotor, ww.ncbi 2019;
nte 127,227,541 potenciad  .nlm.nih  Teerlink et
LncRN Reverse or, .gov/gen al., 2016;
A cromatina  e/10302 W.-J. Wang
abierta 1165 etal., 2019)
PRNCR1 No Asociado con céncer de pulmén, 127,079,874 Si Potenciad  https://w  (AlMutairi
codifica  colorrectal, gastrico, de mama y - or, ww.ncbi etal., 2019;
nte prostata 127,092,600 cromatina  .nlm.nih  Hong et al.,
LncRN Forward abierta. .gov/gen  2019; N. Li
A /10186 et al., 2021)
7536
CASC8 No Asociado con leucemia linfoblastica 127,289,817 Si (2) Flanco del  https://w  (Hashemi et
codifica aguda, céancer de vejiga, pulmén, - promotor.  ww.ncbi al., 2016; L.
nte gastrico y de prostata 127,482,139 .nIm.nih Huetal.,,
LncRN Reverse .gov/gen  2016; R. Hu
A e/72767 etal., 2017)
7
AC10437 No Asociado con cancer de ovario 127,578,473 Si Cromatina  https://w -
0.1 codifica  epitelial, prostata y colorrectal - abierta. ww.ebi.
nte 127,636,867 ac.uk/g
LncRN Forward was/gen
A es/AC10
4370.1
PVT1 No Es un candidato potencial a oncogén, 127,794,526 Si(7) Flanco del  https://w  (Chinen et
codifica  debido a que la sobreexpresion de - promotor, ww.ncbi al., 2014;
nte este se ha visto asociada con 128,187,101 CTCF, .nIm.nih  Dieter et al.,
LncRN multiples canceres incluyendo  Forward potenciad  .gov/gen  2020; El-
A leucemia mieloide aguda or, e/5820 Khazragy et
promotor, al., 2019;
cromatina Izadifard et
abierta. al., 2018)
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AC10082 No

2.1 codifica
nte
LncRN
A

LINC008 No

24 codifica
nte
LncRN
A

CCDC26 No
codifica
nte
LncRN
A

Asociado con linfoma difuso de
células B grandes

Asociado con cancer de ovario,
pancreas, pulmon, endometrio,

Asociado con cancer de pancreas,
glioma y leucemia mieloide aguda

128,323,131

128,388,636
Forward

128,405,269

128,564,679
Reverse

128,634,199

129,683,770
Reverse

Si

Si

Si (14)

Flanco del
promotor,
cromatina
abierta,
CTCF.

CTCEF,
cromatina
abierta.

Todas las
regiones
excepto
promotor.

https://w
wWw.ebi.
ac.uk/g
was/gen
es/AC10
0822.1

https://w
ww.ebi.
ac.uk/g
was/gen
es/LINC
00824

https://w
ww.nchi
.nIm.nih

.gov/gen
e/13719

6

(Burghaus
etal., 2017;
Heetal.,
2020)

(C. Chen et
al., 2019;
Dieter et al.,
2020;
Hirano et
al., 2015;
Izadifard et
al., 2018)

CTCEF refiere a los sitios de union CTCF los cuales son un factor de transcripcion.

Como puede observarse, la tabla 3 incluye informacion como el tipo de gen, funcion,

posicidn, presencia y posicion del TIP, link del gen y referencias, sobre todos los genes

codificantes (10) encontrados en la region de interés y 12 genes no codificantes, los cuales

fueron seleccionados debido a la presencia de uno o mas TIPs en alguna de sus regiones de

interés. De los 22 genes encontrados en la tabla 3 cabe destacar cuatro genes codificantes:

TRIB1, LRATD2, POU5F1B y MYC, los cuales fueron seleccionados debido a la presencia de

uno o mas TIPs en sus regiones de interés, con la excepcion del gen MYC, el cual fue

seleccionado debido a su asociacion con multiples tipos de cancer incluyendo leucemia mieloide

aguda; y 3 genes no codificantes: PCAT1, PVT1 y CCDC26, debido a su relacién con la

leucemia mieloide aguda en la literatura, los cuales se muestran a continuacion:



TIPS DE HERV-K Y SU RELACION CON LMA 39

Figura 8

Navegador de genoma para el gen codificante TRIB1
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En primer lugar, la figura 8 muestra el navegador de genoma para el gen codificante
TRIB1 con sus regiones de interés y su respectiva leyenda. Ademas, muestra la posicién del TIP
de HERV-K asociado a LMA. Se puede observar que el TIP esta ubicado en las regiones del

flanco del promotor y el promotor del gen.
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Figura 9
Navegador de genoma para el gen codificante LRATD2
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A continuacion, se presenta el navegador de genoma para el gen codificante LRATD2 con
sus regiones de interés y su respectiva leyenda como se observa en la figura 9. Ademas, muestra
la posicion del TIP de HERV-K asociado a LMA. Se puede observar que este TIP superpone al

geny, ademas, esta ubicado sobre las regiones del flanco del promotor, promotor y CTCF.
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Figura 10
Navegador de genoma para el gen codificante POU5F1B
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De igual manera, la figura 10 muestra el navegador de genoma para el gen codificante
POUSF1B con sus regiones de interés y su respectiva leyenda. Ademas, muestra las posiciones
de los TIPs de HERV-K asociados a LMA. Se puede observar que los TIPs superponen al gen y

ademas estan ubicados sobre la region del flanco del promotor.
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Figura 11

Navegador de genoma para el gen codificante MYC
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Por ultimo, se observa el navegador de genoma para el protooncogén MYC y su
respectiva leyenda en la figura 11. Se puede observar un TIP a una distancia de
aproximadamente 17 kb, no obstante, como se mencion6 anteriormente, cabe destacar este gen

debido a su relacion con multiples tipos de cancer incluyendo la LMA.
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Figura 12

Navegador de genoma para el gen no codificante PCAT1

= = < —
A §f ¢ 5 =
HE g — 31—~ = g
Em £ H = &
& / = —
. 2 2 F §
T ¥—8—piaFe =
" 2 s )& L8 ==
2 e fe =
i = — e = g
RN — 8
& =
| & ' =
L8
| ‘ —
C
im = g g
s ’ = s Re)
& o= = g
=— i =3
= } o s =
3 “ 9
] £ | J— £ 2]
2 I § &
g | — g a
sl & - iys 3
B ;.§ = z] s 5
oo 13 B
3 T l L = Q
3:, 4 0y | — . 8 o
§ / [ l 2 S o
= U \ 3 2 ©
"3 ) '- ] s 8
“r S = - 5 — a S
g ‘ [ = | — H EE] 2 58 = 3
2l = | ] ol 5 = ] =] ) =
i & | | % | — gl=g S & T 3
' [ = - g = g o o
| | , g | B = 2 2 g 3 g g
| ( § ( % 151 g s & &
| w - | M = ° A = »
| = )
( | s — Z
i [ ‘ | g I. = E g g
tm |§ I 1 z 1 =_ g
| % | =
> = |
{ 2 | - =
\ & | | 0
mls , | ==
L2 | §
5. ‘-( | = ! &
5 | & I
3 f e |
s | § —_
1 [ | z
g L8 L8 5
TH | | 8 E s
W 3 ' ' & v 3
— = [ [ 5] 2
)
: [ 3 k= = =
m [ N = ) S 8 &
- - - L ] -~ =
é _2 Ig - |§ 5 = =1 e =] E
7 3 — & o = =}
g g | 2 g S B = 5 S g
-2 * = = 2 | = sé =] S = 9 S
i 5 8§ +3 Y5 =+§ = 2 g2 O O & O
=2 12 (2 (5 (: @ = *F 32
. 18 A& AR A& - O . . .
m - 7
7] ~g§ %: ©®
[=] wa .--'.-4 < @ Re]
=T & g 3 = 2 < S m-g
B E o E B & 3 2 =2 =S SO
a9 D 3 &= >, o0 5= ‘>
2 O O Z & 2 o > 50 = 5
< s o =] o D 2
- —
@]

Por otro lado, la figura 12 muestra el navegador de genoma para el ARN largo no
codificante (IncRNA) PCAT1 y su respectiva leyenda. Ademas, muestra las posiciones de 14
TIPs de HERV-K asociados a LMA. Se puede observar que los TIPs superponen al gen en varias

posiciones y ademas estan ubicados sobre todas las regiones de interés del gen.
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Figura 13

Navegador de genoma para el gen no codificante PVT1
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De igual forma, se observa el navegador de genoma para el INcRNA PVT1 y su respectiva
leyenda en la figura 13. Ademas, muestra las posiciones de 7 TIPs de HERV-K asociados a
LMA, que superponen al gen en varias posiciones y estan ubicados sobre todas las regiones de

interés del gen con excepcidn del sitio de union del factor de transcripcion
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Figura 14

Navegador de genoma para el gen no codificante CCDC26
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Por ultimo, la figura 14 muestra el navegador de genoma para el IncRNA CCDC26 y su
respectiva leyenda. Ademas, muestra las posiciones de 14 TIPs de HERV-K asociados a LMA.
Se puede observar que los TIPs superponen al gen en varias posiciones y ademas estan ubicados

sobre todas las regiones de interés del gen con excepcion del promotor.
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Figura 15

Metodologia para la identificacion de TIPs de una familia de elementos transponibles y su
correlacion con enfermedades especificas
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Finalmente, se plantea la metodologia para la replicacion de este estudio, es decir, la
identificacion de TIPs de una familia de elementos transponibles, en este caso HERV-K y su
correlacion con una enfermedad especifica, en este caso, leucemia mieloide aguda.

2.1.2.1 Discusion.

Los resultados evidenciaron asociacion estadistica entre TIPs de HERV-K y leucemia
mieloide aguda, ademas, en todos los genes identificados en la regién de interés se presentd al
menos un TIP, con la excepcion del gen MYC, lo que podria causar la desregulacion presentada
en los pacientes con la enfermedad. La tabla 2 muestra los diez TIPs de HERV-K identificados
con mayor nivel de asociacion a LMA, dando informacién como la posicién, cantidad de
pacientes/controles que presentaron este TIP y el porcentaje de asociacién a la enfermedad. En
total se encontraron 101 TIPs con un porcentaje de asociacion minimo del 44,4% y maximo del
56,6%. Estos TIPs en su mayoria (70) se encuentran ubicados en el cromosoma 8, razén por la
cual se definio este cromosoma como el cromosoma de interés. De igual manera, en la figura 5
se pueden observar la cantidad de TIPs encontrados en cada cromosoma para pacientes y
controles; los cromosomas 1, 7, 8, 9, 11, 12, 16, 18, 19 y X presentan una alta cantidad de TIPs,
no obstante, el cromosoma 8 es el que presenta el nivel mas elevado de TIPs en pacientes con
LMA y no se presenta el mismo resultado en controles, reforzando los resultados encontrados en
la tabla 2.

Por otro lado, para evitar sesgos relacionados a los metadatos, se realizd un analisis
estadistico separando los datos de los pacientes enfermos en los dos grupos mencionados en la
metodologia, los cuales son pacientes con cariotipo normal y pacientes con alteraciones
cromosomicas. Se encontré que los pacientes con cariotipo normal presentaron 489 TIPs

asociados y los pacientes con alteraciones cromosémicas presentaron 224 TIPs asociados (sin
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aplicar el filtro de p-valor menor a 1x107°). Ademas, se observo que los dos grupos compartian
154 TIPs de los cuales 103 se encontraban en la region de interés del cromosoma 8 y no se
observaron agrupaciones relacionadas al tipo de cariotipo presentado. Esto valida los resultados
presentados utilizando el grupo completo y por esta razén, se decidid presentar estos debido a la
mayor fiabilidad presentada con respecto al P-valor. De igual manera, con respecto al género, al
momento de escoger los datos se asegurd que incluyeran cantidades equivalentes de pacientes
masculinos y femeninos, teniendo asi, 33 pacientes masculinos y 33 pacientes femeninos para
evitar agrupaciones relacionadas al género. Finalmente, con respecto a la edad también se
asegurd que tanto los pacientes como los controles estuvieran distribuidos en un rango amplio de
20 a 90 afios para que los resultados no se agruparan dependiendo de la edad.

Una vez identificado el cromosoma 8 como cromosoma de interés, se procedid a hacer un
acercamiento (Figura 6) para identificar la region en donde se concentraban los TIPs asociados,
siendo esta desde la base 125.000.000 hasta la 130.000.000. Al observar esta region en el
navegador de genoma de Ensembl (Figura 7), se encontrd que esta region corresponde a la banda
del cromosoma 8q24, méas especificamente 8q24.13-8924.21. Al realizar una revision de la
literatura, se encontrd que esta es una region de interés ya identificada para la leucemia mieloide
aguda (Kamath et al., 2008; L'Abbate et al., 2018), en donde se han encontrado fusiones de
genes entre el gen NSMCE2 y ARNSs largos no codificantes asociados a la enfermedad (Chinen et
al., 2014), amplicones del protooncogén MYC debido a quimeras postranscripcionales y ARNs
circulares (generalmente PVT1) en pacientes con cariotipo mutado (Ghetti et al., 2020; L'Abbate
et al., 2018) y la patogénesis de la enfermedad asociada con la sobreexpresion de los genes

TRIB1y MYC (Rothlisberger et al., 2007).
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Estos estudios demuestran la relacion de esta region con la leucemia mieloide aguda, por
lo que se provee informacion sobre los genes codificantes y no codificantes de esta region como
se muestra en la tabla 3 para entender més a fondo la relacién de cada uno de estos genes con la
enfermedad y como podrian verse afectados por los TIPs de HERV-K. Como se menciono
anteriormente, cabe destacar los genes codificantes TRIB1, LRATD2, POU5F1B y MYC vy los
genes no codificantes PCATL1, PVT1 y CCDC26, por lo que se hace un anélisis extensivo de
estos genes, no obstante, los otros genes encontrados en esta region y afectados por TIPs se
proponen para un posterior analisis (Apéndices G-1).

El homologo 1 de Tribbles (Figura 8) es una proteina quinasa codificada por el gen
TRIB1, la cual es fundamental como reguladora del ciclo celular, participando en la
diferenciacion, metabolismo, proliferacion y estrés celular (Eyers et al., 2017). La
sobreexpresion de TRIB1 se ha visto asociada con la patogénesis de la leucemia mieloide aguda
debido a que induce mayor fosforilacion de la via de sefializacion MAPK/ERK en las células
hematopoyéticas lo que se ha visto estrechamente relacionado con la supresion de la apoptosis
(Keeshan et al., 2016; Liang et al., 2013; Nakamura, 2015; Rothlisberger et al., 2007; Yokoyama
et al., 2010). La figura 8 muestra la anotacion de los transcritos de TRIB1 con sus regiones de
interés, en donde se puede observar un TIP de HERV-K en las regiones del promotor y el flanco
del promotor. Tal insercion sugiere que el correcto funcionamiento de este gen podria verse
afectado, debido a que el promotor es la region encargada de activar el inicio de la transcripcion
y una insercion en este podria causar la sobreexpresion de TRIB1 en pacientes con LMA.

La sobreexpresion del gen LRATD2 (LRAT Domain Containing 2, en inglés) (Figura 9)
también llamado FAMB84B se ha visto asociado con varios tipos de cancer como carcinoma de

células escamosas del eséfago (Cheng et al., 2016), cancer de prostata (Wong et al., 2017) y
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géstrico (Y. Zhang et al., 2019). Con respecto a la LMA, FAM84B ha sido encontrado como un
gen ubicado en la region de interés 8924 asociada a LMA y se encuentra amplificado en
pacientes con cariotipo mutado de LMA (Kamath et al., 2008; L’'Abbate et al., 2018), no
obstante, en la literatura no se encuentran estudios sobre el analisis de la expresion de este gen'y
su relacion con la enfermedad. Por otro lado, la figura 9 muestra un TIP que superpone al geny a
las regiones del promotor y flanco del promotor. Este TIP podria ser una de las causas de la
desregulacion y funcionamiento anormal del gen. Por lo tanto, se propone este gen para un
posterior analisis de su patron de expresion en células hematopoyéticas mieloides debido a que
se ha encontrado relacion con otros tipos de cancer.

El factor de transcripcion de tipo 5 de dominio POU 1B (POU5F1B) (Figura 10) es un
pseudogen que puede codificar una proteina similar al factor de transcripcién POU clase 5
homeobox 1, la cual ha demostrado ser un activador transcripcional débil que puede desempefiar
un papel en la carcinogénesis. Se ha reportado que la sobreexpresion de POU5F1B podria evitar
la funcion de oncomirs (microARNSs asociados al cancer) dirigidos a genes esenciales para la
represion celular y mediante la unién competitiva a los oncomirs podria inhibir la AML de
alguna forma (Zhu et al., 2020), por consiguiente, se ha reportado una baja expresion de este gen
en pacientes con AML, por lo que es usado como un factor de pronéstico de la enfermedad (Vi et
al., 2019; Zhu et al., 2020). La figura 10 muestra las regiones de interés del gen, en donde se
pueden observar dos TIPs de HERV-K que superponen al gen en diferentes posiciones. Estas
inserciones podrian fragmentar al gen, afectando su correcto funcionamiento y causando la baja
expresion de este presentada en pacientes con LMA.

Por ultimo, el gen MYC (Figura 11), es un protooncogén que codifica una fosfoproteina

que desempefia un papel en la progresion del ciclo celular, proliferacion, hematopoyesis,
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apoptosis y diferenciacion celular. No obstante, al ser un protooncogén, su desregulacion,
expresion anormal y mutacion se ha visto asociada con multiples tipos de cancer (Dang, 2012;
Stine et al., 2015), incluyendo la leucemia mieloide aguda, en donde la sobreexpresion de este
gen se puede usar como un factor de diagndstico, perfil de riesgo citogenético y supervivencia
promedio (Mughal et al., 2017; Ohanian et al., 2019; Yun et al., 2019). A diferencia de otros
genes mostrados en este estudio, el gen MYC no presenta TIPs dentro de sus regiones de interés
como se observa en la figura 11, sino que presenta un TIP a aproximadamente 17 kb. No
obstante, a pesar de que se desconoce la distancia en la que un elemento transponible puede
afectar a un gen o sus vias metabdlicas, vale la pena analizar esta relacion en un estudio futuro
para evaluar la posible interaccion entre el gen 'y el TIP de HERV-K y los potenciales impactos
sobre su expresion.

Por otro lado, los ARNs largos no codificantes (INcRNA, por sus siglas en inglés) son
moléculas de ARN funcional de méas de 200 nucleétidos que no son traducidas a proteinas, cuya
funcion se ha visto asociada con regulacion de la transcripcion de genes, regulacién post
transcripcional y regulacion epigenética (Fernandes et al., 2019). Ademaés, la mutacion y
desregulacién de estos se ha visto implicada en la patogénesis y desarrollo de varios tipos de
cancer como cancer de prdéstata, cancer de pulman, cancer gastrico, cancer colorrectal y leucemia
mieloide aguda, entre otros (Bhan et al., 2017; Huarte, 2015). Por esta razon, este estudio evaluo
los ARNs largos no codificantes que han presentado asociacion con la LMA, tales como:
PCATL1, PVT1y CCDC26.

El transcrito asociado al cancer de prostata (PCAT1) (Figura 12) es un ARN largo no
codificante que promueve la proliferacion celular y un represor de la transcripcion que desregula

la expresion de la proteina BRCA2 que actia como un supresor de tumores. Por esta razén, la
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sobreexpresion de PCATL1 se ha visto asociada con diferentes tipos de cancer tales como cancer
de prostata, cancer colorrectal, cancer gastrico, cancer de pulmén y leucemia mieloide aguda,
entre otros (Ghafouri-Fard et al., 2020). Con respecto a la leucemia mieloide aguda, se ha
demostrado que la expresion de PCAT1 es mas alta en pacientes de LMA que en controles y que
interactia con FZD6 activando la cascada de sefializacion Wnt/beta-catenina lo que podria
desempefiar un papel en la patogénesis de la LMA (Yuan et al., 2019). La figura 12 muestra
algunos de los transcritos de PCAT1 con sus regiones de interés, ademas, se pueden observar 14
TIPs de HERV-K superponiendo varios de los transcritos y todas sus regiones de intereés.
Inserciones en el potenciador del gen podrian sugerir un aumento de la expresion del gen
mencionado, lo cual concuerda con la mayor expresion observada en pacientes con AML.

El ARN largo no codificante PVT1 (Plasmacytoma Variant Translocation 1) (Figura 13)
es un candidato a oncogén debido a que la sobreexpresion de este se ha visto asociada con la
patogénesis de multiples tipos de cancer. Este gen se puede presentar en dos isoformas, como
ARN circular y como ARN linear no codificante, las cuales se han visto asociadas con
malignidades hematoldgicas, alteraciones gendmicas, progresion de enfermedades y regulacién
de la respuesta del sistema inmune (Ghetti et al., 2020). De igual manera, la sobreexpresion,
multiplicacién del nimero de sus copias y participacion en transcripciones quiméricas se han
visto asociadas con la leucemia mieloide aguda, aunque, esto se presenta generalmente en
pacientes con cariotipo anormal (Dieter et al., 2020; Ghetti et al., 2020; Izadifard et al., 2018;
L’Abbate et al., 2018). En la figura 13 se observan algunos transcritos de PVT1 y siete TIPs de
HERV-K superponiendo a este y a todas sus regiones de interés con la excepcion del sitio de
unién del factor de transcripcion. Ademas, en varios transcritos se pueden ver hasta seis TIPs

insertados en diferentes posiciones. Estas inserciones potencialmente causan la fragmentacion
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del gen o afectan sus regiones de interés. Esta fragmentacion podria ser la causa de la fusién con
otros genes y la insercion en regiones como el promotor y potenciador podrian causar la
sobreexpresion del gen mostrada en pacientes con LMA.

Finalmente, el gen CCDC26 (Figura 14) es un ARN largo no codificante cuya funcion es
desconocida actualmente, no obstante, se ha asociado con la carcinogénesis de multiples tipos de
cancer como gliomas, cancer gastrointestinal, cdncer de pancreas y leucemia mieloide aguda
(Peng & Jiang, 2016; S. Wang et al., 2018; Yan et al., 2019). CCDC26 ha sido usado como
biomarcador para la prediccion de LMA debido a que presenta una mayor expresion en pacientes
con la enfermedad (C. Chen et al., 2019; Izadifard et al., 2018), ademas, se cree que este gen
controla el crecimiento de las células cancerigenas al causar la sobreexpresion de KIT, una
tirosina quinasa asociada a la LMA (Hirano et al., 2015). La figura 14 muestra algunos
transcritos de CCDC26 con sus respectivas regiones de interés y 14 TIPs de HERV-K
superponiendo al gen en varias ubicaciones y a todas sus regiones con excepcion del promotor.
Si se observa el segundo transcrito (CCDC26-307) se puede notar que este transcrito esta
superpuesto por 10 TIPs, lo que sugiere la fragmentacion de este gen o la alteracion de alguna de
sus regiones, lo cual podria ser causante del mal funcionamiento gen y la sobreexpresion de este.

Todos los genes analizados en este estudio han sido reportados como genes asociados con
la leucemia mieloide aguda, con la excepcion de LRATD2. Ademas, la mayoria de los TIPs
identificados se encuentran ubicados en la banda del cromosoma 8924, una region de interés
previamente identificada por otros estudios (Chinen et al., 2014; L'Abbate et al., 2018).

Por otro lado, como se puede apreciar en las figuras 8 a 14, todos los genes codificantes y
no codificantes presentan al menos un TIP de HERV-K insertado o superponiendo alguna de sus

regiones de interes, con la excepcion del protooncogen MYC, lo cual sugiere una posible relacion
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con la desregulacion de estos genes en la leucemia mieloide aguda. Esto concuerda con los
resultados encontrados en la literatura, dado que inserciones de elementos transponibles se han
visto asociadas con cambios en la expresion de los genes y en la regulacion epigenética de los
mismos (Slotkin & Martienssen, 2007; Zeng et al., 2018).

No obstante, no se puede conocer especificamente la forma en la que el TIP afecta al gen,
ya sea fragmentacion o desplazamiento de este o de sus regiones de interés. Por lo tanto, se
sugiere realizar estudios futuros para identificar especificamente la forma en la que el TIP esta
afectando a cada gen y si esto es el causante del mal funcionamiento y desregulacion de este. Por
otro lado, para el caso del gen LRATD2, como se menciono anteriormente, se necesitan estudios
de andlisis del patron de expresion en células hematopoyéticas mieloides de pacientes con LMA
y controles para evaluar su posible relacion con la enfermedad.

Figura 16
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Los resultados presentados en este estudio permiten proponer las bases para la creacion
un nuevo método de prediccion y diagndstico de leucemia mieloide aguda basado en TIPs de
HERV-K usando el genoma completo o de manera mas rapida usando el cromosoma 8 (esto
debido a la cantidad de TIPs identificados en este cromosoma). Como se observa en la figura 16,
la cantidad promedio de TIPs de HERV-K presentados por paciente de LMA es de 80 TIPs
aproximadamente, mientras que en los controles no hay presencia de estos. Por lo tanto, se
sugiere que estos TIPs de HERV-K se encuentran asociados con la LMA y pueden ser usados
para el diagndstico y prediccion de esta. No obstante, se requieren estudios futuros usando una
mayor cantidad de pacientes para confirmar estos resultados.

Estas observaciones pueden interpretarse de tres maneras: los TIPs de HERV-K son la
causa directa de la patogénesis de la leucemia mieloide aguda, los TIPs son una consecuencia de
los mecanismos causantes de la LMA o los TIPs son una causa asociada a otro mecanismo y
juntos son los causantes de la enfermedad. Sin embargo, para entender mejor el impacto de los
TIPs en la enfermedad son necesarios otros datos, como los patrones de expresion de genes en la
region de interés en pacientes y controles y el estado de metilacion de ADN en la region. Al
confirmar este impacto se puede establecer si estos resultados pueden ser utilizados como
método de prediccion y diagndstico, en el caso de que los TIPs sean la causa de la enfermedad, o
solo como método de diagnoéstico, en el caso de que los TIPs sean una consecuencia de la
enfermedad. Por otro lado, también es importante evaluar el estado de los TIPs de HERV-K en
pacientes con leucemia mieloide aguda en sus diferentes etapas, para conocer mas a fondo este
mecanismo y proveer un metodo de diagnostico y prediccion mas acertada debido a que es una

enfermedad que se desarrolla rapidamente.
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Finalmente, la metodologia propuesta en la figura 15 provee un conjunto de acciones
generalizado y replicable para analizar la correlacion entre TIPs de diferentes familias de
elementos transponibles y alguna enfermedad especifica. Esto con el objetivo de que a futuro se
propongan nuevos metodos de prediccion y diagndstico de diferentes enfermedades usando el
genoma completo.

3. Conclusiones

Como se mencion6 anteriormente, la leucemia mieloide aguda es un problema a nivel
mundial debido a que es una enfermedad con una tasa de supervivencia de menos del 30%, por
lo tanto, es importante contribuir a la creacion de nuevas estrategias de diagndstico, prediccion y
tratamiento de la misma, para asi, mejorar la calidad de vida de los pacientes. Por esta razon, se
concluye que los TIPs de HERV-K encontrados en este estudio y méas especificamente los
encontrados en la region 24.13 y g24.21 del cromosoma 8 (125.000.000-130.000.000) se
encuentran asociados estadisticamente con la leucemia mieloide aguda en un porcentaje entre el
44,4 al 56,6% y con aproximado de 80 TIPs por paciente con la enfermedad. Este método podria
utilizarse como método de diagndstico y/o prediccién por medio de una secuenciacion completa
del genoma del paciente o una secuenciacion dirigida de la region de interés del cromosoma 8 y
a continuacion, utilizar la metodologia propuesta en este proyecto para identificar la cantidad de
TIPs que presenta el paciente y asi hacer una estimacion de la probabilidad de que la persona
pueda tener leucemia mieloide aguda. No obstante, para poder utilizar este método en el area de
la medicina es importante realizar los estudios mencionados anteriormente para que esta

prediccion sea mas acertada.
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Por otro lado, también se concluye que estos TIPs podrian afectar el correcto
funcionamiento de los genes TRIB1, LRATD2, POU5F1B, MYC, PCAT1, PVT1 y CCDC26 al
alterar su expresion y/o regulacién epigenética, lo cual se ha visto asociado con la patogénesis de
la LMA, sin embargo, se requiere conocer la forma especifica en la que los TIPs afectan a estos
genes. Finalmente, la metodologia de este proyecto puede aplicarse utilizando cualquier familia
de elemento transponible y una enfermedad asociada, lo cual podria permitir la creacion de

nuevos métodos de diagnostico y/o prediccion de diferentes enfermedades basada en TIPs.
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