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Resumen—Los retrovirus enddgenos humanos (HERVs) constituyen aproximadamente el 8 % del genoma humano,
particularmente estan sobreexpresados en algunas células y tejidos del carcinoma de mama que es el mas comtn y la segunda
causa de muerte por cancer en mujeres en todo el mundo. Investigaciones recientes muestran que la familia de retrovirus HERV-K
es la de mas expresion génica sobre el cancer de mama. Los elementos HERV-K 108, 109, 113 y 115 son los mas comunmente
encontrados en esta enfermedad y estan ubicados a nivel gendmico en el cromosoma 6, 7, 8, y 19 respectivamente. La liberacion
de datos genoémicos de pacientes patologicamente identificados con esta enfermedad ha permitido avances en aspectos de origen,
desarrollo y diagnostico. Sin embargo, el tratamiento que se da a esta informacion se hace desde enfoques bioldgicos y de poco
contacto computacional (in silico). Dado esto, se plantea la siguiente investigacion a escala gendomica enfocada en encontrar
nuevos polimorfismos de insercion que puedan estar ligados a cancer de mama, a través de TRACKPOSON, un software disefiado
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para la deteccion de polimorfismos de insercion de elementos transponibles (TIPs). Este pipeline fue utilizado en 3.000 genomas
de arroz, pero su funcionalidad fue extrapolada a este proyecto usando el genoma humano de referencia, una base de datos de
HERVs y lecturas de secuenciacion del genoma de pacientes casos (con cancer de mama) y controles (personas sin la enfermedad)
que fueron obtenidos usando la tecnologia Illumina. Finalmente, los resultados obtenidos in silico arrojan TIPs asociados a cancer
de mama con su ubicacion cromosdémica, por lo que este “mimetismo bioinformatico”, podria ofrecer mejora en los métodos de
investigacion y de enfoque diagndstico de esta enfermedad.

Palabras clave— bioinformatica, cancer de mama, HERV-K, retrovirus, polimorfismos de insercion.

TRANSPOSABLE ELEMENTS INSERTION PoLyMORPHISMS LINKED To BREAST CANCER: A
Proor Or CONCEPT

Abstract—Human endogenous retroviruses (HERVs) make up approximately 8% of the human genome, particularly
overexpressed in some cells and tissues of breast carcinoma which is the most common and second leading cause of cancer death
in women worldwide. Recent research shows that the HERV-K family of retroviruses is the most widely expressed family of genes
in breast cancer. HERV-K elements 108, 109, 113, and 115 are the most found in this disease and are located at the genomic level on
chromosome 6, 7, 8, and 19, respectively. The release of genomic data from patients pathologically identified with this disease has
allowed advances in aspects of origin, development, and diagnosis. However, the treatment given to this information is done from
biological approaches and with little computational contact (in silico). Thus, the following research at genomic scale is focused
on finding new insertion polymorphisms that may be linked to breast cancer, through TRACKPOSON, a software designed for
the detection of transposable element insertion polymorphisms (TIPs). This pipeline was used in 3,000 rice genomes, but its
functionality was extrapolated to this project using the reference human genome, a database of HERVs and genome sequencing
reads of case (breast cancer) and control (disease-free) patients that were obtained using Illumina technology. Finally, the results
obtained in silico show TIPs associated with breast cancer with its chromosomal location, so this “bioinformatic mimicry” could
offer improvement in the research methods and diagnostic approach of this disease.

Keywords— bioinformatics, breast cancer, HERV-K, retrovirus, insertion polymorphisms.

POLIMORFISMOS DE INSERCAO DE ELEMENTOS TRANSPONIVEIS LIGADOS AO CANCRO DA MAMA':
UMA PROVA DE CONCEITO

Resumo—Os retrovirus endogenos humanos (HERV) constituem aproximadamente 8% do genoma humano, particularmente
superexpressos em algumas células e tecidos do carcinoma da mama, que € a causa mais comum e a segunda principal causa de
morte por cancro nas mulheres em todo o mundo. Pesquisas recentes mostram que a familia HERV-K de retrovirus ¢ a familia de
genes mais amplamente expressa no cancro da mama. Os elementos HERV-K 108, 109, 113, e 115 sdo os mais frequentemente
encontrados nesta doenga e estdo localizados a nivel genémico nos cromossomas 6, 7, 8, e 19 respectivamente. A divulgagio
de dados gendmicos de pacientes patologicamente identificados com esta doenca permitiu avangos em aspectos de origem,
desenvolvimento e diagnostico. No entanto, o tratamento dado a esta informagao ¢ feito a partir de abordagens biologicas e com
pouco contacto computacional (em silico). Tendo isto em conta, propde-se a seguinte investigagdo a escala gendmica, centrada
na descoberta de novos polimorfismos de inser¢do que podem estar ligados ao cancro da mama, através do TRACKPOSON, um
software concebido para a detecgio de polimorfismos de inser¢do de elementos transponiveis (TIPs). Esta conduta foi utilizada em
3.000 genomas de arroz, mas a sua funcionalidade foi extrapolada para este projecto utilizando o genoma humano de referéncia,
uma base de dados de HERVs e leituras de sequenciacdo de genoma de pacientes com casos (com cancro da mama) e controlos
(pessoas sem a doenca) que foram obtidos utilizando a tecnologia Illumina. Finalmente, os resultados obtidos em silico mostram
DICAS associadas ao cancro da mama com a sua localizagdo cromossOmica, pelo que esta “mimica bioinformatica” poderia
oferecer uma melhoria nos métodos de investigagao e abordagem diagnostica desta doenga.

Palavras-chave—bioinformatica, cancro da mama, HERV-K, retrovirus, polimorfismos de inser¢ao.

I. INTRODUCCION genos humanos (HERVS) y constituyen aproximadamente

el 8 % del genoma humano [4]. Los HERVs poseen una

Los elementos transponibles (TEs) son componen-  estructura genémica conformada por: 5S’LTR o gag o pro
tes no estaticos del genoma, pues tienen la capa- o pol o0 env o 3’LTR, donde cada uno de los genes (gag,

cidad de moverse de una ubicacion cromosémica a otra  pro, pol y env) [5], es capaz de codificar para diferentes
[1]-[3], especificamente, en los seres humanos, existe un  proteinas que cumplen roles especificos [6] que son nece-
tipo de estos elementos que se denominan retrovirus endo-  sarios estructural y funcionalmente para el retrovirus [7].
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Se ha demostrado que existe una sobreexpresion de
los HERVs de tipo K en algunos tipos de cancer como
el melanoma [8], prostata [9], pancreas [10], mama [11]
y ovario [12]; en particular, este proyecto se enfoca en el
cancer de mama, ya que es la segunda causa de muerte
por cancer entre las mujeres después del cancer de pul-
moén [13]. Un estudio realizado para la identificacion y
clasificaciéon de HERVs presentes en 512 pacientes que
padecen cancer de mama, reporta que, en el subtipo basal,
se observa la prevalencia de HERV-K108, HERV-K109,
HERV-K113 y HERV-K115 en los cromosomas 6, 7, 19 y
8 respectivamente [11].

La diversificacion del genoma y la variacion adaptativa
del organismo, se han convertido en la principal razén para
analisis genéticos, en los que se han encontrado que los
polimorfismos de insercion (TIPs) podrian ser la expresion
mas frecuente en el genoma que den razon de la existencia
de estos fenomenos [14]. Sin embargo, la complejidad
del andlisis in vivo de TIPs es alta, por la cual el uso de
programas bioinformaticos resulta necesario para analizar
in silico la variacion de TIPs en el comportamiento de una
enfermedad mediada por agentes genéticos, lo que traduce
en un enfoque gendmico potencial para la investigacion en
este tipo de procesos [15].

Actualmente existen algunos softwares de identifi-
cacion de TIPs (algunos de ellos evaluados en [16]) tales
como lJitterbug [17] y BreakDancer [18] que resultan inefi-
cientes al momento de analizar masivamente datos de gran
demanda de espacio en disco. Ademas, realizan un mapeo
de todas las lecturas de secuenciacion en una secuencia
del genoma de referencia, el cual representa un gasto
computacional significativo. Por esta razéon Carpentier et
al. implementaron el pipeline TRACKPOSON [14], que
realiza un mapeo de todas las lecturas en cada familia de
TEs, obtenidas mediante secuencia de consenso, logrando
asi, optimizar el gasto computacional de manera parcial.
Este software fue desarrollado para la deteccion de TIPs en
3.000 genomas de arroz, pero su funcionalidad podria ser
extrapolada a datos humanos derivados de gendomica del
cancer, utilizando un genoma humano de referencia, una
base de datos de HERVs y lecturas de secuenciacion del
genoma tanto de pacientes casos como controles.

El presente proyecto estd enfocado en la realizacion
de una prueba de concepto que permita identificar ac-
tividad polimorfica de retrovirus relacionada a cancer
de mama, pasando de los estudios actuales que estan
enfocados en genes o regiones especificas, a una escala
gendmica. Ademas de aproximar locus de posibles genes
o marcadores asociados, apuntando a futuras aplicaciones
bioinformaticas a gran escala y ofreciendo mejora en los
métodos de investigacion y de enfoque diagndstico de
esta enfermedad.

II. METODOLOGIA

De manera inicial se realizé una busqueda bibliografica
en la cual se identificé el tipo de cancer mas relevante so-
bre el cual se extrapolaria el software para la identificacion
de TIPs [19], teniendo en cuenta que el objetivo de esta
investigacion era la aplicacion de la técnica propuesta por
[14] en genomas humanos relacionados con cancer.

Obtencion de datos

Se ejecutd una busqueda sistematica en la base de
datos SRA (NCBI) usando la cadena de busqueda presen-
tada en (1) donde se obtuvieron 512 resultados con lectu-
ras de secuenciacion de pacientes con cancer de mama.
El listado obtenido se filtrd para almacenar aquellos que
fueron obtenidos por la tecnologia Illumina y que las se-
cuencias estuvieran disponibles para descargar, quedando
aproximadamente 300 conjunto de datos de lecturas de
secuenciacion. Para ejecutar esta prueba de concepto
se seleccionaron unicamente el 10 % de las secuencias
debido a la gran cantidad de informaciéon que conlleva
la secuenciacion de genomas humanos con un peso por
paciente entre 150 y 200 gigas.

(((((((((((breast cancer) AND Homo
sapiens[Organism]) AND PAIRED[Layout])) 1)
AND GENOMIC[Source])) AND
WGS|Strategy]))) NOT exome))

El siguiente script de (2), muestra la manera secuencial
en que se descargaron los datos del NCBI a través del pro-
grama fastq-dump [20].

#! /bin/bash

for i in “cat archivo.txt’

do 2
fastq-dump -X 30000000 --split-files $i -v

done

Para el caso de pacientes sanos (controles) se usaron
datos secuenciados del proyecto “Understanding the
genetic architecture of schizophrenia in Chinese popula-
tion” [15], en el que las lecturas fueron de pacientes con
esquizofrenia sin antecedentes relacionados a cualquier
otra enfermedad, de los cuales se utilizaron 30.

Tanto para los pacientes casos como controles se usé
como maximo 30 millones de lecturas, debido a la gran
demanda en almacenamiento que necesitaba cada paciente,
sin embargo, fueron necesarias 1.1 TeraBytes para alma-
cenar las lecturas, especificamente 642 GB para lecturas
correspondientes a controles y 458 GB para los casos.
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De manera posterior se elaboraron las librerias (bases
de datos con las secuencias) tanto de los HERVs y cromo-
somas relacionados a cancer de mama, y el consenso de
informacion de los 60 pacientes que fueron analizados que
respectivamente se encuentran en el dato suplementario S1.

Finalmente se descarg6 el genoma humano de referen-
cia (3.3 Gb) en formato fasta de (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/genome/51?genome_assembly id=582967) y su
anotacion en formato GFF para comparaciones de locali-
dad, posicionamiento y existencia de TIPs con respecto a
las lecturas de cada grupo de pacientes.

Software y requisitos para ejecucion

El software TRACKPOSON [14], es un pipeline
compuesto por un conjunto de programas bioinformaticos.
Este pipeline realiza la identificacion de TIPs para TEs
mediante la técnica de creacion de secuencia consenso
para cada tipo de TE que se analizara, hace division del
genoma de referencia en ventanas para comparacion, lo
que explica que TRACKPOSON no hace énfasis en todas
las variaciones estructurales del organismo, de manera
preferencial identifica la actividad transposicional de TIPs
pertenecientes a un tipo especifico de TEs.

Para su ejecucion fue necesaria la instalacion de varios
programas que son prerrequisito: Bowtie 2 [21], Samtools
[22], Bedtools [23], NCBI-Blast [24], Emboss (version
6.6.0), Perl (version 3.20.3) y Bash (4.1.2).
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Junto a los elementos anteriores, se tuvieron en cuenta
las siguientes medidas para ejecutar TRACKPOSON:

1. Crear una secuencia consenso por cada tipo de HERV.

2. Contar cuantas copias tiene cada tipo de HERV en el
genoma de referencia.

3. Crear ventanas de 10 kb del genoma de referencia.

4. Formatear la base de datos de NCBI-Blast con el
genoma de referencia.

5. Formatear la base de datos de TEs con Bowtie2.

Cada uno de los pasos anteriores generd una ruta que
se especifico en TRACKPOSON ya que fueron usadas du-
rante todo el proceso de analisis. Posteriormente los datos
de entrada a TRACKPOSON son los archivos en formato
fastq de las lecturas de pacientes caso y control en sus dos
formas, forward y reverse, teniendo un total respectiva-
mente de 60 archivos por clasificacion de pacientes.

Hardware y recursos informdticos

El pipeline se ejecutd en un servidor de 24 procesadores
(CPUs) Intel(R) Xeon(R) CPU E5645, 47 Gb de memoria
RAM vy sistema CentOS Linux version 7.2.1511. Este ser-
vidor estéd gestionado por el calendarizador Slurm [25].
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Fig. 1. Cantidad de TIPs en pacientes casos y controles. Se identifican los pacientes control (rojo) y casos (azul), el eje X representa la cantidad
de TIPs y el eje Y el niimero de pacientes que corresponde.
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Fig. 2. Cantidad de TIPs en controles. El eje X representa la cantidad de TIPs y el eje Y el niimero de pacientes relacionado.
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Fig. 3. Distribucion de la cantidad de TIPs relacionados a HERVs en los cromosomas donde se observd mayor actividad transposicional. El eje
X representa la longitud cromosémica en un orden desde 1,00 E+6 hasta 1,5 E+8, casos y controles estan en color azul y rojo respectivamente. El
eje Y representa la cantidad de TIPs a lo largo de la longitud cromosémica correspondiente.
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III. RESULTADOS

De acuerdo con la metodologia descrita, se obtuvo una
matriz de presencia/ausencia de TIPs para cada genoma, lo
que sirvid para encontrar el nimero de polimorfismos tanto

para casos como controles y se agruparon en rangos, de lo que
se obtuvo la distribucion de frecuencias para los pacientes ca-
sos y controles expuesta en la Fig. 1. Lo que de manera preli-
minar permite aproximar la relacion entre el cancer de mama
y la presencia de actividad polimorfica relacionada a HERVs
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presente en cada grupo, ello por la distribucion atipica de los
casos sobre todo el rango (0 a 4000) de la grafica, mientras
que los controles solo tienen una distribucion de cantidad de
TIPs en un rango corto de (0 a 500).

Por otra parte, la Fig. 2 muestra en detalle la distri-
bucion de pacientes control sobre el rango (0-500) y la
cantidad de TIPs asociada, esto sugiere una actividad
transposicional (polimoérfica) mucho mayor en pacientes
casos en relacion con los controles.

TRACKPOSON requiere de gran cantidad de tiempo
para generar resultados, debido a que requiere de un alto
espacio en disco y ademas de recursos computacionales de
altas prestaciones para una sola ejecucion, puesto que para
la cantidad de informacion utilizada y el hardware del cual
se dispuso, demanda alrededor de 7 u 8 horas en ejecucion
por paciente, debido a que almacena los resultados del
NCBI-Blast en su formato estdndar y los procesa usando
un script en Perl; esto demuestra que, aunque es uno de
los algoritmos mas rapidos para detectar inserciones de
TEs [16], su rendimiento se ve afectado cuando es usado
en experimentos en grandes volumenes de datos, lo que
podria sugerir cambios o retos futuros en la creacion de
herramientas relacionadas.

Finalmente, se agruparon las frecuencias de los TIPs
para ambos grupos (casos y controles), de acuerdo con
su posicion estimada en cada uno de los cromosomas, en
300 rangos. Cabe recordar que TRACKPOSON dividi6
el genoma de referencia en ventanas de a 10.000 Kb, por
lo tanto, las posiciones de cada TIP estaban dadas en in-
tervalos de la longitud de la ventana. Este agrupamiento
se realizd con el objetivo de encontrar secciones de los
cromosomas en donde es mas frecuente la insercion de
los retrovirus usados en esta investigacion. La figura 3
muestra la distribucion por frecuencias de la presencia de
TIPs en seis de los 23 cromosomas humanos, en donde
claramente los picos de actividad transposicional (en tér-
minos de TIPs) es mas significativa, especificamente los
cromosomas 6, 7, 8, 12, 17 y X. sin embargo en el dato
suplementario S2 se presenta la grafica de distribucion
para cada uno de los 23 cromosomas.

IV. Discusion

El analisis de TIPs es una ruta eficiente para obtener
informacion acerca de las dindmicas evolutivas en el ge-
noma de los organismos, especificamente a entender como
muchas enfermedades han aparecido y derivado en gene-
raciones [14], [26], [27]. Especificamente el estudio de
HERVs alrededor de investigaciones que buscan solucion
a preguntas de origen, mutacién, permanencia, resistencia
e interacciones biologicas de enfermedades como el cancer
de mama, han permitido desde los laboratorios desarrollar
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métodos efectivos para combatir este tipo de enfermedades
[28]. Sin embargo esta ruta de investigacion ha reportado
resultados a escala micro, es decir desde analisis in vivo y
con una seleccion de datos reducida, debido a que la ma-
yoria de analisis deben estar supervisados y analizados de
manera manual, aunque softwares como TRACKPOSON
[14] han innovado en la manera de buscar TIPs asociados
a una condicién especifica, en este caso extrapolado en
cancer de mama, el tiempo y gasto computacional requeri-
do para los analisis son elevados y resulta ineficiente para
obtener datos simultaneos con la obtencion del genoma y
su analisis a nivel in silico. Lo que sugiere una mejora a
nivel informatico del software y una optimizacion a través
de programacion paralela, debido a que se ha demostrado
que esta técnica puede arrojar ventajas en otras tareas en la
gendmica [29], con el fin de poder usar genomas de cual-
quier organismo (incluso de cualquier tamafio genomico).

Por otra parte, en la literatura se reportan que los HERVs
asociados con el cancer de mama, se encuentran en los cro-
mosomas 6, 7, 8 y 19 [9]. En los resultados obtenidos por
TRACKPOSON, se hallaron picos elevados (entre 1.200
y 1.600 TIPs), que podrian estar ligados con el cancer de
mama debido a que solo se presentaron en los pacientes
caso. Sin embargo, estos resultados deben ser sujetos a
mayor validacion a través de técnicas estadisticas y expe-
rimentos con una fusion de la gendmica y la interpretacion
médica. Estos picos se observaron en los cromosomas
6,7, 8,12, 17 y X, (Fig. 3). Los retrovirus reportados en
la literatura en los cromosomas 6, 7 y 8 que estan correla-
cionados con el tipo basal de cancer de mama [11], podrian
estar representados en los picos mostrados en los mismos
cromosomas de la Fig. 3. De igual manera, se identific una
posible ubicacion de TIPs en otros 3 cromosomas no repor-
tados hasta ahora (12, 17 y X), lo anterior podria deberse a
variaciones estructurales en el genoma del paciente [14], las
cuales no son tratadas en esta prueba de concepto.

Metodologias de andlisis de enfermedades humanas
como la expuesta en este trabajo con el cancer de mama,
son innovadoras y coherentes con la constante demanda de
ser mas rapidos que la enfermedad. Esto debido a que, al
ser un analisis netamente computacional, se puede estudiar
al individuo como tal o en un grupo en tiempos reducidos
y determinar su comportamiento a determinados farmacos,
si es propenso o no a sufrir alguna patologia o simple-
mente para conocer la predisposiciéon de su organismo a
presentar algin fendmeno por cambios del ambiente o por
ingestion de algun alimento o medicamento.

El impacto que genera este estudio estd a la vanguardia
de la era post gendmica [30], de la economia cada vez mas
demandante de procesos médicos y biologicos de bajo
costo, pero efectivos, de esta manera se erradica la brecha
de la poca interaccion de las tecnologias informaticas
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y computacionales para el estudio de enfermedades
humanas u otro tipo de calificativo medico relacionado
a un organismo, sin depender, edad, raza, sexo y lo mas
importante condicion socioeconomica, lo que potencia
una calidad de vida innegable a través de las ciencias de la
vida y la bioinformatica.

V. CONCLUSION

Es posible usar la técnica propuesta en TRACKPOSON
para identificar TIPs que puedan estar asociados al cancer
de mama. Pero debido al gran tamafio de datos que se
generan en los procesos de secuenciacion de ADN humano,
analizar una muestra poblacional significativa es muy
costoso computacionalmente tanto en espacio en disco
como en tiempo de ejecucion. Sin embargo, la metodologia
expuesta en esta investigacion podria abrir el camino para
la aproximacion in silico de la identificacion de nuevos
polimorfismos causados por retrovirus que estén relacionados
con el cancer de mama.
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