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1. RESUMEN

Introduccion: El RNA-seq es una herramienta que descubre nuevos
biomarcadores de cancer oral y lesiones pre-cancerigenas como la leucoplasia
y fibrosis oral, ademas, estudia genes relevantes y conoce la estructura
biolégica pudiendo ayudar a desarrollar terapias. El objetivo fue realizar un
estudio transcriptdmico e identificar los procesos biolégicos en la cavidad oral
mediante RNA-seq para muestras obtenidas de bases de datos publicas de
grupos divergentes; muestras de pacientes con lesiones pre-cancerosas:
Leucoplasia (L) y Fibrosis oral (F) y Cancer oral (C) comparada con pacientes
sin patologia (N).

Materiales y métodos: Seleccionaron tres estudios de la base de datos publica
GeneExpression ~ Omnibus ~ (GSE125866%°",  GSE20116"%
GSE131568%°?%). Todos los archivos brutos se analizaron con el mismo flujo
de trabajo. La calidad de lecturas se verificO mediante el Fastqc software y se
filtraron con Trimmomatic software. Se aline6 con genoma Homo Sapiens con
Kallisto software. EdgeR software y Limma software normalizaron las lecturas
e identificaron genes expresados diferencialmente (FDR<0.05). Para
determinar procesos biolégicos significativos fue usado DAVID software (p
value<0,05). Cytoscape software fue utilizado para términos bioldgicos.
Resultados: Se detectaron 800 genes infraexpresados y 608 sobreexpresados
(C vsN), 102 genes infraexpresado y 8 sobreexpresado (FvsN) y 2567 genes
infraexpresadoy 2603 sobreexpresado (LvsN). 154 genes comunes
sobreexpresados (Cy L), ungen(LyF), 4 genes (Cy F) 148 genes comunes
infraexpresado (Cy L)y 104 genes (Fy L)y 1 gen (Cy F). EPRS fue el unico
gen comun en las tres patologias (Foldchange0.653). De los 49 genes
destacamos 8 involucrados con el tejido epitelial.

Conclusiones: Los genes ACTIN1, LIMK1, CORO1C, INF2, CFL1, FSCN1,
MYO1B ySH3D21 podrian influenciar la integridad del tejido epitelial y ayudar al
avance de lesiones precancerosas y cancer. El EPRS es un posible biomarcador

temprano.
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2. ABSTRACT

Introduction: RNA-seq is a tool that discovers new biomarkers of oral cancer
and precancerous lesions such as leukoplakia and oral fibrosis, in addition, it
studies relevant genes and knows the biological structure, thus helping to
develop therapies. The goal was rcarry out a transcriptomic study and identify
the biological processes in the oral cavity using RNA-seq for samples obtained
from public databases of divergent groups; samples from patients with
precancerous lesions: Leukoplakia (L) and oral fibrosis (F) and oral cancer (C)
compared with patients without pathology (N).

Materials and methods: Three studies were selected from the public
databaseGeneExpression for All (GSE125866°" GSE20116%°%
GSE131568%°%%). All raw files were analyzed with the same workflow. The
quality of readings was verified using Fastqcsoftware and filtered with
Trimmomaticsoftware. Aligned with genomeA wise manwith Callistosoftware.
EdgeR software y Gluesoftware normalized the reads and identified differentially
expressed genes (FDR<0.05). DAVID was used to determine significant
biological processes software (p value<0,05). Cytoscape software was used for
biological terms.

Results:800 underexpressed and 608 overexpressed (C vsN) genes, 102
underexpressed and 8 overexpressed (FvsN) genes, and 2567 underexpressed
and 2603 overexpressed (LvsN) genes were detected. 154 overexpressed
common genes (C and L), one gene (L and F), 4 genes (C and F) 148
underexpressed common genes (C and L) and 104 genes (F and L) and 1 gene
(C and F) . EPRS was the only common gene in the three pathologies
(Foldchange0.653). Of the 49 genes, we highlight 8 involved with epithelial
tissue.

Conclusions: The ACTIN1, LIMK1, CORO1C, INF2, CFL1, FSCN1, MYO1B
and SH3D21 genes could influence the integrity of epithelial tissue and help
advance precancerous lesions and cancer. EPRS is a potential early biomarker.
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4. INTRODUCCION

4.1 Ciencias Omicas

Las ciencias Omicas, son ciencia que permiten de obtener una
perspectiva global del individuo a través de una visién del funcionamiento de sus
células y de la influencia del ambiente que las rodea (1) ademas, gracias a las
tecnologias Omicas, estas ciencias, se caracterizan por ser de alto rendimiento,
generando grandes cantidades de datos (denominado big data) en un solo
experimento realizado a partir de una unica muestra (2).

Tradicionalmente, la investigacién del cancer ha sido de las que mas se
han beneficiado con la aplicacién de las ciencias Omicas, tanto para la
explicacion la patologia, como para la deteccion, el diagnostico, el prondstico y
el tratamiento de distintos tipos de cancer (3).

Existen diferentes areas dentro de las ciencias Omicas en las cuales
encontramos: la Metabdlica, la Transcriptomica, la Proteomica y por ultimo la
Gendmica.

La Genomica es una ciencia que investiga como se constituye y funciona
un genoma: unas de las tareas es caracterizar y cuantificar los genes (4).

El genoma es el conjunto de datos del ADN que componen un organismo
(5), cada genoma humano contiene genes que codifican proteinas y genes que
no codifican proteinas (6).

Una molécula de ADN esta constituida por dos largas cadenas, cada
cadena contiene un codigo genético compuesto por cuatro letras que
representan las bases de nucledtidos:

- Adenina (A)
- Guanina (G)
- Timina (T)

- Citosina (C)

El orden de cada una de estas cadenas que forma parte del ADN se
retuerce para formar una doble hélice (5).
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El dogma central de la biologia molecular describe las informaciones que
se almacena en los genes como ADN, se transcribe en ARN proceso que
describe la transcriptomica y finalmente se traduce en proteinas (7).

4.2 Transcriptomica

En el campo de la gendmica, el analisis del transcriptoma, siempre se ha
considerado como un papel central para averiguar la complejidad de la
regulacion de la expresion geénica (8).

La transcriptomica es considerada la ciencia que estudia el patrén de
expresion genética de un organismo o de unas células especificas, es decir,
estudia el conjunto de todos los ARN mensajeros (ARNm) y los acidos
ribonucleicos no codificantes (ARNs), tanto a nivel cuantitativo como a nivel

cualitativo dando informaciones de gran interés (1,9).

Todo el patron de expresién genética es variable a lo largo del tiempo
debido a que los genes se estan expresando en un momento dado, en una
célula, un tejido o un organismo (1) ademas, puede revelar tanto la arquitectura
de la expresion génica, como proporcionar detalles sobre la estructura, la
modificacion  (10) 'y variacion de transcriptoma individual (11).
Mediante herramientas de alto rendimiento como es el RNA-seq (RNA
sequencing) podemos estudiar la transcriptomica permitiendo obtener las
secuencias de los transcritos, cuantificar el nivel de expresion génica de manera

precisa y reproducible (8).

La investigacion sobre el transcriptoma humano ha proporcionado soporte
molecular de muchos procesos bioldgicos y enfermedades, entre estos destaca
el cancer (12).

4.3 ARN-seq

Desde la primera aparicidn de la secuenciacion de alto rendimiento en 2005
(13), ha sido posible comprender las actividades de la vida a nivel molecular y
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realizar investigaciones detalladas para dilucidar el genoma vy la transcriptoma
(14).

Las muestras de especies y tejidos se pueden utilizar para la
secuenciacion de ARN por la identificacion de los genes expresados, revelando
asi su funcion y posibles mecanismos moleculares (15), ademas gracias a la
expresion génica diferencial se ha podido facilitar el descubrimiento de posibles
biomarcadores del cancer (16).

Esta secuenciaciéon denominada “analisis diferencial” es el proceso donde
las células son capaces de decodificar la informacion del material genético (los
acidos nucleicos) para la elaboracion de los genes necesario de alto riesgo
molecular como de riesgo funcionamiento del organismo (17); ademas es
considerada una de las aplicaciones mas comunes utilizada en la de
secuenciacion de ARN (18).

Como parte esencial de la secuenciacion de alto rendimiento, la
secuenciacion de ARN (RNA-seq), pone a disposicion informacion biolégica
analiza los determinantes de la heterogeneidad de la expresién infra tumoral e
identifica la base molecular de la formacion de muchas enfermedades
oncoldgicas (12,14).

El establecimiento de RNA-seq es considerada como una herramienta
analitica en transcriptomica de rapido desarrollo, que va reduciendo el costo de
funcionamiento y ofreciendo la posibilidad de descubrir nuevos eventos
relacionados con la transcripcion (8).

Por tanto, la secuenciacion del ARN ofrece informacién invaluable para la
investigacion y el tratamiento del cancer (14).

El primer paso en la secuenciacion del transcriptdma es el aislamiento de
ARN de una muestra biolégica, para garantizar un experimento de RNA-seq
exitoso, el RNA debe tener la calidad suficiente para producir una biblioteca para
la secuenciacion (7).

El RNA-seq fue informado por primera vez por en 2009 (19)para abordar
el problema de que las muestras que se podian obtener eran demasiado escasas
para implementar el analisis del transcriptoma, que preferiblemente puede

analizar las muestras a nivel de una sola célula (20).
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En los ultimos afos, ha sido ampliamente adoptado por la comunidad
cientifica y se ha trasformado en el ensayo estandar para una amplitud de
aplicaciones transcriptomicas (12), no es un protocolo unico (21) sino mas bien
una familia de metodologias relacionadas (12).

La eleccion de la herramienta se basa en el propdsito y la precision de la
aplicacién (22,23), de hecho, un proceso de analisis de datos de secuenciacion
de ARN implica a grandes rasgos:

a) El control de calidad de los datos sin procesar (en forma de archivo
FASTQ) (14,24).

b) La alineacion con el genoma o trascriptoma de referencia (14).

c) Ensamblaje de la transcripcidn de lecturas cortas (mediante la utilizacion
de diversos softwares como “Cufflinks”, “StringTie” y/o “Trinity” (25-29).

d) La cuantificacién de la expresion (tanto a nivel de gen como a nivel de
transcripcion o de exon) (14).

e) El analisis de la expresion diferencial (donde se a genera una matriz de
expresion usando métodos estadisticos para la identificacion de los genes
expresado (utilizando las “DESeq2” y “edgeR”) (14).

Es gracias a la alta resolucion de RNA-seq podria detectar mutaciones
tempranas, tanto de alto riesgo molecular como de riesgo mas bajo, por lo que
puede descubrir nuevos biomarcadores de cancer y objetivos terapéuticos
potenciales, monitorear enfermedades y guiar la terapia dirigida durante las
decisiones de tratamiento temprano (14) contribuyendo también a
descubrimientos de nuevos objetivos y mecanismos de cancer (20).

El RNA-seq tiene competencia para diseccionar genes del organismo,
relacionados con células cancerigenas, una poblacion de células pequeias con
firmas genéticas especificas (19).

Diferentes estudios experimentales y clinicos sostienen que los genes
tienen la capacidad de auto renovarse contribuyendo a recurrencia y metastasis
del tumor (20).

4.4 Tejido epitelial
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El tejido epitelial es una barrera que separa los tejidos subyacentes de su
entorno (30). En la mucosa oral queratinizada, el epitelio estd compuesto por
cuatro capas: el estrato basal, estrato espinoso, estrato granuloso y estrato
cérneo mientras que, en el epitelio no queratinizado, el estrato basal es seguido
por el estrato filamentoso y el estrato distendum (31).

En la mucosa oral se diferencian distintos fenotipos:
a) Mucosa de revestimiento
Se localiza en las estructuras moéviles de la cavidad bucal como por
ejemplo el velo del paladar, las mejillas, los labios y la mucosa
alveolar.

b) Mucosa masticatoria

Cubierta protectora rigida y resistente que encontramos en la encia y
del paladar duro, esta estrechamente unida por el tejido conjuntivo
denso al hueso subyacente.

¢) Mucosa especializada

Se localiza en el dorso de la lengua, presenta un epitelial
queratinizado en el cual incluye papilas y linguales, gustativas (30,32).

Un mal funcionamiento de las células del tejido epitelial puede dar lugar
al Cancer; el proceso tumoral provoca la aparicion de cancer asociado a los
fibroblastos (CAF) promoviendo la degradacion de la matriz favoreciendo su
progresion (33).

4.5 Lesiones Precancerigenas

En la actualidad, el término «lesiones precancerosas» o «pre-malignas»
ha sido aceptada por Warnakulsuriya el cual propone denominarlas “lesiones
potencialmente malignas”.

Una lesion pre-cancerigena se define como una alteracion a nivel de la
mucosa oral o tejido en la cual se puede desarrollar con mayor riesgo el cancer
oral (34).

La OMS la identifica como lesiones cronicas sobre las cuales es mas
frecuente en desarrollo de un pre-cancer. Su morfologia tiende a tener mayor

predisposicion en el desarrollarse en cancer (+5%) que un tejido normal (35).
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Existen diferentes lesiones potencialmente pre-malignas, entre estas

encontramos la leucoplasia y la fibrosis (36).

4.5.1 Fibrosis

La fibrosis oral es una de las lesiones pre-cancerosas del carcinoma oral
de células escamosas (COCE) (37), se considera estado atrofico de la mucosa
bucal caracterizado por una inflamacion del epitelio, una alteracién fibroelastica
de la lamina propia y una atrofia epitelial (36), la cual, ocasionalmente pueden
extenderse hasta la faringe y el primer tercio del eséfago (38).

Inicialmente se presenta con ampollas, vesiculas o ulceras y solo con el
avance de la lesién cambia en su forma mas conocida: zona palida y densa de
la mucosa con induracion y/o alteraciones eritematosas que pueden ser
acompafada con sensaciones urente, trastorno en la masticacion, deglucion,
fonacién y trismo (36,38).

Histopatologicamente se trata de células inflamatorias crénicas con
componente eosinofilico que se introducen en los tejidos conectivos
subepiteliales.

La lesion mas antigua tiene una vascularizacion reducida, un numero
reducido de células inflamatorias y haces densos y laminas de colageno
depositadas inmediatamente debajo del epitelio formando la placa blanca que la
caracteriza (39).

Hoy en dia la tasa de malignidad esta en aumento, pero aun se desconoce
el mecanismo de la malignidad (37).

No existe un tratamiento eficaz para la fibrosis oral y como la condicion es
irreversible una vez que se forma los pacientes deben tener un seguimiento

estrecho y regular con su proprio medico (39).

4.5.2 Leucoplasia

La leucoplasia es la lesion pre-maligna mas frecuente de la mucosa oral
y su prevalencia en Espafia se situa en torno al 0,5% y el 1% (36).
Historicamente, el término leucoplasia se utilizaba para definir cualquier

parche (o placa) blanco adherente (40), con el avance de los afios se definié
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como una placa blanca de mucosa elevada, bien delimitada, de 5 mm de
diametro, que no puede desprenderse al raspado y no puede clasificarse como
otra lesion (36).

La leucoplasia oral puede presentarse de forma asintomatica o mostrar
una apariencia clinica benigna esto es una de la motivacion por lo que dificulta
que el médico a veces diferencie los trastornos reactivos o inflamatorios
(benignos) comunes de la mucosa oral (40).

Alrededor del 5% hasta un 25% de esta lesion se desarrollan hacia
neoplasia maligna (41) el riesgo anual de transformacion maligna se del 2%
hasta un 2% (42) por este motivo si no tenemos un descarte de nivel histolégico
todas las leucoplasia se consideran como una lesion pre-maligna (41).

Varios estudios han demostrado una coincidencia de leucoplasia en el
momento del diagnostico de carcinoma oral de las células escamosa (OSCC) de
un 36% cuando la misma lesion presenta caracteristicas dispalsica y un 15% sin
caracteristicas displasica (39).

Hay muchos factores de alarma que nos pueden indicar la transformacion
maligna de la lesion, como, por ejemplo, el tamafio, el subtipo clinico, la zona
oral y la presencia o ausencia de displasia epitelial, la cual se evalua con un
examen histopatologico (43).

El diagnostico se basa en la inspeccién visual y la palpaciéon manual y se
reconocen dos tipos de leucoplasia: homogéneas y no homogéneas (en esta
ultima encontramos las eritroleucoplasias de formas nodulares o formas
exofiticas) (36).

1. La leucoplasia homogénea es uniformemente plana y delgada, tiene una
superficie lisa y pueden presentar grietas poco profundas no induradas
(36,40).

2. Las leucoplasia no homogéneas suelen ser lesiones blancas o rojizas,
irregulares, nodulares o exofiticas que suelen ser sintomaticas y tiene
mayor tendencia de alteraciones displasicas respecto a la homogénea
(36).
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Las lesiones orales pre-cancerosas y cancerosas pueden dar inicio a
cualquier cantidad de lesiones orales benignas, pero también pueden dejarse sin
investigacion y tratamiento por parte del paciente hasta que estén muy
avanzadas (44).

4.6 Cancer Oral

El cancer es un problema de salud a nivel mundial y es una de las causas
mas importantes de mortalidad (45).

En las ultimas décadas la deteccion precoz del cancer oral esta
adquiriendo cada vez mas importancia debido el aumento de los casos nuevos
en la poblacion (35).

Uno de los canceres orales mas frecuente es lo de cabeza y cuello; se
encuentra dentro de las 10 neoplasias malignas mas comunes y se observa un
aumento de los casos diagnosticados en los ultimos 10 afios (46) y junto con los
canceres orofaringeos, son la sexta neoplasia maligna mas comun en todo el
mundo (47).

El cancer oral en general tiene un prondstico malo, con unas tasas de
supervivencia global a los 5 afios tan bajas como el 40%; pero si se diagnostica
en las primeras etapas (I y Il), las tasas de supervivencia pueden superar el 80
% (48).

La incidencia de cancer oral aumenta con la edad, siendo mas alta a partir
de los 60 afios, aunque los casos en personas menores de 40 afos estan
aumentando (49).

Hasta el 50% de los canceres se diagnostican en una etapa avanzada (lll
y IV), debido a que la mayoria de los pacientes no presentan sintomas en las
primeras etapas y no buscan ayuda médica hasta sintomas claros como dolor,
sangrado o una masa. en la boca o el cuello (44).

Cuando el diagndstico supera un mes, el riesgo de tener un cancer oral
en etapa avanzada es significativamente mayor (50).

Como regla general, el pronodstico va a degenerar a medida que la

enfermedad va avanzando y el sitio del tumor se vuelve menos accesible (47)
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ademas se consideran lesiones potencialmente malignas cunado presentan un
aspecto mas blanco, rojos o moteadas (44).

Hay varios factores de riesgo conocido, pero, durante mucho tiempo el
consumo de tabaco, incluido el tabaco sin humo y el consumo excesivo de
alcohol, son considerados los principales factores etiologicos para el desarrollo
del cancer oral (51).

Otro factor de riesgo considerado relacionado con el cancer es el uso y
abuso de alcohol (44).

También la prevalencia de cancer oral y orofaringeo esta asociada al VPH
(principalmente VPH tipo 16) ha ido en aumento en las ultimas décadas,

predominantemente entre las personas mas jovenes (47).
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4. JUSTIFICACION

Los estudios de las enfermedades pre-cancerosa y del cancer oral son de
suma importancia debido a un aumento en el numero de casos en los ultimos
afnos (52) por lo que su conocimiento, prevencion y diagnostico se va enfatizando
cada dia mas para los odont6logos, médicos y cientificos.

Es gracias a las nuevas tecnologias que el estudio del cancer ha obtenido
un avance siempre mas completo, sin embargo, a pesar de la existencia de
numeros estudios utilizando la tecnologia RNA-seq para estas patologias
(14,53-55) se necesita delucitar mas genes que podrian ser responsables de
estas patologias, asi como entender mejor las funciones bioldgicas pudiendo en
un futuro ayudar a las terapias génicas.

De esta manera, identificar genes que estan siendo activados comunes a
diferentes lesiones precancerosas y también con el cancer oral comparado con
personas sin patologias, podrian ser la clave para ayudar a la deteccion precoz
de estas patologias. Existen diferentes estudios relacionados con los genes y el
cancer de pancreas, mama (56-58).

Poco son los estudios (59) que estan hechos sobre el tejido epitelial de la
mucosa oral y menos relacionan los genes que se pueden encontrar en las
enfermedades pre-cancerigena y cancerigena con pacientes sanos utilizando la
secuenciacion del ARN.

Este trabajo nos permitira en mostrar cuales son los genes que podrian
estar relacionados tanto en una leucoplasia y/o fibrosis (lesiones pre-
cancerigenas) como en una lesion cancerigena (cancer oral), ademas permite
de evaluar cuales genes estan siendo mas activados cuando una persona
presenta estas enfermedades respecto a una persona sana utilizando la técnica

de secuenciacion ARN (ARN-seq).

5. HIPOTESIS

La hipotesis de nuestro estudio considera que reanalizando con la misma
metodologia bioinformatica los datos brutos secuenciando el RNA mediante la

técnica RNA-seq de diferentes bases de datos publicas existen genes
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diferenciales comunes en muestras de pacientes con cancer, leucoplasia y
fibrosis respecto a muestras de pacientes que no presentan patologias en la
cavidad oral.

Hipotesis nula: si se encuentran genes diferenciales comunes entre
pacientes con cancer, leucoplasia y fibrosis respecto a muestras de pacientes
que no presentan patologias en la cavidad oral.

Hipotesis alternativa: Se rechaza la hipdtesis nula: no se encuentran
genes diferenciales comunes con cancer oral, leucoplasia y fibrosis respecto a

muestras de pacientes que no presentan patologias en la cavidad oral.
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6. OBJETIVOS

7.1 General

Realizar un estudio transcriptomico e identificar los procesos bioldgicos
de interés en la cavidad oral en humanos mediante la técnica de RNA-seq para
diferentes muestras obtenidas de bases de datos publicas clasificadas en grupos
divergentes (muestras de pacientes con lesiones pre-cancerosas comparada

con muestras de pacientes sin patologias).

7.2 Especificos

- Detectar los genes diferenciales (sobre expresados e infra expresados)
comunes entre varias bases de datos de pacientes con cancer oral versus
tejido sano, fibrosis versus tejido sano y leucoplasia versus tejido sano.

- Realizar un analisis de enriquecimiento para identificar procesos
biolégicos significativos para cancer oral, fibrosis y leucoplasia.

- ldentificar los genes diferenciales comunes mas relevantes asociados a
cancery lesiones precancerosas para en un futuro podrian utilizarse como

biomarcadores.
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7. MATERIALES Y METODOS

8.1 Diseno del estudio

8.1.1 Seleccion de los estudios

Fueron seleccionados diferentes estudios con la opcion de descarga de
datos brutos de secuenciacion del RNA de muestras de pacientes a traves de la
técnica de RNA-seq, en las bases de datos publicas de Gene Expression
Omnibus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), repositorio de datos de gendémica
funcional publica, datos basados en matrices y secuencias y BioStudies
(https://www.ebi.ac.uk/biostudies/arrayexpress) que contiene descripciones de
estudios biologicos, enlaces a datos de estos estudios en otras bases de datos
en EMBL-EBI o fuera, asi como datos que no caben en los archivos
estructurados en EMBL-EBI.

El criterio utilizado para la busqueda de los estudios para la base de datos
de Gene Expression Omnibus fue: HNSCC [All Fields] OR ("mouth neoplasms"
[MeSH Terms] OR ORAL CANCER [All Fields]) OR OSCC [All Fields] AND RNA
SEQ [All Fields] NOT ("cell line" [MeSH Terms] OR CELL LINESJ[AIl Fields]) NOT
scRNA-seq [All Fields] AND ("gse"[Filter] AND "Homo sapiens"[Organism]).

Lo resultante de la busqueda fueron 14, de los cuales excluimos:

- Estudios mencionado otro cancer que no fuera cancer oral.

- Estudios con herpes.

- Estudios con lineas celulares o comparando lineas celulares.

-Estudios utilizando otras técnicas de secuenciacion como Single-Cell
RNA.

Fueron seleccionados dos estudios con el numero de acceso a la base de
datos de GSE125866 y GSE20116.

El primer estudio encontramos muestras secuenciadas de pacientes con
cancer, pacientes con fibrosis y pacientes normales.

En el segundo estudio encontramos pacientes con cancer y pacientes

normales. Decidimos incluir un estudio mas con el niumero de acceso a la base
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de datos de GSE131568 con muestras de pacientes secuenciados de
Leucoplasia.

El criterio de seleccidn para la base de datos BioStudies (incluyen
estudios de otras bases de datos en EMBL-EBI o fuera)
https://www.ebi.ac.uk/biostudies/arrayexpress/studies?facet.study_type=rna-
seq%200f%20coding%20rna&facet.study_type=transcription%20profiling%20by
%Z20array&facet.organism=homo%20sapiens&facet.assay_by molecule=rna%
20assay&facet.raw=true&query=OSCC&page=2

En la busqueda se selecciond en la palabra: OSCC.

En el tipo de estudio se selecciond RNA-seq con codificacion del RNA y
perfiles de transcripcion por matriz.

En el organismo se seleccion6: homo sapiens.

En los ensayos se selecciond: ensayo de RNA y muestras sin procesar.

Los resultados de la busqueda fueron 31 estudios, de los cuales se

excluyo:

- Estudios con lineas celulares.
- Estudios con estrategias de siRNA.

- Estudios de non coding RNA.

No se incluy6 ningun estudio mas de esta base de datos, dado que habia
duplicidad con la primera base de datos consultada (Gene Expression Omnibus).

8.1.2 Seleccion de datos brutos para los analisis diferencial

El estudio GSE125866 tenemos n=40 muestras de tejido de la cavidad
oral, de las cuales n=10 son de pacientes que presentan fibrosis, n=20 muestras
de pacientes que presentan cancer y n=10 de pacientes que no muestran
patologia y la consideramos muestras control (normal).

El estudio GSE20116 tenemos n=20 muestras de tejido de la cavidad oral,
de las cuales n=6 muestras de pacientes que presentan cancer y n=14 de
pacientes que no muestran patologia y la consideramos muestras control

(normal).
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El estudio GSE131568 tenemos n=26 muestras de tejido de la cavidad
oral, de las cuales n=6 muestras de pacientes que presentan leucoplasia y n=20
de pacientes que no muestran patologia y la considerados muestras control
(normal).

Realizamos 4 analisis diferenciales con los datos brutos de las muestras
de los pacientes de los 3 estudios seleccionados:

- Para el primer analisis seleccionamos las muestras del estudio
GSE125866, 10 muestras de fibrosis las comparamos con 10 muestras
control.

- El segundo analisis seleccionamos las muestras del estudio GSE125866,
10 muestras de cancer las comparamos con 10 muestras control.

- El tercer analisis seleccionamos las muestras del estudio GSE20116, 6
muestras de cancer las comparamos con 14 muestras control.

- El cuarto analisis seleccionamos las muestras del estudio GSE131568, 6

muestras de Leucoplasia las comparamos con 20 muestras control.

8.1.3 Andlisis de expresion diferencial

Todos los archivos brutos correspondientes a cada muestra de los
estudios se analizaron con el mismo flujo de trabajo.

La calidad de las lecturas de RNA-Seq (indices de calidad, contenido de
GC, contenido de N, distribuciones de longitud, duplicacion, secuencias
sobrerrepresentadas y contenido de K-mer) se verific6 mediante el software
Fastqc (v.0.11.4) (60).

Las lecturas de baja calidad (secuencia del adaptador y lecturas que
contienen poli-N) de datos sin procesar usando Trimmomatic v.0.36 (61)con los
siguientes parametros: java -jar /usr/local/bin/trimmomatic-0.36.jar PE -phred33
<IN_R1.fastq.gz> <IN_RZ2.fastq.gz> <OUT_R1 .fastq.gz>
<OUT_R1_UN.fastq.gz> <OUT_RZ2.fastq.gz> <OUT_R2_UN.fastq.gz>
LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:50.

Todo el analisis posterior se baso en los datos recortados con lecturas de

alta calidad, se utiliz6 KALLISTO (62) para alinear las lecturas recortadas de
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extremos emparejados con el genoma de referencia Homo Sapiens depositado
en el Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Este recuento de lecturas se llevo a cabo utilizando el script interno y
Ensembl (indice de /pub/release-105/gtf/homo sapiens/ (ensembl.org)) para las
anotaciones de los genes.

Los paquetes EdgeR y Limma disponibles del proyecto Bioconductor se
utilizaron para estimar lecturas de CPM normalizadas (recuentos por millén) e
identificar genes expresados diferencialmente (DEG) entre los grupos.

Se utilizé EdgeR para normalizar los datos y el software Limma para los
meétodos estadisticos (modelado lineal y Bayes empirico), siguiendo la
metodologia de Law et al. (63).

Consideramos que un gen se expresa diferencialmente cuando el valor
de FDR (false positive) es < 0.05.

8.1.4 Anélisis de enriquecimiento

Se realiz6 analisis de enriquecimiento de los genes diferenciales
encontrados se realizaron utilizando la base de datos para anotacion,
visualizacion y descubrimiento integrado DAVID v.6.8 (https://david.ncifcrf.gov)
para mapear las rutas enriquecidas de genes usando la base de datos de la
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG), se determino p value <
0,05 como procesos bioldgicos significativos.

Por ultimo, una vez obtenidos los genes diferenciales mas relevantes, se
utilizé el ClueGO, un complemento de Cytoscape software que visualiza los
términos bioldgicos no redundantes para grandes grupos de genes en una red
agrupada funcionalmente (65).
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8. RESULTADOS

8.1Genes diferenciales entre pacientes con Cancer Oral, Leucoplasia y

Fibrosis

Se han encontrado 800 genes infraexpresado y 608 muestra
sobreexpresado en el primer estudio (cancer vs no cancer), 102 genes infra
expresado y 8 sobreexpresado en el segundo estudio (fbrosis vs no cancer) y
2567 genes infraexpresado y 2603 muestras sobreexpresado en el tercer estudio
(leucoplasia vs no cancer).

Todos los genes diferenciales obtenidos se aplico la correccion FDR (False
Discovery Rate) menor que 0,05.

9.2 Genes diferenciales comunes entre pacientes con Cancer Oral, Leucoplasia

y Fibrosis

Se ha detectado un total de 160 genes comunes sobreexpresados las
diferentes patologias. Se ha identificado un solo gen sobreexpresado comun
entre las tres patologias, 154 genes comunes entre el cancer oral y la
leucoplasia, un gen comun entre fibrosis y leucoplasia y 4 genes comunes entre
cancer oral y fibrosis (Figura 1A).

Se ha detectado un total de 148 genes comunes infraexpresado
comparando las diferentes patologias.

No se detectaron genes infraexpresados comunes entre las tres
patologias; entre el cancer oral y la leucoplasia encontramos 104 genes
comunes, entre fibrosis y leucoplasia 1 y entre cancer oral y fibrosis 43 (Figura
1B).
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Figura 1.A. Venn Diagramm de los genes comunes entre sobreexpresados entre
Leucoplasia, Cancer Oral y Fibrosis. 1.B. Venn Diagramm de los genes comunes
infraesprexpresados entre Leucoplasia, Cancer Oral, Fibrosis.

En la Tabla 1 se puede observar los genes comunes sobre expresados
para Cancer Oral (C) comparado con el grupo sano (N) y genes sobre
expresados en el grupo de leucoplasia (L) comparado con pacientes sanos (N).

Tabla 1: Genes comunes sobreexpresado entre cancer oral y leucoplasia.

ID Nombre del Gen Fold Fold change
change (log2)* L vs
(log2)*Cvs N
N
ACLY ATP Citrate Lyase 1.057 0.087
ACTN1 Actinin Alpha 1 1.340 0.074
ADAM19 ADAM Metallopeptidase Domain 19 1.342 0.201
ADM Adrenomedullin 1.708 0.263
AEN Apoptosis Enhancing Nuclease 1.371 0.339
ALYREF Aly/REF Export Factor 1.385 0.117
ATAD3A ATPase Family AAA Domain 1.434 0.159
Containing 3A
ATFS Activating Transcription Factor 5 1.156 0.156
BOP1 Ribosomal Biogenesis Factor 1.362 0.159
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C1orf216 Chromosome 1 Open Reading 1.091 0.481
Frame 216

CARD10 Caspase Recruitment Domain 1.377 0.174

Family Member 10
CARS Nuclear Receptor Subfamily 1 1.024 0.062
Group | Member 3

CCT3 Chaperonin Containing TCP1 1.106 0.135
Subunit 3

CCT4 Chaperonin Containing TCP1 0.449 0.042
Subunit 4

CDV3 CDV3 Homolog 0.37 0.158

CEBPB CCAAT Enhancer Binding Protein 1.581 0.332

Beta

CFL1 Cofilin 1 0.921 0.068

CHST2 Carbohydrate Sulfotransferase 2 3.001 0.781

CHST3 Carbohydrate Sulfotransferase 3 1.069 0.351

CLIC4 Chloride Intracellular Channel 4 0.728 0.138

CLSPN Claspin 2.011 0.203

COL27A1 Collagen Type XXVII Alpha 1 1.357 0.114

Chain

COL4A1 Collagen Type IV Alpha 1 Chain 1.386 0.02

CORO1C Coronin 1C 0.676 0.08

CPA4 Carboxypeptidase A4 1.993 0.329

CTPS1 CTP Synthase 1 1.327 0.077

CTSL Cathepsin L 1.453 0.222

CYP19A1 Cytochrome P450 Family 19 3.076 1.204

Subfamily A Member 1
CYP24A1 Cytochrome P450 Family 24 3.486 1.103
Subfamily A Member 1

DAP3 Death Associated Protein 3 0.508 0.085

DAPK3 Death Associated Protein Kinase 3 1.46 0.104

DDX21 DExD-Box Helicase 21 1.452 0.116

DDX23 DEAD-Box Helicase 23 0.802 0.048

DESI1 Desumoylating Isopeptidase 1 0.838 0.147

DKC1 Dyskerin Pseudouridine Synthase 0.739 0.172

1
EBNA1BP2 EBNA1 Binding Protein 2 0.999 0.144
EEF1D Eukaryotic Translation Elongation 0.704 0.06
Factor 1 Delta

EFNB1 Ephrin B1 1.484 0.3

EHD1 EH Domain Containing 1 1.133 0.136

EIF3B Eukaryotic Translation Initiation 0.684 0.096

Factor 3 Subunit B
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EIF4A1 Eukaryotic Translation Initiation 0.899 0.055
Factor 4A1
ELAC2 ElaC Ribonuclease Z 2 0.685 0.061
ENTPD7 Ectonucleoside Triphosphate 1.183 0.089
Diphosphohydrolase 7

EPHB2 EPH Receptor B2 1.727 0.615

EPPK1 Epiplakin 1 3.504 0.196

ETV4 ETS Variant Transcription Factor 4 1.528 0.59

FBX045 F-Box Protein 45 2.134 0.218

FMNL2 Formin Like 2 1.37 0.084

FSCN1 Fascin Actin-Bundling Protein 1 1.996 0.224

FSD1L Fibronectin Type Ill And SPRY 0.831 0.328

Domain Containing 1 Like
FTSJ1 FtsJ RNA 2'-O-Methyltransferase 1 0.661 0.126
GALNT18 Polypeptide N- 1.001 0.17
Acetylgalactosaminyltransferase 18
GALNT6 Polypeptide N- 2.704 0.434
Acetylgalactosaminyltransferase 6

GPATCH4 G-Patch Domain Containing 4 0.934 0.143
(Gene/Pseudogene

GPR153 G Protein-Coupled Receptor 1563 1.377 0.237

HARS Histidyl-tRNA synthetase 0.507 0.057

HOMER3 Homer Scaffold Protein 3 1.873 0.301

HSP90B1 Heat Shock Protein 90 Beta Family 0.730 0.053

Member 1

HSPAS Heat Shock Protein Family A 1.242 0.068
(Hsp70) Member 5

HSPH1 Heat Shock Protein Family H 1.199 0.127
(Hsp110) Member 1

HYOU1 Hypoxia Up-Regulated 1 0.682 0.106

INF2 Inverted Formin 2 0.734 0.115

ITGA3 Integrin Subunit Alpha 3 1.710 0.092

KIAA0930 KIAA0930 0.740 0.223

KLF7 KLF Transcription Factor 7 1.114 0.193

KRT17 Keratin 17 5.685 0.683

LAMC2 Laminin Subunit Gamma 2 3.083 0.101

LIMK1 LIM Domain Kinase 1 1.278 0.225

LMNB2 Lamin B2 1.505 0.111

LRPS8 LDL Receptor Related Protein 8 1.381 0.338

LRRC59 Leucine Rich Repeat Containing 1.000 0.171

59
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LY6K Lymphocyte Antigen 6 Family 2.447 0.696
Member K
LYAR Ly1 Antibody Reactive 1.209 0.188
MDFI MyoD Family Inhibitor 1.698 0.203
MET MET Proto-Oncogene, Receptor 1.051 0.144
Tyrosine Kinase
MICAL2 Microtubule Associated 1.748 0.085
Monooxygenase, Calponin And LIM
Domain Containing 2
MRPL14 Mitochondrial Ribosomal Protein 1.042 0.156
L14
MSN Moesin 0.726 0.228
MTHFD1L Methylenetetrahydrofolate 1.549 0.175
Dehydrogenase (NADP+ Dependent) 1
Like
MTHFD2 Methylenetetrahydrofolate 1.017 0.156
Dehydrogenase (NADP+ Dependent) 2,
Methenyltetrahydrofolate Cyclohydrolase
MYBL2 MYB Proto-Oncogene Like 2 1.55 0.13
MYO1B Myosin IB 1.978 0.233
NACC1 Nucleus Accumbens Associated 1 0.933 0.135
NADK NAD Kinase 0.79 0.117
NCF2 Neutrophil Cytosolic Factor 2 1.123 0.385
NKRF NFKB Repressing Factor 0.729 0.185
NOC2L NOC?2 Like Nucleolar Associated 0.907 0.052
Transcriptional Repressor
NOMO1 NODAL Modulator 1 0.881 0.082
NOP56 NOPS6 Ribonucleoprotein 0.964 0.079
NPLOCH4 NPL4 Homolog, Ubiquitin 0.080 0.091
Recognition Factor
NRIP1 Nuclear Receptor Interacting 1.224 0.088
Protein 2
NSUN2 NOP2/Sun RNA Methyltransferase 0.944 0.063
2
NUP62 Nucleoporin 62 0.587 0.076
OAS3 2"-5"-0Oligoadenylate Synthetase 3 1.877 0.094
PA2G4 Proliferation-Associated 2G4 0.869 0.111
PDCD11 Programmed Cell Death 11 1.149 0.068
PFDN2 Prefoldin Subunit 2 1.101 0.359
PLAU Plasminogen Activator, Urokinase 2.666 0.096
PLCD3 Phospholipase C Delta 3 1.228 0.085
PLEC Plectin 1.528 0.068
PLOD3 Procollagen-Lysine, 2-Oxoglutarate 0.831 0.194

5-Dioxygenase 3
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PMEPA1 Prostate Transmembrane Protein, 1.725 0.238
Androgen Induced 1
PNLIPRP3 Pancreatic Lipase Related Protein 4.07 2.771
3
PNP Purine Nucleoside Phosphorylase 1.132 0.109
PPP1R14C Protein Phosphatase 1 Regulatory 1.805 0.239
Inhibitor Subunit 14C
PPP2R5B Protein Phosphatase 2 Regulatory 1.053 0.154
Subunit B'Beta
PRNP Prion Protein 1.164 0.253
PSMB7 Proteasome 26S Subunit, Non- 0.822 0.71
ATPase 7
PSMC3 Proteasome 26S Subunit, ATPase 1.387 0.102
3
PSMD2 Proteasome 26S Subunit Ubiquitin 1.095 0.98
Receptor, Non-ATPase 2
PSMD3 Proteasome 26S Subunit, Non- 0.607 0.103
ATPase 3
PTHLH Parathyroid Hormone Like 2.367 0.539
Hormone
PTPRZ1 Protein Tyrosine Phosphatase 2.561 0.062
Receptor Type Z1
PTTG1IP PTTG1 Interacting Protein 0.728 0.129
PUS1 Pseudouridine Synthase 1 0.954 0.171
RAD23A RAD23 Homolog A, Nucleotide 0.834 0.157
Excision Repair Protein
RGS20 Regulator Of G Protein Signaling 2.397 0.654
20
RRAS2 RAS Related 2 0.835 0.171
RRS1 Ribosome Biogenesis Regulator 1 1.374 0.413
Homolog
SDF4 Stromal Cell Derived Factor 4 0.955 0.065
SDK2 Sidekick Cell Adhesion Molecule 2 1.792 0.564
SEMA3C Semaphorin 3C 1.789 0.337
SERPINB7 Serpin Family B Member 7 3.093 0.737
SH2D2A SH2 Domain Containing 2A 1.402 0.301
SH3D21 SH3 Domain Containing 21 1.216 0.112
SLC15A1 Solute Carrier Family 15 Member 1 2.131 0.258
SLC16A1 Transmembrane Channel Like 7 1.861 0.358
SLC28A3 Solute Carrier Family 28 Member 3 3.059 0.433
SLC3A2 Solute Carrier Family 3 Member 2 1.411 0.08
SMOX Spermine Oxidase 2.494 0.339
SQLE Squalene Epoxidase 1.701 0.138
STIP1 Stress Induced Phosphoprotein 1 1.068 0.126
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STRIP2 Striatin Interacting Protein 2 2.287 0.633
STX1A Syntaxin 1A 1.537 0.613
SZRD1 SUZ RNA Binding Domain 0.438 0.138
Containing 1
TGM2 Transglutaminase 2 2.319 0.414
THOCS5 THO Complex Subunit 5 0.468 0.066
TIMM17A Translocase Of Inner Mitochondrial 0.781 0.143
Membrane 17A
TMC7 Transmembrane Channel Like 7 1.244 0.602
TMEM184B Transmembrane Protein 1848 1.027 0.17
TNC Tenascin C 2178 0.214
TOP1MT DNA Topoisomerase | 1.18 0.155
Mitochondrial
TRMT6 TRNA Methyltransferase 6 Non- 0.966 0.108
Catalytic Subunit
TRPV3 Transient Receptor Potential 2.871 0.366
Cation Channel Subfamily V Member 3
TUBB3 Tubulin Beta 3 Class Il 2.060 0.614
TUBG1 Tubulin Gamma 1 1.067 0.207
UHRF1 Ubiquitin Like With PHD And Ring 1.197 0.104
Finger Domains 1
USB1 U6 SnRNA Biogenesis 1.561 0.175
Phosphodiesterase 1
WDRS5 WD Repeat Domain 5 0.841 0.056
WDRS53 WD Repeat Domain 53 1.154 0.147
WDR62 WD Repeat Domain 62 0.998 0.284
WDR66 WD Repeat Domain 66 1.971 0.665
YWHAG Tyrosine 3- 0.679 0.195
Monooxygenase/Tryptophan 5-
Monooxygenase Activation Protein
Gamma
ZNF622 Zinc Finger Protein 622 0.544 0.073

*The Fold-change estimados (cambios de expresion relativa de los genes).

En la Tabla 2 se puede observar los genes sobre expresados entre
paciente que presenta Cancer Oral (C) comparado con paciente sano (N) y

paciente que presenta Fibrosis (F) comparado con paciente sano (N).

Tabla 2: Genes comunes sobreexpresado entre pacientes con cancer y Fibrosis

ID Nombre gen Fold change Fold
(log2)* change
CvsN (log2)*
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FvsN
RP11- Long-non-coding 1.291 1.366
23P13.6
STARD 4 StAR Related Lipid Transfer Domain  1.292 1.150
Containing 4
RP11- Long-non-cording RNA 1.293 1.638
420K8.1
NUS1 NUS1 Dehydrodolichyl Diphosphate  1.294 0.614

Synthase Subunit

El Unico gen sobre expresado comun encontrado entre paciente que
presentan cancer oral, fibrosis o leucoplasia, comparados con pacientes sanos
fue el EPRS (glutamyl-prolyl-tRNA synthetase 1) con un Fold change de 0.653
en el estudio entre cancer (C) y paciente sano (N), un Fold change de 0.492 en
el estudio entre fibrosis (F) y paciente sano (N) y un Fold change de 0.091 en el
ultimo estudio entre leucoplasia (L) y paciente sano (N).

9.2 Analisis de enriquecimiento de los genes

Se realizé un analisis de enriquecimiento de los 160 genes (Tabla 1)
sobreexpresado comunes entre las tres patologias mediante el software DAVID
(v6.8) siendo posible explorar las funciones biolégicas (GO) de los genes
diferenciales detectados (Tabla 3).

Se realiz6  utilizando las bases de datos secundarias
GOTERM_BP_DIRECT, GOTERM_CC_DIRECT y GOTERM_MF_DIRECT.
Destacamos Procesos biologicos (BP), procesos moleculares, (MF) vy
componentes celulares (CC).

Tabla 3: Procesos bioldgicos significativos involucrados 160 genes sobreexpresados
comunes entre los 3 estudios.

Category Term Count Pvalue Genes

GOTERM GO:005 7 0.00 MYO1B, FMNL2, ACTN1, CFLA1,
_MF_DIR 1015~a FSCN1, CORO1C, PLEC

ECT ctin
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MYO1B, INF2, ACTN1, CFLA1,
FSCN1, MICAL2, CORO1C, PLEC

SLC15A1, MYO1B, ACTN1, PLEC

INF2, ACTN1, CFL1, LIMK1,
FSCN1, CORO1C

MYO1B, INF2, ACTN1, CFL1,
FSCN1, MICAL2, MSN, PLEC

MYO1B, SH3D21, ACTN1, FSCN1,

CORO1C

MYO1B, ACTN1, FSCN1

TuBB3, CFL1, LIMK1, FSCN1,
CORO1C

FSD1L, PTPRZ1, TNC, EPHBZ,
SDK2

CEBPB, EEF1D, DAPK3, ATF5
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Destacamos 49 genes involucrados en los procesos bioldgicos
significativos en la funciones moleculares y componentes moleculares (pvalor
menor a 0,05) (Tabla 4).

Tabla 4. Genes involucrados con Funcién Bioldgica, Funciéon Molecular y Componente
Molecular significativas.

ID Nombre gen
DDX21 DExD-Box Helicase 21

DDX23 DExD-Box Helicase 23

EEF1D Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 Delta
UHRF1 Ubiquitin Like With PHD And Ring Finger Domains 1
ACTN1 Actinin Alpha 1

ATFS Activating Transcription Factor 5

CCT3 Chaperonin Containing TCP1 Subunit 3
CEBPB CCAAT Enhancer Binding Protein Beta
CFL1 Cofilin 1

CLIC4 Chiloride Intracellular Channel 4

CORO1C  Coronin 1C

DAPK3 Death Associated Protein Kinase 3

EPHB2 EPH Receptor B2

EPPK1 Epiplakin 1

ETV4 ETS Variant Transcription Factor 4

FMNL2 Formin Like 2

FSCN1 Fascin Actin-Bundling Protein 1

FSD1L Fibronectin Type Ill And SPRY Domain Containing 1 Like
INF2 Inverted Formin 2

KLF7 KLF Transcription Factor 7
KRT17 Keratin 17
LIMK1 LIM Domain Kinase 1

LMNB2 Lamin B2
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LYAR Ly1 Antibody Reactive

MDFI MyoD Family Inhibitor

MET MET Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase

MICAL2 Microtubule Associated Monooxygenase, Calponin And LIM
Domain Containing 2

MSN Moesin

MYBL2 MYB Proto-Oncogene Like 2

MYO1B Myosin IB

NACC1 Nucleus Accumbens Associated 1

NKRF NFKB Repressing Factor

NOC2L NOC2 Like Nucleolar Associated Transcriptional Repressor

NOMO1 NODAL Modulator 1

NRIP1 Nuclear Receptor Interacting Protein 1

PA2G4 Proliferation-Associated 2G4

PLEC Plectin

PPP2R5B Protein Phosphatase 2 Regulatory Subunit B'Beta

PSMC3 Proteasome 26S Subunit, ATPase 3

PTPRZ1 Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type Z1

SDK2 Sidekick Cell Adhesion Molecule 2

SEMA3C  Semaphorin 3C

SH3D21 SH3 Domain Containing 21

SLC15A1  Solute Carrier Family 15 Member 1

TGM2 Transglutaminase 2

TNC Tenascin C

TUBB3 Tubulin Beta 3 Class Il

UHRF1 Ubiquitin Like With PHD And Ring Finger Domains 1

WDRS5 WD Repeat Domain 5

De los 49 genes encontrados destacamos los genes: INF2, ACTN1, CFLA1,
LIMK1, FSCN1, MYO1B, SH3D21, CORO1C siendo involucrados directamente

en la formacion del tejido epitelial (Figura 2, 3y 4).
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Figura 2. Imagen de la correlacion positiva entre de los 8 genes destacados con procesos que pueden estar involucrados en la formacién del
tejido epitelial.
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Figura 3. Construccion de redes de interaccion entre los genes ACNT1 INF2, ACTN1, CFL1, LIMK1, FSCN1, MYO1B, SH3D21, CORO1Cy
sus procesos bioldégicos mediante el software cytoscape.
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Figura 4. Genes comunes sobrespresados entre cancer oral, leucoplasia y fibrosis
involucrados con la organizacion del citoesquelto de actina.
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9. DISCUSSION

Las patologias pre-cancerigenas y cancerigenas de los tejidos orales son
enfermedades complejas y multifactoriales que pueden ser causadas por una
combinacion de factores genéticos y ambientales.

Diversos genes estan implicados en el desarrollo del cancer oral, leucoplasia
y fibrosis oral pero aun poco se sabe sobre la implicacion de estos genes en el
tejido epitelial siendo un tipo de tejido que recupera las superficies externas e
internas del cuerpo y cumple funciones importantes en la proteccion, absorcion
y secrecion en diversos organos y sistemas.

Los genes mas relevantes en nuestro estudio fueron ACTIN1, LIMK1,
CORO1C, INF2, CFL1, FSCN1, MYO1B SH3D21 sobreexspresado en las
muestras de tejido epiteliales de pacientes que presentan Cancer oral,
leucoplasia y fibrosis los cuales estan involucrados con procesos bioldgicos
relacionados con la regulacion y funcion del tejido epitelial.

El tejido epitelial es de gran importancia a la hora que hablamos de cancer;
esta constituido de multiplices células y cada una de ellas contiene material
genético. En general, los canceres son consecuencia de desregulaciones que
pueden ser debidas a errores en el sistema de regulacién que controla la
expresion de los genes produciendo alguna patogenia de algunos canceres.

El tejido epitelial esta estrechamente relacionado con el cancer, por esto es
importante saber la importancia que juega. El tejido epitelial esta compuesto de
una multitud de células las cuales cada una esta constituida por un ADN; el
cancer se forma empezado de una mutacion de la division celular que puedes
debidas tanto por errores en la division de las células o por exposicion a
sustancias carcindégenas, la cuales dafian el ADN de las células que forman (66).

De los 160 genes totales sobrexpresados el EPRS1 es el unico que
encontramos comun en las tre patologia.

El gen EPRS1 (Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase 1), es un gen codificador de
proteinas, considerado el mas relevante por encontrarse sobreexpresado en

muestras asociadas al cancer oral, fibrosis oral y leucoplasia oral.
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En el estudio de Krishnendu Khan y cols. el gen EPRS1 presenta una
mayor resistencia al tamoxifeno, que son moduladores selectivos de
receptores de estrogeno utilizado como medicamentos contra el cancer, por
eso la presencia de este gen sobreexpresado es considerado mal pronéstico
en las salas de emergencia (67).

Se ha observado que el EPRS1 estaba sobreexpresado en el tejido
tumoral de mama en comparacion con el tejido normal y se asocié con una
mayor destruccidn celular y una peor supervivencia de los pacientes (68)
también en cancer de pulmon promueve la extincion y la invasion de las
células cancerigenas, y que su inhibicion reduzca significativamente el
crecimiento tumoral y la capacidad metastasica (69).

Tannous et al. 2015 investigaron los perfiles de expresion génica en
muestras de leucoplasia oral y cancer oral donde encontraron el gen EPRS
mas elevado (70). Ademas, este gen podria tener relacion con el desarrollo
y mantenimiento del tejido epitelial. Se ha observado en células epiteliales de
la piel y cabello la pérdida de EPRS1 condujo a alteraciones en el desarrollo
y funcion de la piel (71). Este gen también se vio relacionado en la integridad
de la barrera intestinal al regular la expresion de genes relacionados con la
funcion de barrera y la respuesta inflamatoria (72).

Sin  embargo, se necesitan mas estudios para comprender
completamente los mecanismos y la implicacion precisa de EPRS1 en el
tejido epitelial.

Otro gen relevante es el ACTN1, denominada también “actinas no
musculares”, son las principales proteinas del citoesqueleto y realizan
importantes funciones como la regulacion de la citocinesis, la adhesion
celular, la migracion y median la funcién del sarcomero (73).

En nuestro estudio se mostré que los niveles de proteina Actina 1 del
tejido enfermo estaban mayores respecto a lo del tejido sano; lo que indica
que la proteina ACTN1 estan mayormente expresada en paciente que
padece de cancer oral; De acuerdo con el estudio de Guo-feng Xie y cols. los
cuales consideran el ACTIN1 una de los principales marcadores de los tejidos

que presentaban el cancer carcinoma oral de la célula escamosa (OSCC),
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ademas, se vieron los niveles aumentados estaban asociado a metastasis de
los ganglios con un mal pronostico (74).

De manera similar el ACTIN 1 esta relacionado también a otras tipologias
de cancer, como por ejemplo el cancer de mama o el carcinoma hepatocelular
(75,76).

También esta respaldado por parte de Xu y cols. Los cuales con su estudio
encontraron también los niveles de ACTIN1 en el tejido con OSCC que en el
tejido normal.

Otro gen sobreexpresado que se ha detectado relevante en nuestro
estudio es el LIM Domain Kinase 1 (LMNK1), es una serina quinasa que
cataliza la fosforilacion del grupo hidroxido de la serina, la cuales regulan la
polimerizacién de la actina; Este gen tiene la funcion de regular los
movimientos celulares y el ciclo celular (77).

De acuerdo con nuestro estudio también en el estudio de Bingxia Shi y
cols. se ha detectado sobreexpresado el gen en el cancer oral, sobre todo en
el cancer OSCC, el cual se afirma que en la tumorigenesis y metastasis del
cancer esta afectada cuando LIMK1, ademas en este estudio se ha detectado
también una mayor activacion del gen LIM Domain Kinase 2 (LIMK2). En
ambos genes el papel se desenvuelve (78).

El tercer gen involucrado en nuestro estudio es Coronin 1C (COROC1),
es un gen que ejecuta como una plataforma estable para la interaccién con
otras proteinas.

En nuestro estudio si encontramos una sobreexpresion del este gen en
pacientes que presentan lesiones orales cancerosas, conforme con el estudio
de Xiaonfan Dai y cols. los cuales afirman que, debido a su funcion de
motilidad celular, el gen CORO1C juega un papel fundamental, debido a que
la emigracion es importante para la metastasis de tumores malignos
demostrando la funcidn de gen en el cancer (79).

No obstante, el estudio se analizé sobre todos tejido de cancer de prostata
podemos también en el tejido del cancer oral se ha encontrado el gen
sobreexpresado. El gen INF2 (Inverted Formin 2) es el cuarto gen
sobreexspresado que encontramos en nuestro estudio; Es INF2 es una
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formina que tiene la capacidad de acelerar tanto la polimerizacion como la
despolimerizacion de actina y ademas tiene la capacidad de unir también los
filamentos de actinas en fibras de tension (80).

De acuerdo con nuestro estudio, Vanina D. Heuser et cols. Encontrd
actividad del INF2 sobreelevada en el cancer de mama de tipo basal, forma
de cancer mas agresiva, ademas en este estudio se notd que la eliminacion
de INF2 iba a reducir la proliferacion de las células tumorales (81).

El gen CFL1 hace de funcién como receptor juega un el importante en la
proliferacion y migracidn celular en el cuales encontramos funciones en la
aparicion, desarrollo, infiltracion y metastasis de lesiones tumorales.

En nuestro estudio encontramos niveles del gen sobreexpresado en el
tejido epitelial de la cavidad oral en pacientes que presentan lesidnes
malignas.

Dritan Turhani vy cols. Encontraron en sus estudios CFL1 altamente
expresado en el cancer carcinoma oral de la cellula escamosa (82) ademas,
Min- li y cols. encontraron relaciones en los canceres del pancreas, mama,
vesicular biliar y demostraron que la inhibicion de la actividad de CFL1 en un
tumor maligno puede ser un objetivo potencial para inhibir la progresion
tumoral y la metastasis (83).

El gen FSCN1 esta centrada en el papel de micropuntas, filopodios,
seuddpodos lamelares y otras protuberancias basadas en actina debajo de
la membrana plasmatica, que son importantes para procesos que incluyen la
migracion celular y la adhesion a la matriz celular, Zhongxun Li y cols ha
indicado una expresion altamente significativa en los tejido de cancer de la
células escamosas de la laringe, ademas se descubrio que el FSCN1 unido
a otra proteina estaba involucrado en la progresion maligna de dicho cancer;
Ademas de estar involucrado en cancer de laringe también lo encontramos
sobreexpresado en cancer respiratorios, del aparato digestivo, de sistema
urinario y del sistema Genital (84).

Lii C y cols. considera la inhibicion del FSCN1 con farmacos contra el
cancer tiene un potencial significativo para el tratamiento y para aplicaciones

clinicas (85).
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MYO1B es un gen considerado importante para la migracién de la células
y la motilidad celulares; en nuestro estudio encontramos nivel alto del gen de
acuerdo con el estudio de Lang Xie y cols. Los cuales después de un estudio
profundizé llego a la conclusibn que el MYO1B es considerado un
biomarcador fundamental para la metastasis del cancer colonrrectal y de mal
prondstico, pero ademas de esto lo considera como un futuro objetivo
terapéutico (86).

Por ultimo, tenemos el gen S3D21 con una elevada actividad en nuestro

estudio.

Masoundi M y cols. considera que, aunque no sea un gen muy estudiado

y que no se ha encontrado mucho informe para el estudio, el S3D21 puede
ser relacionados con la activacion y sensibilizacion de las células del Cancer,
denominandose, asi, gen de sopervivencia para el cancer de los pulmones
(87).

Estos genes sobreexpresado pueden ser considerado importante porque
podrian estar desrgularizando la formacion y la integridad del tejido epitelial tnato
oral como por otros tipos de canceres, promuovendo la produccion de células
cancerigena, sin embargo, destacamos la poca informacion existente en la
bibliografia sobre el funcionamiento estos genes en el tejido epitelial oral siendo
sumamente importante en la evolucion de patologias.

Es necesario estudios adicionales para comprender completamente los
mecanismos bioldgicos subyacentes para el cancer oral, leucoplasia oral y la
fibrosis oral.

50



Universidad
Europea VALENCIA

51



ue Universidad
Europea VALENCIA

10. CONCLUSION

- Se detectaron 800 genes diferenciales infraexpresados y 608 sobreexpresados
(C vs N), 102 genes diferenciales infraexpresado y 8 sobreexpresado (F vs N) y
2567 genes diferenciales infraexpresado y 2603 sobreexpresado (L vs N).

- Un total de 160 genes comunes fueron sobreexpreasados en paciente que
presenta dos de las tres patologias; 154 genes fueron comunes
sobreexpresados (en Cy L), ungen(enLyF), 4 genes (en Cy F.) Un total de
148 fueron genes comunes infraexpresado dos de las tres patologias; 104 genes
(enCyL)y1gene(enFyL)y43genes(enCyF).

-Encontramos procesos biologicos significativos involucrados 49 genes de los
160 genes comunes sobreexpreasados presentes en dos de las tres patologias
(F, CyL)destacando los genes ACTIN1, LIMK1, CORO1C, INF2, CFL1, FSCN1,
MYO1B y SH3D21 teniendo relacion con procesos bioldgicos que podrian estar
involucrados en el desequilibrio de la integridad del tejido epitelial de la cavidad

oral.
-El Unico gen encontrado sobreexpresado comun en las tres patologias fue

EPRS1, que podria en un futuro considerarse como un biomarcador temprano

de Cancer Oral.
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Abstract

Introduction: RNA-seq is a tool that discovers new biomarkers of oral cancer
and precancerous lesions such as leukoplakia and oral fibrosis, in addition, it
studies relevant genes and knows the biological structure, thus helping to
develop therapies. The goal was rcarry out a transcriptomic study and identify
the biological processes in the oral cavity using RNA-seq for samples obtained
from public databases of divergent groups; samples from patients with
precancerous lesions: Leukoplakia (L) and oral fibrosis (F) and oral cancer (C)
compared with patients without pathology (N).

Materials and methods: Three studies were selected from the public
databaseGeneExpression for All (GSE125866°" GSE20116%°%
GSE131568%°%%). All raw files were analyzed with the same workflow. The
quality of readings was verified using Fastqcsoftware and filtered with
Trimmomaticsoftware. Aligned with genomeA wise manwith Callistosoftware.
EdgeR software y Gluesoftware normalized the reads and identified differentially
expressed genes (FDR<0.05). DAVID was used to determine significant
biological processes software (p value<0,05). Cytoscape software was used for
biological terms.

Results:800 underexpressed and 608 overexpressed (C vsN) genes, 102
underexpressed and 8 overexpressed (FvsN) genes, and 2567 underexpressed
and 2603 overexpressed (LvsN) genes were detected. 154 overexpressed
common genes (C and L), one gene (L and F), 4 genes (C and F) 148
underexpressed common genes (C and L) and 104 genes (F and L) and 1 gene
(C and F) . EPRS was the only common gene in the three pathologies
(Foldchange0.653). Of the 49 genes, we highlight 8 involved with epithelial
tissue.

Conclusions: The ACTIN1, LIMK1, CORO1C, INF2, CFL1, FSCN1, MYO1B
and SH3D21 genes could influence the integrity of epithelial tissue and help
advance precancerous lesions and cancer. EPRS is a potential early biomarker.

Keywords:RNA-seq, oral cancer, fibrosis, leukoplakia, epithelial tissue,
transcriptomic analysis
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Introduction

Cancer is a global health problem and is one of the leading causes of mortality
(1). One of the most frequent oral cancers is that of the head and neck; It is
among the 10 most common malignant neoplasms and there has been an
increase in cases diagnosed in the last 10 years (2).

Studies of oral pre-cancerous and cancerous diseases are of paramount
importance due to an increase in the number of cases in recent years.(3)
Therefore, its knowledge, prevention and diagnosis are being emphasized more
and more for dentists, doctors and scientists; Thanks to RNA seq technology,
there are numerous studies for these pathologies (4—7) but more genes that could
be responsible for these pathologies still need to be elucidated, as well as a better
understanding of their biological functions, which may help gene therapies in the
future. In this way, identifying genes that are being activated common to different
precancerous lesions and also with oral cancer compared to people without
pathologies, could be the key to help early detection of these pathologies.

This work will allow us to analyze the expression of genes and identify the
biological processes of interest in the human oral cavity using the RNA-seq
technique for different samples (from patients with pre-cancerous lesions
compared to samples from patients without pathologies). HEdetect differential
genes (over and under expressed) common in patients with oral cancerversus
healthy tissue, fibrosisversus healthy tissue and Leukoplakia versus healthy
tissue, an enrichment analysis will be carried out to identify significant biological
processes for oral cancer, fibrosis and Leukoplakia and the most relevant
common differential genes associated with cancer and precancerous lesions will

be identified so that in the future they could be used as biomarkers.
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Materials and methods

- Study design

Different studies of raw RNA sequencing data from patient samples were
selected using the RNA-seq technique, in the public databases of Gene
Expression Omnibus (https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/), public functional
genomics data repository, sequence and array-based data, and BioStudies
(https://www.ebi.ac.uk/biostudies/arrayexpress). Three studies with the
accession number to the database of GSE125866, GSE20116 and GSE131568
were selected. The study GSE725866 we have n=40 tissue samples from the
oral cavity, of which n=10 are from patients with fibrosis, n=20 samples from
patients with cancer and n=10 from patients who do not show pathology and we
consider it control samples (normal). The studyGSE20116 we have n=20 tissue
samples from the oral cavity, of which n=6 samples from patients presenting with
cancer and n=14 frompatients that do not show pathology and we consider it
control samples (normal). The studyGSE131568have n=26 tissue samples from
the oral cavity, of which n=6 samples from patients presenting Leukoplakia and
n=20 from patients who do not show pathology and that consideredcontrol

samples (normal).

We performed 4 differential analyzes with the raw data of the patient
samples from the 3 selected studies. For the first analysis we selected the
samples from study GSE125866, 10 fibrosis samples were compared with 10
control samples. In the second analysis we selected the samples from the
GSE125866 study, 10 cancer samples were compared with 10 control samples.
In the third analysis we selected the samples from the GSE20116 study, 6 cancer
samples were compared with 14 control samples. In the fourth analysis we
selected the samples from the GSE131568 study, 6 Leukoplakia samples were
compared with 20 control samples.
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- Differential expression analysis

All raw files corresponding to each study sample were analyzed with the
same workflow.

The quality of the RNA-Seq reads (quality indices, GC content, N content,
length distributions, duplication, overrepresented sequences, and K-mer content)
was verified using Fastqc software (v.0.11.4) (8).

Low quality reads (adapter sequence and poly-N containing reads) from
raw data using Trimmomatic v.0.36 (61) with the following parameters: java -jar
/usr/local/bin/timmomatic-0.36.jar PE -phred33 <IN_R1.fastq.gz>
<IN_RZ2.fastq.gz> <OUT_R1.fastq.gz> <OUT_R1_UN.fastq.gz>
<OUT_R2.fastq.gz> <OUT_R2_UN.fastq.gz> LEADING:3 TRAILING:3
SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:50.

All subsequent analysis was based on data clipped with high quality
readings, KALLISTO was used (9) Bray NL, Pimentel H., Melsted P., & Pachter
L., 2016. Near-optimal RNA-seq probabilistic quantification.Nat.
Biotechnology.34 : 525-527. 10.1038/nbt.3519 (OTHER) THIS IS THE CITE
INCLUDE IT to align the paired-end trimmed reads with the Homo Sapiens
reference genome deposited at the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

This read count was performed using the internal script and Ensembl
(Index to /pub/release-105/gtfflhomo sapiens/ (ensembl.org)) for gene
annotations.

The EdgeR and Limma packages available from the Bioconductor project
were used to estimate normalized CPM reads (counts per million) and identify
differentially expressed genes (DEGs) between groups.

EdgeR was used to normalize the data and the Limma software for the
statistical methods (linear modeling and empirical Bayes), following the Law et
al. methodology (10).

We consider that a gene is differentially expressed when the value of FDR (false
positive) is < 0.05
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- Enrichment analysis

Differential gene enrichment analysis was performed using the DAVID
v.6.8 software (https://david.ncifcrf.gov) using the Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) database (p value < 0.05). ClueGO was used, a
Cytoscape software plugin that visualizes non-redundant biological terms for
large groups of genes in a functionally clustered network (11).

Results

In the first study (cancer vs non cancer) have been found 800 underexpressed
genes and 608 overexpressed, 102 underexpressed genes and 8 overexpressed
in the second study (fibrosis vs non cancer) and 2567 underexpressed genes and
2603 overexpressed samples in the third study (leukoplakia vs non cancer).

All the differential genes obtained were applied the FDR correction (False
Discovery Rate) less than 0.05. A total of 160 common genes overexpressed in
the different pathologies have been detected. A single common overexpressed
gene has been identified among the three pathologies, 154 common genes
between oral cancer and leukoplakia, one common gene between fibrosis and
leukoplakia, and 4 common genes between oral cancer and fibrosis.

A total of 148 underexpressed common genes have been detected comparing
the different pathologies. No common underexpressed genes have been
detected among the three pathologies; We found 104 common genes between
oral cancer and leukoplakia, between fibrosis and leukoplakia 1, and between
oral cancer and fibrosis 43. The only common overexpressed gene found among
patients with oral cancer, fibrosis, or leukoplakia, compared with healthy patients,
was EPRS1. (glutamyl-prolyl-tRNA synthetase 1) with a fold change of 0.653 in
the study between cancer (C) and healthy patient (N), a fold change of 0.492 in
the study between fibrosis (F) and healthy patient (N) and a fold change of 0.091
in the last study between leukoplakia (L) and healthy patient (N). We highlight 49
genes involved in biological processes, in molecular function and in the molecular
component of interest in the study (p value less than 0.05). Of the 49 genes found,
we highlight the genes:INF2, ACTN1, CFL1, LIMK1, FSCN1, MYO1B, SH3D21,
CORO1C) being directly involved in the formation of epithelial tissue.
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Discussion

The EPRS1 gene (Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase 1) is considered the
most relevant because it is overexpressed in samples associated with oral
cancer, oral fibrosis and oral leukoplakia. This gene is a protein-coding gene. In
Krishnendu Khan's study et al. the EPRS1 gene presents greater resistance to
tamoxifen, which are selective modulators of estrogen receptors used as
anticancer drugs, and in turn a poor prognosis in emergency rooms (12).

In another study, EPRS1 was observed to be overexpressed in breast
tumor tissue compared to normal tissue and was associated with greater cell
destruction and poorer patient survival (13). It also promotes extinction and
invasion in lung cancer. cancer cells, and that its inhibition significantly reduces
tumor growth and metastatic capacity (14). Tannous et al. in 2015 they
investigated the gene expression profiles in samples of oral leukoplakia and oral
cancer where they found the highest EPIRS gene (15). In a study (16) with
epithelial cells of the skin and hair, it was seen that the loss of EPRS1 in epithelial
cells led to alterations in the development and function of the skin.

This gene was also related to the integrity of the intestinal barrier by
regulating the expression of genes related to barrier function and the
inflammatory response (17). However, further studies are needed to fully
understand the mechanisms and the precise involvement of EPRS1 in epithelial
tissue.

Another relevant gene is Actin (ACTN) -1, also called "non-muscle actin", are
the main proteins of the cytoskeleton and perform important functions such as
regulation of cytokinesis, cell adhesion, migration and mediate sarcomere
function. (18). In our study it was shown that the levels of Actin 1 protein in
diseased tissue were higher than in healthy tissue; which indicates that the
ACTN1 protein is more expressed in patients suffering from oral cancer;
According to the study by Guo-feng Xie et al. who consider ACTIN 1 one of the
main markers of tissues presenting oral squamous cell carcinoma (OSCC)
cancer, in addition, increased levels were seen to be associated with lymph node
metastasis with a poor prognosis (19). Similarly, ACTIN 1 is also related to other

types of cancer, such as breast cancer or hepatocellular carcinoma (20); It is also
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supported by part of Xu et al. Which with their study also found ACTIN1 levels in
tissue with OSCC than in normal tissue. Another overexpressed gene that has
been detected to be relevant in our study is LIM Domain Kinase 1 (LMNK1), it is
a serine kinase that catalyzes the phosphorylation of the serine hydroxide group,
which regulates actin polymerization; This gene has the function of regulating cell
movements and the cell cycle (21).

In agreement with our study, also in the study by Bingxia Shi et al.
Overexpression of the gene has been detected in oral cancer, especially in
OSCC cancer, which is stated to be affected in cancer tumorigenesis and
metastasis when LIMK1 is present. Furthermore, in this study a greater activation
of the LIM Domain gene has also been detected. Kinase 2 (LIMK2): The role it
plays in both genes is unknown (22).

The third overexpressed gene is Coronin 1C (COROC1), a gene that
functions as a stable platform for interaction with other proteins, according to the
study by Xiaonfan Dai et al. who affirm that, due to its cell motility function, the
CORO1C gene plays a fundamental role for the metastasis of malignant tumors,
demonstrating the gene function in cancer (23).

The INF2 gene (Inverted Formin 2) is the fourth overexpressed gene that we
found in our study; Consistent with our study, Vanina D Heuser et al. He found
elevated INF2 activity in basal breast cancer, a more aggressive form of cancer.
Furthermore, in this study it was noted that the elimination of INF2 would reduce
the proliferation of tumor cells (24) .

The CFL1 genelt acts as a receptor plays an important role in cell proliferation
and migration in which we find functions in the appearance, development,
infiltration and metastasis of tumor lesions. In our study we found overexpressed
levels of the gene in the epithelial tissue of the oral cavity in patients with
malignant lesions. Dritan Turhani et al. They found CFL1 highly expressed in
oral squamous cell carcinoma cancer (25) besides, Min- Li et al. found
relationships in cancers of the pancreas, breast, gallbladderanddemonstrated
that inhibition of CFL1 activity in a malignant tumor may be a potential target to
inhibit tumor progression and metastasis (26).
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The FSCN1 geneis focused on the role of microspikes, filopodia, lamellar
pseudopods, and other actin-based protrusions below the plasma membrane,
which are important for processes including cell migration and cell matrix
adhesion, Zhongxun Li et al. highly significant in squamous cell cancer tissue of
the Larynx, it was also discovered that FSCN1 bound to another protein was
involved in the malignant progression of said cancer; In addition to being involved
in laryngeal cancer, we also found it overexpressed in respiratory, digestive,
urinary, and genital system cancers.(27). Lii C et al. considers that inhibition of
FSCN1 with anticancer drugs has significant potential for treatment and clinical
applications (28).

MYO1B is considered important for cell migration and cell motility; in our study
we found high levels in accordance with Lang Xie et al. considers it a fundamental
biomarker for cancer metastasis (29).

Lastly, we have the S3D21 gene with high activity in our study. Masoundi M
et al. It is considered that, although it is not a highly studied gene and that not
much report has been found for the study, S3D21 may be related to the activation
and sensitization of cancer cells, being called a survival gene for lung cancer
(30).

In conclusion, a total of 160 overexpressed common genes were found in a
patient presenting two of the three pathologies; 154 genes were common
overexpressed (in C and L), one gene (in L and F), 4 genes (in C and F.) A total
of 148 were common underexpressedtwo of the three pathologies; 104 genes (in
CandL)and 1gene (in Fand L) and 43 genes (in C and F). We found significant
biological processes involved in 49 genes out of the 160 overexpressed common
genes present in two of the three pathologies (F, C and L), highlightingthe genes
ACTIN1, LIMK1, CORO1C, INF2, CFL1, FSCN1, MYO1B and SH3D21 having a
relationship with biological processes that could be involved in the imbalance of
the integrity of the epithelial tissue of the oral cavity. The only gene found to be
overexpressed common in the three pathologies was EPRS1, which could in the
future be considered as an early biomarker of Oral Cancer.
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Fig. 1.A Venn Diagramm de los genes comunes entre sobreexpresados entre
Leucoplasia, Cancer Oral y Fibrosis. 1.B. Venn Diagramm de los genes comunes
infraesprexpresados entre Leucoplasia, Cancer Oral, Fibrosis

A B
CANCE ROSIS CANCE osIS

LEUCOPLASIAS LEUCOPLASIA

Tabla 1: Genes comunes sobreexpresado entre cancer oral y leucoplasia.

ID Nombre del Gen Fold change Fold change

(log2)*Cvs N (log2)*L vs N

ACLY ATP Citrate Lyase 1.057 0.087

ACTN1 Actinin Alpha 1 1.340 0.074

ADAM19 ADAM Metallopeptidase Domain 19 1.342 0.201

ADM Adrenomedullin 1.708 0.263

AEN Apoptosis Enhancing Nuclease 1.371 0.339

ALYREF Aly/REF Export Factor 1.385 0.117

ATAD3A ATPase Family AAA Domain Containing 1.434 0.159

3A

ATF5 Activating Transcription Factor 5 1.156 0.156

BOP1 Ribosomal Biogenesis Factor 1.362 0.159

C1orf216 Chromosome 1 Open Reading Frame 216 1.091 0.481

CARD10 Caspase Recruitment Domain Family 1.377 0.174
Member 10

CARS Nuclear Receptor Subfamily 1 Group | 1.024 0.062
Member 3

CCT3 Chaperonin Containing TCP1 Subunit 3 1.106 0.135
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CCT4 Chaperonin Containing TCP1 Subunit 4 0.449 0.042
CDV3 CDV3 Homolog 0.37 0.158
CEBPB CCAAT Enhancer Binding Protein Beta 1.581 0.332
CFL1 Cofilin 1 0.921 0.068
CHST2 Carbohydrate Sulfotransferase 2 3.001 0.781
CHST3 Carbohydrate Sulfotransferase 3 1.069 0.351
CLIC4 Chloride Intracellular Channel 4 0.728 0.138
CLSPN Claspin 2.011 0.203
COL27A1 Collagen Type XXVII Alpha 1 Chain 1.357 0.114
COL4A1 Collagen Type IV Alpha 1 Chain 1.386 0.02
CORO1C Coronin 1C 0.676 0.08
CPA4 Carboxypeptidase A4 1.993 0.329
CTPS1 CTP Synthase 1 1.327 0.077
CTSL Cathepsin L 1.453 0.222
CYP19A1 Cytochrome P450 Family 19 Subfamily A 3.076 1.204
Member 1
CYP24A1 Cytochrome P450 Family 24 Subfamily A 3.486 1.103
Member 1
DAP3 Death Associated Protein 3 0.508 0.085
DAPK3 Death Associated Protein Kinase 3 1.46 0.104
DDX21 DExD-Box Helicase 21 1.452 0.116
DDX23 DEAD-Box Helicase 23 0.802 0.048
DESI1 Desumoyilating Isopeptidase 1 0.838 0.147
DKC1 Dyskerin Pseudouridine Synthase 1 0.739 0.172
EBNA1BP2 EBNA1 Binding Protein 2 0.999 0.144
EEF1D Eukaryotic Translation Elongation Factor 0.704 0.06
1 Delta
EFNB1 Ephrin B1 1.484 0.3
EHD1 EH Domain Containing 1 1.133 0.136
EIF3B Eukaryotic Translation Initiation Factor 3 0.684 0.096
Subunit B
EIF4A1 Eukaryotic Translation Initiation Factor 0.899 0.055
ELAC2 ElaC I‘g?bi)nuclease Z2 0.685 0.061
ENTPD7 Ectonucleoside Triphosphate 1.183 0.089
Diphosphohydrolase 7
EPHB2 EPH Receptor B2 1.727 0.615
EPPK1 Epiplakin 1 3.504 0.196
ETv4 ETS Variant Transcription Factor 4 1.528 0.59
FBX045 F-Box Protein 45 2.134 0.218
FMNL2 Formin Like 2 1.37 0.084
FSCN1 Fascin Actin-Bundling Protein 1 1.996 0.224
FSD1L Fibronectin Type Ill And SPRY Domain 0.831 0.328

Containing 1 Like
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FTSJ1 FtsJ RNA 2'-O-Methyltransferase 1 0.661 0.126
GALNT18 Polypeptide N- 1.001 0.17
Acetylgalactosaminyltransferase 18
GALNTG6 Polypeptide N- 2.704 0.434
Acetylgalactosaminyltransferase 6
GPATCH4 G-Patch Domain Containing 4 0.934 0.143
(Gene/Pseudogene

GPR153 G Protein-Coupled Receptor 153 1.377 0.237

HARS Histidyl-tRNA synthetase 0.507 0.057

HOMER3 Homer Scaffold Protein 3 1.873 0.301

HSP90B1 Heat Shock Protein 90 Beta Family 0.730 0.053
Member 1

HSPA5 Heat Shock Protein Family A (Hsp70) 1.242 0.068
Member 5

HSPH1 Heat Shock Protein Family H (Hsp110) 1.199 0.127
Member 1

HYOU1 Hypoxia Up-Regulated 1 0.682 0.106

INF2 Inverted Formin 2 0.734 0.115

ITGA3 Integrin Subunit Alpha 3 1.710 0.092

KIAA0930 KIAA0930 0.740 0.223

KLF7 KLF Transcription Factor 7 1.114 0.193

KRT17 Keratin 17 5.685 0.683

LAMC2 Laminin Subunit Gamma 2 3.083 0.101

LIMK1 LIM Domain Kinase 1 1.278 0.225

LMNB2 Lamin B2 1.505 0.111

LRP8 LDL Receptor Related Protein 8 1.381 0.338

LRRC59 Leucine Rich Repeat Containing 59 1.000 0.171

LY6K Lymphocyte Antigen 6 Family Member K 2.447 0.696

LYAR Ly1 Antibody Reactive 1.209 0.188

MDFI MyoD Family Inhibitor 1.698 0.203

MET MET Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine 1.051 0.144

Kinase
MICAL2 Microtubule Associated Monooxygenase, 1.748 0.085
Calponin And LIM Domain Containing 2

MRPL14 Mitochondrial Ribosomal Protein L14 1.042 0.156

MSN Moesin 0.726 0.228

MTHFD1L Methylenetetrahydrofolate 1.549 0.175

Dehydrogenase (NADP+ Dependent) 1 Like
MTHFD2 Methylenetetrahydrofolate 1.017 0.156

Dehydrogenase (NADP+ Dependent) 2,
Methenyitetrahydrofolate Cyclohydrolase

MYBL2 MYB Proto-Oncogene Like 2 1.55 0.13
MyYo1B Myosin IB 1.978 0.233
NACC1 Nucleus Accumbens Associated 1 0.933 0.135
NADK NAD Kinase 0.79 0.117
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NCF2 Neutrophil Cytosolic Factor 2 1.123 0.385
NKRF NFKB Repressing Factor 0.729 0.185
NOC2L NOC?2 Like Nucleolar Associated 0.907 0.052
Transcriptional Repressor
NOMO1 NODAL Modulator 1 0.881 0.082
NOP56 NOP56 Ribonucleoprotein 0.964 0.079
NPLOCH4 NPL4 Homolog, Ubiquitin Recognition 0.080 0.091
Factor
NRIP1 Nuclear Receptor Interacting Protein 2 1.224 0.088
NSUN2 NOP2/Sun RNA Methyltransferase 2 0.944 0.063
NUP62 Nucleoporin 62 0.587 0.076
OAS3 2"-5'-Oligoadenylate Synthetase 3 1.877 0.094
PA2G4 Proliferation-Associated 2G4 0.869 0.111
PDCD11 Programmed Cell Death 11 1.149 0.068
PFDN2 Prefoldin Subunit 2 1.101 0.359
PLAU Plasminogen Activator, Urokinase 2.666 0.096
PLCD3 Phospholipase C Delta 3 1.228 0.085
PLEC Plectin 1.528 0.068
PLOD3 Procollagen-Lysine,2-Oxoglutarate 5- 0.831 0.194
Dioxygenase 3
PMEPA1 Prostate Transmembrane Protein, 1.725 0.238
Androgen Induced 1
PNLIPRP3 Pancreatic Lipase Related Protein 3 4.07 2.771
PNP Purine Nucleoside Phosphorylase 1.132 0.109
PPP1R14C Protein Phosphatase 1 Regulatory 1.805 0.239
Inhibitor Subunit 14C
PPP2R5B Protein Phosphatase 2 Regulatory 1.053 0.154
Subunit B'Beta
PRNP Prion Protein 1.164 0.253
PSMB7 Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase 7 0.822 0.71
PSMC3 Proteasome 26S Subunit, ATPase 3 1.387 0.102
PSMD2 Proteasome 26S Subunit Ubiquitin 1.095 0.98
Receptor, Non-ATPase 2
PSMD3 Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase 3 0.607 0.103
PTHLH Parathyroid Hormone Like Hormone 2.367 0.539
PTPRZ1 Protein Tyrosine Phosphatase Receptor 2.561 0.062
Type Z1
PTTG1IP PTTGT1 Interacting Protein 0.728 0.129
PUS1 Pseudouridine Synthase 1 0.954 0.171
RAD23A RAD23 Homolog A, Nucleotide Excision 0.834 0.157
Repair Protein
RGS20 Regulator Of G Protein Signaling 20 2.397 0.654
RRAS2 RAS Related 2 0.835 0.171
RRS1 Ribosome Biogenesis Regulator 1 1.374 0.413
Homolog
SDF4 Stromal Cell Derived Factor 4 0.955 0.065
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SDK2 Sidekick Cell Adhesion Molecule 2 1.792 0.564
SEMA3C Semaphorin 3C 1.789 0.337
SERPINB7 Serpin Family B Member 7 3.093 0.737
SH2D2A SH2 Domain Containing 2A 1.402 0.301
SH3D21 SH3 Domain Containing 21 1.216 0.112
SLC15A1 Solute Carrier Family 15 Member 1 2.131 0.258
SLC16A1 Transmembrane Channel Like 7 1.861 0.358
SLC28A3 Solute Carrier Family 28 Member 3 3.059 0.433
SLC3A2 Solute Carrier Family 3 Member 2 1.411 0.08
SMOX Spermine Oxidase 2.494 0.339
SQLE Squalene Epoxidase 1.701 0.138
STIP1 Stress Induced Phosphoprotein 1 1.068 0.126
STRIP2 Striatin Interacting Protein 2 2.287 0.633
STX1A Syntaxin 1A 1.537 0.613
SZRD1 SUZ RNA Binding Domain Containing 1 0.438 0.138
TGM2 Transglutaminase 2 2.319 0.414
THOC5 THO Complex Subunit 5 0.468 0.066
TIMM17A Translocase Of Inner Mitochondrial 0.781 0.143
Membrane 17A
TMC7 Transmembrane Channel Like 7 1.244 0.602
TMEM184B Transmembrane Protein 184B 1.027 0.17
TNC Tenascin C 2178 0.214
TOP1MT DNA Topoisomerase | Mitochondrial 1.18 0.155
TRMT6 TRNA Methyltransferase 6 Non-Catalytic 0.966 0.108
Subunit
TRPV3 Transient Receptor Potential Cation 2.871 0.366
Channel Subfamily V Member 3
TUBB3 Tubulin Beta 3 Class Il 2.060 0.614
TUBG1 Tubulin Gamma 1 1.067 0.207
UHRF1 Ubiquitin Like With PHD And Ring Finger 1.197 0.104
Domains 1
usB1 U6 SnRNA Biogenesis 1.561 0.175
Phosphodiesterase 1
WDR5 WD Repeat Domain 5 0.841 0.056
WDR53 WD Repeat Domain 53 1.154 0.147
WDR62 WD Repeat Domain 62 0.998 0.284
WDR66 WD Repeat Domain 66 1.971 0.665
YWHAG Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 0.679 0.195
5-Monooxygenase Activation Protein Gamma
ZNF622 Zinc Finger Protein 622 0.544 0.073

*The Fold-change estimados (cambios de expresion relativa de los genes).

Tabla 2: Genes comunes sobreexpresado entre pacientes con cancer y fibrosis
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ID Nombre gen Fold change Fold
(log2)* change
CvsN (log2)*
Fvs N
RP11- Long-non-coding 1.291 1.366
23P13.6
STARD 4 StAR Related Lipid Transfer Domain 1.292 1.150
Containing 4
RP11- Long-non-cording RNA 1.293 1.538
420K8.1
NUS1 NUS1 Dehydrodolichyl Diphosphate Synthase 1.294 0.614
Subunit
Tabla 3: Gen comun sobreexpreados entre las 3 patologias
ID Nombre gen Fold Fold Fold
change change change
(log2)* (log2)* (log2)*
CvsN Fvs N LvsN
EPRS1 Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase 0.653 0.492 0.091
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Resumen

Introduccion: El RNA-seq es una herramienta que descubre nuevos
biomarcadores de cancer oral y lesiones pre-cancerigenas como la leucoplasia
y fibrosis oral, ademas, estudia genes relevantes y conoce la estructura
biolégica pudiendo ayudar a desarrollar terapias. El objetivo fue realizar un
estudio transcriptdmico e identificar los procesos biolégicos en la cavidad oral
mediante RNA-seq para muestras obtenidas de bases de datos publicas de
grupos divergentes; muestras de pacientes con lesiones pre-cancerosas:
Leucoplasia (L) y Fibrosis oral (F) y Cancer oral (C) comparada con pacientes
sin patologia (N).

Materiales y métodos: Seleccionaron tres estudios de la base de datos publica
GeneExpression ~ Omnibus ~ (GSE125866%°",  GSE20116"%
GSE131568%°?%). Todos los archivos brutos se analizaron con el mismo flujo
de trabajo. La calidad de lecturas se verificO mediante el Fastqc software y se
filtraron con Trimmomatic software. Se aline6 con genoma Homo Sapiens con
Kallisto software. EdgeR software y Limma software normalizaron las lecturas
e identificaron genes expresados diferencialmente (FDR<0.05). Para
determinar procesos biolégicos significativos fue usado DAVID software (p
value<0,05). Cytoscape software fue utilizado para términos bioldgicos.
Resultados: Se detectaron 800 genes infraexpresados y 608 sobreexpresados
(C vsN), 102 genes infraexpresado y 8 sobreexpresado (FvsN) y 2567 genes
infraexpresadoy 2603 sobreexpresado (LvsN). 154 genes comunes
sobreexpresados (Cy L), ungen(LyF), 4 genes (Cy F) 148 genes comunes
infraexpresado (Cy L)y 104 genes (Fy L)y 1 gen (Cy F). EPRS fue el unico
gen comun en las tres patologias (Foldchange0.653). De los 49 genes
destacamos 8 involucrados con el tejido epitelial.

Conclusiones: Los genes ACTIN1, LIMK1, CORO1C, INF2, CFL1, FSCN1,
MYO1B ySH3D21 podrian influenciar la integridad del tejido epitelial y ayudar al
avance de lesiones precancerosas y cancer. El EPRS es un posible biomarcador

temprano.

Palabras claves: RNA-seq, cancer oral, fibrosis, leucoplasia, tejido epitelial,
analisis transcriptomica
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Introduccion

El cancer es un problema de salud a nivel mundial y es una de las causas
mas importantes de mortalidad (1). Uno de los canceres orales mas frecuente es
el de cabeza y cuello; se encuentra dentro de las 10 neoplasias malignas mas
comunes y se observa un aumento de los casos diagnosticados en los ultimos
10 afios (2).

Los estudios de las enfermedades pre-cancerosa y cancerosas oral son de
suma importancia debido a un aumento en el numero de casos en los ultimos
afnos (3) por lo que su conocimiento, prevencion y diagndstico se va enfatizando
cada dia mas para los odontélogos, médicos y cientificos; Gracias a la tecnologia
RNA seq, existen de numeros estudios para estas patologias (4—7) pero aun se
necesita delucitar mas genes que podrian ser responsable de estas patologias,
asi como entender mejor las funciones biolégicas pudiendo en un futuro ayudar
a las terapias génicas. De esta manera, identificar genes que estan siendo
activados comunes a diferentes lesiones precancerosas y también con el cancer
oral comparado con persona sin patologias, podrian ser la clave para ayudar a
la deteccion precoz de estas patologias.

Este trabajo nos permitira analizar la expresion de los genes e identificar
los procesos biologicos de interés en la cavidad oral en humanos mediante la
técnica de RNA-seq para diferentes muestras (de pacientes con lesiones pre-
cancerosas comparada con muestras de pacientes sin patologias), se detectaran
los genes diferenciales (sobre e infra expresados) comunes de pacientes con
cancer oral versus tejido sano, fibrosis versus tejido sano y Leucoplasia versus
tejido sano, se realizaran un analisis de enriquecimiento para identificar procesos
bioldgicos significativos para cancer oral, fibrosis y Leucoplasia y se identificaran
los genes diferenciales comunes mas relevantes asociados a cancer y lesiones

precancerosas para en un futuro podrian utilizarse como biomarcadores.
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Materiales y métodos

- Diseno del estudio

Fueron seleccionados diferentes estudios de datos brutos de secuenciacion
del RNA de muestras de pacientes a través de la técnica de RNA-seq, en las
bases de datos publicas de Gene Expression Omnibus
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), repositorio de datos de gendmica funcional
publica, datos basados en matrices y secuencias y BioStudies
(https://www.ebi.ac.uk/biostudies/arrayexpress. Fueron seleccionados tres
estudios con el numero de acceso a la base de datos de GSE125866, GSE20116
y GSE131568. El estudio GSE7125866 tenemos n=40 muestras de tejido de la
cavidad oral, de las cuales n=10 son de pacientes que presentan fibrosis, n=20
muestras de pacientes que presentan cancer y n=10 de pacientes que no
muestran patologia y la consideramos muestras control (normal). El estudio
GSE20116 tenemos n=20 muestras de tejido de la cavidad oral, de las cuales
n=6 muestras de pacientes que presentan cancer y n=14 de pacientes que no
muestran patologia y la consideramos muestras control (normal). El estudio
GSE131568 tenemos n=26 muestras de tejido de la cavidad oral, de las cuales
n=6 muestras de pacientes que presentan Leucoplasia y n=20 de pacientes que
no muestran patologia y la considerados muestras control (normal).

Realizamos 4 analisis diferenciales con los datos brutos de las muestras
de los pacientes de los 3 estudios seleccionados. Para el primer analisis
seleccionamos las muestras del estudio GSE125866, 10 muestras de fibrosis las
comparamos con 10 muestras control. El segundo analisis seleccionamos las
muestras del estudio GSE125866, 10 muestras de cancer las comparamos con
10 muestras control. El tercer analisis seleccionamos las muestras del estudio
GSE20116, 6 muestras de cancer las comparamos con 14 muestras control. El
cuarto analisis seleccionamos las muestras del estudio GSE131568, 6 muestras

de Leucoplasia las comparamos con 20 muestras control.

- Analisis de expresion diferencial
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Todos los archivos brutos correspondientes a cada muestra de los
estudios se analizaron con el mismo flujo de trabajo.

La calidad de las lecturas de RNA-Seq (indices de calidad, contenido de
GC, contenido de N, distribuciones de longitud, duplicacion, secuencias
sobrerrepresentadas y contenido de K-mer) se verifico mediante el software
Fastqc (v.0.11.4) (8).

Las lecturas de baja calidad (secuencia del adaptador y lecturas que
contienen poli-N) de datos sin procesar usando Trimmomatic v.0.36 (61)con los
siguientes parametros: java -jar /usr/local/bin/trimmomatic-0.36.jar PE -phred33
<IN_R1.fastq.gz> <IN_RZ2.fastq.gz> <OUT_R1 .fastq.gz>
<OUT_R1_UN.fastq.gz> <OUT_RZ2.fastq.gz> <OUT_R2_UN.fastq.gz>
LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:50.

Todo el analisis posterior se baso en los datos recortados con lecturas de
alta calidad, se utiliz6 KALLISTO (9) para alinear las lecturas recortadas de
extremos emparejados con el genoma de referencia Homo Sapiens depositado
en el Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Este recuento de lecturas se llevd a cabo utilizando el script interno y
Ensembil (indice de /pub/release-105/gtf/homo sapiens/ (ensembl.org)) para las
anotaciones de los genes.

Los paquetes EdgeR y Limma disponibles del proyecto Bioconductor se
utilizaron para estimar lecturas de CPM normalizadas (recuentos por millén) e
identificar genes expresados diferencialmente (DEG) entre los grupos.

Se utilizé EdgeR para normalizar los datos y el software Limma para los
meétodos estadisticos (modelado lineal y Bayes empirico), siguiendo la
metodologia de Law et al. (10).

Consideramos que un gen se expresa diferencialmente cuando el valor de FDR

(false positive) es < 0.05

- Analisis de enriquecimiento

Se realiz6 analisis de enriquecimiento de los genes diferenciales mediante

el software DAVID v.6.8 (https://david.ncifcrf.gov) usando la base de datos de la
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Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG) (p value < 0,05). Se utilizd
el ClueGO, un complemento de Cytoscape software que visualiza los términos
biolégicos no redundantes para grandes grupos de genes en una red agrupada
funcionalmente (11) .

Resultados

Se han encontrado 800 genes infraexpresado y 608 muestra sobreexpresado
en el primer estudio (cancer vs pacientes sanos), 102 genes infra expresado y 8
sobre expresado en el segundo estudio (fibrosis vs pacientes sanos y 2567
genes infra expresado y 2603 muestras sobre expresado en el tercer estudio
(leucoplasia vs pacientes sanos).

Todos los genes diferenciales obtenidos se aplico la correccion FDR (False
Discovery Rate) menor que 0,05.

Se han detectado un total de 160 genes comunes sobre expresados las
diferentes patologias. Se ha identificado un solo gen sobreexpresado comun
entre las tres patologias, 154 genes comunes entre el cancer oral y la
leucoplasia, un gen comun entre fibrosis y leucoplasia y 4 genes comunes entre
cancer oral y fibrosis.

Se ha detectado un total de 148 genes comunes infraexpresados
comparando las diferentes patologias. No se han detectado genes
infraexpresados comunes entre las tres patologias; entre el cancer oral y la
leucoplasia encontramos 104 genes comunes, entre fibrosis y leucoplasia 1y
entre cancer oral y fibrosis 43.

El unico gen sobre expresado comun encontrado entre paciente que
presentan cancer oral, fibrosis o leucoplasia, comparados con pacientes sanos
fue el EPRS1 (glutamyl-prolyl-tRNA synthetase 1) con un Fold change de 0.653
en el estudio entre cancer (C) y paciente sano (N), un Fold change de 0.492 en
el estudio entre fibrosis (F) y paciente sano (N) y un Fold change de 0.091 en el
ultimo estudio entre leucoplasia (L) y paciente sano (N) (Tabla 3). Destacamos
49 genes involucrados en los procesos biologicos, en la funcidn molecular y en
el componente molecular de interés en el estudio (p valor menor a 0,05). De los
49 genes encontrados destacamos los genes: INF2, ACTN1, CFL1, LIMK1,
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FSCN1, MYO1B, SH3D21, CORO1C) siendo involucrados directamente en la
formacion del tejido epitelial.

Discusién

El gen EPRS1 (Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase 1) es considerado lo con
mas relevancia por encontrarse sobreexpresado en muestras asociadas al
cancer oral, fibrosis oral y leucoplasia oral. Este gen es un gen codificador
de proteinas. En el estudio de Krishnendu Khan y cols. el gen EPRS1
presenta una mayor resistencia al tamoxifeno que son moduladores
selectivos de receptores de estrogeno utilizado como medicamentos contra
el cancer, y su vez un mal prondstico en las salas de emergencia (12).

En otro estudio se observd EPRS1 estaba sobreexpresado en el tejido
tumoral de mama en comparacion con el tejido normal y se asocié con una
mayor destruccidn celular y una peor supervivencia de los pacientes (13)
también en cancer de pulmon promueve la extincion y la invasion de las
células cancerigenas, y que su inhibicion reduzca significativamente el
crecimiento tumoral y la capacidad metastasica (14). Tannous et al. en el
2015 investigaron los perfiles de expresion génica en muestras de
leucoplasia oral y cancer oral donde encontraron el gen EPIRS mas elevado
(15). En un estudio (16) con células epiteliales de la piel y cabello se vio que
la pérdida de EPRS1 en células epiteliales condujo a alteraciones en el
desarrollo y funcién de la piel.

Este gen también se vio relacionado en la integridad de la barrera
intestinal al regular la expresiéon de genes relacionados con la funcién de
barrera y la respuesta inflamatoria (17). Sin embargo, se necesitan mas
estudios para comprender completamente los mecanismos y la implicacion
precisa de EPRS1 en el tejido epitelial.

Otro gen relevante es el Las Actinas (ACTN) -1, denominada también
“actinas no musculares”, son las principales proteinas del citoesqueleto y
realizan importantes funciones como la regulacion de la citocinesis, la
adhesion celular, la migracion y median la funcion del sarcémero (18). En

nuestro estudio se mostré que los niveles de proteina Actina 1 del tejido

88



Universidad
Europead VALENCIA

enfermo estaban mayores respecto a lo del tejido sano; lo que indica que la
proteina ACTN1 estan mayormente expresada en paciente que padece de
cancer oral; De acuerdo con el estudio de Guo-feng Xie y cols. los cuales
consideran el ACTIN 1 una de los principales marcadores de los tejidos que
presentaban el cancer carcinoma oral de la célula escamosa (OSCC),
ademas, se vieron los niveles aumentados estaban asociado a metastasis de
los ganglios con un mal prondstico (19). De manera similar el ACTIN 1 esta
relacionado también a otras tipologias de cancer, como por ejemplo el cancer
de mama o el carcinoma hepatocelular (20); También esta respaldado por
parte de Xu y cols. Los cuales con su estudio encontraron también los niveles
de ACTIN1 en el tejido con OSCC que en el tejido normal. Otro gen
sobreexpresado que se ha detectado relevante en nuestro estudio es el LIM
Domain Kinase 1 (LMNK1), es una serina quinasa que cataliza la fosforilacion
del grupo hidroxido de la serina, la cuales regulan la polimerizacion de la
actina; Este gen tiene la funcion de regular los movimientos celulares y el
ciclo celular (21).

De acuerdo con nuestro estudio también en el estudio de Bingxia Shi y
cols. se ha detectado sobreexpresado el gen en el cancer oral, sobre todo en
el cancer OSCC, el cual se afirma que en la tumorigenesis y metastasis del
casncer esta afectada cuando LIMK1, ademas en este estudio se ha
detectado también una mayor activacion del gen LIM Domain Kinase 2
(LIMK2): En ambos los genes se desconocen el papel desenvuelve (22).

El tercer gen sobreexpresado es Coronin 1C (COROCH1), gen que ejecuta
como una plataforma estable para la interaccidn con otras proteinas,
conforme con el estudio de Xiaonfan Dai y cols. los cuales afirman que,
debido a su funcion de motilidad celular, el gen CORO1C juega un papel
fundamental para la metastasis de tumores malignos demostrando la funcidn
de gen en el cancer (23).

El gen INF2 (Inverted Formin 2) es el cuarto gen sobreespresado que
encontramos en nuestro estudio; de acuerdo con nuestro estudio, Vanina D
Heuser et cols. Encontré actividad del INF2 sobreelevada en el cancer de

mama de tipo basal, forma de cancer mas agresiva, ademas en este estudio
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se notd que la eliminacion de INF2 iba a reducir la proliferacion de las células
tumorales (24) .

El gen CFL1 hace de funcién como receptor juega un el importante en la
proliferacion y migracidn celular en el cuales encontramos funciones en la
aparicion, desarrollo, infiltracion y metastasis de lesiones tumorales. En
nuestro estudio encontramos niveles del gen sobreexpresado en el tejido
epitelial de la cavidad oral en pacientes que presentan lesiones malignas.
Dritan Turhani vy cols. Encontraron CFL1 altamente expresado en el cancer
carninoma oral de la cellula escamosa (25) ademas, Min- li y cols.
encontraron relaciones en los canceres al pancreas, mama, vesicula biliar y
demostraron que la inhibicion de la actividad de CFL1 en un tumor maligno
puede ser un objetivo potencial para inhibir la progresion tumoral y la
metastasis (26).

El gen FSCN1 esta centrada en el papel de micropuntas, filopodios,
seuddpodos lamelares y otras protuberancias basadas en actina debajo de
la membrana plasmatica, que son importantes para procesos que incluyen la
migracion celular y la adhesion a la matriz celular, Zhongxun Li y cols ha
indicado una expresion altamente significativa en los tejido de cancer de la
células escamosas de la Laringe, ademas se descubrié que el FSCN1 unido
a otra proteina estaba involucrado en la progresion maligna de dicho cancer;
Ademas de estar involucrado en cancer de laringe también lo encontramos
sobreexpresado en cancer respiratorios, del aparato digestivo, de sistema
Urinario y del sistema Genital (27). Lii C y cols. considera que la inhibicidon
del FSCN1 con farmacos contra el cancer tiene un potencial significativo para
el tratamiento y para aplicaciones clinicas (28).

MYO1B es considerado importante para la migracion de la células y la
motilidad celulares; en nuestro estudio encontramos nivéleles elevados de
acuerdo con Lang Xie y cols lo considera un biomarcador fundamental para
la metastasis del cancer (29).

Por ultimo, tenemos el gen S3D21 con una elevada actividad en nuestro
estudio. Masoundi M y cols. considera que, aunque no sea un gen muy

estudiado y que no se ha encontrado mucho informe para el estudio, el
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S3D21 puede ser relacionados con la activacion y sensibilizacion de las
células del cancer, denominandose un gen de supervivencia para el cancer
de los pulmones (30). En conclusion, se encontraron un total de 160 genes
comunes sobreexpreasados en paciente que presenta dos de las tres
patologias; 154 genes fueron comunes sobreexpresados (en C y L), un gen
(enLyF),4genes(enCyF.) Untotal de 148 fueron comunes infraexpresado
dos de las tres patologias; 104 genes (en Cy L)y 1 gene (en Fy L)y 43
genes (en C y F). Encontramos procesos biologicos significativos
involucrados 49 genes de los 160 genes comunes sobreexpreasados
presentes en dos de las tres patologias (F,C y L) destacando los genes
ACTIN1, LIMK1, CORO1C, INF2, CFL1, FSCN1, MYO1B y SH3D21 teniendo
relacion con procesos biologicos que podrian estar involucrados en el
desequilibrio de la integridad del tejido epitelial de la cavidad oral El unico gen
encontrado sobreexpresado comun en las tres patologias fue EPRS1, que
podria en un futuro considerarse como un biomarcador temprano de Cancer
Oral.
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Fig 1.A. Venn Diagramm de los genes comunes entre sobreexpresados entre
Leucoplasia, Cancer Oral y Fibrosis. 1.B. Venn Diagramm de los genes comunes

infraesprexpresados entre Leucoplasia, Cancer Oral, Fibrosis

A B
CANCE ROSIS CANCE osIS

LEUCOPLASIAS LEUCOPLASIA

Tabla 1: Genes comunes sobreexpresado entre cancer oral y leucoplasia.

ID Nombre del Gen Fold change Fold change
(log2)*Cvs N (log2)*L vs N
ACLY ATP Citrate Lyase 1.057 0.087
ACTN1 Actinin Alpha 1 1.340 0.074
ADAM19 ADAM Metallopeptidase Domain 19 1.342 0.201
ADM Adrenomedullin 1.708 0.263
AEN Apoptosis Enhancing Nuclease 1.371 0.339
ALYREF Aly/REF Export Factor 1.385 0.117
ATAD3A ATPase Family AAA Domain Containing 1.434 0.159
ATF5 Activating ggnscription Factor 5 1.156 0.156
BOP1 Ribosomal Biogenesis Factor 1.362 0.159
C1orf216 Chromosome 1 Open Reading Frame 216 1.091 0.481
CARD10 Caspase Recruitment Domain Family 1.377 0.174
Member 10
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CARS Nuclear Receptor Subfamily 1 Group | 1.024 0.062
Member 3
CCT3 Chaperonin Containing TCP1 Subunit 3 1.106 0.135
CCT4 Chaperonin Containing TCP1 Subunit 4 0.449 0.042
CDV3 CDV3 Homolog 0.37 0.158
CEBPB CCAAT Enhancer Binding Protein Beta 1.581 0.332
CFL1 Cofilin 1 0.921 0.068
CHST2 Carbohydrate Sulfotransferase 2 3.001 0.781
CHST3 Carbohydrate Sulfotransferase 3 1.069 0.351
CcLiCc4 Chloride Intracellular Channel 4 0.728 0.138
CLSPN Claspin 2.011 0.203
COL27A1 Collagen Type XXVII Alpha 1 Chain 1.357 0.114
COL4A1 Collagen Type IV Alpha 1 Chain 1.386 0.02
CORO1C Coronin 1C 0.676 0.08
CPA4 Carboxypeptidase A4 1.993 0.329
CTPS1 CTP Synthase 1 1.327 0.077
CTSL Cathepsin L 1.453 0.222
CYP19A1 Cytochrome P450 Family 19 Subfamily A 3.076 1.204
Member 1
CYP24A1 Cytochrome P450 Family 24 Subfamily A 3.486 1.103
Member 1
DAP3 Death Associated Protein 3 0.508 0.085
DAPK3 Death Associated Protein Kinase 3 1.46 0.104
DDX21 DExD-Box Helicase 21 1.452 0.116
DDX23 DEAD-Box Helicase 23 0.802 0.048
DESI1 Desumoyilating Isopeptidase 1 0.838 0.147
DKC1 Dyskerin Pseudouridine Synthase 1 0.739 0.172
EBNA1BP2 EBNA1 Binding Protein 2 0.999 0.144
EEF1D Eukaryotic Translation Elongation Factor 0.704 0.06
1 Delta
EFNB1 Ephrin B1 1.484 0.3
EHD1 EH Domain Containing 1 1.133 0.136
EIF3B Eukaryotic Translation Initiation Factor 3 0.684 0.096
Subunit B
EIF4A1 Eukaryotic Translation Initiation Factor 0.899 0.055
4A1
ELAC2 ElaC Ribonuclease Z 2 0.685 0.061
ENTPD7 Ectonucleoside Triphosphate 1.183 0.089
Diphosphohydrolase 7
EPHB2 EPH Receptor B2 1.727 0.615
EPPK1 Epiplakin 1 3.504 0.196
ETvV4 ETS Variant Transcription Factor 4 1.528 0.59
FBX045 F-Box Protein 45 2134 0.218
FMNL2 Formin Like 2 1.37 0.084
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FSCN1 Fascin Actin-Bundling Protein 1 1.996 0.224
FSD1L Fibronectin Type Ill And SPRY Domain 0.831 0.328
Containing 1 Like
FTSJ1 FtsJ RNA 2'-O-Methyltransferase 1 0.661 0.126
GALNT18 Polypeptide N- 1.001 0.17
Acetylgalactosaminyltransferase 18
GALNTG6 Polypeptide N- 2.704 0.434
Acetylgalactosaminyltransferase 6
GPATCH4 G-Patch Domain Containing 4 0.934 0.143
(Gene/Pseudogene

GPR153 G Protein-Coupled Receptor 153 1.377 0.237

HARS Histidyl-tRNA synthetase 0.507 0.057

HOMER3 Homer Scaffold Protein 3 1.873 0.301

HSP90B1 Heat Shock Protein 90 Beta Family 0.730 0.053
Member 1

HSPA5 Heat Shock Protein Family A (Hsp70) 1.242 0.068
Member 5

HSPH1 Heat Shock Protein Family H (Hsp110) 1.199 0.127
Member 1

HYOU1 Hypoxia Up-Regulated 1 0.682 0.106

INF2 Inverted Formin 2 0.734 0.115

ITGA3 Integrin Subunit Alpha 3 1.710 0.092

KIAA0930 KIAA0930 0.740 0.223

KLF7 KLF Transcription Factor 7 1.114 0.193

KRT17 Keratin 17 5.685 0.683

LAMC2 Laminin Subunit Gamma 2 3.083 0.101

LIMK1 LIM Domain Kinase 1 1.278 0.225

LMNB2 Lamin B2 1.505 0.111

LRP8 LDL Receptor Related Protein 8 1.381 0.338

LRRC59 Leucine Rich Repeat Containing 59 1.000 0.171

LY6K Lymphocyte Antigen 6 Family Member K 2.447 0.696

LYAR Ly1 Antibody Reactive 1.209 0.188

MDFI MyoD Family Inhibitor 1.698 0.203

MET MET Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine 1.051 0.144

Kinase
MICAL2 Microtubule Associated Monooxygenase, 1.748 0.085
Calponin And LIM Domain Containing 2

MRPL14 Mitochondrial Ribosomal Protein L14 1.042 0.156

MSN Moesin 0.726 0.228

MTHFD1L Methylenetetrahydrofolate 1.549 0.175

Dehydrogenase (NADP+ Dependent) 1 Like
MTHFD2 Methylenetetrahydrofolate 1.017 0.156

Dehydrogenase (NADP+ Dependent) 2,
Methenyitetrahydrofolate Cyclohydrolase

MYBL2 MYB Proto-Oncogene Like 2 1.55 0.13

MyYo1B Myosin IB 1.978 0.233
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NACC1 Nucleus Accumbens Associated 1 0.933 0.135
NADK NAD Kinase 0.79 0.117
NCF2 Neutrophil Cytosolic Factor 2 1.123 0.385
NKRF NFKB Repressing Factor 0.729 0.185
NOC2L NOC?2 Like Nucleolar Associated 0.907 0.052
Transcriptional Repressor
NOMO1 NODAL Modulator 1 0.881 0.082
NOP56 NOP56 Ribonucleoprotein 0.964 0.079
NPLOCH4 NPL4 Homolog, Ubiquitin Recognition 0.080 0.091
Factor
NRIP1 Nuclear Receptor Interacting Protein 2 1.224 0.088
NSUN2 NOP2/Sun RNA Methyltransferase 2 0.944 0.063
NUP62 Nucleoporin 62 0.587 0.076
OAS3 2"-5'-Oligoadenylate Synthetase 3 1.877 0.094
PA2G4 Proliferation-Associated 2G4 0.869 0.111
PDCD11 Programmed Cell Death 11 1.149 0.068
PFDN2 Prefoldin Subunit 2 1.101 0.359
PLAU Plasminogen Activator, Urokinase 2.666 0.096
PLCD3 Phospholipase C Delta 3 1.228 0.085
PLEC Plectin 1.528 0.068
PLOD3 Procollagen-Lysine,2-Oxoglutarate 5- 0.831 0.194
Dioxygenase 3
PMEPA1 Prostate Transmembrane Protein, 1.725 0.238
Androgen Induced 1
PNLIPRP3 Pancreatic Lipase Related Protein 3 4.07 2.771
PNP Purine Nucleoside Phosphorylase 1.132 0.109
PPP1R14C Protein Phosphatase 1 Regulatory 1.805 0.239
Inhibitor Subunit 14C
PPP2R5B Protein Phosphatase 2 Regulatory 1.053 0.154
Subunit B'Beta
PRNP Prion Protein 1.164 0.253
PSMB7 Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase 7 0.822 0.71
PSMC3 Proteasome 26S Subunit, ATPase 3 1.387 0.102
PSMD2 Proteasome 26S Subunit Ubiquitin 1.095 0.98
Receptor, Non-ATPase 2
PSMD3 Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase 3 0.607 0.103
PTHLH Parathyroid Hormone Like Hormone 2.367 0.539
PTPRZ1 Protein Tyrosine Phosphatase Receptor 2.561 0.062
Type Z1
PTTG1IP PTTGT1 Interacting Protein 0.728 0.129
PUS1 Pseudouridine Synthase 1 0.954 0.171
RAD23A RAD23 Homolog A, Nucleotide Excision 0.834 0.157
Repair Protein
RGS20 Regulator Of G Protein Signaling 20 2.397 0.654
RRAS2 RAS Related 2 0.835 0.171
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RRS1 Ribosome Biogenesis Regulator 1 1.374 0.413
Homolog
SDF4 Stromal Cell Derived Factor 4 0.955 0.065
SDK2 Sidekick Cell Adhesion Molecule 2 1.792 0.564
SEMA3C Semaphorin 3C 1.789 0.337
SERPINB7 Serpin Family B Member 7 3.093 0.737
SH2D2A SH2 Domain Containing 2A 1.402 0.301
SH3D21 SH3 Domain Containing 21 1.216 0.112
SLC15A1 Solute Carrier Family 15 Member 1 2.131 0.258
SLC16A1 Transmembrane Channel Like 7 1.861 0.358
SLC28A3 Solute Carrier Family 28 Member 3 3.059 0.433
SLC3A2 Solute Carrier Family 3 Member 2 1.411 0.08
SMOX Spermine Oxidase 2.494 0.339
SQLE Squalene Epoxidase 1.701 0.138
STIP1 Stress Induced Phosphoprotein 1 1.068 0.126
STRIP2 Striatin Interacting Protein 2 2.287 0.633
STX1A Syntaxin 1A 1.537 0.613
SZRD1 SUZ RNA Binding Domain Containing 1 0.438 0.138
TGM2 Transglutaminase 2 2.319 0.414
THOC5 THO Complex Subunit 5 0.468 0.066
TIMM17A Translocase Of Inner Mitochondrial 0.781 0.143
Membrane 17A
TMC7 Transmembrane Channel Like 7 1.244 0.602
TMEM184B Transmembrane Protein 184B 1.027 0.17
TNC Tenascin C 2178 0.214
TOP1MT DNA Topoisomerase | Mitochondrial 1.18 0.155
TRMT6 TRNA Methyltransferase 6 Non-Catalytic 0.966 0.108
Subunit
TRPV3 Transient Receptor Potential Cation 2.871 0.366
Channel Subfamily V Member 3
TUBB3 Tubulin Beta 3 Class Il 2.060 0.614
TUBG1 Tubulin Gamma 1 1.067 0.207
UHRF1 Ubiquitin Like With PHD And Ring Finger 1.197 0.104
Domains 1
usB1 U6 SnRNA Biogenesis 1.561 0.175
Phosphodiesterase 1
WDR5 WD Repeat Domain 5 0.841 0.056
WDR53 WD Repeat Domain 53 1.154 0.147
WDR62 WD Repeat Domain 62 0.998 0.284
WDR66 WD Repeat Domain 66 1.971 0.665
YWHAG Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 0.679 0.195
5-Monooxygenase Activation Protein Gamma
ZNF622 Zinc Finger Protein 622 0.544 0.073

*The Fold-change estimados (cambios de expresion relativa de los genes).
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Tabla 2: Genes comunes sobreexpresado entre pacientes con cancer y fibrosis

ID Nombre gen Fold change Fold
(log2)* change
CvsN (log2)*
Fvs N
RP11- Long-non-coding 1.291 1.366
23P13.6
STARD 4 StAR Related Lipid Transfer Domain 1.292 1.150
Containing 4
RP11- Long-non-cording RNA 1.293 1.538
420K8.1
NUS1 NUS1 Dehydrodolichyl Diphosphate Synthase 1.294 0.614
Subunit

Tabla 3: Gen comun sobreexpreados entre las 3 patologias

ID Nombre gen Fold Fold Fold
change change change
(log2)* (log2)* (log2)*
CvsN FvsN LvsN

EPRS1 Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase 0.653 0.492 0.091
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