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Resumen del Trabajo (maximo 250 palabras): Con /a finalidad, contexto de
aplicacion, metodologia, resultados y conclusiones del trabajo.

Introduccién: Los feocromocitomas y los paragangliomas son tumores
neuroendocrinos que se consideran fuertemente influenciados por la genética,
ya que aproximadamente el 40% de los pacientes sufre alguna mutacién en la

linea germinal.

Ademas de las mutaciones en la linea germinal, se han encontrado mutaciones
somaticas, patrones de expresion génica y de metilacion que han permitido su

clasificacion en dos grandes grupos.

Aun asi, estos estudios se han llevado a cabo en cohortes y era necesaria una

aproximacion mas personalizada para cada tipo de paciente.

Materiales y métodos: Para este estudio se han utilizado datos del proyecto
“The Cancer Genome Atlas” con 179 casos entre feocromocitomas y
paragangliomas. Se han analizado datos de alteraciones en el numero de copia,
de expresidn génica, de mutaciones y de metilacion. Se han utilizado
aplicaciones web como CNApp para el analisis de datos de CNAs y el resto de

analisis se han realizado principalmente en R con la libreria TCGADbiolinks.




Resultados: Integrando los distintos tipos de datos se han obtenido resultados
interesantes en cada grupo tumoral, algunos datos aparecen comunes en todos
los grupos, como alteraciones en funciones de adhesion celular o diferenciacion
celular, pero en algunos grupos aparecen alteraciones en funciones que pueden
estar mas relacionadas con la agresividad de dicho tumor en concreto, como

procesos de angiogénesis y sefalizacion celular.

Conclusiones: En este trabajo se ha visto que, aunque estos tumores pueden
ser muy parecidos en algunos aspectos, en otros difieren y esos datos son

importantes tanto para la prognosis como para posibles tratamientos.

Abstract (in English, 250 words or less):

Introduction: Pheochromocytomas and paragangliomas are neuroendocrine
tumors that are considered strongly influenced by genetics, since approximately

40% of patients suffer some mutation in the germ line.

In addition to mutations in the germ line, somatic mutations, gene expression and
methylation patterns have been found, which have allowed their classification

into two large groups.

Even so, these studies have been carried out in cohorts and a more personalized

approach was needed for each type of patient.

Materials and methods: The data analyzed in this study were from "The Cancer
Genome Atlas" project. There were data from 179 cases between
pheochromocytomas and paragangliomas. We analyzed data of copy number
alterations, gene expression, mutations and methylation. Web applications such
as CNApp have been used for the analysis of CNA data and the rest of the data
were analyzed with R and the TCGAbiolinks package.

Results: With the integration of the different types of data, results have been
obtained in each tumor group, some data appear common in all groups, such as
functions of alterations in cell adhesion or cell differentiation, but in some groups
appear alterations in functions that may be more related with the aggressiveness

of one tumor in particular, as angiogenesis processes and cell signaling.




Conclusions: In this work we have seen that, although these tumors can be very
similar in some ways, in others they differ, and these data are important both for

the prognosis and for future treatments.
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1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacién del Trabajo

Los feocromocitomas y los paragangliomas (PPGL) son tumores
neuroendocrinos que se originan a partir de células cromafines de la
médula adrenal y de progenitores de la cresta neural de paraganglios
extra-adrenales respectivamente [1]. El 90% de este tipo de tumores son
feocromocitomas que se localizan en la médula adrenal. De los
paragangliomas, el 85% se localizan en el abdomen, el 12% se
encuentran en el térax, y en cabeza y cuello se localizan solamente el 3%
[2]. (Figura 1) Estos ultimos son los uUnicos que no producen
catecolaminas.

Muchos de estos tumores son benignos y se curan mediante cirugia, pero
hay otros casos en los que la morbilidad y la mortalidad son mas altas

debido a la agresividad de determinados tumores. [1]

VagUS n.\ ) /—Tympanlc n.
Jugular ‘ o Jugular p.
ganglion \

Jugular v.
Nodose T Intravagal p.

ganglion
Glossopharyngeal n.

Sup.

laryngeal a. Intercarotid p.

Int. Sup. laryngeal p.

lanyngeal & Inf. laryngeal p.

Recurrent

laryngeal n. Subclavian p.

Aortico-

pulmonary p. Pulmonary p.

Coronary p.

Descending aorta

A Adrenal B Extra-adrenal C Head and neck paraganglioma

pheochromocytoma pheochromocytoma

Source: D. L. Kasper, A. S. Fauci, S. L. Hauser, D. L. Longo, J. L. Jameson, J. Loscalzo: Harrison's Principles of Internal Medicine, 15th Edition.
wiwiwi.accessmedicine.com
Copvriaht © McGraw-Hill Education. All rights reserved.

Figura 1. Imagen de la localizacién de los feocromocitomas y los paragangliomas.[3]
Los PPGL se consideran fuertemente influenciados por la genética, ya
que aproximadamente el 40% de los pacientes sufre alguna mutacion en

la linea germinal [4].



Por ello las guias internacionales recomiendan el genotipado de genes
susceptibles de sufrir mutaciones en estos pacientes, ya que los
resultados pueden dar informacion sobre la prognosis de la enfermedad,
el tratamiento, etcétera [5-7].

Ademas de mutaciones, en los PPGL se han encontrado distintos
patrones de metilacibn y de expresidn génica que han permitido
clasificarlos en dos grandes grupos [8].

Se ha descrito que los tumores pertenecientes al grupo de hipometilacion
cuentan un numero mayor de alteraciones en el numero de copia, sin
embargo los clasificados dentro del grupo de hipermetilacién cuentan con

mas inestabilidad cromosodmica. [9, 10]

Al mismo tiempo, los perfiles de metilacién también han sido de utilidad
para estimar el prondstico de la enfermedad, permitiendo clasificar a los

pacientes segun el riesgo de desarrollar metastasis. [11]

Otro dato importante a tener en cuenta en el estudio de tumores son las
alteraciones en el numero de copia (CNAs de sus siglas del inglés copy
number alterations).

Se han descrito unos nuevos marcadores de CNAs que los clasifican en
CNAs focales, para alteraciones que afectan a menos de un 50% del
brazo de un cromosoma, y CNAs extensas o anchas (broad) cuando
afectan a un cromosoma entero o0 a un brazo de un cromosoma. [12]
Segun Teresa Davoli et al. “Los distintos tipos de CNAs pueden predecir
firmas de expresion génica que estan asociadas con dos caracteristicas
distintivas del cancer: la proliferacion celular y la huida inmunoldgica.”
Segun sus datos existe una correlacién positiva entre puntuaciones altas
de CNAs y la expresion de genes relacionados con regulacion del ciclo
celular y proliferacion.[12]

Los CNAs focales estarian mas relacionados con genes que intervienen
en el ciclo celular y la proliferacion celular, mientras que los CNAs anchos

estarian relacionados con procesos de la respuesta inmune.[12]



Por todos los datos anteriormente descritos sobre la presencia de
alteraciones importantes de material genético, se pensdé que seria
importante realizar un estudio mas personalizado que se centrase en cada
tipo de tumor en particular, por si se encontrasen diferencias relevantes
entre ellos y esto pudiese ofrecer informacién de cara tanto al tratamiento

como para el prondstico de la enfermedad.

La mayoria de los estudios acerca de estos tumores son estudios de
cohortes que han servido para hacer distintas clasificaciones de los
tumores, pero con este trabajo se pretende abordar una aproximacién
mas personalizada de este tipo de andlisis, ya que parece que no hay

demasiados trabajos enfocados desde este punto de vista.

1.2 Objetivos del Trabajo

Los objetivos principales de este trabajo con sus objetivos secundarios
han sido:

1. El primer objetivo principal ha sido la exploracion de datos
omicos en los paragangliomas y los feocromocitomas. Sus
objetivos secundarios han sido:

1.1 Explorar datos de CNAs
1.2 Explorar datos de metilacion
1.3 Explorar datos de expresion génica

1.4 Explorar datos de mutaciones

2. El segundo objetivo principal del trabajo ha sido el estudio de la
correlacion e interpretacion de los datos dmicos.
2.1 Analizar de manera integrada los datos émicos
2.2 Correlacionar los datos émicos con los datos clinicos

2.3 Interpretar los datos dmicos

1.3 Enfoque y método seguido

Para la realizacion de este estudio se han utilizado datos publicos de
paragangliomas y feocromocitomas pertenecientes al programa “The

Cancer Genome Atlas”



Los datos analizados son los siguientes:
Datos CNAs de microarray Affimetrix SNP6.0:

gdac.broadinstitute.org PCPG.Merge snp genome wide snp 6 bro

ad mit edu Level 3 segmented scha minus germline cnv hg18
seq.Level 3.2016012800.0.0.tar.gz

Datos de Metilaciéon de lllumina Infinium HM450:

gdac.broadinstitute.org PCPG.Merge methylation humanmethylation4

50 jhu usc edu Level 3 within bioassay data set function data.
Level 3.2016012800.0.0.tar.gz

Datos de expresiéon de RNAseq de lllumina:

gdac.broadinstitute.org PCPG.Merge rnaseqv?2 illuminahiseq rnaseqv

2 unc edu Level 3 RSEM qgenes normalized data.Level 3.2016
012800.0.0.tar.gz

Datos de mutaciones de SureSelect v2 de lllumina:
gdac.broadinstitute.org PCPG.Mutation _Packager_Oncotated Calls.Lev
el 3.2016012800.0.0.tar.gz

Datos clinicos:

gdac.broadinstitute.org PCPG.Clinical_Pick_Tier1.Level 4.2016012800.

0.0.tar.gz

La metodologia a seguir fue la siguiente:

Primero realizar un analisis descriptivo de las muestras del estudio para
tener una vision general de sus datos.

Clasificarlas en pequefios grupos basados en caracteristicas clinicas.

De cada grupo analizar por separado los datos de CNAs, metilacién,
mutaciones y expresion génica. Primero se realizaron los estudios de
CNAs en todos los grupos, luego los de metilacién, luego los de
mutaciones y luego los de expresion génica.

Integrar los resultados de todos esos datos en cada grupo y buscar su
significado biolégico.

Otra manera de hacerlo seria ir haciendo los diferentes analisis en un
grupo de muestras, luego hacer todos los andlisis en otro grupo de

muestras y asi sucesivamente.



e Se penso que la primera estrategia podia mejorar la eficiencia del proceso
de analisis.

e Para el analisis de datos de CNAs se utilizd la aplicacion web desarrollada
en R CNApp tool. [13]

e Para el analisis de datos de metilacion se planted utilizar los paquetes
methyAnalysis [14] y methylKit [15]

e Para los analisis de mutaciones y expresion génica se utilizarian distintos
paquetes de Bioconductor. [16]

e La decision final fue analizar los datos de CNAs con CNApp tool, utilizar
el paquete TCGAbiolink para los datos de metilacion y de expresion
geénica por estar enfocado directamente a este formato de datos. Para los

datos de mutaciones se utilizé el paquete maftools. [17]

1.4 Planificacién del Trabajo

Para la realizacion de este trabajo se realiz6 la planificacion que queda
plasmada en la tabla 1.

Se realizdé una clasificacién de tareas en la que el objetivo general 1
corresponde al grupo de tareas 1.3 Analisis de datos. Fase 1, con sus
objetivos especificos englobados dentro de ella.

El objetivo general 2 corresponde al grupo de tareas 1.4 Analisis de datos.

Fase 2, con sus objetivos especificos englobados en este grupo.



1 TFM Tipo Inicio Fin
proyecto 20/2/19 20/6/19
1.1 Estudio preliminar grupo 20/2/19 4/3/19
1.1.1 Estudio de la bibliografia relacionada con los tipos de tumores tarea 20/2/19 23/2/19
1.1.2 Estudio de la bibliografia relacionada con el analisis de datos de CNAs tarea 24/2/19 27/2/19
1.1.3 Estudio de la bibliografia relacionada con analisis de datos de metilacion. tarea 26/2/19 1/3/19
114 Elaboracion de la PEC 0 tarea 1/3/19 3/3/19
1.1.5 Entrega de la PEC 0 hito 4/3/19 4/3/19
1.2 PEC 1 grupo 5/3/19 18/3/19
1.2.1 Repaso de la bibliografia y estudio de nueva bibliografia sobre metodologia tarea 5/3/19 8/3/19
1.2.2 Definicion especifica de objetivos tarea 9/3/19 10/3/19
1.23 Elaboracion del diagrama de Gantt tarea 11/3/19 13/3/19
1.24 Elaboracion de la memoria de la PEC 1 tarea 14/3/19 17/3/19
1.25 Entrega de la PEC 1 hito 18/3/19 18/3/19
1.3 Analisis de datos. Fase 1 grupo 19/3/19 24/4/19
1.31 Obtencion de los datos tarea 19/3/19 20/3/119
1.3.2 Andlisis de datos de los CNAs tarea 20/3/19 24/3/19
1.3.3 Andlisis de datos de metilacion tarea 25/3/19 30/3/19
134 Andlisis de datos de expresion génica tarea 31/3/19 4/4/19
1.3.5 Andlisis de datos de mutaciones tarea 5/4/19 11/4/19
1.3.6 Elaboracion de la PEC 2 tarea 12/4/19 23/4/19
1.3.7 Entrega de la PEC 2 hito 24/4/19 24/4/19
1.4 Analisis de datos. Fase 2 grupo 26/4/19 20/5/19
1.41 Estudio relacional de los datos obtenidos tarea 26/4/19 4/5/19
1.4.2 Estudio de la bibliografia sobre implicaciones de los datos obtenidos tarea 5/5/19 10/5/19
1.4.3 Elaboracion de la PEC 3 tarea 11/5/19 19/5/19
1.4.4 Entrega de la PEC 3 hito 20/5/19 20/5/19
1.5 Cierre de la memoria grupo 21/5/19 5/6/19
1.51 Finalizacion de la memoria tarea 21/5/19 4/6/19
1.5.2 Entrega de la memoria. PEC 4 hito 5/6/19 5/6/19
1.6 Elaboracion de la presentacion grupo 6/6/19 13/6/19
1.6.1 Elaboracion de la presentacion tarea 6/6/19 12/6/19
1.6.2 Entrega de la presentacion. PEC 5a hito 13/6/19 13/6/19
1.7 Defensa de la memoria grupo 20/6/19 20/6/19
1.71 Defensa de la memoria. PEC 5b hito 20/6/19 20/6/19

Tabla 1. Descripcién de la planificaciéon del trabajo segun las tareas a realizar.



Se realiz6 un diagrama de Gantt con la planificacion de las tareas, se
generaron dos vistas de dicho diagrama, una mas general con la
planificacion en vista mensual (Figura 2) y otro con mas detalle de las
semanas (Figura 3). En esta planificacién no se tuvieron en cuenta los
dias no laborables para excluirlos de la planificacion porque eran dias en
los que si se iba a seguir con el trabajo. El Diagrama de Gantt se ralizo

con la aplicacién web https://app.teamgantt.com [18]

=team
TFM start end ‘ TFM
Estudio preliminar 20/02/19 04/03/19
Estudio de la bibliograffa relacionada... 20/02 23/02
Estudio de la bibliografia relacionada... 24/02 27/02
Estudio de la bibliografia relacionada... 26/02 01/03
Elaboracién de la PEC O 01/03 03/03 :h
Entrega de la PEC 0 04/03 04/03
PEC 1 05/03/19 18/03/19 | |
Repaso de la bibliografia y estudio de... 05/03 08/03
Definicion especifica de objetivos 09/03 10/03
Elaboracién del diagrama de Gantt 11/03 13/03
Elaboracién de la memoria de la PEC... 14/03 17/03 l:h
Entrega de la PEC 1 18/03 18/03
Analisis de datos. Fase 1 19/03/19 24/04/19 I 1
Obtencién de los datos 19/03 20/03
Anédlisis de datos de los CNVs 20/03 24/03
Andlisis de datos de metilacién 25/03 30/03
Anélisis de datos de expresién 31/03 04/04
Anélisis de datos de mutaciones 05/04 11/04
Elaboracién de la PEC 2 12/04 23/04 :ﬁ
Entrega de la PEC 2 24/04 24/04
Anédlisis de datos. Fase 2 26/04/19 20/05/19 [
Estudio relacional de los datos obten... 26/04 04/05
Estudio de la bibliografia sobre impli... 05/05 10/05
Elaboracién de la PEC 3 11/05 19/05 | —
Entrega de la PEC 3 20/05 20/05
Cierre de la memoria 21/05/19 05/06/19 ——
Finalizacién de la memoria 21/05 04/06 | —
Entrega de la memoria. PEC 4 05/06 05/06
Elaboracién de la presentacién 06/06/19 13/06/19 [r—
Elaboracién de la presentacién 06/06 12/06 | —
Entrega de la presentacién. PEC 5a 13/06 13/06
Defensa de la memoria 20/06/19 20/06/19
Defensa de la memoria. PEC 5b 20/06 20/06

Figura 2. Diagrama de Gantt con la planificacion mensual de las tareas.
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Defensa de la memoria 20/06/19 20/06/19 [—
Defensa de la memoria. PEC 5b 20/06 20/06 -

Figura 3. Diagrama de Gantt con la planificacion semanal de las tareas.

Los hitos que han sido marcados para este proyecto son las entregas de
las pruebas de evaluacién (PEC), puesto que marcan etapas del proyecto
que deben haberse realizado y sin su cumplimiento seria muy dificil sacar
adelante el proyecto. Estas son:

- Entrega de la PEC 0, con el resumen del proyecto

- Entrega de la PEC 1, con la planificacion.

- Entrega de la PEC 2, con el objetivo 1 cumplido

- Entrega de la PEC 3, con el objetivo 2 cumplido



- Entrega de la PEC 4, cierre de la memoria del proyecto
- Entrega de la PEC 5, con la entrega de la presentacion y con la

defensa publica.

Los recursos necesarios para realizar este trabajo son un ordenador con
unos requisitos minimos de memoria de 8GB a 1600MHz DDR3 vy
procesador de 1,6 GHz Intel Core i5. A parte de esto se necesita tener

conexion a internet.

1.5 Breve sumario de productos obtenidos

Como producto de este proyecto se esperaba obtener la siguiente
informacion acerca de los paragangliomas y los feocromocitomas:

= Datos de CNAs

» Datos de metilacién

» Datos de expresion génica

» Datos de mutaciones

» La integracion de los datos O©micos mencionados

anteriormente
» La correlacion de los datos émicos con los datos clinicos

= Significado biolégico de los anteriores resultados obtenidos

1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

Los siguientes capitulos del trabajo son:

Materiales y métodos: donde se explica con detalle la naturaleza de los
datos utilizados para la realizacion de este trabajo. También se detallan
las herramientas utilizadas para la realizacién de todos los analisis y los
test estadisticos que se hayan aplicado.

Resultados: en este capitulo se exponen los resultados obtenidos de cada
tipo de analisis y de la integracion entre ellos.

Discusion: donde se discute y compara los resultados obtenidos con lo
publicado previamente en la bibliografia.

Conclusiones: en este capitulo se detallan las conclusiones que se han

podido obtener de este estudio.



Glosario: en esta seccién se encuentran las definiciones de términos
técnicos utilizados en el trabajo.

Bibliografia: donde encontramos las referencias bibliograficas utilizadas
en este trabajo.

Anexo: donde encontramos informacién adicional que no se haya
explicado en detalle en los demas capitulos para no dificultar la lectura del

trabajo.
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2. Materiales y métodos:

2.1 Datos utilizados:

Para este trabajo se han utilizado datos publicos de paragangliomas y
feocromocitomas pertenecientes al programa “The Cancer Genome Atlas”
(TCGA) (https://www.cancer.gov/tcga). La referencia de los datos de este
proyecto es TCGA-PCPG.
Esta coleccién cuenta con 179 casos de los que se obtuvieron muestras
de tejido tumoral, muestras de tejido normal y muestras de sangre.
El estudio paso los comités de ética de los distintos centros participantes
y las muestras fueron obtenidas tras la firma del consentimiento informado
de los pacientes.
Los métodos seguidos para el procesamiento de las muestras y la
obtencion de los datos 6micos son los descritos previamente por Fishbein
et al. [19]
Los datos dmicos con los que se ha trabajado han sido:

Datos de CNAs obtenidos a partir de microarray Affimetrix SNP6.0.
Los datos de CNAs descargados son los de procesamiento de nivel 3 que
en este caso corresponden a datos de segmentacién basados en sondas
del genoma de referencia hg19.
Datos de metilacion obtenidos del array de lllumina Infinium HM450.
También se descargaron los datos de nivel 3, con los valores beta ya
obtenidos.

Datos de expresiéon génica obtenidos a partir de RNAseq de
lllumina ya normalizados mediante RSEM.

Datos de mutaciones de SureSelect v2 de lllumina. En este caso
es un archivo MAF con datos de mutaciones somaticas.

Datos clinicos de las muestras y de los pacientes participantes en

el estudio.
Como el objeto de este estudio era la medicina personalizada se realizo

una clasificacion de los datos en seis grupos segun el diagndstico que

aparecia en los datos clinicos. Una vez hecho esto se realizaron analisis
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generales de todas las muestras y luego divididas en estos seis grupos

para ver si existian diferencias entre ellos.

2.2 Herramientas para el analisis de datos:
Para realizar los distintos tipos de analisis de este trabajo se han utilizado
diversos recursos como son:

La pagina del GDC (https://portal.gdc.cancer.gov/exploration)[16] para

realizar la primera exploracion de los datos.

La version local de la aplicacion web CNApp para los analisis de CNAs.
[13]

Se utilizo el software estadistico R version 3.5.3 (2019-03-11) y el entorno
RStudio version 1.1.463 para la mayoria de analisis de datos de expresion
génica, mutaciones y datos de metilacién. [20, 21]

Los paquetes que se utilizaron en R fueron: maftools [17] para los analisis
de mutaciones, TCGAbiolinks y TCGAWorkflow tanto para la descarga
de los datos desde TCGA como para los analisis de expresion génica y
metilacion. [22, 23]

También se utilizaron varios paquetes para el resumen de datos, creacion
y manejo de tablas y graficos, como son summarytools,
SummarizedExperiment, dplyr, ggpubr, gplots, ggplot2, RColorBrewer,
sqldf, knitr, data.table, Hmisc, DT, magrittr, qwraps2, GenomicRanges.
[24-38]

Para realizar comparaciones centradas en algunos genes de interés y
poder ver su comportamiento en los distintos diagndsticos, se utilizé la
herramienta web cBioportal version 2.2.1.[39, 40]

Ademas se utilizé la herramienta web Gene Ontology [41-43] para
corroborar los datos obtenidos con la funcién de Enrichment Analysis de
la libreria TCGABiIolinks.
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3. Resultados:

En este estudio se ha realizado un analisis de datos dmicos a partir de
datos de 179 casos de paragangliomas y feocromocitomas procedentes
del TCGA.
Lo primero que se hizo fue un andlisis descriptivo de los datos, tanto
clinicos (Tabla 2), como de los datos de las muestras (Tabla 3),
subdividiendo este tipo de tumores en seis grupos segun el diagndstico
primario.
Estos seis grupos diagndsticos son:

- Feocromocitoma maligno (PhM)

- Feocromocitoma no especificado de otra manera (NOS, de las

siglas en inglés “Not otherwise specified”), (PhNOS)

- Paraganglioma maligno (PaM)

- Paraganglioma NOS (PaNOS)

- Paraganglioma extra-adrenal maligno (EAPaM)

- Paraganglioma extra-adrenal NOS (EAPaNQOS).

Como se puede observar en la tabla 2 el diagndstico que cuenta con mas
muestras es el PhANOS con 110 seguido del PhM con 39. De los demas
tipos de tumores hay muy pocos casos siendo el que mas tiene el
EAPaNOS con 18 casos y el que menos el PaM con s6lo 2 casos.

La edad de los pacientes comprende desde un minimo de 20 afios hasta
un maximo de 84 afos, aunque la media suele estar alrededor de los 40
anos.

Salvo en el caso del PaNOS en la mayoria de los grupos practicamente
la mitad de los casos son hombres y la mayoria de raza blanca.

En general no parece que haya mucha mortalidad y lo grupos en los que

ningun paciente ha fallecido son EAPaM y PaNOS.
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Extra-adrenal  Extra-adrenal . . . .
Paraganglioma, Paraganglioma, Feocromocitoma, Feocromocitoma,

paraganglioma, paraganglioma, . .
maligno (N = 2) NOS (N=4) maligno(N=39) NOS (N=110)

maligno (N=6) NOS (N =18)

Edad en el
diagnodstico
media (sd) 39.17 £9.91 50.83 + 17.05 45.50 £ 13.44 49.25+7.89 51.00 + 15.98 46.87 + 14.96
min 21 25 36 40 20 20
max 48 76 55 58 78 84
Género n(%)
Masculino 3 (50) 9 (50) 1 (50) 1(25) 19 (49) 45 (41)
Raza n(%)

Blanco 4 (67) 16 (89) 2 (100) 2 (50) 32 (82) 92 (84)
Afro-
) 2 (33) 2(11) 0(0) 2 (50) 6 (15) 8 (7)
Americano
Estado n(%)
Vivo 6 (100) 17 (94) 1 (50) 4 (100) 36 (92) 109 (99)

Tabla 2. Datos demograficos de los pacientes incluidos en el estudio. En el resumen
descriptivo de las muestras (Tabla 3) se puede observar que en todos los
grupos hay mas o menos el mismo numero de muestras tumorales que
muestras de sangre y ademas encontramos muestras de metastasis y de
adicional-nuevo primario en PaM y en PhM.

En el caso de EAPaM encontramos que la mayoria de las muestras
provienen del retroperitoneo (45%), seguido de cabeza, cara o cuello
(36%).

Las muestras de EAPaNOS se aislaron principalmente de retroperitoneo
(66%).

En el caso de los paragangliomas encontramos que en PaM un 67% de
las muestras se aislan de sistema nervioso, mientras que en PaNOS sélo
existen datos de dos de las muestras que son aisladas retroperitoneo.
Los feocromocitomas son los tumores de los que mas muestras hay y la

mayoria en ambos diagndsticos se aislaron de las glandulas adrenales.
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Extra-adrenal Extra-adrenal

Paraganglioma, Paraganglioma, Feocromocitoma, Feocromocitoma,
paraganglioma, paraganglioma, . .
maligno (N = 6) NOS (N =8) maligno (N = 79) NOS (N =210)
maligno (N = 11) NOS (N =32)
Tejido/Organo de
origen n(%)
Glandula Adrenal 0 (0) 0 (0) 2 (33) 0 (0) 75 (95) 206 (98)
Medula de 0(0 0(0 0(0 0 (0) 2(3) 0 (0)
Glandula Adrenal © © ©
Cértex de Glandula
0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 2(1)
Adrenal
Sistema Nervioso 0(0) 0(0) 4 (67) 0(0) 0(0) 0(0)
Retroperitoneo 5 (45) 21 (66) 0(0) 2 (25) 0(0) 2(1)
Tejidos blandos 0 (0) 2 (6) 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Corazén 0 (0) 1(3) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Térax 0 (0) 3(9) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Cabeza, cara o
4 (36) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
cuello
Cuerpo aértico y
. 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 2(3) 0(0)
otros paraganglios
Mediastino 2 (18) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Tipo de muestra
n(%)
Tumor primario 5 (45) 15 (47) 2 (33) 4 (50) 38 (48) 98 (47)
Sangre Normal 6 (55) 17 (53) 2 (33) 4 (50) 39 (49) 107 (51)
Tejido Sdlido
0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 5(2)
Normal
Metastasis 0 (0) 0 (0) 1(17) 0 (0) 1(1) 0(0)
Adicional - Nuevo
0 (0) 0 (0) 1(17) 0 (0) 1(1) 0(0)

Primario

Tabla 3. Resumen de datos de las muestras que se van a analizar.

En este trabajo se va a realizar el analisis de datos de CNAs en primer
lugar y el resto de los analisis se van a centrar en los resultados obtenidos
de los analisis de CNAs, haciendo una clasificacion de las muestras de
los distintos tumores segun las puntuaciones que tengan en CNAs focales
(FCS), amplios (BCS) y generales (GCS).

3.1. Analisis de datos de CNAs:

Para tener una vision general de los datos, lo primero que se realiz6 fue

un grafico de frecuencias de CNAs en todas las muestras. (Figura 4)
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Figura 4. Frecuencia de CNAs de todas las muestras juntas.

En rasgos generales, se observa que hay mas pérdida de material
genético que ganancia. Las pérdidas mas llamativas aparecen en los
cromosomas 1, 3y 11.

Los siguientes graficos de frecuencias de CNAs que se realizaron fueron
comparando los diagndsticos maligno y NOS en los tres grupos tumorales,

extra-adrenal paraganglioma, paraganglioma y feocromocitoma. (Figura
5).

Extra-adrenal paraganglioma Paraganglioma Feocromocitoma

P -h_" A '“ﬁﬂnh(#im” Muﬂh# *| r_r—-.-cp-.—-.—r-“

Figura 5. Frecuencia de CNAs de las muestras agrupadas en (de izquierda a derecha)
Paragangliomas extra-adrenales, Paragangliomas y feocromocitomas.
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Al observar los graficos, si parece que entre los dos diagndsticos se
encuentren diferencias de CNAs y también se puede apreciar que los tres
tipos de tumores mantienen mas o menos el mismo patron de CNAs.
Cuando realizamos un estudio de comparaciones de todos los CNAs
(Figura 6) vemos que se obtienen mas regiones con diferencias
significativas entre PaM-EAPaM, PaM-EAPaNOS, PaNOS-PaM, PhM-
PaM y PhNOS-PaM.

Group.2 Pheochromocytoma, NOS
Pheochromocytoma, malignant
Group.1 Paraganglioma, NOS

Paraganglioma, malignant

4lchr1:124625310.5-249250621 || [ | | Extra-adrenal paraganglioma, NOS
8|chr2:121599686.5-243199373 — — —— Extra-adrenal paraganglioma, malignant
12|chr3:99011215-198022430
16|chr4:95577138-191154276 - - - p>0.05
20]chr5:90457630-180915260 ] . T
N
24|chr6:85557533.5-171115067 — — I
28|chr7:79569331.5-159138663 - - ‘
32|chr8:73182011-146364022
— —
36|chr9:70606715.5-141213431 p—
40|chr10:67767373.5-135534747 — — —
44|chr11:67503258-135006516 === o
48|chr12:66925947.5-133851895 — I — S p<
52|chr13:57584939-115169878 - — -——_
56|chr14:53674770-107349540 — — —
60|chr15:51265696-102531392
64|chr16:45177376.5-90354753
68|chr17:40597605-81195210
72|chr18:39038624-78077248 - - -—-
76]chr19:29564491.5-59128983 ——
80|chr20:31512760-63025520 — — [
84|chr21:24064947.5-48129895 [ ] — [ et
88|chr22:25652283-51304566
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Figura 6. Comparacion de CNAs por regiones entre los distintos grupos diagnésticos.

Posteriormente se estudiaron las diferencias de puntuaciones de los
CNAs focales, los CNAs anchos y los CNAs generales en los seis grupos
diagndsticos. (Figura 7).

Se observa que, en todos los casos, segun el test de Kruskal Wallis, las
diferencias entre los diagnosticos son significativas. Si embargo, si nos
fijamos solo en las diferencias entre maligno y NOS dentro de cada

diagndstico, solo se observan diferencias significativas en el caso del



paraganglioma. Ademas el PaM es el tipo de tumor con los valores mas

altos de los tres tipos de CNAs.

GCS by primary diagnosis

0.00055

Kruskal-Wallis, p
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Figura 7. Puntuaciones de los distintos CNAs segun el grupo diagnéstico.
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Para realizar una seleccion de genes en cada grupo diagndstico, se
realizaron comparaciones dentro de cada grupo entre las muestras
tumorales y las muestras de sangre en base a los distintos tipos de CNAs.
Se exportaron los datos de puntuaciones de los distintos tipos de CNAs
de cada grupo diagndstico, se anotaron y se realizé una seleccién de
aquellos genes que aparecian con pérdida o ganancia de material
genético y, en los casos en los que se pudo, que tuviesen un p-valor
menor de 0,01.

Con estos datos se realizaron analisis de enriquecimiento funcional de

genes centrados en el proceso biolégico. (Figuras 5,6y 7)

0 GO Biclgica Process PAM GCS o a o o o 1o GOBlelogicalProcess PhNOS GCS
- - - " ron

0 o8 00Stclogis) Frocese PhM BCS o0 04 on 90:Dtologlont Precese PhNOS BCS
o " " -

CorBieogles Process PhM FCS 00 o4 o8 ormologes process PhNOS FCS

~mroron;
——

Figura 8. Graficos de barras con los procesos biolégicos mas representados en PhM y
PhNOS segun el tipo de CNA.

Como se observa en la figura 8, en los tumores PhM las funciones
bioldgicas que aparecen en los GCS estan relacionadas la mayoria con la

transcripcion del acido ribonucleico (ARN) y también con la percepcién de
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estimulos quimicos y cascadas de sefalizacion de receptores acoplados
a proteinas G.

Con respecto a los BCS, se observa que principalmente las funciones
afectadas estan relacionadas con organizacion del material genético
como organizacion y ensamblado del nucleosoma, ensamblado y
organizacion de la cromatina, empaquetamiento del acido
desoxirribonucleico (ADN), etc.

Sin embargo, en el caso de los FCS estan relacionados con genes
implicados en percepcion sensorial, transcripcion, organizacion del
nucleosoma o ensamblado de la cromatina.

Cuando observamos el grupo PhNOS vemos que hay bastantes cambios
en las funciones bioldgicas representadas, en primer lugar, en GCS
vemos funciones relacionadas con el desarrollo celular, el transporte
celular y alguna funcién de catabolismo. En este tipo tumoral se observa
que el numero de genes disminuye bastante, ya que no salieron apenas

diferencias significativas.

o GO:Biologicsl Process PaM GCS o 02 o« o6 o 10 G0:Blologleal Process PaNOS GCS
Hog10IFOR) - N - ~ogi0FOR)

. [ PaM BCS o G0 gk PaNOS BCS
-0 0FOR). b - —ogIOFOR) - "

o on COictogival Provess PaM FCS 00 o2 o o o w GO:Blological Process PaNOS FCS

ron) —oporon

Figura 9.Graficos de barras con los procesos biolégicos mas representados en PaM y
PaNOS segun el tipo de CNA.
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En la figura 9 se pueden observar los datos de GCS y BCS en PaM y en
ambos casos las funciones mas representadas tienen relacién con
diferenciacion celular, desarrollo celular y respuesta inmune. Con
respecto a los FCS la unica diferencia que se aprecia es que no aparecen
genes relacionados con respuesta inmune

En cambio en PaNOS, las funciones mas representadas en GCS estan
relacionadas con metabolismo, catabolismo y regulacién de la adhesion
celular.

Cuando se observan los datos de BCS las funciones que aparecen estan
relacionadas con desarrollo y diferenciacion celular, y sin embargo los
FCS estan relacionados con genes que intervienen en funciones de
catabolismo del ADN, internalizacién del receptor acoplado a proteinas G,
metabolismo, respuestas a estrés oxidativo y a eliminacién de ADN

dafado.

w0 e as & EAPaM GCS 60 62 as 05 08 1o Slological Process EAPaNOS GCS

- -Sioog EAPaM BCS oo o o comemalroces EAPaNOS BCS

— EAPaM FCS R~ oot s EAPaNOS FCS

—eptorony —oataron)

Figura 10. Graficos de barras con los procesos biolégicos mas representados en EAPaM
y EAPaNOS segun el tipo de CNA.
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Siguiendo con estos analisis se observan las funciones de los genes de
los distintos tipos de CNAs dentro del grupo de EAPaM, (Figura 10) se
aprecia que las funciones de los genes asociados a GCS estan
relacionados con respuestas de defensa y sistema endocrino.

Las funciones en el caso de los BCS estan relacionadas con organizacion
de la cromatina, el ADN y el nucleosoma, hay genes relacionados con
transcripcion y otros relacionados con respuestas de defensa. En este tipo
de tumores las funciones de genes relacionadas con FCS son muy
parecidas a las de BCS.

Por ultimo, al estudiar el grupo de EAPaNOS, se encuentran funciones
relacionadas con regulacion de la transcripcion y organizacion del material

genético en los tres tipos de CNAs.

3.2. Datos de metilacién:
Los datos de metilacion que se estudiaron fueron los de muestras
tumorales solamente. El primer analisis que se llevé a cabo fue un estudio
de los valores medios de metilacion, en base a los valores beta de cada
grupo tumoral, y se pudo observar que no habia grandes diferencias de

metilacion entre ellos. (Figura 11)

Mean DNA methylation
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B Extra-adrenal paraganglioma, malignant (n = 6) [ Paraganglioma, malignant (n = 2) il Pheochromocytoma, malignant (n = 39)
ES) Extra-adrenal paraganglioma, NOS (n = 18) ES Paraganglioma, NOS (n = 4) E= Pheochromocytoma, NOS (n = 110)
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Extra-adrenal paraganglioma, malignant

Figura 11. Distribuciéon de las medias de metilacién entre los distintos grupos
diagnosticos.
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Un dato que se puede observar en este primer analisis, es que parece que
los dos grupos de feocromocitomas tienden a un menor grado de
metilacion con respecto a los otros grupos.

También se realizaron graficos volcano, para ver si se encontraban genes
con diferencias en el estado de metilaciéon que fuesen estadisticamente
significativas, comparando los distintos grupos tumorales, pero no se

encontrd ninguna diferencia significativa.

El siguiente paso fue estudiar la diferencia de metilacién por grupo
diagndstico, subdividiendo las muestras en grupos segun su puntuacion
en los distintos tipos de CNAs.

Se clasificaron las muestras de cada grupo diagnédstico por cuartiles,
segun la puntuacién que tuviesen de cada tipo de CNA. Con esta
clasificacion se estudio si habia diferencias de metilacion, principalmente
entre el tercer y primer cuartil de cada tipo de CNA en cada grupo
diagndstico. Este tipo de analisis no se pudo llevar a cabo en algunos
grupos diagnésticos como PaM por el numero de muestras tan reducido.
En otros casos no se pudo obtener resultados porque dentro de alguno de
los cuartiles no habia muestras suficientes para poder realizar la
comparacion.

En ningun caso se encontraron diferencias significativas, aunque en
algunos casos como PhM y PhNOS en todos los tipos de CNAs se podia
apreciar una ligera tendencia a que siempre hubiese menor metilacion en
el tercer cuartil (es decir mayor numero de CNAs) que en el primero.
(Figura 12)
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PhM GCS PhM BCS PhM FCS

PhNOS GCS PhNOS BCS PhNOS FCS

Figura 12. Distribuciéon de las medias de metilacion en PhM y PhNOS segun los distintos
tipos de CNAs.

También se estudié qué genes podian tener diferencias de metilacién
entre las muestras que se encontraban en el tercer cuartil de los distintos
CNAs frente a las que se encontraban en el primer cuartil.

En este caso salieron resultados significativos en el grupo de PhNOS
(Figura 13). En los tres tipos de CNAs los genes que salian con un estado
de metilacion significativamente distinto fueron, practicamente todos,

hipometilados en el tercer cuartil con respecto al primer cuartil.

FOR corected £ vakes)
FOR corected £ vakes)

(ONA Mothyatin derenco (1-vlues)

PhNOS GCS PhNOS FCS PhNOS BCS

Figura 13. Graficos volcano con diferencias de metilaciéon entre el tercer y el primer cuartil
de los distintos tipos de CNAs en PhNOS.
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Al analizar las funciones biolégicas de estos genes se encontré que en
GCS, donde aparece un mayor numero de genes hipometilados de
manera estadisticamente significativa, aparecen un gran numero de
procesos distintos, entre ellos desarrollo y morfologia neuronal, adhesion
celular, quimiotaxis, organizacion de la matriz extracelular, procesos de
transduccion de sefiales, procesos de migracion, procesos metabdlicos y
respuesta inmune.

Sin embargo, en el caso de FCS ya encontramos menos genes y menos
procesos biolégicos, entre ellos desarrollo, morfologia celular y
diferenciacion celular.

Los pocos genes que se encuentran en BCS estan implicados en
procesos de regulaciéon de transduccion de sefales, comunicacion y

sefalizacion celular.

3.3. Datos de mutaciones:
En el caso de las mutaciones se realizd un primer analisis general de
todas las muestras, en el que se vio que la mayoria de las mutaciones en
estos tumores son mutaciones con cambio de sentido, el tipo de mutacién
mas frecuente es de poliformismos de un solo nucleétido (SNPs del inglés
“Single nucleotide polymorphism”). La mediana de mutaciones por
muestra es de 8 y los 10 genes que se encuentran mas frecuente mutados
son NF1, HRAS, EPAS1, RET, MUC16, ATRX, ABCA13, TTN, CSDE1 y
AHNAK.(Figura 11) También se aprecia que los genes HRAS, RET,
ABCA13, RYR1 y VHL sélo aparecen mutados en muestras de

feocromocitomas. (Figura 14)
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Figura 14. Resumen de datos de mutaciones de todas las muestras juntas.

También se realiz6 un analisis del numero de genes mutados
pertenecientes a rutas oncogénicas y se vio que las rutas con mas genes
afectados eran RTK-Ras, NOTCH, WNT e Hippo. (Figura 15)
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Figura 15. Rutas oncogénicas afectadas por mutaciones en sus genes de todo el conjunto
de muestras del estudio.

Al realizar este tipo de analisis ya separando por grupos diagnésticos, en
el caso de PhM encontramos, entre los diez genes mas frecuentemente
mutados, PCDH1, MAST4 y AHCTF1, que no se encontraban en el
analisis de todas las muestras juntas. En el resto de los resultados no hay
diferencias.

Al realizar este mismo analisis en las muestras pertenecientes al grupo de
PhNOS, lo primero que llama la atencion es que hay varias diferencias en
los genes que se encuentran mas mutados, tanto con respecto al conjunto
total de muestras, como con respecto a PhM.

También se encuentran grandes diferencias con respecto a los grupos
anteriormente nombrados en PaM, sélo coinciden los genes EPAS1 y
ATRX con alguno de los grupos anteriores, aunque este grupo ha
quedado reducido en este analisis a dos muestras y esto puede hacer que
los datos sean tan variables.

El grupo diagndstico PaNOS también cuenta con muy pocas muestras y
los resultados son muy diferentes, sélo coincide ATRX con los demas

grupos, los demas genes son todos distintos.
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Tanto EAPaM como EAPaNOS tienen genes muy diferentes con
mutaciones, solo coinciden con los demas grupos AHNAK y EPAS1
respectivamente.

Como se contaba con los datos de puntuaciones de los distintos tipos de
CNAs, se quiso analizar si habia diferencias en los genes que aparecian
mutados en las muestras segun se encontrasen en distintos cuartiles de
puntuacion de CNAs. Puesto que los unicos grupos con un numero
considerable de muestras eran PhM y PhNOS, sélo se puedo realizar este
analisis en dichos grupos. En la figura 16 se encuentran los datos de PhM
y se observa que en BCS el gen HRAS sélo aparece mutado en las
muestras del tercer cuartil. En cuanto a FCS los genes MUC16 y ATRX
s6lo se encuentran mutados en el rango mas alto de puntuacion de este
tipo de CNAs y en cuanto a GCS pasa lo mismo con estos genes y ademas
con EPAS1.

28



Altered in 23 (60.53%) of 38 samples.
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Figura 16. Datos de mutaciones de PhM en base a los cuartiles de los distintos CNAs.

Al realizar estos mismos analisis en las muestras de PhNOS, se encuentra

que no hay ningun gen que esté sélo mutado en alguno de los cuartiles

de puntuacion y no en los demas, salvo el caso de VHL en el primer cuartil

de FCS. (Figura 17)

29

Q3
Q2
Q4
Rest



Altered in 59 (53.64%) of 110 samples.
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Figura 17. Datos de mutaciones de PhNOS en base a los cuartiles de los distintos CNAs.

Al estudiar algunos de los genes que salen mutados en mas grupos

diagndsticos, y algunos de ellos con relacion a mayor puntuacion en los

cuartiles de CNAs, se podian observar diferencias en los grados de

metilacion y de expresion. (Figura 18) En algunos genes, como NF1 se

puede observar que las muestras en las que aparece mutado tienen una

expresion menor que en el resto de muestras. Otros como HRAS y RET

aparecen siempre hipermetilados en muestras de paragangliomas

independientemente de si tienen mutacion o no. EPAS en las muestras en

la que aparece con una mutacion esta hipometilado.
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Figura 18. Grafico que integra todos los datos de las muestras con los genes que se han
encontrado mas frecuentemente mutados.

Aparte de esto, se ha descrito un marcador llamado MATH que sirve para
determinar el grado de heterogeneidad genética intratumoral, y se ha visto
que hay una relacion entre este marcador y la tasa de supervivencia, a
mayor indice de MATH menor tasa de supervivencia. Por esto parecia
interesante estudiar si podia haber relacién entre este marcador y los
distintos tipos de CNAs. Al realizar este estudio en todos los grupos
tumorales unicamente en el grupo PhM se vio una correlacion positiva
entre MATH y BCS. (Figura 19)
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Figura 19. Relacion de las puntuaciones de MATH y de BCS en PhM.

3.4. Datos de expresion génica:
Con los datos de expresion génica se realizaron los siguientes analisis,
tomando los datos de los cuartiles de los distintos CNAs, se estudiaron
diferencias de expresion entre las muestras que se encontraban en el
tercer cuartil y las que se encontraban en el primer cuartil de cada tipo de
CNA. Estos analisis se repitieron en cada grupo diagnéstico.
Posteriormente se realizaron analisis de enriquecimiento funcional para

saber qué procesos podian estar modificados en estos tumores.

PhM_BCS_Q1 genes Vs BCS_Q3 FDR t-‘ﬁgfi gsgf:faﬁ"
GO0:0048812~neuron projection morphogenesis 0.00353 71 8
GO0:0006936~muscle contraction 0.00353 29 5
GO:0042273~ribosomal large subunit biogenesis 0.00353 8 3
GO0:0031175~neuron projection development 0.00353 125 10
GO0:0003012~muscle system process 0.00353 31 5
GO0:0048666~neuron development 0.00593 163 11
GO0:0050768~negative regulation of neurogenesis 0.00593 11 3
G0:0030182~neuron differentiation 0.00593 145 10
GO0:0006801~superoxide metabolic process 0.00593 12 3
GO0:0034101~erythrocyte homeostasis 0.00593 12 3
PhM_FCS_Q1 genes Vs FCS_Q3 FDR t%‘::;z 952;50‘;"
G0:0008202~steroid metabolic process 2.33e-08 139 13
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GO:0006694~steroid biosynthetic process 1.61e-06 40 7
GO0:0042446~hormone biosynthetic process 2.41e-05 11 4
GO:0006704~glucocorticoid biosynthetic process 3.89e-05 3
G0:0008207~C21-steroid hormone metabolic process 7.73e-05 3
GO0:0034754~cellular hormone metabolic process 1.03e-03 29 4
GO:0010817~regulation of hormone levels 1.33e-03 32 4
GO:0045765~regulation of angiogenesis 2.05e-03 16 3
g'gﬁ?t?fggt?osr é)rgzlggzorr(]agulatlon vascular endothelial 2 526-03 5 2
G0:0034382~chylomicron remnant clearance 2.52e-03 5 2
PhM_GCS_Q1 genes Vs GCS_Q3 FDR t%‘:gleez gggﬁ‘saf]"
G0:0008202~steroid metabolic process 3.32e-07 139 13
GO:0006694~steroid biosynthetic process 3.32e-07 40 8
GO0:0042446~hormone biosynthetic process 5.59e-05 11 4
GO:0006704~glucocorticoid biosynthetic process 7.20e-05 5 3
G0:0008207~C21-steroid hormone metabolic process 1.43e-04 6 3
GO:0007155~cell adhesion 6.75e-04 318 13
G0:0022610~biological adhesion 6.75e-04 318 13
GO0:0034754~cellular hormone metabolic process 1.73e-03 29 4
GO:0010817~regulation of hormone levels 2.30e-03 32 4
G0:0034382~chylomicron remnant clearance 3.34e-03 5 2

Tabla 4. Resultados de andlisis de procesos biolégicos en PhM.

En PhM tanto en GCS como en FCS aparecian genes relacionados con
procesos de regulacion, metabolismo y biosintesis de hormonas
esteroideas y glucocorticoides y también procesos relacionados con la
adhesion celular. (Tabla 4)

Sin embargo, los procesos encontrados en BCS no se parecen en nada,
se encuentran procesos como desarrollo neuronal o formacién de

subunidad grande ribosomal. (Tabla 4)

Con respecto a PhNOS en el caso de GCS nos encontramos funciones
de angiogénesis y proliferacion celular, mientras que en BCS nos
encontramos con procesos relacionados con la fuerza de contraccion del
corazon relacionada con sefales quimicas, adhesién celular, regulacion
de la transcripcidn, procesos vasculares y sefalizacion por segundos
mensajeros. Cuando estudiamos FCS vemos que los procesos también

difieren con los anteriores y estan relacionados con la ruta de sefnalizacion
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Whnt, respuestas a estimulos de hormonas esteroideas y regulacion de

componentes de biogénesis celular entre otros. (Tabla 5)

PhNOS_BCS_Q1 genes Vs BCS_Q3 FDR g)‘:ggss ggg,isdf,"
gﬁAoggg/eraZigﬁZ‘;i ,;e;)g;gf‘atlon of transcription from 0.000668 137 7
GO0:0035150~regulation of tube size 0.000668 30 4
GO0:0050880~regulation of blood vessel size 0.000668 30 4
GO0:0003018~vascular process in circulatory system 0.000748 33 4
512,3?0%%,597,1 ;fgulatlon of the force of heart contraction by 0.001335 4 5
GO:0007155~cell adhesion 0.001335 318 9
GO0:0022610~biological adhesion 0.001335 318 9
G0:0019932~second-messenger-mediated signaling 0.001362 84 5
GO:0044057~regulation of system process 0.001374 140 6
GO:0050678~regulation of epithelial cell proliferation 0.001374 20 3
PhNOS_FCS_Q1 genes Vs FCS_Q3 FDR t%‘::;i gggr‘:ﬁ,jﬁ“
GO0:0006820~anion transport 0.00819 93 4
o(l;if?é?g;t?aigi regulation of celll mc?rphogeneSIs mvo'lved in 0.00819 53 3
r(?qgacb)’(l):t;?gaxvvvr;; ;eceptor signaling pathway, calcium 0.00819 20 2
GO:0007588~excretion 0.00819 20 2
GO0:0048545~response to steroid hormone stimulus 0.00819 66 3
GO0:0051260~protein homooligomerization 0.00819 23 2
GO:0044087~regulation of cellular component biogenesis 0.00819 73 3
GO0:0030182~neuron differentiation 0.00819 145 4
GO:0050770~regulation of axonogenesis 0.00975 29 2
PhNOS_GCS_Q1 genes Vs GCS_Q3 FDR t%‘t’;‘ﬁ; gggr‘:ﬁ,jﬁ“
GO:0042127~regulation of cell proliferation 5.73e-06 363 24
GO0:0001525~angiogenesis 1.54e-05 51 9
GO0:0060191~regulation of lipase activity 1.66e-04 38 7
GO:0044057~regulation of system process 2.49e-04 140 12
GO0:0048754~branching morphogenesis of a tube 2.57e-04 18
GO0:0003018~vascular process in circulatory system 3.85e-04 33
G0:0008284~positive regulation of cell proliferation 3.85e-04 205 14
GO0:0001763~morphogenesis of a branching structure 3.85e-04 21 5
GO0:0043085~positive regulation of catalytic activity 6.15e-04 339 18
o(?if?éeg:t?ai%i positive regulation of myeloid cell 6.156-04 13 4

Tabla 5. Resultados de analisis de procesos biolégicos en PhNOS.
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En la tabla 6 aparece el resultado de PaM, en todas las comparaciones
han salido genes relacionados con desarrollo, morfogénesis y
sefalizacion celular.

Solo habia genes que se expresasen de manera diferencial en muestras
de BCS dentro del grupo de PaNOS. Los procesos en los que estaban

implicados eran adhesién y sefalizacion celular principalmente. (Tabla 6)

PaM_FCS_Q1 genes Vs FCS_Q3 FDR g;ggss gsggféf,"
G0:0003002~regionalization 5.83e-08 55 14
GO0:0048568~embryonic organ development 5.98e-08 68 15
GO0:0009952~anterior/posterior pattern formation 5.98e-08 50 13
GO0:0048562~embryonic organ morphogenesis 1.29e-07 54 13
GO0:0007389~pattern specification process 1.81e-07 101 17
GO0:0048705~skeletal system morphogenesis 5.31e-07 26 9
GO0:0048706~embryonic skeletal system development 6.77e-07 27 9
GO0:0048704~embryonic skeletal system morphogenesis 9.23e-07 21 8
GO0:0007267~cell-cell signaling 5.39¢e-06 317 28
Sgod'g(;(t)CQh7i%-embryonic development ending in birth or 1.116-05 110 15
PaM_GCS_Q1 genes Vs GCS_Q3 FDR sl et
GO0:0003002~regionalization 5.83e-08 55 14
GO0:0048568~embryonic organ development 5.98e-08 68 15
GO0:0009952~anterior/posterior pattern formation 5.98e-08 50 13
GO0:0048562~embryonic organ morphogenesis 1.29e-07 54 13
GO0:0007389~pattern specification process 1.81e-07 101 17
GO:0048705~skeletal system morphogenesis 5.31e-07 26 9
GO0:0048706~embryonic skeletal system development 6.77e-07 27 9
GO0:0048704~embryonic skeletal system morphogenesis 9.23e-07 21 8
GO0:0007267~cell-cell signaling 5.39e-06 317 28
Sgod'g(;(t)CQh7i%-embryonic development ending in birth or 1.11e-05 110 15

Tabla 6. Resultados de analisis de procesos biolégicos en PaM.

El siguiente analisis fue en EAPaM en el que solo salieron datos de GCS
y FCS y en el caso de GCS los procesos fueron adhesién celular al
sustrato, y metabolismo de fésforo y fosfato, mientras que en el caso de
FCS los procesos estaban relacionados con sefalizacion celular,
secrecion y transporte de hormonas y regulacién negativa de la activacion

de leucocitos y linfocitos. (Tabla 7)
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EAPaM_FCS_Q1 genes Vs FCS_Q3 FDR genes genes en

totales comun

GO:0007610~behavior 0.00413 193 6
GO0:0007267~cell-cell signaling 0.00456 317 7
G0:0006939~smooth muscle contraction 0.00456 11 2
GO0:0002790~peptide secretion 0.00456 15 2
GO0:0015833~peptide transport 0.00456 15 2
GO0:0030072~peptide hormone secretion 0.00456 15 2
GO0:0051250~negative regulation of lymphocyte activation 0.00456 15 2
G0:0009914~hormone transport 0.00456 16 2
G0:0046879~hormone secretion 0.00456 16 2
GO0:0002695~negative regulation of leukocyte activation 0.00456 17 2
EAPaM_GCS_Q1 genes Vs GCS_Q3 FDR t%‘t’;‘ﬁ; gggr‘:ﬁ,jﬁ“
GO0:0045449~regulation of transcription 0.00535 1172 1
GO0:0007218~neuropeptide signaling pathway 0.00535 56 4
GO0:0010811~positive regulation of cell-substrate adhesion 0.00535 9 2
GO0:0006793~phosphorus metabolic process 0.00535 621 13
GO:0006796~phosphate metabolic process 0.00535 621 13
GO:0006833~water transport 0.00555 12 2
GO:0010810~regulation of cell-substrate adhesion 0.00555 12 2
GO:0042044~fluid transport 0.00555 12 2
GO:0045785~positive regulation of cell adhesion 0.00785 15 2
GO0:0009991~response to extracellular stimulus 0.00785 49 3

Tabla 7. Resultados de analisis de procesos biolégicos en EAPaM.

Cuando estudiamos el grupo EAPaNOS encontramos procesos de
regulacion negativa de biosintesis y metabolismo de acidos nucleicos y de
Adenosin monofosfato ciclico (CAMP), desarrollo de la glandula adrenal y
respuestas de defensa y miedo tanto en el grupo de GCS como en el de
BCS, aunque en todos los casos sélo se encontréo un gen implicado.
(Tabla 8). El grupo de FCS muestra unos procesos distintos relacionados

con adhesion celular y metabolismo de lipidos.
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EAPaNOS_BCS_Q1 genes Vs BCS_Q3 FDR t% ‘:;’f: gsgfdf,"
GO0:0001661~conditioned taste aversion 0.00206 5 1
ngt ggjﬁfgﬁ)o Cr;i%atllve regulatl.on of cycll'c nucleotl.de 0.00206 6 1
ggs}(zggq%?g\’:’p rrgecgzgve regulatl.on of cyclic anC/eOtIde 0.00206 6 1
ggs}(zgg%?ggp rrgecgzgve regulatl.on of nucleotide | 0.00206 6 1
22£2§081 5 negatl.ve regulatl.on of cAMP m'etabo/lc | 0.00206 6 1
2&22?081 8~negative regulation of CAMP biosynthetic 0.00206 6 1
22£2§5980~negat1ve regulation of nucleotide metabolic 0.00206 6 1
GO0:0030325~adrenal gland development 0.00206 7 1
GO0:0001662~behavioral fear response 0.00206 9 1
G0:0002209~behavioral defense response 0.00206 9 1
EAPaNOS_FCS_Q1 genes Vs FCS_Q3 FDR t%‘t’;‘ﬁ; gggr‘:ﬁ,jﬁ“
GO0:0006690~icosanoid metabolic process 0.00191 26 2
GO0:0033559~unsaturated fatty acid metabolic process 0.00191 26 2
GO:0007155~cell adhesion 0.00191 318 4
GO:0022610~biological adhesion 0.00191 318 4
GO0:0016337~cell-cell adhesion 0.00420 188 3
GO0:0010543~regulation of platelet activation 0.00954 5 1
GO:0006631~fatty acid metabolic process 0.00954 98 2
GO0:0005513~detection of calcium ion 0.00954 6 1
GO:0015810~aspartate transport 0.00954 8 1
GO0:0031018~endocrine pancreas development 0.00954 8 1
EAPaNOS_GCS_Q1 genes Vs GCS_Q3 FDR t%‘::ﬁgi gggﬁ‘saﬁ"
GO0:0001661~conditioned taste aversion 0.00419 5 1
,igt ggjfgﬁ)o Cr;i%atllve regulatl.on of cycll'c nucleotl.de 0.00419 6 1
ggs}(zggq%?g\’:’p rrgecgzgve regulatl.on of cyclic anC/eOtlde 0.00419 6 1
ggs}(zgg%?ggp rrgecgzgve regulatl'on of nucleotide | 0.00419 6 1
2&22?081 5~negative regulation of cAMP metabolic 0.00419 6 1
22£2§081 8~negative regulation of cAMP biosynthetic 0.00419 6 1
22é2215980~negat1ve regulation of nucleotide metabolic 0.00419 6 1
GO0:0030325~adrenal gland development 0.00419 7 1
GO0:0001662~behavioral fear response 0.00419 9 1
G0:0002209~behavioral defense response 0.00419 9 1

Tabla 8. Resultados de analisis de procesos biolégicos en EAPaNOS.
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5. Discusion:

Con este trabajo se pretendia realizar un estudio de datos 6micos de
feocromocitomas y paragangliomas de manera “personalizada”. La
mayoria de los estudios que existen en la literatura son de cohortes, por
ello el primer paso de este estudio fue separar los datos disponibles en
seis grupos segun el diagndstico principal que se habia anotado para cada
caso.

Con las muestras separadas en esos seis grupos se realizaron los
estudios de CNAs, poniendo de manifiesto las diferencias que habia entre
los distintos tipos de tumores.

En el caso de los feocromocitomas se vio que los genes que aparecian
mas frecuentemente mutados coincidian bastante en los dos
diagndsticos, pero no completamente. Ademas de esto, algunas de estas
mutaciones solo aparecia en las muestras con puntuaciones mas altas en
alguno de los tipos de CNAs. Estos genes son RET, NF1, HRAS, EPAS1
y ATRX, estos genes ya fueron previamente descritos en este tipo de
tumores por Lawrence et al. en 2013.[44] En cambio las muestras de
paragangliomas eran mucho mas heterogéneas y sélo se encontraba
dentro de algun grupo diagndstico algun gen de los anteriores nombrados,
sobre todo EPAS1, relacionandose, como en el caso de los
feocromocitomas, con altas puntuaciones de CNAs.

Estos datos de mutaciones podrian ayudar a predecir el prondstico de la
enfermedad, puesto que ya se han relacionado algunos de ellos con
distintos prondsticos, por ejemplo, mutaciones somaticas de EPAS1 sin
mosaicismo se relacionan con buen pronédstico de la enfermedad [45],
mientras que mutaciones en ATRX se relacionan con un comportamiento
mas agresivo del tumor [46]. También se ha descrito que los genes
relacionados con la ruta WNT sdélo se encuentran mutados en las células
somaticas y por lo tanto servirian de marcador para tumores esporadicos
y no familiares [19].

En el caso de los analisis de datos de expresion génica se encontraron
datos variables entre los distintos diagnésticos, viéndose en algunos

casos relacion de las funciones asociadas solo a un tipo tumoral, por
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ejemplo, en el caso de PhM en el que los genes que aparecian
diferencialmente expresados estaban relacionados con procesos de
regulacion, metabolismo y biosintesis de hormonas esteroideas y
glucocorticoides. Y en el grupo de PhNOS se encontraba alguna funcién
de respuesta a estimulos de hormonas esteroideas o la fuerza de
contraccion del corazon. Estas funciones no aparecen en otros grupos de
tumores y esto podria ser porque los feocromocitomas se encuentran en
la médula adrenal rodeadas de la corteza adrenal que es donde se
producen corticoides y otras hormonas esteroideas.

En el caso de PhNOS, también se encuentran funciones relacionadas con
la angiogénesis que pueden estar relacionados con la presencia en estas
muestras de mutaciones en los genes EPAS1 y VHL [47]. En general las
funciones mas representadas en el resto de tumores tenian relacién con
procesos de metabolismo, adhesion celular y sefializacién celular, pero
con pequenas diferencias o funciones afiadidas en cada grupo.

Con respecto a las diferencias encontradas en metilacion del ADN, sdlo
se encontraron diferencias significativas en el grupo PhNOS, donde se
encontraron genes hipometilados del tercer cuartil de los distintos grupos
de CNAs comparados con el primer cuartil. Estos genes que aparecen
hipometilados en las muestras que cuentan con mayor numero de CNAs
estan relacionados con procesos de diferenciacién y adhesion celular,
quimiotaxis, organizacion de la matriz extracelular, procesos de
transduccion de sefiales, procesos de migracion, procesos metabdlicos y
respuesta inmune. Esta descrito que estos procesos estan relacionados
con la ruta RTK-Ras, en los andlisis de mutaciones de este grupo
diagndstico esta ruta era la que contaba con mas genes con mutaciones.
[48].

Sin embargo, en este trabajo se ha visto que al subclasificar las muestras
hay grupos que quedan un numero muy reducido de ellas y varios analisis
no se han podido realizar en estos grupos precisamente por este motivo.
Ademas, datos tan sensibles igual podrian cambiar si se aumenta la n de
estos pequefios grupos, asi que habria que esperar a realizar estos
estudios con un numero mayor de muestras en algunos grupos para

realmente poder sacar unos datos mas fiables.
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3. Conclusiones

En este trabajo se han llevado a cabo andlisis de datos &émicos
provenientes de muestras de feocromocitomas y paragangliomas y se ha
llegado a las siguientes conclusiones:

1. Se ven diferencias en los resultados de las muestras de
feocromocitomas y de paragangliomas como primera agrupacion de
muestras.

2. También se observan diferencias en los resultados obtenidos segun la
clasificacion utilizada por grupo diagnaéstico, por lo que, ademas de las
clasificaciones moleculares descritas previamente, seria conveniente
también tener en cuenta la clasificacion segun el grupo diagnéstico, a
la hora de buscar modificaciones genéticas o incluso a la hora del
tratamiento de la enfermedad.

3. Es importante tener en cuenta los resultados de varios tipos de datos
omicos, ya que todos pueden aportar informacién que puede
interconectarse e influir finalmente en procesos biolégicos que den
informacion del prondstico de la enfermedad, ya sea porque denotan

mas agresividad o para guiar sobre la mejor diana del tratamiento.

Se han logrado todos los objetivos planteados para este trabajo, y se ha
mantenido la planificacion inicial y los plazos marcados, aunque se han
quedado un poco mas ajustados de lo ideal. Con respecto a la
metodologia, se ha seguido la planteada en un inicio y los resultados han
sido buenos para poder relacionar los distintos datos émicos.

Aun asi hay que admitir, que la idea inicial del trabajo era ahondar mas
en este tipo de datos, pero no se tuvo bien en cuenta que realizar un
analisis de esta envergadura partiendo de un nivel de conocimiento casi
nulo en este campo y de manera totalmente independiente, requeriria
mucho mas tiempo del que se da para realizar este trabajo. Por lo tanto,
seria muy interesante poder realizar mas analisis de una manera mucho

mas fina y dirigida a determinadas regiones del genoma o incluso sobre
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determinados genes o promotores. Todo ello sirviéendose de mas

herramientas bioinformaticas y de mas informacién bibliografica.
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4. Glosario

- ADN: Acido desoxirribonucleico.

- ARN: Acido ribonucleico

- BCS: Puntuacion de alteraciones en el numero de copia amplios.

- CNA: Alteraciones en el numero de copia.

- EAPaM: Paraganglioma extra adrenal maligno.

- EAPaNOS: Paraganglioma extra adrenal no especificado de otra manera.

- FCS: Puntuacion de alteraciones en el numero de copia focales.

- Feocromocitoma: tumor neuroendocrino de células cromafines que se
encuentra en la médula de las glandulas adrenales.

- GCS: Puntuacion de alteraciones en el numero de copia generales.

- MATH: medida de la heterogeneidad genética intratumoral.

- Mutaciones con cambio de sentido: mutacion en la que el cambio de
un nucledtido resulta en la codificacién de un aminoacido distinto en la
proteina.

- PaM: Paraganglioma maligno.

- PaNOS: Paraganglioma no especificado de otra manera.

- Paraganglioma: Tumor neuroendocrino de células cromafines que se
situan fuera de la glandula adrenal, en los paraganglios.

- PhM: Feocromocitoma maligno.

- PhNOS: Feocromocitoma no especificado de otra manera.

- PPGL: Feocromocitoma y paraganglioma.

- SNP: Polimorfismo de un unico nucleétido.

-  TCGA: Proyecto “The Cancer Genome Atlas”

- TCGA-PCPG: cédigo del proyecto “The Cancer Genome Atlas” dedicado

al estudio de los feocromocitomas y los paragangliomas.
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6. Anexos

1. Documento de R con el codigo de los analisis realizados.
https://drive.google.com/open?id=1NcAfDFPtDDJGc1de4406smZ PGpK

xLy

2. Documento HTML con el cédigo utilizado en el documento de R.
https://drive.google.com/open?id=1NcAfDFPtDDJGc1de4406smZ PGpK

xLy
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