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Resumen del Trabajo (maximo 250 palabras): Con la finalidad, contexto de
aplicaciéon, metodologia, resultados i conclusiones del trabajo.

Los schwannomas son tumores benignos formados por células de Schwann que rodean a
los nervios mielinicos. Pueden surgir de manera esporadica 0 como consecuencia de
ciertos sindromes genéticos (como neurofibromatosis tipo 2). Hoy dia no existe ningdn
tratamiento eficaz para esta patologia y los mecanismos moleculares implicados no estan
completamente entendidos. Se han encontrado mutaciones en el gen NF2 en diferentes
tipos de schwannomas, por lo que es posible que tenga un papel central en su desarrollo,
aungue otros genes podrian estar implicados. Las técnicas de NGS, como whole exome
sequencing, pueden ser de gran utilidad para la busqueda de posibles marcadores
moleculares y dianas terapéuticas que puedan mejorar el diagnostico y el tratamiento de
los pacientes, asi como nuestro entendimiento de los mecanismos moleculares implicados.

El objetivo principal de este trabajo fue detectar genes mutados que puedan favorecer el
crecimiento de este tipo de tumores, utilizando datos obtenidos mediante WES de
muestras de schwannomas esporadicos y asociados a neurofibromatosis tipo 2. Para ello,
se utilizaron diferentes herramientas bioinformaticas mediante un protocolo disefiado
especificamente para este trabajo.

Los resultados mostraron que los schwannomas esporadicos pueden requerir de mas
mutaciones para su desarrollo y que los genes mutados en ambos tipos de schwannomas
participan en procesos bioldgicos diferentes, lo cual sugiere que cada tipo de schwannoma
podria seguir mecanismos moleculares diferentes para su desarrollo. Ademas, el gen NF2,
se encontro mutado en la mayoria de las muestras indicando que puede tener un papel
central, aunque otros genes podrian estar implicados (como PABPC3).




Abstract (in English, 250 words or less):

Schwannomas are benign tumors composed by Schwann cells of nerves sheaths. They can
arise spontaneously or as consequence of several genetic syndromes (for example
neurofibromatosis type 2). Today there is not a completely effective treatment for this
pathology and the molecular pathways involve are not fully understood. Mutations in NF2
gene have been found in different types of schwannomas and it could have a main role in
the development of these tumors, although other genes may be implicated too. NGS
technology, as for example, the whole exome sequencing, can be of great help in the seek
for news molecular and therapeutic targets, improving the diagnostic and treatment of
patients as well as our understanding of molecular pathways involved.

The principal aim of this project was to find mutated genes related with the growing of
these kinds of tumors, using data obtained from WES of sporadic and neurofibromatosis
type 2 related schwannomas samples. Different bioinformatics tools were used, and a
specific pipeline was designed to perform the analysis.

Results suggest that sporadic schwannomas could need a greater number of mutations for
their development and mutated gene found in sporadic and neurofibromatosis type 2
related schwannomas are involved in different biological process, suggesting that distinct
molecular pathways are implicated in their development. In addition, NF2 gene was found
altered in most of the samples showing it can have a main role, although other genes could
have an important function, as PABPC3.
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1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

Los schwannomas son tumores benignos formados por células de Schwann que rodean
los nervios mielinicos. En la mayoria de las ocasiones ocurren de forma aislada y
esporédica, pero también, pueden presentarse como consecuencia de un sindrome
hereditario, como puede ser el caso de neurofibromatosis tipo 2 (NF2),
schwannomatosis o complejo de Carney. Estan clasificados como tumores de grado |
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)! por lo que, muy raramente, sufren

transformaciones malignas, casi siempre asociadas con algun sindrome genético.

Principalmente se manifiestan en adultos, con igual incidencia tanto en hombres como
en mujeres. Suponen un 8.2% de todos los tumores del sistema nervioso. Su
localizacion més comun son los nervios periféricos y algunos nervios craneales como la
rama vestibular del octavo nervio craneal o el trigémino, también se pueden encontrar
en las raices sensitivas de los nervios espinales. Raramente aparecen en maltiples sitios,

salvo en caso de algunos sindromes genéticos como neurofibromatosis tipo 2.

Son tumores encapsulados que crecen alrededor de los nervios, por lo que la mayoria
son asintomaticos. Pero, en algunos casos, pueden presentar sintomatologia por
compresion, provocando pérdida de funcion y sensibilidad de los nervios.
Especialmente en los craneales, donde pueden originar sordera, pérdida de vision,
tinnitus y vértigo. Si se produce cerca de algin componente 6seo pueden debilitar la

estructura del hueso, llegando a causar fracturas.>

Se han encontrado mutaciones en el gen NF2 tanto en schwannomas esporadicos como
en schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2 (sindrome hereditario provocado
por la pérdida de funcion del gen NF2°) por lo que es posible que NF2 tenga un papel
central en el desarrollo de estos tumores. Aunque es posible que otros eventos genéticos
0 epigenéticos pueden ser necesarios para el desarrollo y crecimiento de los
schwannomas’%. EI gen NF2 codifica para una proteina llamada merlina, que se

encarga de unir el citoesqueleto a las proteinas de la membrana plasmatica y contribuye



a la inhibicién de la proliferacion por contacto!. Mutaciones en este gen también han
sido asociadas con otros tipos de tumores (higado, tiroides o tracto urinario, por

ejemplo)?®.

Hoy en dia, la cirugia y la radioterapia son las técnicas méas utilizadas para el
tratamiento de los schwannomas. En el caso de schwannomas asociados a
neurofibromatosis tipo 2, la radioterapia es menos efectiva, debido a que los tumores
pueden surgir en maltiples localizaciones y algunos de ellos pueden no recibir la dosis
de radiacion adecuada. Por otro lado, durante la cirugia, dependiendo del tamafio del
tumor, la localizacion y de la experiencia del cirujano, el nervio auditivo y el nervio
facial pueden verse afectados, pudiendo causar pérdida de audicion y paralisis facial.
Hasta la fecha, aunque se han realizado avances, no existe un tratamiento basado en

quimioterapéuticos completamente eficacaz’°.

Por lo tanto, debido a que nuestro entendimiento de las alteraciones moleculares de los
schwannomas es limitado y, ademas, hoy dia no existe un tratamiento eficaz para ellos,
se hace necesaria la busqueda de posibles marcadores moleculares y dianas terapéuticas
que puedan mejorar el diagnostico y el tratamiento de los pacientes. En este aspecto
pueden entrar en juego las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS).

Desde la secuenciacion de Sanger, que solo permite la secuenciacion de un pequefio
fragmento de ADN, con un elevado coste econdmico, la tecnologia ha avanzado
enormemente en la Ultima década, permitiendo la secuenciaciéon simultanea de un gran
namero de pequefios fragmentos con una reduccion importante en el precio y el tiempo
invertidos. Las tecnologias de NGS han permitido la secuenciacion del genoma
completo de una persona en cuestion de dias, lo cual permite su uso en la préactica
clinical’. Actualmente, es posible encontrar mutaciones en la secuencia de ADN que
podrian estar relacionadas con ciertas patologias*®'®, incluido el cancer?, lo que puede

suponer una mejora en el diagndstico y el tratamiento de estas enfermedades.

Brevemente, el proceso de secuenciacion seguido por estas técnicas consiste en la rotura
del ADN en pequefios fragmentos que, mediante adaptadores son ligados a una
superficie solida. A continuacion, se procede a la amplificacion de las cadenas con el

objetivo de aumentar la sefial emitida durante la secuenciacion. Por ultimo, se van a



afiadiendo los distintos dNTPs marcados mediante un fluoroforo diferente. A medida
que se van uniendo los nucleétidos por complementariedad a la cadena molde, la sefal
del fluoroforo es detectada para identificar el nucledtido. En algunos casos, como la
tecnologia de lon Torrent, los dNTPs son detectados mediante un cambio en el pH
producido por una cascada enzimatica que se activa cuando un nucleétido se une a la

cadena molde.?*

A pesar de los grandes avances en las técnicas de secuenciacion, obtener la secuencia de
un genoma completo sigue siendo un proceso largo y costoso que genera una gran
cantidad de informacion para analizar. Esto ha llevado al desarrollo de ciertas técnicas,
mas baratas y rapidas, que permiten la secuenciacion de zonas especificas del genoma,
entre ellas se encuentran los paneles de genes (utilizados para secuenciar un conjunto de

genes concretos) y whole exome sequencing (secuenciacion del exoma completo).

La técnica de whole exome sequencing (WES) permite la secuenciacion de la region
codificante del genoma (exoma), que constituye en torno al 1% del genoma (unas
30Mb). Existen diferentes técnicas que permiten capturar y amplificar el exoma para

facilitar su secuenciacion, las cuales se describen a continuacion?:

- Hibridacién en fase sélida: utiliza sondas complementarias a las secuencias de
interés fijadas a una superficie sdlida o filtros. Una vez se ha producido la
hibridacion, los fragmentos de ADN que no se han unido a las sondas son
eliminados, quedando los fragmentos que corresponden a las zonas que se
desean secuenciar.

- Hibridacidn en fase liquida: es similar a la anterior, salvo que las sondas no estan
unidas a una superficie sélida, en este caso, estan unidas con una molécula de
biotina. Tras la hibridacidn, las sondas se unen a una molécula de strepadivina
magnética y se separan del ADN que no se ha unido a ellas, quedando el ADN
enriquecido listo para secuenciar.

- Técnica de la polimerasa: en esta tecnologia se utilizan sondas que actuan, a la
vez, como cebadores en una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
permitiendo, en un unico paso la captura y amplificacion de las secuencias de

interés.



Se estima que el 85% de las mutaciones causantes de enfermedades se producen en el
exoma, por lo que han surgido numerosos articulos en los que se han asociado
diferentes alteraciones genéticas con distintos tipos de patologias utilizando WES??4,
Gran cantidad de estudios previos ya han demostrado que la secuenciacion del exoma
puede ser (til para detectar posibles mutaciones dafiinas en diferentes tipos de cancer®-
% incluidos schwannomas esporadicos®™=!, lo que podria ayudar a mejorar el
diagnostico y tratamiento de los pacientes. Aungue hasta la fecha no se ha realizado

ningun estudio de este tipo con schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2.

En este estudio se pretende, utilizando datos obtenidos por WES de schwannomas
esporadicos y schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2:
1. Detectar genes mutados que ayuden a entender las alteraciones moleculares que
influyen en el desarrollo de este tipo de tumores.
2. Comprobar si existen diferencias a nivel genético entre ambos tipos de

schwannomas.

1.2 Objetivos del Trabajo

El proyecto consta de una serie de objetivos generales (A-B) divididos, a su vez, en

objetivos especificos (1-5), los cuales se detallan a continuacién:

A. Detectar posibles genes mutados en un conjunto de datos de 9 schwannomas de
pacientes con neurofibromatosis tipo 2 y 22 schwannomas esporadicos obtenidos por
WES.

1. Poner a punto un protocolo para analizar los datos obtenidos por WES.
2. ldentificar las variantes de genes mutados utilizando el protocolo desarrollado en

el objetivo anterior.

B. Comparar los resultados de ambos tipos de schwannomas.

3. Comprobar estadisticamente si existen diferencias entre el numero de
mutaciones por megabase de los schwannomas esporadicos y los schwannomas
asociados a neurofibromatosis tipo 2.

4. Comparar los genes mutados y el tipo de mutacion que aparecen mas

frecuentemente en cada tipo de schwannoma.



5. Observar si existen diferencias en las rutas metabodlicas en las que participan los

genes mutados en cada grupo de schwannomas.

1.3 Enfoque y método seguido

Tal y como se ha mencionado anteriormente, el uso de la secuenciacion del exoma

completo puede ser muy util para la deteccion de genes mutados en muestras de

schwannomas vy asi, ayudar a esclarecer los mecanismos moleculares que influyen en su

desarrollo. El andlisis de toda la informacion obtenida en experimentos de WES se

compone de 4 etapas principales, las cuales se explican a continuacion®?:

Mapping: alineamiento de las secuencias con un genoma de referencia.

Variant calling: identificacion de las variaciones que existen entre la muestra
secuenciada y el genoma de referencia. Existen varios tipos de variaciones que
se pueden encontrar: cambios en un Unico nucle6tido (SNVs), en multiples
nucleédtidos, inserciones y deleciones (INDELs), cambios estructurales (SVs) y
cambios en el nimero de copias (CNVs). Los experimentos de WES son muy
efectivos en la deteccion de variantes de tipo SNV, pero pierden efectividad en
la deteccion de variantes que implican un mayor nimero de nucledtidos.

Variant annotation: consiste en asignar informacion bioldgica a las variaciones
detectadas para establecer un enlace con el fenotipo del paciente. Se utilizan
diferentes algoritmos y bases de datos para proporcionar informacion sobre: el
gen en que se encuentran, el tipo de mutacion, (sinénimas, sin sentido, cambio
de sentido, splicing, cambio de la fase de lectura, etc.), frecuencia alélica en la
poblacién, efecto que causan en la secuencia proteica (benigno, dafiino, etc.),
conservacion de la secuencia entre diferentes organismos o si existe alguna
asociacion conocida con patologias.

Priorizacion: durante el proceso de variant calling, pueden detectarse hasta
100.000 variantes o mas, de las cuales, la mayoria serdn neutras o falsos
positivos. En esta etapa, el objetivo es seleccionar aquellas variantes que tienen

una alta probabilidad de ser dafiinas o ser causante del fenotipo.

Las técnicas de NGS como WES generan gran cantidad de informacion, por lo que se

necesitan de herramientas bioinformaticas que ayuden a manejar tal cantidad de datos y



a filtrar aquellos que no son utiles o no cumplen con los criterios de calidad minimos.
Existen disponibles gran cantidad de softwares que permiten realizar el alineamiento
con el genoma de referencia, la identificacion de variantes en la secuencia de ADN y la

anotacion de estas variantes 3334,

El objetivo principal de este trabajo es detectar los genes mutados con alta probabilidad
de ser dafiinos en diferentes muestras de schwannomas, para lo que sera necesario el uso
de varias herramientas bioinformaticas con las que realizar las etapas descritas
anteriormente. Se han utilizado los softwares Burrows-Wheeler Aligner (BWA)%®,
Strelka®, Annovar®” y SAMtools®® para realizar las etapas de mapping, variant calling,

variant annotation y priorizacion respectivamente.

BWA es una herramienta ampliamente utilizada por la comunidad cientifica para
realizar alineamientos con un genoma de referencia, que ha demostrado tener una alta
velocidad y sensibilidad®. Por otra parte, en la bibliografia existen varias revisiones en
las que se comparan diferentes herramientas donde se puede ver que Strelka es una de
las que presentan mayor sensibilidad y especificidad a la hora de identificar las
alteraciones presentes en una muestra®®*l, Annovar, por su parte, es un programa
ampliamente utilizado por la comunidad cientifica para la anotacion de variantes, el cual
dispone de acceso a multitud de bases de datos publicas, facilitando una rapida
anotacion de las mismas®’. SAMtools*? es un set de utilidades muy popular que se
utiliza para la manipulacion de archivos con el formato .vcf (formato de archivo maés
comUnmente utilizado para almacenar las variaciones de una secuencia y sus
anotaciones®) y que, entre otras funciones, permite realizar la priorizacion con unas

pocas lineas de codigo.

Como base para el proceso de analisis, se utilizara un protocolo elaborado previamente
por el grupo de investigacion que incluye los pasos de mapping, variant calling y
variant annotation, que se debi6 adaptar para el tipo de anélisis que se va a realizar en

este proyecto.
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1.4 Planificacion del Trabajo

El proyecto se ha ejecutado, principalmente, en 3 fases, cuyas tareas estan

descritas a continuacion:

1. Desarrollar el protocolo a utilizar. Duracion 4 semanas.

a.

Revisar el protocolo utilizado por el grupo de investigacion para la realizacién de

analisis de datos de secuenciacion por WES.

. Realizar las modificaciones necesarias para realizar un analisis especifico de los

schwannomas esporadicos y asociados a neurofibromatosis tipo 2.
Realizar las pruebas necesarias para comprobar que el protocolo funciona

correctamente.

2. Analizar los datos utilizando el protocolo desarrollado anteriormente. Duracion 4

semanas.

a.
b.

Alinear los datos con un genoma de referencia (mapping).
Identificar alteraciones en las regiones codificantes del genoma (variant calling).

Anotar todas las variaciones encontradas (variant annotation).

. Priorizar las variantes para encontrar aquellas que tengan mayor probabilidad de

contribuir al desarrollo de los schwannomas (priorizacion).

3. Comparar los dos conjuntos de datos. Duracién 3 semanas.

a.

Calcular el nimero de mutaciones por megabase para cada grupo de

schwannomas.

. Comprobar mediante un anélisis estadistico si existen diferencias en el nimero de

mutaciones por megabase entre ambos grupos.
Construir un perfil genético de cada grupo de schwannomas donde se pueda ver
los genes que aparecen mutados, su frecuencia y el tipo de mutaciéon en cada

muestra.

. Obtener las rutas metabdlicas en las que participan la mayoria de los genes

encontrados en cada grupo.
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e. Comparar los perfiles genéticos y rutas metabdlicas enriquecidas en cada grupo
para ver si intervienen los mismos mecanismos moleculares en los dos grupos de

schwannomas.

El tiempo total previsto para la ejecucion del proyecto es de 11 semanas, desde 18/03/19
hasta 3/06/19. Para la correcta realizacion del proyecto en el plazo previsto deben
alcanzarse una serie de hitos 0 metas en las fechas planeadas, las cuales se detallan a

continuacion:

- Puesta a punto del protocolo. 15/04/19.

- Identificacion de las alteraciones (mapping y variant calling). 29/04/19.

- ldentificacion de los genes mutados (variant annotation y priorizacién). 13/05.
- Realizacion de la comparacion entre los dos conjutnos de datos. 3/06/19.

- Finalizacién del proyecto. 4/06/19.

- Fin de elaboracién de la memoria. 6/06/19.

- Fin de elaboracién de la presentacion. 13/06/19.

En la Figura 1. se puede ver la distribucion por semanas de las tareas que se van a
realizar durante el proyecto, los hitos a alcanzar, entregables y periodo de elaboracién

de la memoria y presentacion.

1.5 Breve sumario de productos obtenidos

Al terminar la realizacion del proyecto, se han podido obtener los siguientes resultados:

- Genes mutados con alta probabilidad de ser dafinos en cada grupo de
schwannomas con el porcentaje de muestras en que aparecen mutados.

- Perfil genético de cada grupo de schwannomas, con el tipo y numero de
mutaciones que aparecen en cada muestra.

- Comparacion estadistica entre el nimero de mutaciones por megabase de cada
grupo de schwannomas.

- Rutas metabdlicas enriquecidas en ambos grupos de schwannomas.
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Figura 1. Diagrama de Gantt con la planificacion temporal del proyecto.




1.6 Breve descripcion de los otros capitulos de la memoria

- Materiales y métodos: descripcion de los datos y herramientas bioinformaticas

utilizadas para llevar a cabo el proyecto, asi como el procedimiento que se ha
seguido.

- Resultados: descripcion detallada de los resultados obtenidos durante la
realizacion del proyecto.

- Discusion: explicacion de los resultados obtenidos durante el proyecto y

comparacion con estudios previos.

2. Materiales y métodos

2.1 Obtencién de los datos

Para la realizacion del proyecto se utilizaron datos procedentes de la secuenciacion del
exoma completo (WES) de 22 schwannomas esporadicos (lllumina Truseq) y 9
schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2 (Illumina Hiseq 2000). En ambos
casos, la captura y amplificacion estaba realizada con el método SureSelect Human All
Exon V5. Los datos de schwannomas esporadicos proceden del estudio Agnihotri S. et
al., 2016 y fueron descargados desde el repositorio EGA** (The European Genome-

phenome Archive).

2.2 Andlisis

Utilizando los datos anteriores, se procedio a la realizacion del analisis de los mismos
siguiendo las etapas descritas en el apartado 1.3 Enfoque y método seguido. Se utiliz6 un
protocolo previamente disefiado por el grupo de investigacion que incluye todos los
pasos hasta variant annotation, que fue modificado para poder completar todas las
etapas del andlisis. En el apartado 8.Anexos, se puede ver todo el codigo utilizado,
diferenciando entre las partes que ya estaban disefiadas previamente y las que fueron

especificamente elaboradas para este trabajo.



Mapping

Las secuencias, en formato fastq, obtenidas de cada uno de los schwannomas se
alinearon con el genoma de referencia (hs37d5) utilizando el algoritmo bwa mem del
software BWA v. 0.7.13. El archivo obtenido después del alineamiento tiene formato
sam, pero para utilizar el software Strelka, es necesario utilizar un archivo en formato
bam. SAMtools v. 0.1.19 es una herramienta que, entre otras cosas, permite hacer la

conversion entre ambos formatos.

Para mejorar y aumentar la velocidad del andlisis posterior, las secuencias alineadas
debieron ser ordenadas segun su posicion en el genoma de referencia. Ademas, se cred
un indice de las mismas, con el objetivo de ser localizadas facilmente por los diferentes
softwares que se utilizaron en el analisis. Estos dos pasos, también fueron realizados
con SAMtools.

Variant Calling

Para la identificacion de las variantes se utiliz6 el algoritmo
configureStrelkaGermlineWorkflow.py del software Strelka v. 2.9.3. El archivo obtenido
en esta etapa estad en formato vcf. Una vez que las variantes han sido identificadas es
necesario realizar una normalizacion de las mismas para evitar ambigledades, debido a
que una misma variante puede ser representada de diferentes maneras®. Este proceso

consiste en:

1. Representar cada variante con el menor numero posible de nucle6tidos,
eliminando los nucleédtidos de los extremos que sean similares con el genoma de
referencia.

2. Alinear hacia la izquierda cada variante afiadiendo un nucleétido por este lado y
eliminando otro por la derecha, hasta que la Gltima base de cada alelo sea
diferente.

3. En el caso de que alelos maltiples estén representados en la misma entrada, se

separan en entradas diferentes.
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Una vez finalizada la normalizacion, también se debe crear un indice de las variantes

contenidas en el archivo vcf.

Variant Annotation

La identificacion de las variantes se realiz6 con el software Annovar v. 2.1.1. Las

variantes fueron anotadas utilizando las siguientes bases de datos:

- refGene: para identificar el gen, la region y el tipo de mutacion (con sentido, sin
sentido, desplazamiento del marco de lectura...).

- dbnsfp30a: para realizar una prediccion funcional de las variantes. Incluye
anotaciones de varios predictores in silico que predicen el efecto que tendré una
mutacion en la secuencia final de la proteina.

- exac03: para obtener la frecuencia alélica de cada variante en diferentes

poblaciones humanas.

Priorizacion

Debido a que, durante el proceso de variant calling, el nimero de variantes que se
obtienen es extremadamente alto y que, la mayoria son neutras o falsos positivos, fue
necesario realizar un proceso de priorizacion para trabajar Gnicamente con aquellas que
tengan una alta probabilidad de ser dafiinas y, por lo tanto, causantes del fenotipo. El

proceso se realizd en varios pasos®*:

1. Calidad*®: sélo se considerd aquellas variantes que cumplian con los siguientes
criterios de calidad:
e Namero de lecturas > 10.
e Nivel de calidad Phred (probabilidad de que exista una alteracién en la
secuencia) > 20.
e Calidad del genotipo (probabilidad de que el genotipo asignado sea el
correcto) > 20.

2. Frecuencia alélica: si las mutaciones tienen una frecuencia alélica baja es mas

probable que estén relacionados con una enfermedad rara que aquellas que tienen
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una frecuencia alélica alta. Por lo que se eliminaron todas las variantes con una

frecuencia alélica mayor de 0.01.

. Impacto bioldgico*’: el siguiente paso fue estudiar el impacto biologico de las
variantes, es decir, el efecto que tienen sobre la secuencia proteica final. Las
mutaciones que son sindnimas no alteran la secuencia de aminoacidos de la proteina,
es decir, no tienen un efecto deletéreo, por lo que fueron eliminadas. Las mutaciones
con cambio de sentido pueden tener o no un efecto en la secuencia proteica que
puede ser deletéreo. Existen un gran ndmero de predictores in silico que predicen el
impacto biolégico de una mutacion. Las mutaciones sin sentido y con
desplazamiento del marco de lectura tienen un gran efecto sobre la secuencia de la
proteina, por lo que éstas tienen una alta probabilidad de estar implicadas en la
patologia. En este trabajo, se consideraron como dafiinas todas las mutaciones sin
sentido, con desplazamiento del marco de lectura y aquellas mutaciones con cambio
de sentido que fueron detectadas como deletéreas por los predictores Likelihood
Ratio Test (LRT) y MutationTaster.

MutationTaster utiliza informacion de diferentes bases de datos (conservacion
genética, cambios en los sitios de splicing, pérdida de funcion de la proteina,
cambios que puedan afectar a la cantidad de ARNm) para predecir si una variante
tiene una alta probabilidad de producir una patologia utilizando un clasificador
probabilistico Bayesiano*®.

LRT estima la probabilidad de que el codon que presenta la alteracion haya
evolucionado negativamente, con un mayor aumento del nimero de mutaciones no

sindnimas*®.

. Recuerrencia: los genes que aparecen mutados en varias muestras independientes
tienen mayor probabilidad de influir en el desarrollo de la patologia, por lo que, para
el resultado final, sélo se consideraron los genes que aparecen mutados en dos 0 mas
muestras dentro de cada grupo, independientemente del tipo de mutacion que

presenten.
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Comparacion entre los dos grupos de schwannomas

Una vez realizado el analisis anterior con cada muestra, se obtiene un conjunto de genes
mutados que podrian influir en el desarrollo de la patologia. Con este conjunto de genes

se realizaron los siguientes estudios:

- Perfil genético: para cada grupo de schwannomas se construyo un perfil genético
en el que se puede ver el numero de mutaciones y los tipos de mutaciones que
hay en cada muestra. Ademas, se elabor6 una tabla en la que aparecen todos los

genes mutados y su frecuencia dentro de cada grupo de schwannomas.

- Célculo del nimero de mutaciones por megabase: para cada muestra, se calculo
el nimero de mutaciones por megabase dividiendo el nimero de genes mutados

entre 30 (tamafio aproximado del exoma en megabases).

- Comparacion estadistica: la comparacion estadistica entre el nimero medio de
mutaciones por megabase por cada grupo de schwannomas se realizd con la

prueba estadistica no paramétrica U de Mann-Whitney.

- Rutas metabdlicas enriquecidas: se utiliz6 la herramienta Functional Annotation
de la aplicacion web DAVID® v. 6.8. (Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery) para obtener el conjunto de rutas metabodlicas que
estan mas enriquecidas en cada tipo de schwannoma segun las anotaciones de
Gene Ontology®>®? (GO). Se consideraron como enriquecidas solo aquellas rutas

que tenian un p-valor (Prueba exacta de Fisher) igual o menor que 0.01.

3. Resultados

3.1. Numero de mutaciones
El nimero medio de mutaciones por megabase (Figura 2 A.) fue significativamente

mayor (U de Mann-Whitney, p-valor = 0.001) en los schwannomas esporadicos (3.42

mutaciones/Mb) comparado con los schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2
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(1.91 mutaciones/Mb). Ademaés, de todos los genes que se han encontrado mutados en
ambos grupos de schwannomas (Figura 2 B.), 153 se han visto Unicamente en
schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2, mientras que 845 se han encontrado
asociados con schwannomas esporadicos. Solamente, se han visto 59 genes (5.6% del

total) presentes en ambos tipos de tumores.

A Mutaciones por Mb

NF2 Esporadicos

N° de Mutaciones por Mb

NF2 Esporadico

Tipo de Schwannoma

Figura 2. Numero de mutaciones por cada grupo de Schwannoma.

3.2 Perfil genético

En la Figura 3., se puede ver el perfil genético de cada grupo de schwannoma. En ambos
grupos, la mayoria de las mutaciones detectadas son de cambio de sentido y, unas
pocas, sin sentido. No se han encontrado mutaciones de tipo desfase de la pauta de
lectura. Como ya se ha comentado anteriormente, el nimero de mutaciones es, en
general, bastante mayor en los schwannomas esporadicos, encontrandose una gran
variabilidad entre las muestras (menos de 50 y mas de 150 mutaciones). En el caso de
los schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2, el nimero de mutaciones por

muestra es mas homogéneo (x 50).

Schwannomas asociados a NF2 Schwannomas Esporadicos

80

Tipos de mutaciones

B Cambio de sentido
@ Sin sentido

100 150 200

20
50

Numero de mutaciones
40
NUmero de mutaciones

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21

Figura 3. Perfil genético de los dos grupos de Schwannomas.
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En la Tabla 1., se pueden ver los 10 genes més frecuentemente mutados en cada tipo de
schwannoma. Como era de esperar, en base a estudios previos, el gen NF2 aparece
mutado en ambos grupos (en un 44% de las muestras de schwannomas asociados a
neurofibromatosis tipo 2 y en un 26% de las muestras de schwannomas esporédicos). Se
puede ver que el gen PABPC3, también, aparece mutado con una alta frecuencia en
ambos tipos de tumores (mas del 50% de las muestras). En la Tabla 3. de los anexos se
pueden ver todos los genes mutados en cada tipo de schwannoma con sus respectivas

frecuencias.

Schwannomas asociados a NF2 Schwannomas Esporadicos
Genes Casos Frecuencia (%) Genes Casos Frecuencia (%)
HLA-DRB5 6 67 HLA-DRB1 12 52

PABPC3 5 56 PABPC3 12 52

CFTR 4 44 TTN 10 43

FLNC 4 44 BBS9 6 26

LRP2 4 44 COL6A3 6 26

NF2 4 44 DAAM2 6 26

SCUBE3 4 44 DCHS1 6 26

ZFHX3 4 44 HTT 6 26

ABCA13 3 33 LAMAS 6 26
AHNAK2 3 33 NF2 6 26

Tabla 1. Genes mutados mas frecuentemente en cada grupo de schwannomas.

3.2 Rutas metabdlicas enriquecidas

En la Figura 4 A. se pueden ver las rutas metabolicas mas enriquecidas en los
schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2 y los procesos bioldgicos de los que
forman parte estas rutas metabdlicas (Figura 4 B.). La mayoria, estan asociadas al
desarrollo anatomico de 6rganos (con un 47% de los genes mutados), a la adhesién
celular (14%) y a la proliferacion celular (10%). En la Figura 5 A. se pueden ver las 10
rutas metabolicas mas enriquecidas en los schwannomas esporadicos y los procesos
bioldgicos de los que forman parte estas rutas metabdlicas (Figura 5 B.). (en la Figura 6 de

los anexos se puede ver una grafica con todas las rutas metabdlicas). La mayoria de
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estas rutas estan asociadas al desarrollo anatdmico (41%), la organizacion de los

componentes celulares (22%) y a la localizacion (8%).

A Rutas metabdlicas enriquecidas en Schwannomas asociados a NF2

Muscle structure development

Cardiac chamber development

Tissue morphogenesis

Regulation of membrane potential

Negative regulation of cell proliferation

Cell-cell adhesion

Cardiac septum development

Heart development

‘Organ morphogenesis

Determination of adult lifespan

47 7%

EEEODOOm

Anatomical structure development
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Regulation of locomotion

Cell proliferation

Cytoskeleton

Regulation of biological quality
Aging

14.4%

17%

6.9%
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Figura 4. Rutas metabdlicas enriquecidas en Schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2.
A Rutas metabdélicas enriquecidas en Schwannomas Esporadicos B
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Figura 5. Diez rutas metabélicas més enriquecidas de los Schwannomas esporadicos.
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4. Discusion

Como se puede ver en la Figura 2., en los schwannomas esporadicos aparece un nimero
mayor de mutaciones y sélo se ha encontrado menos de un 6% de genes compartidos
entre ambos tipos de schwannomas. Estos resultados sugieren que los schwannomas
esporadicos y los schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2 podrian
desarrollarse debido a mecanismos moleculares diferentes. Ademas, el numero de
mutaciones por megabase en cada tipo de tumor es bajo comparado con otros tipos de
tumores®, Estos resultados van en la linea de otros estudios previos, los cuales no

muestran evidencias de un alto nimero de mutaciones en los schwannomas®.

En cuanto a las rutas metabdlicas que se encuentran mas enriquecidas (Figura 4 y Figura
5), la mayoria de los genes, en ambos tipos de schwannomas, tienen funciones en el
desarrollo anatomico (principalmente tejido muscular y cardiaco), con méas de un 40%
de los genes alterados dentro de cada grupo. En los schwannomas asociados a
neurofibromatosis tipo 2, una parte importante de los genes (23%) estan relacionados
con la adhesion celular y el citoesqueleto y un 10% regulan la proliferacién celular. En
los schwannomas esporadicos, se ha encontrado que un 22% de los genes mutados
participan en el control de la organizacion de los componentes celulares y un 6.4% estan
implicados, entre otras cosas, en la sefializacion celular (regulacién del transporte de
calcio y potencial de membrana, entre otros) y homeostasis (Regulation of biological
quality). Estos hallazgos apoyan la idea de que los mecanismos moleculares que
promueven el desarrollo de ambos tipos de tumores podrian ser diferentes.

En ambos tipos de tumores, se puede ver (Figura 3.) que la mayoria de las mutaciones
implicadas son de cambio de sentido (cambio de un nucledtido que provoca un cambio
en la secuencia de aminoacidos) y unas pocas son sin sentido (cambio de un nucleétido
que provoca la aparicion de un coddn de stop). Estos resultados, para los schwannomas
esporadicos, son similares a los que aparecen en el estudio Agnihotri S. et al., 2016%
(del cual se obtuvieron los datos), salvo que el nimero de mutaciones encontrado en
este trabajo es mayor y no se han visto inserciones ni deleciones. Esto se podria explicar

por las diferencias en el analisis de los datos entre un estudio y otro.
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Como era de esperar, el gen NF2 esta mutado en un alto porcentaje de las muestras (en
un 44% de las muestras de schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2 y en un
26% de las muestras de schwannomas esporadicos), lo cual coincide con estudios
previos que colocan a NF2 como un gen clave en el desarrollo de los schwannomas®L,
También se ha encontrado que el gen PABPC3 aparece mutado con una alta frecuencia
(en un 56% de las muestras de schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2 y en
un 52% de las muestras de schwannomas esporadicos). Se trata de una proteina de
unién a la cola poli A del ARNm que favorece la union de los ribosomas, el inicio de la
traduccion y controla la degradacion del ARNm. Previamente se ha relacionado con
cancer de tiroides®, por lo que, junto con NF2 podria tener un papel central en el

desarrollo de los schwannomas.

Otros genes, que se encuentran mutados con menos frecuencia exclusivamente en los
schwannomas esporadicos han sido asociados previamente con estos tumores. De todos
los genes encontrados Gnicamente en schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo
2 ninguno ha sido asociado previamente con schwannomas (exceptuando NF2), hay que
tener en cuenta que no existen estudios previos de este tipo. Aunque, algunos genes
mutados en ambos tipos de tumores si han sido relacionados con el desarrollo de
schwannomas. En la Tabla 2.. se puede ver un resumen de todos estos genes con su
frecuencia y el tipo de schwannoma en el que se han encontrado mutados en este
trabajo. Algunos de estos genes (PKD1, INADL, TSC1) estan relacionados con
funciones de adhesion celular y otros (PLEC, ATM) controlan algunos aspectos del
ciclo celular, por lo que podrian tener un papel importante en la regulacion del

crecimiento de los schwannomas.
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Gen Frecuencia (%) Schwannomas Publicacion

Esporadicos / Asociados a
TTN 43 /33 Havik AL, 20183
Neurofibromatosis tipo 2

Esporadicos / Asociados a
PLEC 26/22 Havik AL, 2018%!
Neurofibromatosis tipo 2

PKD1 13 Esporadicos Havik AL, 20183

Esporadicos / Asociados a
ATM 9/22 Havik AL, 20183
Neurofibromatosis tipo 2

EIF5B 9 Esporadicos Havik AL, 20183
KALRN 9 Esporadicos Havik AL, 20183
INADL 9 Esporadicos Havik AL, 20183
TSC1 9 Esporédicos Agnihotri S, 20163

Tabla 2. Genes mutados previamente relacionados con Schwannomas.

En schwannomas esporadicos se han encontrado otros genes mutados, que no se han
relacionado previamente con estos tumores, pero si con otras patologias cancerosas. Los
genes LAMAS y COL6A3 han sido asociados con cancer colorrectal®*®. LAMAS
codifica para la cadena alfa de las lamininas, proteinas que se encuentran en la matriz
extracelular y estd asociadas con adhesion celular, migracion, proliferacion celular y
metéstasis y aparece en el 26% de las muestras. COL6A3 codifica para la cadena alfa-3
del colageno tipo VI, que interviene en la organizacion de la matriz extracelular,
también se encuentra mutado en el 26% de las muestras de schwannomas esporadicos,
aungue también aparece, con algo menos frecuencia (22%) en los schwannomas
asociados a neurofibromatosis tipo 2. EI gen HLA-DRB1 aparece mutado en el 52% de
las muestras de schwannomas esporadicos, codifica para una proteina con funciones en
el sistema inmune, presentando péptidos derivados de la matriz extracelular, ha sido
relacionado en estudios previos con cancer cervical®®, por lo que podria tener un papel

fundamental en el crecimiento de este tipo de tumores.

En los schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2, también, se han encontrado
algunos genes mutados, que en estudios previos se han relacionado con otros tipos de
tumores y podrian influenciar en su crecimiento. EI gen HLA-DRB5 se encuentra
mutado en un 67% de las muestras y ha sido asociado previamente con leucemia

linfocitica cronica®. FLNC codifica para la filamina c, proteina que se encarga de
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anclar las proteinas de membrana al citoesqueleto, aparece mutado en el 44% de las
muestras y ha sido relacionado con linfoma esplénico marginal®®. ZFHX3 es un gen
que, previamente, se ha encontrado mutado en cancer de vejiga®®, se trata de un factor
de transcripcion que controla la diferenciacion muscular y neuronal, que se encuentra
mutado en el 44% de las muestras. También aparece mutado en los schwannomas

esporédicos, aungque con menos frecuencia (13%).

5. Conclusiones

Como resultado de este trabajo, se han podido obtener una serie de genes que aparecen
mutados en muestras de schwannomas esporadicos y schwannomas asociados a
neurofibromatosis tipo 2. Aunque el nimero de genes mutados es bastante alto, a falta
de mas estudios que confirmen los resultados obtenidos y ayuden a disminuir esta lista,

se pueden extraer las siguientes conclusiones:

- Los schwannomas esporadicos parecen necesitar un mayor ndmero de
mutaciones para su desarrollo que los schwannomas asociados a
neurofibromatosis tipo 2.

- La mayoria de mutaciones que estan implicadas en el crecimiento de ambos
tipos de schwannomas son de cambio de sentido.

- El andlisis de las rutas metabdlicas enriquecidas muestra diferentes procesos
bioldgicos en ambos grupos de schwannomas, por lo que los schwannomas
esporadicos podrian seguir un mecanismo molecular de desarrollo diferente al
de los asociados a neurofibromatosis tipo 2.

- Teniendo en cuenta los resultados encontrados en este trabajo y en estudios
previos, NF2 puede tener un papel central en el desarrollo de ambo tipos
schwannomas.

- Estudios previos también muestran mutaciones en los genes PKD1, PLEC, TTN
y ATM, por lo que pueden ser importantes para el crecimiento de los
schwannomas.

- En este trabajo se proponen otros genes, como PABPC3, que pueden ser

necesarios para la apariciébn de schwannomas esporadicos y schwannomas
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asociados a neurofibromatosis tipo 2, aungue es necesario la realizacion de mas
estudios para confirmarlo.

- También se han encontrado otros genes mutados Unicamente en schwannomas
asociados neurofibromatosis tipo 2 como FLNC, HLA-DRB5 y ZFHX3, que
podrian estar relacionados con este tipo de tumores. Aunque no existen estudios
previos y es necesario realizar una investigacion mas profunda para confirmarlo.

- Otros genes como LAMAS5, HLA-DRB1 y COL6A3 podrian estar relacionados
con schwannomas esporadicos, pero es necesaria la realizacion de mas estudios

para poder comprobarlo.

Para completar el estudio de los mecanismos moleculares que imperan en el desarrollo
de schwannomas (concretamente esporadicos y asociados a neurofibromatosis tipo 2) se

deben explorar, en un futuro, las siguientes lineas de trabajo:

- Estudiar las mutaciones en sitios de splicing que puedan estar involucradas en
estas patologias.

- Investigar las mutaciones que sean Unicamente somaticas (que aparecen de novo
en el tumor o en células precursoras) comparando las mutaciones encontradas en
el tumor con las mutaciones encontradas en una muestra de sangre del mismo
paciente.

- Identificar genes que aparezcan mutados méas frecuentemente de los esperado
segun el ratio de mutacion del paciente utilizando herramientas bioinforméticas
como MutSigCV®, con el fin de detectar mutaciones conductoras (las que

realmente influyen en desarrollo de los tumores).

Inicialmente, los objetivos y subobjetivos planteados en este estudio fueron los

siguientes:

A. Detectar posibles genes mutados en un conjunto de datos de 9 schwannomas de
pacientes con neurofibromatosis tipo 2 y 22 schwannomas esporadicos obtenidos
por WES.

1. Poner a punto un protocolo para analizar los datos obtenidos por WES.
2. ldentificar las variantes de genes mutados utilizando el protocolo desarrollado en

el objetivo anterior.
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B. Comparar los resultados de ambos tipos de schwannomas.

3. Comprobar estadisticamente si existen diferencias entre el numero de
mutaciones por megabase de los schwannomas esporadicos y los schwannomas
asociados a neurofibromatosis tipo 2.

4. Comparar los genes mutados y el tipo de mutacién que aparecen mas
frecuentemente en cada tipo de schwannoma.

5. Comprobar si existen diferencias en las rutas metabdlicas en las que participan

los genes mutados en cada grupo de schwannomas.

Finalmente, se ha obtenido un protocolo que puede ser utilizado para el analisis de datos
obtenidos por WES de schwannomas (ver cédigo en apartado Anexos). Por otro lado, se
han conseguido analizar los datos para obtener genes mutados que pueden influir en el
desarrollo de los schwannomas (Tabla 3. Genes mutados en cada grupo de Schwannomas.).
También, se ha conseguido realizar la comparacion del perfil genético, nimero de
mutaciones por megabase y rutas metabdlicas enriquecidas entre los schwannomas
esporadicos y schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2. Por lo que todos los

objetivos propuestos han sido completados con éxito dentro del plazo previsto.

El desarrollo del trabajo se dividio en 3 fases, dedicando un tiempo total previsto para la

ejecucion del proyecto de 11 semanas:

1. Desarrollar el protocolo a utilizar. Duracion 4 semanas.
2. Analizar los datos utilizando el protocolo desarrollado anteriormente. Duracion
4 semanas.

3. Comparar los dos conjuntos de datos. Duracién 3 semanas.

En la fecha prevista para la finalizacion del proyecto 3/06/19, se han conseguido
cumplir con todos los objetivos planteados (algunos de ellos incluso antes del tiempo
marcado), por lo que la planificacion ha sido la adecuada, no siendo necesarios ningun

tipo de cambio o modificacion.

27



6. Glosario

Neurofibromatosis 2: trastorno genético provocado por una mutacion en el
gen NF2 que produce una deficiencia en la proteina merlina. Como
consecuencia existe una predisposicion mayor al desarrollo de schwannomas
y meningiomas (tumor que surge en las meninges).

Schwannomatosis:  predisposicion  genética a padecer mdltiples
schwannomas, normalmente localizados en las extremidades.

Complejo de Carney: sindrome genético que predispone a la aparicion de
mixomas (tumores del tejido conjuntivo), lentiginosis (puntos de
hiperpigmentacion de la piel) y una sobreactividad endocrina.

Tinnitus: percepcion de zumbidos en los oidos.

Schwannomas esporadicos: schwannomas que surgen de forma aislada sin
estar relacionados con ningln sindrome genético predisponente.
Schwannomas asociados a neurofibromatosis tipo 2: schwannomas cuyo
desarrollo esté relacionado a la deficiencia en la proteina merlina.

NGS: técnicas de secuenciacion de nueva generacion. Conjunto de técnicas
de secuenciacion masiva que surgen después de la secuenciacion de Sanger.
Fluordforo: componente de una molécula que emite flouorescencia.
Secuenciacion de Sanger: técnica de secuenciacion disefiada por Frederick
Sanger en 1975. Se basa en el uso de dideoxinucleétidos (nucleétidos que
carecen del grupo hidroxilo del carbono 3”) los cuales impiden que una
cadena pueda seguir elongandose durante la replicacion mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizan 4 tubos de reaccion con
dideoxinucleotidos diferentes, una vez a terminado la PCR se realiza una
electroforesis en gel de agarosa, donde se puede leer la secuencia de la
cadena a partir de todos los fragmentos generados.

Paneles de genes: se trata de tests genéticos que permiten la secuenciacién
de unos genes concretos (normalmente relacionados con una cierta patologia
0 conjunto de patologias).

Exoma: parte del genoma formada Unicamente por los exones de los genes,

es decir, las partes que se traducen a proteina.
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Sondas: pequefio fragmento de ADN complementario a una secuencia de
interés que se quiere detectar.

Fenotipo: caracteristicas visibles de un individuo como resultado de la
interaccion de su genoma y el medio ambiente.

Mutacion de cambio de sentido: mutacion puntual en la que se produce un
cambio de nucleotido que conlleva la aparicion de un nuevo coddn con un
cambio de aminocido.

Mutacion sin sentido: mutacion puntual que tienen como consecuencia la
creacion de un codon de stop, provocando que la secuencia de aminoacidos
final sea més corta.

dNTP: dinucledtidos trifosfato.

ARNmM: ARN mensajero.
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8. Ahexos

A continuacion, se presenta el codigo que se ha utilizado para el analisis de los datos
obtenidos por WES de los schwannomas esporédicos y asociados a neurofibromatosis
tipo 2:

# cODIGO DISENADO POR EL GRUPO DE INVESTIGACION #
H#H#HAHAHA###E Alineamiento #####H####H#H#H#EHY

bwa mem # Alineamiento con el genoma de referencia.
samtools sort # Ordenar las secuencias.

samtools index # Crear indice de las secuencias.

$H4##HE###E Variant Calling ######4#$#SESHGESHEE
configureStrelkaGermlineWorkflow.py \ # Configuracidén del analisis de
Strelka.

-—exome \

--archivo .bam ordenado \

--genoma de referencia\

--directorio del anédlisis
runWorkflow.py -m local -j # Ejecucidn de Strelka.

H4#H#####H Normalizacidn ########HAHS#H##H
bcftools norm # Normalizacidn.
tabix # Crear indice de las variantes.

######## Variant Annotation #it#######

annovar .vcf.gz -protocol refGene,dbnsfp30a,exacO03nontcga -operation
g,f,f # Anotar variaciones, con las bases de datos y el tipo de
analisis (g: gene based (identificacidén del gen), f:filter based
(anotaciones segUn diferentes bases de datos))

tabix # Crear indice de las variantes

# cODIGO DISENADO PARA ESTE TRABAJO #

######## Filtrado y Priorizacidn ######

echo "“date’ INICIANDO FILTRADO Y PRIORIZACION DE LA MUESTRA."
echo "'date’ 1. Descomprimiendo el archivo .gz con las variantes
anotadas."

gunzip -k ${ruta del archivo}.annotated.vcf.gz

echo "'date’ 2. Filtrado de calidad de las variantes encontradas."
# Filtrar las variantes que cumplen los criterios de calidad.
bcftools view -i 'FILTER="PASS" && GQ>=20 && DP>=10 && QUAL>=20"'
S{ruta del archivo}.annotated.vcf | bgzip > ${ruta de destino del
archivo}.calidad.vcf.gz

echo "'date® 3. Escoger variantes exdédnicas"

gunzip -k ${ruta del archivo}.calidad.vcf.gz
bcftools view -1 'Func.refGene="exonic"' ${ruta del
arvhivo}.calidad.vcf | bgzip > ${ruta de destino del
archivo}.exonic.vcf.gz

echo "'date’ 4. Guardar variantes sin sentido y con pérdida del marco
de lectura"

gunzip -k ${ruta del archivo}.exonic.vcf.gz

bcftools view -1 'ExonicFunc.refGene = "stoploss" |
ExonicFunc.refGene="stopgain" |
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ExonicFunc.refGene="frameshift insertion" |
ExonicFunc.refGene="frameshift deletion"' ${ruta del
archivoo}.exonic.vcf | bgzip > ${ruta de destino del
archivo}.nonsense indels.vcf.gz

tabix -f -p vcf ${ruta del archivo}. nonsense indel.vcf.gz # Crear
indice de las variantes.

echo "'date” 5. Guardar variantes con cambio de sentido"

bcftools view -i 'ExonicFunc.refGene="nonsynonymous SNV"' ${ruta del
archivo}.exonic.vcf | bgzip > ${ruta de destino del
archivo}.missense.vcf.gz

echo "'date” 6. Impacto bioldédgico de las variantes con cambio de
sentido"

gunzip -k ${ruta del archivo}.missense.vcf.gz

$bin bcftools view -i 'SIFT pred="D" | LRT pred="D" | MetaSVM pred="D"
| Polyphen2 HDIV pred="D" | Polyphen2 HVAR pred="D" |

MutationTaster pred="A"' ${ruta del archivo}.missense.vcf | bgzip >
${ruta de destino del archivo}.variantImpact.vcf.gz

# Guardar las variantes que son detectas como dafiinas por, al menos,
un predictor in silico.

tabix -f -p vcf ${ruta del archivo}.variantImpact.vcf.gz # Crear
indice de las variantes.

echo "'date” 7. Eliminar archivos descomprimidos.”
rm ${ruta del archivo}.annotated.vcf

rm ${ruta del archivo}.calidad.vcf

rm ${ruta del archivo}.exonic.vcf

rm ${ruta del archivo}.missense.vcf

## E1l resto del cdéddigo estd escrito en R ##

# Filtrado por frecuencia alélica e impacto bioldgico en las
mutaciones por cambio de sentido.

# Guardar las variantes que tienen una frecuencia alélica menor de
0.01 y son detectadas como deletéreas por los predictores LRT vy
MutationTaster.

muestra missense<- muestra missense [muestra missense $ExAC ALL<0.01,]
muestra missense <- muestra missense [muestra missense
SMutationTaster=="A" | muestra missense S$MutationTaster=="D" |

muestra missense $LRT=="D", ]

# Filtrado por frecuencia alélica en las mutaciones sin sentido vy
pérdida del marco de lectura

muestra nonsenseindel <- muestra nonsenseindel [muestra nonsenseindel
$ExAC ALL<0.01,]

## Unir los archivos los dos archivos anteriores en un sdélo
muestra <- rbind(muestra missense, muestra nonsenseindel)

## Obtener genes recurrentes ##
# Obtener la lista de genes mutados en cada muestra.
genes muestra <- as.character (muestra[,muestra$Gene])

# Crear una lista con los genes mutados en todas las muestras de un
grupo.

listaGenesMutados <- c(genes muestral, genes muestra2z,
genes_muestra3..,)

listaGenesMutados <- sort(listaGenesMutados)

listaGenesMutados <- unique (listaGenesMutados)
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# Obtener tabla con los genes mutados en cada muestra codificados con
1 (presencia del gen mutado) o 0 (ausencia del gen mutado).
genesMutados <- function (listaGenesMutados,muestra) {
vec = numeric ()
for(i in 1l:length(listaGenes)) {
if (listaGenes[i] %in% muestra) {
vec[i] <= 1
}else(
vec[i] <= O

}

return (vec)

}

genes_cod muestra <- genesMutados (listaGenesMutados,genes muestra)
TablaGenesMutados <-

as.data.frame (cbind(genes cod muestral,genes cod muestraZ..))
rownames (TablaGenesMutados <- listaGenesMutados

# Calcular la frecuencia con la que aparece cada gen mutado dentro de
cada grupo.
n<- numero de muestras en cada grupo
for(i in l:nrow(TablaGenesMutados)) {
TablaGenesMutados([i,n + 1] <-
round ( (sum (TablaGenesMutados[i,1:n])/n)*100)
}

colnames (TablaGenesMutados) <- c(seq(l,n), "Frecuencias (%)")

## Filtrar los genes que aparecen en mas de 2 muestras.

frecuencia <- (2*100)/n

TablaGenesMutados?2 <- TablaGenesMutados[TablaGenesMutados$ Frecuencias
(%) ">=frecuencia, ]

genesRecurrentes <- rownames (TablaGenesMutados2)

muestra <- muestra[muestra$Gene %$in% genesRecurrentes, ]
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Rutas metabdlicas enriquecidas en Schwannomas Esporadicos
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Figura 6. Rutas metabdlicas enriquecidas en los Schwannomas esporadicos.




Tabla 3. Genes mutados en cada grupo de Schwannomas.

Schwannomas asociados a

Schwannomas Esporadicos

NF2

Genes Casos Frecuencia (%) Genes Casos Frecuencia (%)
HLA-DRB5 6 67 HLA-DRB1 12 52
PABPC3 5 56 PABPC3 12 52
CFTR 4 44 TTN 10 43
FLNC 4 44 BBS9 6 26
LRP2 4 44 COL6A3 6 26
NF2 4 44 DAAM2 6 26
SCUBE3 4 44 DCHS1 6 26
ZFHX3 4 44 HTT 6 26
ABCA13 3 33 LAMAS 6 26
AHNAK2 3 33 NF2 6 26
ARHGAPS8 3 33 PLEC 6 26
CACNA1S 3 33 SYNE1 6 26
CBS 3 33 BIRC6 5 22
CEP131 3 33 CAD 5 22
CYR61 3 33 CEP112 5 22
DFNB31 3 33 COL11A2 5 22
DNAH7 3 33 DNAH1 5 22
FREM3 3 33 DNAHS5 5 22
HSPG2 3 33 DNAH7 5 22
LYST 3 33 FAT4 5 22
NRAP 3 33 LOXHD1 5 22
NUBP2 3 33 OBSCN 5 22
NUMA1 3 33 PRMT3 5 22
PCDHGA11 3 33 TTC30B 5 22
RFX5 3 33 ADAMTSS 4 17
RFX8 3 33 AGBL5 4 17
RYR1 3 33 AGL 4 17
SYNE2 3 33 ANK2 4 17
TGFBR2 3 33 CAPN9 4 17
TTN 3 33 CBS 4 17
UNC13B 3 33 EFCAB7 4 17
ABCA12 2 22 EIF3A 4 17
ABCB6 2 22 EXOC3L1 4 17
ADAM17 2 22 FREM2 4 17
ADAMTSS 2 22 HEATR1 4 17
AFF3 2 22 IGFALS 4 17
ALDH1L1 2 22 KIAA1217 4 17
ALG8 2 22 LAMA3 4 17
ANK3 2 22 MEGF8 4 17
ANKRD2 2 22 MLH3 4 17
ANO5 2 22 MYO1H 4 17




ARHGEF1 2 22 NEB 4 17
ARHGEF10L 2 22 NWD1 4 17
ARSB 2 22 OTOF 4 17
ARVCF 2 22 PIBF1 4 17
ATM 2 22 PKHD1 4 17
BIRC6 2 22 PKHD1L1 4 17
c2 2 22 PSMD5 4 17
CBFA2T3 2 22 RYR1 4 17
CCDC191 2 22 SMC2 4 17
CD101 2 22 SPATA45 4 17
CDH23 2 22 TNC 4 17
CELSR2 2 22 TTC21A 4 17
CGN 2 22 UNC13B 4 17
CILP 2 22 UTP20 4 17
CLCN1 2 22 UTRN 4 17
CNTN6 2 22 WFS1 4 17
COL6A2 2 22 ZC3H14 4 17
COL6A3 2 22 ZRANB3 4 17
CSMD2 2 22 AARS 3 13
CYB5D2 2 22 ACAP3 3 13
CYP39A1 2 22 ACVR2B 3 13
DCDC2B 2 22 ADAMTSLA 3 13
DGKA 2 22 ADGRV1 3 13
DHX38 2 22 AFF3 3 13
DIP2B 2 22 AHDC1 3 13
DLG5 2 22 ALDH3B2 3 13
DNAH1 2 22 AMMECR1L 3 13
DNAH3 2 22 AP1M2 3 13
DPT 2 22 APPL1 3 13
DPYSLS 2 22 AQP12B 3 13
DRC7 2 22 ARHGEF37 3 13
DSP 2 22 ASTN2 3 13
EMC1 2 22 ATG2B 3 13
ENTHD2 2 22 ATP8B4 3 13
EPG5 2 22 ATP9B 3 13
EXOC1 2 22 BAIAP3 3 13
EXOC4 2 22 CAPZA3 3 13
FAM129A 2 22 CARS 3 13
FAM135A 2 22 CDC20 3 13
FAM160A2 2 22 CEP350 3 13
FANCC 2 22 CLCN3 3 13
FAT1 2 22 CNTN3 3 13
FAT4 2 22 COL11A1 3 13
FLNB 2 22 COL5A2 3 13
FNDC3B 2 22 CORO7 3 13
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FOCAD 2 22 CRYGA 3 13
FOXM1 2 22 CuL? 3 13
FRAS1 2 22 DCHS2 3 13
GALC 2 22 DDX58 3 13
GPRC5A 2 22 DIAPH1 3 13
GPRC6A 2 22 DNAH10 3 13
GRIK5 2 22 DNAH11 3 13
GRWD1 2 22 DNAH3 3 13
HELZ2 2 22 DNAH6 3 13
HPS5 2 22 DOCK5 3 13
HS6ST3 2 22 DOPEY2 3 13
ICE2 2 22 DSP 3 13
IFT80 2 22 DUS2 3 13
IL16 2 22 DVL2 3 13
INSL3 2 22 ECEL1 3 13
IP6K3 2 22 EDNRB 3 13
IQGAP2 2 22 EIF3B 3 13
ISL1 2 22 EML5 3 13
ISM1 2 22 EPG5 3 13
KCNK?7 2 22 FAM126A 3 13
KIAA0100 2 22 FAMS83A 3 13
KIAA0196 2 22 FARP1 3 13
KIAA0391 2 22 FBN3 3 13
KIF1B 2 22 FGFR1 3 13
KLF11 2 22 FLNB 3 13
KMT5C 2 22 FN1 3 13
KRT75 2 22 FUT2 3 13
LAMC2 2 22 GGA3 3 13
LGR4 2 22 GPATCH2L 3 13
LGR6 2 22 GPD2 3 13
LMF1 2 22 HEATR5B 3 13
LMF2 2 22 HIP1R 3 13
LOXHD1 2 22 HLA-DRB5S 3 13
LRBA 2 22 IFNA10 3 13
LRRC36 2 22 IFT122 3 13
MAP3K12 2 22 IGSF21 3 13
MAP4K2 2 22 INO80 3 13
MBOAT2 2 22 IQGAP3 3 13
MFSD12 2 22 JAK2 3 13
MSH2 2 22 KCTD3 3 13
MTF1 2 22 KIF16B 3 13
MYBPC3 2 22 KIFC2 3 13
MYH15 2 22 KMT2A 3 13
MYO3B 2 22 KRT6B 3 13
Myom1 2 22 LAMA1 3 13
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MYOM3 2 22 LAMB4 3 13
MYPN 2 22 LOXL2 3 13
NBEAL2 2 22 LPIN3 3 13
NCF2 2 22 LRP2 3 13
NDUFS1 2 22 MACF1 3 13
NEB 2 22 MARC1 3 13
NEDD4 2 22 MED12 3 13
OBSCN 2 22 MGAT4B 3 13
OTOF 2 22 MMP27 3 13
OoTOG 2 22 MMRN1 3 13
OTUD7A 2 22 MROH2A 3 13
P3H1 2 22 MROH7 3 13
PADI4 2 22 MYH1 3 13
PCCA 2 22 MYH6 3 13
PCF11 2 22 MYH7B 3 13
PCNXL3 2 22 MYHS8 3 13
PDIAS 2 22 MYO15A 3 13
PIGU 2 22 MYO3A 3 13
PKHD1 2 22 MYOM2 3 13
PKHD1L1 2 22 MYOM3 3 13
PKP3 2 22 NCAPD3 3 13
PLAA 2 22 NFATC2 3 13
PLEC 2 22 NID1 3 13
PLXNA4 2 22 NOS1 3 13
POLR1C 2 22 NOTCH4 3 13
PPP2R3A 2 22 NROB2 3 13
PTGIR 2 22 NRAP 3 13
PTPN13 2 22 NSUN5 3 13
PTPRF 2 22 NUMA1 3 13
PTPRT 2 22 PCCB 3 13
PUM2 2 22 PCDHA11 3 13
PUS3 2 22 PCDHGA®6 3 13
PYGL 2 22 PCF11 3 13
RADS54L 2 22 PDE11A 3 13
RALGAPA1 2 22 PDIA2 3 13
RANBP6 2 22 PKD1 3 13
RNF217 2 22 PLB1 3 13
ROBO1 2 22 PLEKHA? 3 13
RPS6KC1 2 22 POLE 3 13
RYR3 2 22 PSME4 3 13
SCN4A 2 22 PTPRK 3 13
SCRN2 2 22 PTPRQ 3 13
SDHD 2 22 PUM1 3 13
SEL1L3 2 22 QSER1 3 13
SI 2 22 RAI1 3 13
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SLC10A2 2 22 RANBP17 3 13
SLC26A1 2 22 RELN 3 13
SLC2A4 2 22 REXO1 3 13
SLC9A3R1 2 22 ROBO3 3 13
SMG1 2 22 RPL3L 3 13
SNCAIP 2 22 RYR3 3 13
SP1 2 22 SACS 3 13
SPECCIL 2 22 SCAPER 3 13
STEAP3 2 22 SCARA3 3 13
SVOPL 2 22 SCN7A 3 13
SYNDIG1 2 22 SCN9A 3 13
TBX5 2 22 SLC5A4 3 13
TIAM1 2 22 SLC9A4 3 13
TIMM44 2 22 SMYD1 3 13
TKT 2 22 SORBS2 3 13
TMEM104 2 22 STEAP4 3 13
TMEM143 2 22 SVEP1 3 13
TMEM184A 2 22 SYNE2 3 13
TMPRSS11F 2 22 TAOK3 3 13
TRAP1 2 22 TBC1D1 3 13
TRIM24 2 22 TDRD3 3 13
TRIM29 2 22 TGM1 3 13
TRIOBP 2 22 TGM7 3 13
TRIP11 2 22 THSD7A 3 13
TTC22 2 22 THSD7B 3 13
TTC28 2 22 TIP1 3 13
TTYH1 2 22 TLLL 3 13
TYR 2 22 T™MC2 3 13
UTP20 2 22 TNFAIP3 3 13
VILL 2 22 TOP3A 3 13
VPS13D 2 22 TPR 3 13
VWF 2 22 TRANK1 3 13
WDR64 2 22 TSFM 3 13
XAB2 2 22 TTC17 3 13
ZIc5 2 22 TTLLL 3 13
ZNF248 2 22 TULP4 3 13
TYRP1 3 13

UNC13C 3 13

usP34 3 13

VAV3 3 13

VPS13A 3 13

VPS13B 3 13

VPS39 3 13

VWA3A 3 13

WDR66 3 13
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WNT10A

ZFHX3

ZGRF1

ZHX2

ZNF292

ZNF318

ZNF543

AAMP

ABCA?7

ABCC12

ABCC2

ABCD2

ABHD16A

ABHDG6

ACO2

ACOT8

ACTN2

ACTR5

ADAM15

ADAMTS1

ADAMTSL3

ADARB2

ADGRF4

ADGRL1

AFF2

AGBL4

AGER

AGRN

AGTR1

AHNAK2

AIP

AK8

AKAP9

AKR1B15

ALDH1L1

ALKBHS8

ALPK1

ALS2

ALX1

ANGPTL?

ANK3

AOC1

AP4B1

APBA3

AR
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ARAP3

ARFGEF3

ARHGAP11A

ARHGAP24

ARHGAP31

ARHGAPS

ARHGEF16

ARID4B

ARPC3

ARRDC2

ART3

ASAH2

ASPM

ASPN

ASUN

ASXL1

ATAD3C

ATG4B

ATM

ATP7A

ATXN7L1

AURKB

AVIL

BCL9

BFSP1

BICD2

BOC

BPIFB3

BRINP3

BRIP1

BSN

BYSL

C18o0rf25

Clorf100

Clorf87

C1QTNF9

C21o0rf33

C21orf58

C90rf135

CACNAL1lI

CALHM1

CAMSAP2

CAND2

CAPN10

CAPN12
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CAsQ1

CAT

CBLC

CBR1

CCBE1

CCDC146

CCDC150

CCDC74B

CCDC86

CCDC89

CCDC92

CCHCR1

CcCcT7

CDADC1

CDH18

CDH22

CDH23

CDH26

CDK18

CDK2

CEP295NL

CES5A

CFAP43

CFAP44

CFAP58

CFAP61

CFHR2

CGNL1

CHD6

CHDS8

CHODL

CHP2

CHST10

CHST4

CHTF18

CIITA

CLCAl1

CLCNKA

CLDN18

CLEC16A

CLHC1

CLIP2

CLIP4

CLMN

CLSTN1
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CNKSR3

CNNM1

CNTRL

CoG7

COL12A1

COL16A1

COL27A1

COL6A2

COL6AS5

COL7A1

CRHR2

CRTC2

CRY2

CSMD1

CSMD2

CSMD3

CSNK1G1

CSNK2A3

CSPG4

CSPP1

CSTF2

CTH

CTSB

CYP2C9

CYP4A22

CYP4F11

DAPK3

DDX24

DDX56

DENND5A

DFNB31

DGKG

DGKz

DHCR24

DHX16

DHX8

DIP2B

DLG5

DMGDH

DMRT2

DNAH17

DNAH2

DNAHS8

DNAH9

DNAIJC10
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DNAIJC14

DNAIC17

DNER

DOCK1

DOCKS

DPCD

DPP10

DST

DUS3L

DYNC1H1

DYNC2H1

EDEM3

EEF2K

EFEMP1

EGF

EGFLAM

EIF3I

EIF5B

ELMO3

EPHB6

EPM2A

EPN1

ERAP2

ERBB3

ERN2

ESRRB

EVC2

EVI5

EXOC1

F5

FAM186B

FAM188B

FAM198A

FAM20A

FAM214A

FAMA45A

FAMS81B

FANCC

FANCI

FANK1

FAT2

FBN1

FBN2

FBXO31

FEM1A
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FGD5

FGD6

FGGY

FIBCD1

FIGNL1

FKBP15

FLG

FMNL3

FNDC1

FOCAD

FOXB1

FOXRED2

FRAS1

FRS3

FRY

FTSJ3

FZD3

GBA

GCC2

GCFC2

GFAP

GFI1B

GFM1

GGA2

GGCT

GIT2

GJAS

GK2

GLCE

GLI3

GLT8D2

GLTSCR2

GNA13

GNAQ

GOLGA3

GOLGA4

GPR156

GPR84

GRIN2B

GRK4

GRM?7

GSE1

GSTO1

HAAO

HAP1
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HCFC1

HCN2

HCRTR1

HDAC4

HDGFRP2

HDX

HECTD4

HIC2

HIVEP2

HMGCLL1

HOOK2

HOXB5

HPR

HRASLS

HSD17B14

HTRA4

IDNK

IFRD2

IFT46

IGSF3

1L34

INADL

INPP4B

IQSEC3

ITGA11

ITGB8

ITM2C

ITPR3

1IZUMO3

JADE1

JAKMIP2

JMJD1C

PLA2G4B

JPH3

KALRN

KANK2

KAT6A

KCNA3

KCNH6

KCNK13

KCNK?7

KDM5A

KDR

KIAA0319L

KIAA0368
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KIAA0408

KIAA0586

KIAA1522

KIAA1549

KIAA2026

KIF21A

KIF21B

KLC2

KLHL1

KLHL28

KLRK1

KMT2C

KMT2D

KPNA3

KRT28

KRT38

KRT76

KRT82

KRT84

LAMA4

LAMB2

LDB3

LOXL4

LPA

LRMP

LRP12

LRP1B

LRRC16A

LRRCS8E

LYSMD2

LYST

MAATS1

MAD1L1

MAGEC1

MAML1

MAN2B1

MAP3K3

MAP7D1

MAPK15

MAPKSIP1

MARK3

MARS2

MARVELD2

MASP2

MAST3
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MCEE

MCM2

MCPH1

MDN1

MEP1A

MFGES8

MICAL2

MICAL3

MKX

MLH1

MMP7

MPI

MPPED1

MSH2

MTI1E

MTERF3

MTFR1

MTMR9

MYCBP2

MYH11

MYH13

MYH14

MYH7

MYO1F

MYOS5A

MYO5B

MYOF

NBEAL2

NCBP3

NCKAP5

NCL

NDUFS3

NEFM

NEK11

NEK5

NEO1

NEURL4

NFATS

NHSL1

NKAIN3

NLRC3

NME6

NOD2

NOS2

NPHP3
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NPHP4

NPL

NPR1

NTSR1

NUFIP1

NUPL2

ODF3

OGDH

OGFOD2

OLAH

OLFML2B

OR10G3

OR1J1

OR4A15

OR4A47

OR4D1

OR5111

OR5M3

OR6C2

OR6C75

OR6K2

OR8B8

OR8U1

OTOGL

OXR1

P4HA2

P4HA3

PADI2

PAK?7

PANK2

PAPPA

PARP8

PARS2

PATL1

PBK

PBXIP1

PCDHA12

PCDHA4

PCDHB11

PCDHGA2

PCDHGAS

PCLO

PCM1

PCSK5

PDCD11

NINNNINNNNNNNDNNNNNDNNDNNDNNNDNNDNNNNNDNNDNNNDNNNNNDNNNNNN

O O VW LWL LV LV WV VL LV LV LV WLV LV LV OV LV LV LV LV LV WLV L O OV LV LV LV O LV LV VUL L LV LV L L LV VLV L O v N L

53




PDE1A

PDEGA

PDE6B

PEPD

PHLDB3

PIF1

PIGF

PIWIL2

PIWIL4

PKP1

PKP2

PKP3

PLA2G7

PLCH2

PLD2

PLEKHG1

PLEKHG5

PLP2

PLPP2

PLRG1

PMP2

PNPLA7

POLG

POLH

POLR3A

POMGNT2

PPARGC1A

PPM1H

PPP1R9A

PPP2R1B

PPRC1

PREX1

PRKD3

PRR30

PRRC2A

PRRX1

PRX

PSD3

PTBP3

PTGIS

PTK2B

PTPN4

PTPRJ

PUS7L

R3HDM1
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RAB27A

RABGAP1

RAD21L1

RAD50

RAD54L2

RANBP6

RAPGEF3

RASA3

RB1

RBMXL2

RECK

RECQL

RGS8

RHOBTB2

RIMKLA

RIOK2

RLTPR

RNF113B

RNF207

RNF44

RPAP3

RPF1

RPL26L1

RRP12

RSF1

RSL1D1

RUSC1

RUSC2

RWDD2B

SAV1

SBF2

SCN4A

SCN5A

SCNN1A

SCNN1G

SCUBE2

SDK2

SDR42E1

SEC16B

SEMA4D

SEMASB

SERPINA10

SERPINA4

SERPINB12

SEZ6
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SFMBT2

SH2D3A

SH3TC1

SH3TC2

SHPRH

Sl

SLA2

SLAMF8

SLC10A1

SLC10A2

SLC12A5

SLC17A6

SLC25A26

SLC25A40

SLC26A10

SLC26A9

SLC27A5

SLC2A2

SLC30A6

SLC39A2

SLC4AS

SLC5A2

SLC6A3

SLF1

SMPD1

SMTN

SNTG2

SPAG17

SPATA20

SPATASL1

SPATAG6L

SPDEF

SPHKAP

SPTAl1

SPTBN1

SPTBN4

SRCAP

SSFA2

STAB1

STAB2

STOX1

SUCLA2

SULF2

SUSD1

SYCE2
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SYNE3

SYNJ2

SYT10

SYT16

TAB2

TAF1C

TAS1R1

TAS2R10

TATDN1

TAX1BP3

TBX1

TBXAS1

TEAD3

TECPR1

TEKT4

TENM4

TEP1

TET2

TFAP2D

TIP3

TLK1

TLN2

TMEM154

TMEM168

TMEM247

TMEMA41A

TMEMA43

TMPRSS2

TMPRSS7

TNFRSF21

TNRC6A

TNS2

TPO

TRAF31P2

TRAPPC9

TRIM42

TRIM50

TRIP10

TRIP11

TRIP6

TRMT11

TRMTI1L

TRPM2

TRRAP

TSC1
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TSC22D1

TSHZ2

TTC37

UBXN11

UMODL1

UPF2

UsP44

usP48

USP6

VARS

VPS13C

VPS16

VPS41

VPS8

VWA2

WDFY4

WDR1

WDR12

WDR36

WDR45

WSB2

WWC1

WWOX

XIRP2

XPNPEP1

XPO4

XXYLT1

XYLT2

YAE1D1

YWHAE

YY1AP1

ZBTB16

ZC3H4

ZFYVE26

ZFYVE28

ZIC5

ZMYND15

ZNF143

ZNF180

ZNF319

ZNF462

ZNF513

ZNF534

ZNF570

ZNF654
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ZNF750

ZNF816

ZNF862

ZNF91

ZSCAN29

ZSWIM5

ZW10

ZYG11A

N NNNNNNN

O OV OV WV vV vV v v

59




