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Introduccion

1. DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA DEL
MELANOMA

El melanoma maligno es wuna proliferacion neoplasica
originada a partir de la transformacion maligna de los melanocitos
como consecuencia de la acumulacion de alteraciones genéticas
adquiridas y/o heredadas. El melanocito, que deriva de células
pluripontenciales de la cresta neural, migra hacia la epidermis, la ivea
y el foliculo piloso durante la embriogénesis. Su principal papel es la
produccion de melanina, que protege al ADN de las células de la piel

contra el dafio producido por la radiacion ultravioleta (UV).

Mas del 90% de los melanomas primarios se localizan en la
piel, y con mucha menor frecuencia en mucosas, retina y tracto uveal,
oido interno, y sistema nervioso central. Aunque se presenta en
individuos de cualquier edad, su incidencia aumenta progresivamente
hasta los 50 afios, con una curva bimodal entre los 40 y 55 afios, y a
partir de los 70. El desarrollo de un melanoma es infrecuente durante

la infancia (1-4% del total de melanomas) (Saenz et al., 2005).

El melanoma representa menos del 5% del total de canceres
cutaneos; sin embargo, en los ultimos afios se ha producido un
crecimiento exponencial de su incidencia en Europa, Estados Unidos y
Canadé (Apalla et al., 2017). De hecho, el ritmo anual de crecimiento
se sitia en un 3-7% en los paises de raza blanca (Diepgen et al.,
2002). A nivel mundial, las tasas de incidencia mas altas se

encuentran en Australia y Nueva Zelanda, con cifras de hasta 50 casos
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por 100.000 habitantes/afio. En Europa la incidencia varia mucho en
funcién de los paises, con mayores tasas en los paises del norte de
Europa (en torno a 20 casos por 100.000 habitantes/afio). Estas
diferencias se basan por un lado en la distinta localizacion geografica
de los paises dentro de Europa, pero también en las diferencias de los
sistemas nacionales de registro. En Espafia, aunque son escasos los
datos al respecto, un metaandlisis reciente ha descrito tasas de
incidencia global de melanoma invasivo de 8,76 casos por cada
100.000 habitantes al afio (Tejera-Vaquerizo ef al., 2016); si bien en
determinadas regiones como la mediterranea se han registrado
incidencias de 17,5 casos por 100.000 habitantes al afio (Ferndndez-

Canedo et al., 2014).

Con respecto a la mortalidad, el melanoma es el responsable de
mas del 90% de las muertes producidas por cancer de piel. En los
ultimos afios, la tasa de mortalidad por melanoma ha aumentado, sin
embargo este aumento ha resultado menos elevado que el de la
incidencia. Las tasas de mortalidad mas altas se registran en
Australia/Nueva Zelanda (3,5 por 100.000 habitantes), seguido de
Estados Unidos (1,7 por 100.000 habitantes) y Europa (1,5 por
100.000 habitantes). Concretamente en Espafia, las muertes por
melanoma suponen el 2% de las muertes por cancer (Bosetti et al.,
2004), con una tasa de mortalidad de 1,76 por 100.000 habitantes en
varones y de 1,26 por 100.000 habitantes en mujeres (Séenz et al.,

2005).
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2. CLASIFICACION Y ESTADIFICACION DEL
MELANOMA

2.1. CLASIFICACION CLINICO-PATOLOGICA DEL
MELANOMA

La clasificacion clasica del melanoma establece cuatro
subtipos principales: melanoma de extension superficial (MES),
melanoma nodular (MN), Iéntigo maligno melanoma (LMM), vy
melanoma lentiginoso acral (MLA) (Figura 1) (Clark et al., 1986).
Otros subtipos menos frecuentes incluyen el melanoma mucoso, el
desmoplasico, el spitzoide y el tipo animal o equino. Esta
clasificacion se basa principalmente en la presentacion clinica e
histopatologica, y el patron de crecimiento del melanoma; sin
embargo, la utilidad de esta clasificacion es limitada ya que de forma

independiente carece de valor prondstico.

La forma mas frecuente es el MES, que representa el 70% de
todos los melanomas cutaneos. Se diagnostica con mayor frecuencia
entre los 30 y los 50 afios. Clinicamente se presenta como una lesion
de bordes irregulares, policromatica, plana o ligeramente
sobreelevada, en la que puede aparecer un nodulo. Aparece
generalmente en areas de exposicion solar intermitente, siendo mas
frecuente en el tronco en los varones y en las extremidades inferiores
en las mujeres. Se caracteriza por una primera fase de crecimiento
radial, limitada a la epidermis o zonas focales de la dermis papilar; y

en algunos casos por una segunda fase de crecimiento vertical, que
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clinicamente se asocia a la aparicion de un nddulo sobre la lesion

pigmentada plana.

Figura 1: Clasificacion clasica del melanoma en cuatro subtipos. A: MES; B:

LMM; C; MN; D: MLA.

El MN es el segundo tipo mas frecuente de melanoma,
representando el 15-30%. Se localiza fundamentalmente en el tronco,
extremidades superiores, cabeza y cuello. Se diferencia del MES en
que no presenta la fase de crecimiento radial en més de tres procesos
interpapilares. Desde el punto de vista clinico suele ser una lesion
nodular azulada, negra o amelandtica, que en ocasiones se ulcera y

presenta sangrado.
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El LMM representa un 15% del total de los melanomas y suele
presentarse en pacientes de edad mas avanzada (generalmente de la
sexta a la octava década de la vida). Es caracteristica su localizacion
en areas de dafio solar cronico, especialmente la cara. Evoluciona
lentamente a lo largo de los afios y se presenta como una lesion plana,
asimétrica, mal delimitada y policromatica. Se denomina lentigo
maligno (LM) cuando es exclusivamente intraepidérmico, y lentigo
melanoma maligno (LMM), cuando presenta también una fase de

crecimiento vertical con invasion de la dermis.

El MLA es el tipo menos frecuente, constituyendo del 5 al
10% de todos los melanomas. Afecta tipicamente a las palmas, plantas
y aparato ungueal. Puede presentarse como una lesion macular
pigmentada asimétrica, una pigmentacion de la lamina ungueal, vy,
ocasionalmente, como un nodulo ulcerado amelanético. Carece de
relacion con la exposicion solar. Su incidencia es similar en todas las
razas, pero dado que los grupos étnicos mas pigmentados, africanos y
asiaticos, no suelen desarrollar los otros tres tipos de melanoma que
estan relacionados con el dafio solar, el MLA es el tipo mas frecuente
en estas razas (70% en la raza negra y 45% en asiaticos) (Nestle et al.,

2004).
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2.2. CLASIFICACION TNM Y ESTADIFICACION DEL
MELANOMA

El nuevo sistema de estadificacion del melanoma se realiza
siguiendo las recomendaciones establecidas por la American Joint
Commiittee on Cancer (AJCC; 8* edicion) (Gershenwald et al., 2017).
La estadificacion se basa en la clasificacion TNM (Tumor, Node,
Metastasis) que incluye parametros histopatoldégicos con valor
pronostico del tumor primario (T), la presencia de metastasis

regionales (N), y/o la presencia de metéstasis a distancia (M) (Tabla

1.

Clasificacién del tumor primario (T):

Los principales criterios para la clasificacion T del melanoma,
son el indice de Breslow y la presencia de ulceracion; siendo ambos
los factores prondsticos mas importantes del tumor primario. El indice
de Breslow es considerado el factor pronostico mas relevante en el
melanoma localmente invasivo. Su medicion (en mm) se realiza desde
la capa granulosa de la epidermis suprayacente o la base de la
ulceracion superficial hasta la porcion mas profunda de las células
malignas que invaden la dermis (Breslow et al, 1970). La presencia de
ulceracion histologica hace referencia a la pérdida total del grosor
epidérmico inducida por el tumor subyacente. Es un factor pronostico
independiente que modifica significativamente la supervivencia
asociada al melanoma. La octava edicion de la AJCC ya no
recomienda utilizar como criterios de estadificacion otros parametros

del tumor primario incluidos en ediciones anteriores, como el nivel de
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Clark y el indice mitético (IM) (Balch et al., 2001; Balch et al., 2009;
X). Ambos criterios han demostrado no ser un factor prondstico

independiente en el analisis multivariante (Gershenwald et al., 2017).

La nueva clasificacion también tiene en cuenta aquellos
tumores en los que no ha sido posible medir correctamente el indice
de Breslow (Tx), y a los melanomas primarios desconocidos o

completamente regresados (T0).

Clasificacién de la enfermedad linfatica regional (N):

La clasificacion N otorga informacion acerca del estado de los
ganglios linfaticos regionales, asi como de la presencia de metéstasis
intralinfaticas en forma de microsatelitosis, satelitosis (a < 2 cm del
tumor) y/o de metastasis en transito (a > 2 cm del tumor). Esta
clasificacion tiene en cuenta el numero de ganglios regionales con
metastasis y la carga tumoral en los ganglios, dividida como
enfermedad “clinicamente detectable”, o macroscopica segun la
séptima edicion de la AJCC, (afectacion ganglionar clinicamente
palpable o detectable en las pruebas de imagen, con/sin confirmacion
histologica) y “clinicamente oculta”, o microscopica seguin la séptima
edicion, (Unicamente detectable mediante estudio histopatologico del

ganglio centinela).
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Tabla 1: Clasificacion TNM

T Espesor tumoral (mm) Ulceracion
Tx NA (El indice de Breslow no puede ser medido) NA
TO NA (No hay evidencia de tumor primario) NA
Tis NA (in situ) NA
T1 <1
Tla <0,8 sin ulceracion
TIb <0,8 con u?ceracu')n-
0,8-1 con/sin ulceracion

™ >1,0-2,00
T2a >1,0-2,00 sin ulceracion
T2b >1,0-2,00 con ulceracion
T3 >2,0-4,0
T3a >2.0-4,0 sin ulceracién
T3b >2,0-4,0 con ulceracion
T4 >4,0
Tda >4,0 sin ulceracion
T4b >4,0 con ulceracion
N No. de adenopatias metastisicas Metastasis en transito/satelitosis
Nx NA (no evaluado)
NO 0 No
N1 1 o cualquier n® metastasis en transito/satelitosis
Nla 1 clinicamente oculto (por BSGC) No
N1b 1 clinicamente detectable No
Nlc 0 Si
N2 2 6 3 o multiples multiples metastasis

en transito/satelitosis con 1 ganglio
N2a 2 6 3 clinicamente ocultos No
N2b 2 6 3 yal menos 1 clinicamente dectectable No
N2c¢ 1 clinicamente oculto o clinicamente detectable Si
N3 4 0 mas, 0 2 0 mas con cualquier n° metastasis

en transito/satelitosis, o cualquier n° de ganglios

adheridos con/sin metastasis en transito/satelitosis
N3a 4 0 mas clinicamente ocultos No
N3b 4 0 mas y al menos 1 clinicamente dectectable No

o cualquier n° ganglios adheridos
N3¢ 2 o més clinicamente ocultos o clinicamente detectable

o cualquier n° ganglios adheridos Si
M Localizacion Niveles de LDH en suero
MO Sin metastasis a distancia NA
M1 Evidencia de metastasis a distancia
Mla Metastasis ganglionares, cutaneas/subcutaneas

o musculares a distancia
Mla (0) Normales
Mla (1) Elevados
Mi1b Metastasis pulmonares con/sin Mla
Mi1b (0) Normales
Mib (1) Elevados
Milc Metastasis viscerales fuera del SNC con/sin Mlao M1b
Milc (0) Normales
Mic (1) Elevados
Mid Metastasis en SNC con/sin Mla, M1bo Mlc
Mi1d (0) Normales
Mild (1) Elevados

NA: No aplicable; LDH: lactatodeshidrogenasa
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Para la clasificacion N esta indicada la realizacion de la biopsia
selectiva del ganglio centinela (BSGC). Se recomienda en melanomas
con indice de Breslow >0,8mm. También debe considerarse en
melanomas con indice de Breslow inferior a 0,8mm y otros factores de
riesgo como la ulceracion, la presencia de mitosis, la invasion
linfovascular o la imposibilidad de medir correctamente el indice de
Breslow debido a un margen profundo positivo (NCCN, 2019). Es una
técnica ampliamente extendida en la estadificacion del melanoma y
otros tumores, que fue introducida por Morton et al en 1992 (Morton
et al, 1992). Consiste en la identificacion y el estudio histologico de
uno o varios ganglios que reciben el drenaje linfatico directo del
tumor, permitiendo la deteccion de micrometéstasis ganglionares

regionales (Botella et al., 2011).

Clasificacién de las metastasis a distancia (M):

La clasificacion M se refiere a la presencia de metastasis a
distancia. Tiene en cuenta no solo la localizacion de las metastasis,
sino también los niveles de lactato deshidrogenasa (LDH) en suero, ya
que existen diferencias significativas en las tasas de supervivencia
global (SG) en pacientes con estadio IV en presencia de niveles

elevados de LDH (Balch et al., 2009).
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Estadificacion del melanoma

La clasificacion TNM permite diferenciar cinco estadios: 0
(melanoma in situ), 1 y Il (enfermedad localizada), III (enfermedad
con afectacion locorregional) y IV (enfermedad con afectacion a
distancia) (Tabla 2). El estadiaje clinico hace referencia al estudio
histopatologico del melanoma primario y la evaluacion
clinico/radiologica de las metastasis; mientras que el estadiaje
patoldgico incluye el estudio histopatologico del tumor primario y de
los ganglios linfaticos regionales tras la BSGC y/o la linfadenectomia,

asi como la evaluacion clinico/radiolégica de las metéstasis.

Tabla 2: Estadificacion del melanoma

Estadio clinico Estadio patolégico
T N M T N M
0 Tis NO MO 0 Tis NO MO
1A Tla NO MO A Tla NO MO
B T1b NO MO Tlb NO MO
T2a NO MO 1B T2a NO MO
oA T2b NO MO oA T2b NO MO
T3a NO MO T3a NO MO
B T3b NO MO B T3b NO MO
T4a NO MO T4a NO MO
1C T4b NO MO 1IC T4b NO MO
I Cualquier T >N1 MO A Tla/b-T2a Nlao N2a MO
T0 Nib, Nlc MO
B Tla/b-T2a Nlb/c o N2b MO
T2b/T3a Nla-N2b MO
TO N2b, N2¢, N3b o N3¢ MO
HIC Tla-3a N2c¢ 0 N3a/b/c MO
T3b/T4a >N1 MO
T4b Nla-N2c¢ MO
i T4b N3a/b/c MO
IV Cualquier T Cualquier N Ml IV Cualquier T Cualquier N Ml
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3. FACTORES PRONOSTICOS DEL MELANOMA

El prondstico de un paciente con melanoma depende del
estadio en el que se encuentre en el momento del diagndstico. Asi, la
supervivencia varia mucho de unos estadios a otros, con tasas de SG a
los 5 afios del 97% en estadio I, pero con una reduccion significativa
en estadios avanzados, llegando a tasas de SG a un afio del 33% en

estadio IV (Figura 2) (Balch et al., 2011).
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507

o
[=2]

Stage Il (n=9,269)

Survival Functi
o
(%))

Stage 11 (n=3,307)
B I S

o o o
MW A

Stage IV (1=7.972)

o
-

o
o

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 200
Survival Time in Years

o
o A

Figura 2: Tasas de SG de los pacientes con melanoma en estadios I-IV. Representa
las tasas de supervivencia en los cuatro estadios obtenidas anteriormente a la

aparicion de las terapias dirigidas o la inmunoterapia. (Balch et al., 2011).

Ademas de los pardmetros incluidos en la clasificacion TNM,
existen otras caracteristicas clinico-patoldgicas y moleculares que
también han demostrado tener valor como factores prondsticos

independientes (tabla 3).
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Edad

La edad se asocia de forma independiente a menores de tasas

de supervivencia, con peor prondstico a mayor edad (Austin et al.,

1994; Balch et al., 2001; Leiter et al., 2004; Balch et al., 2013). Por

el momento se desconoce si las diferencias en supervivencia asociadas

a la edad pueden deberse a una menor tendencia a realizar

tratamientos en pacientes de mayor edad, o bien a un comportamiento

bioldgico distinto de los melanomas que afectan a este subgrupo de

poblacion (Balch et al., 2015).

Tabla 3: Principales factores pronosticos independientes de supervivencia en el

melanoma.

Factor Peor pronéstico
Edad Mayor edad
Sexo Varones

Localizacion anatémica

indice de Brelow

Ulceracion

Mitosis

Linfocitos intratumorales

Regresion

Tasa de crecimiento

N° ganglios linfaticos afectos

Carga tumoral en los ganglios linfaticos
Localizaciéon del depésito en los ganglios linfaticos
Localizacion de las metastasis a distancia
Alteraciones moleculares

(mutaciones pTERT, metilacion PTEN,
infraexpresion miR-137, sobreexpresion de miR-10b)

Localizacion en cabeza y cuello y tronco
Mayor indice de Breslow

Presencia de ulceracion

Alto indice mitético

Ausencia de infiltrado linfocitario
Ausencia de regresion

Melanomas de rapido crecimiento
Mayor n° de metastasis ganglionares
Mayor tamafio depésito metastasico
Localizacion parenquimatosa
Metastasis viscerales

Presencia de mutaciones y/o metilacion,
sobre/infraexpresion miRNAs

pTERT: Promotor del gen TERT
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Sexo

Se ha demostrado que el sexo es un factor pronostico
independiente, con mayores tasas de supervivencia en mujeres
(Masbick et al., 2001; Mervic et al., 2011). En las mujeres los
melanomas se presentan a una edad mas temprana y son con mayor
frecuencia melanomas de espesor fino (<Imm de Breslow), no

ulcerados y localizados en extremidades (Scoggins ef al., 2006).

Lugar anatémico del tumor primario

Los melanomas localizados en cabeza y cuello, y en el tronco
podrian presentar un peor prondstico. Los melanomas de cabeza y
cuello, a pesar de una menor tasa de positividad en la BSGC
(comparado con extremidades y tronco), presentan tasas
significativamente menores de supervivencia libre de enfermedad
(SLE) y SG a los cinco afios (Fadaki et al., 2013). Por su parte, los
melanomas localizados en tronco, metastatizan mas frecuentemente a
distancia, mientras que los melanomas en extremidades lo hacen con
mayor frecuencia en forma de satelitosis y/o metastasis en transito.
Esta diferencia en la localizacion de las metastasis podria estar
relacionada con una menor supervivencia en el subgrupo de

melanomas en tronco (Leiter et al., 2004).

29



Introduccion

Indice de Breslow

Como ya se ha comentado, el indice de Breslow es el factor
pronostico mas importante en el melanoma primario (Breslow et al.,
1970). Los melanomas finos (<Imm de Breslow) se consideran
melanomas de buen prondstico, mientras que los melanomas de >4mm
de espesor tumoral son considerados melanomas gruesos con alto
riesgo de metastatizar. Segun las cifras aportadas por la AJCC, la tasa
de supervivencia a los diez afios en melanomas de <Imm es del 92%,
en melanomas de entre 1-2mm del 63%, en melanomas de entre 2-
4mm del 63% y en melanomas de >4mm del 50% (Balch et al.,
2009).

Ulceracion

Tanto la presencia como la extension de la ulceracion han
demostrado ser factores independientes de mal prondstico (In 't Hout
et al., 2012; Gershenwald et al., 2017). Cabe destacar que las tasas de
supervivencia en pacientes con melanomas ulcerados resulta similar a
la supervivencia de melanomas no ulcerados de la siguiente categoria

T atribuida por el indice de Breslow (por ejemplo T2b y T3a).

Mitosis

El IM es el numero de mitosis por milimetro cuadrado
(mitosis/mm?) en la porciéon dérmica del melanoma, comenzando la
medicion en el campo con mas mitosis (método de medicion Aot spot).
Varios estudios han demostrado su valor prondstico con menores tasas

de supervivencia en melanomas con alto IM (Balch et al., 2009;
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Thompson et al., 2011). Adicionalmente, se ha descrito su utilidad
como factor predictor de positividad en la BSGC (Tejera-Vaquerizo
A, 2015; Wat H, 2016; Tejera-Vaquerizo A, 2017), aunque se ha
sugerido que podria perder su valor predictivo a medida que aumenta
el espesor tumoral (Roach BA, 2010). A pesar de que no esta incluido
en la clasificacion T de la octava edicion de la AJCC, el comité de
expertos de la AJCC recomienda recoger el IM en todos los
melanomas primarios dado el mayor riesgo de positividad de la BSGC

en melanomas con alto IM (Gershenwald et al., 2017).

Infiltrado de linfocitos intratumorales (Tumor-infiltrating

Iymphocytes: TILs)

Los TILs representan la respuesta del sistema inmune a las
células tumorales del melanoma. Se mide como la presencia de
infiltrado linfocitario en la fase de crecimiento vertical del melanoma,
y se categoriza en tres grados: brisk (intenso e intratumoral), non-brisk
(moderado) y ausente. Se ha demostrado que el grado de infiltracion
de los TILs se correlaciona de forma inversamente proporcional al
indice de Breslow, a la ulceracion y al nivel de Clark. Asimismo, la
presencia de TILs es un factor predictor independiente de mayor

supervivencia especifica de melanoma (Azimi ef al., 2012).

31



Introduccion

Regresion

El fenémeno de regresion hace referencia a la desaparicion
espontanea de la porcion dérmica del melanoma, que es
progresivamente sustituida por un estroma fibroso, con melan6fagos,
infiltrado linfocitario y vasos neoformados (Figura 3). Se estima que

ocurre en el 10-35% de los melanomas. (Requena et al., 2009).

Se ha sugerido un origen inmunoldgico por el hecho de
asociarse a un denso infiltrado inflamatorio (McGovern et al., 1975),
pero no se sabe si la inflamacion motiva la desaparicion del melanoma
o es un simple epifendmeno como consecuencia de la apoptosis
sufrida por los melanocitos mediante mecanismos moleculares hasta
ahora no descritos. Paralelamente, también se ha propuesto la
disfuncion telomérica como mecanismo adicional para explicar el

fenomeno de regresion (Bastian ef al., 2003; Pathak et al., 2000).

Figura 3: Fenémeno de regresion. Imagenes histologicas correspondientes a la fase

temprana (A) y tardia (B) de regresion histologica.
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El valor prondstico de la regresion es un tema controvertido
que ha sido objeto de analisis en diversos estudios. Anteriormente se
consideraba un factor de mal pronostico, asociado por un lado, al
hecho de que en un melanoma con regresion no se puede descartar que
el grosor del melanoma en el area regresada fuera en su inicio superior
al que indica el indice de Breslow medible en el melanoma restante; y
por otro lado, al resultado de varios estudios que han identificado una
mayor capacidad metastasica en melanomas con presencia de
regresion (Olah et al., 2003; Guitart ef al., 2002). Los estudios mas
recientes apuntan a que la regresion tiene un efecto protector, al haber
observado un menor porcentaje de positividad en la BSGC en
melanomas con regresion (Ribero ef al., 2013; Botella-Estrada et al.,

2014; Gualano et al., 2017; Ribero et al., 2019).

Tasa de crecimiento

Estudios recientes han demostrado que la tasa de crecimiento
es un factor pronostico independiente (Grob et al., 2002; Tejera-
Vaquerizo et al., 2010). La tasa de crecimiento se define como el
incremento del espesor tumoral (medido en mm) en un periodo
especifico de tiempo (medido en meses). Se ha descrito un grupo de
melanomas de crecimiento rapido (fast-growing melanoma; FGM)
caracterizado por una mayor frecuencia de aparicion en varones de
edad avanzada, con localizacion preferente en tronco, subtipo MN,
alto indice de Breslow, presencia de ulceracion y mitosis, y con
enfermedad locorregional en un alto porcentaje de pacientes (30-40%)
(Liu et al., 2006; Martorell et al., 2011; Tejera-Vaquerizo et al.,
2012).
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Afectacion ganglionar linfatica

El estado de los ganglios linfaticos regionales es el factor
pronostico independiente mas importante en la supervivencia del
melanoma (Gershenwald ef al., 1999; Stebbins et al., 2011). Las
tasas de supervivencia varian en funcion del nimero de ganglios
afectos, con SG a los cinco anos de un 84% en pacientes con sélo el
ganglio centinela afecto (N1a), y del 64% en pacientes con metastasis
en cuatro o mdas ganglios (N3b) (Gershenwald et al., 2017).
Adicionalmente, se ha reportado el impacto prondstico de la carga
tumoral (medida como la méxima dimension del deposito metastasico
en el ganglio) (Figura 4), de forma que pacientes con ganglios
metastdsicos “clinicamente ocultos” presentan mayores tasas de
supervivencia que los pacientes con ganglios metastdsicos
“clinicamente detectables” (Balch et al., 2010). De hecho, se ha
demostrado que el prondstico de los pacientes con baja carga tumoral
en el ganglio centinela (<0.1 mm segun los criterios de Rotterdam) es
similar a los pacientes con negatividad en la BSGC (Van Akkooi et
al., 2008). Asimismo, se ha descrito el valor prondstico de la
localizacion anatomica del deposito tumoral en el ganglio centinela
(criterios de Dewar), con peor prondstico en la localizacion

parenquimatosa comparada con la subcapsular (Dewar et al., 2004).
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Figura 4: Tasas de supervivencia en funcion del tamaiio del deposito tumoral en los

ganglios linfaticos regionales. Tomada de Gershenwald JE et al (Gershenwald et al.,

2017)

Localizacion de las metastasis a distancia

La presencia de metastasis viscerales fuera del pulmoén se

asocia a menores tasas de SG comparado con la localizacion

pulmonar, y cutdnea o ganglionar a distancia (Gershenwald et al.,

2017).

Alteraciones moleculares

Estudios recientes han identificado alteraciones moleculares

que podrian tener valor pronostico en el melanoma. Dentro de las

alteraciones genéticas, las mutaciones en el promotor del gen TERT se

han asociado a menores tasas de SLE y SG (apartado 4.1.3). Con

respecto a las alteraciones epigenéticas, se ha propuesto el valor
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pronostico de la metilacion en el promotor de diversos genes
supresores tumorales (TSGs) entre los que destaca el gen PTEN
(apartado 5.1); y adicionalmente, se ha sugerido la posible implicacién
pronostica de la sobre/infraexpresion de determinados microRNAs

(miRNAs) como el miR-137 o el miR-10b (apartado 5.2).

4. BIOLOGIA MOLECULAR DEL MELANOMA

4.1. ALTERACIONES GENETICAS

4.1.1. Alteraciones genéticas asociadas al riesgo del desarrollo del

melanoma

Se estima que un 5-10% de los melanoma aparecen en un
contexto familiar; y se caracterizan por la presencia de multiples casos
de melanoma en familiares consanguineos, aparicion de multiples
melanomas en un mismo individuo, y desarrollo en edades tempranas
(Florell et al., 2005). Se han descrito genes que confieren mayor
riesgo de desarrollar un melanoma, que se encuentran implicados en la
regulacion del ciclo celular, el mantenimiento de los telomeros, y la
regulacion de la pigmentacion y el nimero de nevus melanociticos.
Dichos genes se subdividen en genes de alta penetrancia (CDKN2A4,
CDK4, BAPI, TERT y POTI), de penetrancia intermedia (MCIR y
MITF) y de penetrancia baja (ASIP, TYR, TYRP, OCA2, MATP, PAX2,
GSTM1, CYP2D6, TNF, IL-9, IL-10, y SLC45A42, entre otros).
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CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)

Fue el primer gen que se describi6 asociado al melanoma
familiar (Hussussian et al., 1994), y posteriormente también se ha
descrito su asociacion al cancer de pancreas (Goldstein et al., 2007).
Es un TSG localizado en la region cromosomica 9p21, que estd
implicado en la regulacion del ciclo celular. Se compone de cuatro
exones y codifica para dos proteinas diferentes: el transcrito a, que
codifica la proteina pl6INK4A, y regula la salida de la fase G1 del
ciclo celular inhibiendo la fosforilacion de la proteina del
retinoblastoma a través de CDK4; y el transcrito B, que codifica la
proteina P14ARF y regula el ciclo celular a través de la proteina p53
(Ward et al., 2012) (Figura 5). Aproximadamente el 40% de los casos
de melanoma familiar son portadores de mutaciones en la linea
germinal en el gen CDKN2A. La mayor parte de las mutaciones
identificadas se localizan en los exones la y 2. La mutacién mas
frecuentemente identificada en nuestro medio es la p.Glyl01Trp

(Ciotti et al., 2000).

CDKA4 (cyclin-dependent kinase 4)

Es el segundo gen mas importante en relacion con el melanoma
familiar. Es un oncogén localizado en la region cromosomica 12ql14
que codifica para una de las proteinas que se unen a pl6INK4A. La
prevalencia de mutaciones en el contexto de melanoma familiar es
aproximadamente del 2%. Unicamente se han descrito dos mutaciones
afectando el mismo codon (p.Arg24His y p.Arg24Cys) (Ciotti et al.,
2000).
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Figura 5: Regulacion del ciclo celular mediante las dos proteinas codificadas por el

gen CDKN2A4 (P16INK4A y P14ARF). Tomada de Miller et al. (Miller et al., 2006).

BAPI (BRCAI-associated protein 1)

Es un TSG localizado en la region 3p21. Recientemente se han
descrito mutaciones en el gen BAPI en tumores spitzoides atipicos
que se manifiestan clinicamente como lesiones papulares rosadas
similares a nevus intradérmicos (conocidos como “bapomas”). Estas
lesiones cutaneas forman parte del espectro clinico de un sindrome en
el que hay un riesgo incrementado de desarrollar melanoma uveal,
melanoma cutaneo, mesotelioma maligno y carcinoma renal (Wiesner

etal., 2011; Aoude et al., 2015).
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TERT (telomerase reverse transcriptase)

Se sithia en la region 5p15.33 y codifica la subunidad catalitica de la
enzima telomerasa, que se encarga del mantenimiento de los
telomeros y de la regulacion de la senescencia celular. Recientemente
se ha descrito la implicacion de las mutaciones en el promotor del gen
TERT en el melanoma familiar y esporadico (Horn et al., 2013;
Huang et al., 2013). Concretamente, en relacion con el melanoma
familiar se ha descrito una mutacion situada a 57 pares de bases del

codon ATG (c.1-57).

MCIR (Melanocortin 1 receptor)

Se localiza en la region 16q24, y codifica para un receptor de
la hormona estimuladora del melanocito (MSHa). Es un gen altamente
polimérfico en la poblacion caucésica, que estd implicado en la
regulacion de la pigmentacion, controlando la produccion de
eumelanina  (fotoprotectora)/  feomelanina  (fotosensible 'y
potencialmente mutagénica) (Ward et al., 2012). Las variantes
asociadas a mayor riesgo de desarrollo de melanoma son aquellas
relacionadas con el fenotipo pelirrojo (red hair color phenotype -
RHC): p.Aps84Glu, p.Argl42His, p.Argl51Cys, pllel55Thr,
p.Argl60Trp, y p.Asp294His (Raimondi et al., 2008, Potrony et al.,
2015). Otras variantes frecuentes pero con menor asociacion al
fenotipo RHC y al desarrollo de melanoma son la p.ValV60Leu,
p.Val92Met, y p.Argl63GlIn (Potrony et al., 2015). Adicionalmente,
se ha descrito la asociacion significativa de la variante p.Argl63Gln

con el melanoma tipo LMM (Cérdoba-Lanus et al., 2014).
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MITF (microphthalmia-associated transcription factor gene)

Se localiza en la region 3pl4, y regula el desarrollo y
diferenciacion del melanocito. La presencia de mutaciones se asocia a
mayor actividad transcripcional, hecho que a su vez conlleva mayor
activacion de otros genes. Recientemente se ha descrito su implicacion
en el melanoma familiar, con la presencia de mutaciones germinales
en el 1,6%-2,8% de los pacientes con melanoma (Potrony et al.,
2015). Varios grupos han identificado la variante p.Glu318Lys
(rs149617956), y han descrito su asociacion a caracteristicas
fenotipicas como la presencia de ojos de color azul y un mayor
recuento de nevus; asi como a mayor riesgo de desarrollo de
melanoma y céancer renal (Bertolotto et al., 2011; Yokoyama et al.,

2011).

4.1.2. Alteraciones genéticas clasicas asociadas al desarrollo vy

progresion del melanoma (“Biological drivers)

En los ultimos afios se ha producido un gran avance en el
conocimiento de las alteraciones genéticas asociadas a la patogenia del
melanoma. Estas alteraciones afectan a genes cuyas proteinas estan
implicadas en la transduccion de sefales, que incluyen la activacion
de receptores con actividad tirosina quinasa (RTK) como el receptor
KIT, asi como la activacion de las principales vias de sefalizacion
intracelular como la via MAP-quinasa (MAPK- Mitogen-activated
protein kinase pathway), también denominada via
RAS/RAF/MEK/ERK, vy la via fosfatidinilinositol- 3-quinasa (PI3K)-

AKT/mTOR (Figura 6). La activacion de dichas vias de sefializacion
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incrementa la transcripcion de genes implicados en la proliferacion y
migracion celular, permitiendo el desarrollo y la progresion del

melanoma.

BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog Bl)

Es un oncogén localizado en la region cromosdmica 7q34, que
forma parte de la via de sefalizacion intracelular MAPK. Las
mutaciones en el gen BRAF fueron descritas por primera vez por
Davies et al., y representan las mutaciones somaticas mas prevalentes
en el melanoma cutaneo (Davies et al., 2002). Constituyen un evento
oncogénico inicial en las lesiones melanociticas, requiriendose
alteraciones moleculares adicionales para que se produzca la
transformacion maligna de las células (Shain ef al., 2015). Asi, se ha
descrito que el 80% de los nevus melanociticos adquiridos presentan

mutaciones en este gen (Pollock et al., 2003).

Con respecto a los melanomas, el 40-60% son portadores de
una mutacion en el gen BRAF, siendo la mas frecuente la
p-ValV600Glu que resulta de la sustitucion de una valina (Val) por un
acido glutamico (Glu) en el codon 600 del exén 15 [cambio de una
timina por una adenina en la posicion 1977 del ARN codificante
(c.1799T>A)]. Esta mutacién genera una conformacion activa de la
proteina, que tiene como consecuencia un incremento de la actividad
quinasa 500 veces mayor que la proteina no mutada (Richtig et al.,
2017). La segunda mutacion mas frecuente es la p.Val600Lys, que
aparece aproximadamente en el 2% de los melanomas, y también

confiere alta actividad quinasa (Wan et al., 2004). Ademas, el reciente
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desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacion ha permitido la
identificacion de otras mutaciones menos frecuentes afectando
codones distintos del 600. Estas mutaciones presentan menor
actividad quinasa que las anteriormente descritas, por lo que las
mutaciones en el gen BRAF se han clasificado como mutaciones de

“alta actividad quinasa” y “baja actividad quinasa” (Tabla 4).
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Figura 6: Vias MAPK y PI3K-AKT/mTOR. Tomada de Curtin et al. (Curtin et al.,
2005).

Las mutaciones en el gen BRAF presentan caracteristicas
clinico-patologicas diferenciales; asi, clinicamente son frecuentes en
melanomas localizados en areas con exposicion solar intermitente
(sobretodo tronco), y en pacientes jovenes. Desde el punto de vista

histopatologico se ha descrito su asociacion a melanomas ulcerados,
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bien circunscritos, con engrosamiento de la epidermis en la fase de
crecimiento radial, con abundantes células pagetoides, presencia de
células grandes, redondas y pigmentadas en el infiltrado tumoral, y
ausencia de elastosis solar (Broekaert et al., 2010; Spathis et al.,

2019).

Tabla 4: Mutaciones en el gen BRAF descritas en melanoma. Modificada de Richtig
et al (Richtig et al., 2017).

Codon Exon Mutaciéon  Prevalencia Actividad quinasa|Codén Exén Mutacion Prevalencia Actividad quinasa
p-Val600Glu 95,93 Alta p.Gly464Val 0,03 Alta
p-Val600Lys 1,88 Alta 464 11 p.Gly464Glu 0,03 Desconocida
p.Val600Arg 0,24 Alta p.Gly464Arg 0,01 Alta

600 15 p-Val600Asp 0,07 Alta 506 15 p-Gly596Arg 0,02 Baja ‘
p.Val600Met 0,07 Alta p.Gly596Asp 0,01 Desconocida
p-Val600Leu 0,06 Alta 595 15 p.Phe595L 0,02 Alta
p.Val600Ala 0,03 Alta p.Phe5958 0,01 Desconocida
p.Val600Gly 0,03 Alta 211 5  p.Asp211Gly 0,01 Desconocida
p.Lys601Glu 0,33 Alta 326 7 p.lle326Thr 0,01 Desconocida

601 15 pLys601Asn 0,05 Alta 354 8  p.Arg354Gln 0,01 Desconocida
p.Lys601GlIn 0,01 Alta 444 11 p.Argdd4Trp 0,01 Desconocida
p-Asp594Gly 0,19 Alta 467 11 p.Ser467Leu 0,01 Desconocida
p-Asp594Asn 0,09 Alta 468 11 p.Phe468Lue 0,01 Desconocida

594 15 p.Asp594Glu 0,01 Desconocida 471 11 p.Val471Phe 0,01 Desconocida
p.Asp594Lys 0,01 Desconocida 472 11 p.Tyr4728er 0,01 Desconocida
p.Asp594Val 0,01 Baja 475 11 Lys475Arg 0,01 Desconocida
p.Gly469Ala 0,15 Alta 584 15  p.Leu584Phe 0,01 Desconocida
p.Gly469Val 0,08 Desconocida 586 15 Glu586Lys 0,01 Alta

469 11 p.Gly469Arg 0,04 Desconocida 589 15 p.Thr589Ala 0,01 Desconocida
p.Gly469Glu 0,03 Baja 592 15 plle592Met 0,01 Desconocida
p.Gly469Ser 0,01 Desconocida 598 15  p.Ala598Val 0,01 Alta
p.Gly466Val 0,07 Baja 599 15 p.Thr5991le 0,01 Alta

466 11 p.Gly466Glu 0,03 Baja 605 15 p.Ser605Gly 0,01 Desconocida
p.Gly466Ala 0,01 Alta 614 15 p.Ser614Pro 0,01 Desconocida
p.Gly466Arg 0,01 Baja 615 15 p.Gly615Arg 0,01 Desconocida
p.LGlu597Arg 0,05 Alta 616 15 p.Ser616Phe 0,01 Desconocida

597 15 p.LGlu597Ser 0,05 Alta p.Leu618Trp 0,01 Desconocida
p.LGlu597GIn 0,05 Alta 618 15 p.Leu618Ser 0,01 Desconocida
p.LGlu597Val 0,03 Alta p.Leu618Ser 0,01 Desconocida

531 15 p-Asn581Ser 0,05 Alta 637 15 P.Ser637Pro 0,01 Desconocida
p.Asn581Thr 0,01 Desconocida

El descubrimiento de las mutaciones en el gen BRAF ha
tenido una gran repercusion clinica, ya que ha permitido el desarrollo

de nuevas moléculas que inhiben de forma selectiva la proteina BRAF
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(vemurafenib, dabrafenib, encorafenib), y que han demostrado
incrementar la SLE y SG en los pacientes con melanoma (Chapman et

al., 2011; Robert et al., 2015; Dummer et al., 2018).

Familia RAS

La familia RAS engloba proteinas G reguladoras
implicadas en la transduccion de sefiales intracelulares en las vias
MAPK y PI3K-AKT (Figura 6). Los tres principales oncogenes de la
familia RAS son NRAS (1p13.2), KRAS (12p12.1) y HRAS (11p15.5).
Las mutaciones en el gen NRAS constituyen las mutaciones somaticas
“driver” mas frecuentes en el melanoma tras las mutaciones en el gen
BRAF (aproximadamente un 15-22% de los melanomas). En la mayor
parte de los casos las mutaciones el gen NRAS son mutuamente
excluyentes con las mutaciones en el gen BRAF. Menos frecuentes
son las mutaciones en los genes HRAS y KRAS, que se han reportado
en aproximadamente un 1-2% de los melanomas (Swick ef al., 2012).
Asimismo, los nevus melanociticos presentan mutaciones en la familia
RAS, siendo caracteristicas las mutaciones en el gen NRAS en los
nevus congénitos, y en HRAS en los nevus de spitz (Tsao et al.,

2012).

Las mutaciones descritas en el gen NRAS se localizan en los
codones 12 y 13 (20%) y en el codon 61 (80%), siendo las mas
frecuentes en melanoma la p.GIn61Arg y p.GIn61Lys (Reddy et al.,
2017). Se ha descrito su asociacion a melanomas localizados en areas
de exposicion solar intermitente, y a melanomas con mayor espesor

tumoral, mayor indice mitdtico y FGM (Woodman et al., 2012;
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Nagore et al., 2013). Asimismo, se ha sugerido su posible valor
pronostico, al asociarse a melanomas con menores tasas de

supervivencia (Devitt et al., 2011).

KIT

Es un oncogén localizado en la region cromosémica 4ql1 que
codifica un receptor transmembrana con actividad tirosina quinasa.
Cuando se une a un ligando extracelular activa su dominio
intracelular, dando lugar a la activacion de las vias MAPK y PI3K-
AKT. Las mutaciones en el gen KIT determinan una activacion
constitutiva del receptor, y se han descrito en aproximadamente un 3%
de los melanomas (Curtin et al., 2006). Las series iniciales
describieron mayor frecuencia de mutaciones en el gen KIT en los
melanomas localizados en piel con dafo solar crénico (28%),
melanomas acrales (36%) y en melanomas de mucosas (39%) (Curtin
et al., 2006); sin embargo, series posteriores en otras areas
geograficas no han podido confirmar ese porcentaje tan elevado de
mutaciones en melanomas con dafio solar cronico (Handolias et al.,
2010). Las mutaciones se detectan en los exones 9 (2%), 11 (60-70%),
13 (15-20%), 17 y 18 (10-15%), siendo las més frecuentes las que
afectan a los codones Leu576 y Lys642 (ex6n 11).

GNAQ (Guanine nucleotide-binding protein G(q) y GNA11

(Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11)

Ambos oncogenes codifican subunidades que forman parte de

la familia de las proteinas G. El gen GNAQ se localiza en la region

45



Introduccion

9921 y el gen GNAI1 en la region 19p13.3. Estudios in vitro e in vivo
han demostrado que las mutaciones en ambos genes conllevan una
activacion de la via MAPK (Tsao et al., 2012). Se asocian a la
aparicion de melanomas oculares; concretamente, se han descrito
mutaciones mutuamente excluyentes entre ambos genes en
aproximadamente el 80% de los melanomas uveales, 45% localizadas
en el gen GNAQ y 32% en el gen GNAI1. De forma adicional, se han
descrito mutaciones en GNAQ y GNAII en el 55% y 7% de los
nevus azules, respectivamente. En ambos genes, Las mutaciones se
localizan en el ex6n 5 (p.GIn209Leu y p.GIn209Pro) y en el exén 4
(p.Argl83Cys y p.Argl83His) (Van Raamsdonk CD, 2010).

PTEN (Phosphatase and tensin homolog)

Es un TSG localizado en la region cromosémica 10g23.3, que
actia como regulador negativo de la via PI3K-AKT/mTOR. La
alteracion de esta via conlleva proliferacion y supervivencia de las
células neoplasicas, y frecuentemente se encuentra activada en
concomitancia con la activacion de la via MAPK. Se ha descrito la
pérdida de expresion del gen PTEN en aproximadamente el 30% de
los melanomas (Wu et al., 2003), fundamentalmente debida a
deleciones cromosdémicas o a mutaciones tipo frameshift
(desplazamiento en el marco de lectura), o menos frecuentemente
missense (de sentido erréneo o cambio de sentido). Estas mutaciones
parecen ser mutuamente excluyentes a las mutaciones en el gen NRAS
(Tsao et al., 2000), sin embargo con frecuencia aparecen de forma
concomitante a las mutaciones en el gen BRAF (Goel et al., 2006). De

hecho, estudios funcionales han demostrado la interacciéon genética
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entre ambos genes en la progresion del melanoma (Dankort et al.,

2009).

Otras alteraciones moleculares menos frecuentes afectando a la
via PI3K/AKT/mTOR incluyen amplificaciones en los genes AKT y
PIK3CA (Stahl et al., 2004; Davies et al., 2012); asi como mutaciones
puntuales en PIK3CA, que se encuentra raramente mutado en
melanoma (en torno a un 3%) (Omholt et al., 2006); en el gen AKT,
que aparecen en aproximadamente el 1% de los melanomas (Davies ef
al., 2008); y en otros genes menos frecuentes como /RS4, mTOR,

NFKBI, PIK3RI1, PIK3R4, y PIK3RS5 (Shull et al., 2012).

4.1.3. Nuevos oncogenes y genes supresores tumorales descritos

en el melanoma

Gracias al reciente desarrollo de nuevas tecnologias de
secuenciacion, en los ultimos afios se han identificado nuevos genes
que podrian tener utilidad en el diagndstico, pronostico y tratamiento

del melanoma (Tabla 5).

Uno de los genes mas importantes descritos recientemente es
el gen TERT (5p15.33). Las mutaciones en su promotor no solo se han
asociado a melanoma familiar (apartado 4.1.1), sino que también se
han identificado en el melanoma esporadico (Horn ef al., 2013; Huang
et al., 2013). Concretamente, se han descrito prevalencias variables
que oscilan entre el 20% y el 80% (Tabla 6), por lo que junto con el
gen BRAF, constituyen las mutaciones somdticas mas frecuentes en el

melanoma (Horn et al., 2013; Huang et al., 2013; Heidenreich et al.,
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2014; Liau et al., 2014; Populo et al., 2014; Griewank et al., 2014,
Akbani et al., 2015, Nagore et al., 2016a; Nagore et al., 2016b;
Ekedahl et al., 2016; Ofner et al., 2017; Schwaederle et al., 2017;
Pellegrini et al., 2017; Hugdahl et al., 2017). Estudios funcionales
han demostrado que la presencia de estas mutaciones en el promotor
conlleva mayor expresion génica debido a la creacion de nuevos sitios
de unién para los factores de transcripcion de la familia ETS (Horn et
al., 2013; Heidenreich et al., 2014a; Bell et al., 2015; Lee et al.,
2016). Asimismo, diversos estudios en melanoma esporadico han
reportado que las mutaciones en el promotor del gen TERT se asocian
a caracteristicas de mayor agresividad en el melanoma, como un
mayor indice de Breslow, ulceracion, presencia de mitosis, y subtipo
histologico nodular (Heidenreich ef al., 2014a; Pépulo et al., 2014).
Ademas, se ha demostrado que dichas mutaciones son un factor
pronostico independiente, que se asocian a menor SLE y SG

(Griewank ef al., 2014; Nagore et al., 2016).

Otro de los genes mas relevantes que se ha descrito en los
ultimos afios en melanoma es el gen NFI (17q11.2). Es un TSG que
actia como regulador negativo de la via MAPK, mediante su
interaccion con la proteina RAS (Krauthammer et al., 2015). Se han
reportado mutaciones a lo largo de todo el gen, con una prevalencia
aproximada del 13-17%, segun las series (Zhang et al., 2016). Se ha
descrito su asociacion a melanomas en dareas fotoexpuestas, en
pacientes varones, de mayor edad, y en un alto porcentaje de
melanomas del subtipo desmoplasico (Wiesner et al., 2015;

Cirenajwis et al., 2017). Adicionalmente, se ha descrito su posible
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implicacion como mecanismo de resistencia a las actuales terapias

dirigidas con inhibidores de BRAF (Nissan et al., 2014).

Tabla 5: Principales estudios de secuenciacion masiva que reportan nuevos genes

implicados en el melanoma. Modificada de Zhang T et al (Zhang et al., 2016).

Autores Analisis N°muestras  Tipo muestras Nuevos Genes identificados
Wei Xetal, 2011 WES 14 Metastasis GRIN2A, TRRAP
Stark M et al, 2011 WES 8 Lineas celulares MAP3KS5, MAP3K9
Nikolaev S et al, 2011 WES 7 Lineas celulares MAP2KI, MAP2K2
Berger M et al, 2012 WGS 23 Metastasis PREX2
Hodis E etal, 2012 WES 121 Tumores primarios ~ RACI, PPP6C, ARID2, STK19,
Metastasis IDH1, SNX31, TACC1
Lineas celulares
Krauthammer M et al, 2012~ WES 73 Metastasis RACI, PPP6C, ARID2, DCC,
Lineas celulares PTPKR
Huang F et al, 2013 WGS 70 Tumores primarios TERT
Metastasis
Lineas celulares
Horn S et al, 2013 WES 77 Tumores primarios TERT
Mar VJ et al, 2013 WES 34 Tumores primarios NF1, NOTCHI
Gartner at al, 2013 WGS/WES 29 Metastasis BCL2IL12
AydinIetal, 2014 WES 8 Metastasis FBXW7
Wong Setal, 2015 WES 20 Lineas celulares ROCDI
Ding L et al, 2015 WGS 13 Metastasis EPHA3
TCGA, 2015 WES 331 Tumores primarios  ARID2, IDHI, PPP6C, DDX3X,
Metastasis RACI, MAP2K1, NF1, RBI
Krauthammer M et al, 2015~ WES 213 Tumores primarios NF1, RASA2, PTPNI11, SOS1,
Metastasis IDHI, RAF, SPREDI
Lineas celulares
Shain A et al, 2015 WGS/WES 20 L NFKBIE, CBL, CH2, FSIPI,
Tumores primarios
ARIDIA, PAK3, IL36A
Arafeh R et al, 2015 WGS/WES 501 Lineas celulares RASA2, SETD2
Akbani R et al ,2015 WES 320 Tumores primarios RACI, PPP6C, ARID2, NF1,IDH]
Metastasis RBI1,DDX3X,MRPS31,RPS27
Hayward N et al, 2017 WGS 183 Tumores primarios ARID2, CWH43, NF1,
Metastasis SF3BI
Lineas celulares
Hintzsche J et al, 2017 WES 19 Tumores primarios SF3BI

WGS: Whole genome sequencing; WES: Whole exome sequencing.
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Tabla 6: Prevalencia de mutaciones en el promotor del gen TERT descritas en los

diferentes estudios realizados en melanoma.

Autores Tipo de Origen Prevalencia (%) Método
muestras (n°) muestras (n°)

HornSetal,2013 FFPE (77) Primarios (77) 33 NGS
Huang F et al, 2013 LC(31), F(39) Primarios (11), 71* NGSy
Mtx (28), LC (31) Sanger

Heidenreich B et al, 2014 FFPE (227), F (60) Primarios (287) 37,9 Sanger
LiauJY et al, 2014 FFPE (41) Primarios (41) 33 Sanger
Populo Het al, 2014 FFPE (116) Primarios (116) 22 Sanger
Griewank et al, 2014 FFPE (299) Primarios (145), mtx (154) 43 (36,6 primarios, Sanger

50,3 en mtx)

Akbani R et al, 2015 F(115) Primarios y Mtx (115) 64,4* Sanger
Nagore E et al, 2016a FFPE (339) Primarios (339) 43,1 Sanger
Nagore E et al, 2016b FFPE (300) Primarios (300)** 38,7 Sanger
Ekedahl H et al,2016 F (203) Mtx (203) 81 Sanger

Ofner R et al 2017 FFPE (115) Primarios (40), Mtx (75) 54,8* Sanger

Pellegrini C et al, 2017 FFPE (97) Primarios (97) 19,6 Sanger
Hugdahl et al, 2017 FFPE (266) Primarios (194), Mtx (72) 68 (primarios)***,  Sanger
64 (mtx)
Schwaederle M et al , 2018 FFPE (34) NE 55,9 NGS
Lade-Keller J et al, 2018 FFPE (185) NE 66 Piro

FFPE: Muestra parafinada; F: Muestra en fresco; NE: No especificado; Mtx:
Metastasis. NGS: Secuenciacion masiva. Piro: Pirosecuenciacion.

*No se especifica la prevalencia de mutaciones en funcion del origen (primario vs
metastasico). **En este estudio se incluyen 182 muestras incluidas en estudio previo

(Heidenreich et al) y

118 muestras adicionales. ***Unicamente estudian

melanomas del subtipo histologico MN.

Afectando a la via MAPK, se han reportado mutaciones en los
genes MAP2K1 (MEKI; 15q22.31) y MAP2K2 (MEK2; 19p13.3) con
una prevalencia del 2-4%. Estas mutaciones conllevan una activacién
de la via a través de la fosforilacion de ERK, y también se han
descrito como mecanismo de resistencia a las terapias dirigidas

(Nikolaev et al., 2011).
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Como regulador negativo de la via PI3K-AKT se ha descrito
de forma reciente el gen PREX2 (8q13.2). Es un TSG con mutaciones
a lo largo de todo el gen, frecuentemente del tipo nomsense (sin
sentido) (Berger et al., 2012). A pesar de su alta frecuencia de
mutaciones en los distintos estudios de secuenciacién masiva (en
torno al 23%), su implicacion en la patogenia del melanoma aun no ha

sido esclarecida (Zhang et al., 2016).

Dentro del subgrupo de receptores de glutamato, recientemente
se han identificado mutaciones recurrentes en los genes GRIN2A
(16p13.2) y GRM3 (7q21.11-g21.12). La implicaciéon de dichos
receptores en la patogenia del melanoma es desconocida por el
momento, aunque se ha demostrado que existe sobrexpresion en una
gran variedad de neoplasias, y que tienen un papel en la regulacion de
la migracion y muerte celular (Stepulak ef al., 2014). Las mutaciones
en el gen GRIN2A se describieron inicialmente en un 33% (Wei ef al.,
2011), si bien estudios posteriores han identificado una prevalencia
mas baja (en torno a 21%) (Zhang et al., 2016). Se ha descrito su
posible impacto en el pronostico al haber identificado una menor SLE
y SG en melanomas portadores de estas mutaciones (D'mello et al.,
2014). En cuanto a GRM3, las mutaciones se han descrito en un
16,3% de los melanomas. Estudios funcionales en cuatro de las
variantes identificadas en este gen han demostrado que se asocian a

activacion de MEKI/MEK?2 (Prickett et al., 2011).

Paralelamente, se han identificado mutaciones en los genes
RACI (7p22.1), PPP6C (9q33.3), y STK19 (6p21.33) (Hodis et al.,
2012). Es de particular interés el gen RACI, en el que se ha descrito
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una mutacion recurrente (P29S) en aproximadamente el 6% de los
melanomas. Esta mutacién aparece con mayor frecuencia en areas
fotoexpuestas (Krauthammer et al., 2012), y en melanomas con
caracteristicas de mayor agresividad, como mayor espesor tumoral,
mayor indice mitotico, ulcerados, del subtipo histolégico nodular, y
con afectacion ganglionar al diagnéstico (Mar et al., 2014). Estudios
funcionales han demostrado que la mutacion P29S confiere resistencia
intrinseca a los inhibidores de BRAF (Watson et al., 2014), y también
suprime la respuesta inmune antitumoral al incrementar la expresion
de PD-L1 (Vu et al., 2015). Asimismo, se han descrito mutaciones en
el gen PPP6C (la mas frecuente es la R264C), con una prevalencia
aproximada del 9%. Actlia como un TSG que regula el ciclo celular y
la mitosis. En el gen STK79 se han identificado mutaciones en el 4%
de los melanomas (D89N y P90L), y codifica una quinasa con funcion

desconocida por el momento (Hodis ef al., 2012).

Recientemente también se han reportado las mutaciones en el
gen IDHI (2q34) (Hodis et al., 2012). Este gen codifica la enzima
isocitrato dehydrogenasa 1, y cataboliza la decarboxilacion oxidativa
del isocitrato en alfa-ketoglurato (0-KG) durante el ciclo de Krebs
(Yan et al., 2009). Estudios iniciales mediante secuenciacion de
Sanger identificaron bajas tasas de prevalencia (Tabla 7) (Lopez et al.,
2010; Shibata et al., 2011); sin embargo estudios mas recientes
mediante secuenciacion masiva han descrito una prevalencia mayor,
con mutaciones recurrentes localizadas en el hotspot R132 (Hodis et
al., 2012; Krauthammer ef al., 2015; Akbani ef al., 2015; Lee et al.,
2015). Se ha demostrado que las mutaciones en el gen IDHI se

asocian a un fenotipo hipermetilador (Noushmehr et al., 2010;
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Akbani et al., 2015), sin embargo no se ha descrito su asociacién a las
caracteristicas clinicopatoldgicas ni al prondstico de los pacientes con

melanoma.

De forma adicional, un meta analisis reciente con datos de estudios
de secuenciacion masiva ha identificado 12 genes significativamente
mutados en melanomas “pan-negativos” (sin mutaciones en los genes
BRAF, NRAS, KIT, GNAQ y GNAII) que incluyen ALK, STK3I,
DGKI, RACI, EPHA4, ADAMTSI1S8, EPHA7, ERBB4, TAFIL, NF1I,
SYK y KDR, de los cuales los genes RACI, ADAMTSIS8, EPHA?7,
TAFIL y NF1, han resultado portadores de mutaciones recurrentes

(Xia et al., 2014).

Por otro lado, estudios recientes han identificado mutaciones
recurrentes en el gen SF3B1 afectando al codon R625 en melanomas

mucosos (Hayward et al., 2017; Hintzsche et al., 2017).
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Tabla 7: Prevalencia de mutaciones en el gen IDHI (coddn R132) descritas en los

diferentes estudios realizados en melanoma.

Autores Tipo de Origen Prevalencia (%) Método
muestras (n°) muestras (n°)
LopezGY et al, 2010 LC(78),F(9) Mtx (87) 1,1 (1,3% LC, Sanger
0F)
Shibata T et al, 2011 FFPE (39)  Primarios (22), 5,1 (0 primarios, Sanger
mtx (17) 5,1 % mtx)
Hodis E et al, 2012 LC(76), F (45) Primarios (15), 1,6 (no especificado) NGS
mtx (116)
Krauthammer M et a/,2015 LCyF (230) Primarios, mtx 2,3 (no especificado) NGS
(no especificado)
Akbani R et al, 2015 F(320) Primarios (58),  6,1* (5,2% primarios, NGS
mtx (262) 4,2% mtx)
LeeJetal,2015 FFPE (38)  Primarios (13),  13**(7,7% primarios, NGS
mtx (25) 16% mtx)

FFPE: Muestra parafinada; F: Muestra en fresco; LC: Lineas celulares; Mtx:
Metastasis; NGS: Next-Generation Sequencing.

*Incluidas tinicamente las mutaciones identificadas en el codon R132, y excluidas
las detectadas en otras regiones (P33S, GS8S, E174 splice). **No quedan

especificadas que sean mutaciones en el codon R132.

4.1.4. Clasificacion genomica del melanoma

Los avances en la biologia molecular del melanoma estan
permitiendo establecer nuevas clasificaciones del melanoma basadas
en las alteraciones moleculares, que podrian sustituir a la clésica

clasificacion clinico-patologica (Clark et al., 1986).

En este sentido, una de las aportaciones mas importantes ha
sido la del grupo de Bastian ef al/, que demostraron la existencia de
distintas vias moleculares en las diferentes regiones anatdmicas,

derivado de los patrones de exposicion a la radiacion UV (Curtin et

54



Introduccion

al., 2005). Asi, estos autores describieron que los melanomas en areas
de exposicion solar cronica, los acrales y los mucosos con frecuencia
son portadores de mutaciones en el gen KI7, mientras que los
melanomas en areas de exposicion solar intermitente presentan en un
81% de los casos mutaciones en los genes BRAF o NRAS (Curtin et
al., 2006). Estudios posteriores han corroborado la existencia de una
firma genética inducida por la exposicion solar, con multiples

transiciones C>T o CC>TT (Zhang et al., 2016).

De forma adicional, el grupo de la TCGA ha propuesto
recientemente una nueva clasificacion gendémica del melanoma en la
que se distinguen cuatros subtipos en base a sus alteraciones
genéticas: el subtipo portador de mutaciones en el gen BRAF (52%);
el subtipo con mutaciones en los genes de la familia RAS (28%); el
subtipo portador de mutaciones en el gen NFI (14%); y el subtipo
triple-w¢ (6%), en el que no se identifican alteraciones en ninguno de
los genes anteriores (Akbani et al., 2015). Este ultimo grupo se
caracteriza por una menor proporcion de melanomas con la firma
genética inducida por la exposicion solar, y un mayor porcentaje de
otras alteraciones moleculares (variacion en el numero de copias o

genes de fusion).

Cabe destacar que a diferencia de la clasificacion tradicional,
esta nueva clasificacion molecular podria tener implicaciones en el
manejo de los pacientes, que estaria basado en la administracion de
terapias dirigidas en funcion de las diferentes alteraciones moleculares

identificadas.
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4.2. ALTERACIONES EPIGENETICAS

La epigenética hace referencia a los mecanismos moleculares
que regulan la expresion génica sin acompanarse de alteraciones en la
secuencia de ADN. El principal mecanismo epigenético implicado en
cancer es la metilacion del ADN, aunque también tienen un papel
importante la modificacion de histonas mediante acetilacion o
metilacion, y la expresion de ARN no codificante (ARNnc) donde se
incluyen los microRNAs y los ARN no codificantes de cadena larga,
entre otros (Figura 7). Una diferencia importante con las alteraciones
genéticas es que las aberraciones epigenéticas son potencialmente
reversibles, hecho que podria tener implicaciones en el tratamiento de
los pacientes (Lee ef al., 2014). Los siguientes apartados se centran
en la metilacion del ADN y la expresion de microRNAs en el
melanoma ya que son los dos tipos de alteraciones epigenéticas que

seran abordadas en el presente trabajo.
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Figura 7: Principales mecanismos epigenéticos: 1: Metilacion del ADN; 2:

Modificacion de histonas; 3: Expresion de ARNnc. Tomada de Lee et al.

4.2.1. Metilacion en el promotor de genes supresores tumorales

en el melanoma

La metilacion del ADN representa la unidon covalente de un
grupo metilo (-CH3) a una citosina en las denominadas islas CpG
(regiones de ADN con alta frecuencia de dinucle6tidos de citosina y
guanosina), que estan presentes en el 40% de los promotores de los
genes (Lee et al., 2014). Las enzimas encargadas de la metilacion del
ADN son las ADN-metiltransferasas (DNMTs), siendo las mas
conocidas la DNMT1, DNMT3a, y DNMT3b. Esta modificacion del
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ADN conlleva un silenciamiento de la expresion génica al impedir la
uniéon de los factores de transcripcion, y favorecer la union de los

complejos represores (Figura 8).

Transcription factors Transcription factors

Gene transcription X i ’
????? m” Gene silencing

Unmethylated CpG island Methylated CpG island

Figura 8: Mecanismo de regulacion de la expresion génica de la metilacion del

ADN. Modificada de Fu et al (Fu et al., 2017).

Se ha descrito que la metilacion en el promotor de TSGs esta
implicada en el desarrollo y progresion de multiples neoplasias
malignas. Concretamente en el melanoma, se ha reportado metilacion
aberrante en mas de 100 genes implicados en la regulacion del ciclo
celular, reparacion del ADN, sefalizacion celular, transcripcion y
apoptosis (Schinke et al., 2010; Micevic et al., 2017). Son
numerosos los estudios realizados al respecto, sin embargo muestran
una gran heterogeneidad en lo que se refiere a genes analizados y tipo

de muestras implicadas en el estudio.

Los principales TSGs en los que se ha identificado metilacion
aberrante en el melanoma con prevalencias variables son PTEN (6-

62%), RASSF1 (15-57%), RARB2 (20-70%) MGMT (10-35%), y
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CDKN2A4 (5-27%) (Gonzalgo ef al., 1997; Hoon et al., 2004; Furuta
et al., 2004; Tanemura et al., 2009)

Asimismo, diversos autores han descrito la asociacion de
perfiles de metilacion con las caracteristicas clinico-patologicas de los
melanomas: los melanomas de localizacion acral se asocian
preferentemente con la metilacion en los genes MGMT y TERT (De
Aratjo et al., 2015); también se ha reportado la asociacion entre la
metilacion del gen RARB y los melanomas con mayor indice de
Breslow (Hoon et al., 2004); asi como la asociacion entre un fenotipo
hipermetilador y melanomas con alto indice de Breslow y ulceracion

(Thomas et al., 2014).

El papel de la metilacion como biomarcador 1til al diagndstico
también ha sido propuesto por otros autores al haberse descrito su
utilidad en el diagnostico diferencial entre nevus y melanoma.
Conway et al. estudiaron 27 nevus melanociticos y 22 melanomas
invasivos con una plataforma de alto rendimiento, e identificaron 26
islas CpG en 22 genes con niveles diferenciales de metilacion entre
ambos grupos de estudio (Conway et al., 2011). Asimismo, otro
estudio ha descrito la ausencia de metilacion en 24 TSGs en una serie
de 12 nevus de Spitz y 16 tumores spitzoides atipicos comparados con

24 melanomas (Takata ef al., 2007).

Adicionalmente, varios autores han sugerido el valor de la
metilaciéon como biomarcador pronostico. Sigalotti ef al. describieron
la asociacion de un fenotipo hipermetilador en una firma de 17 genes,

con una menor SLE y SG (Sigalotti et al., 2012). A su vez se ha
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demostrado la relevancia de la metilacion en el promotor del gen
PTEN, que ha sido descrita como un factor prondstico independiente
en dos estudios recientes (Lahtz et al., 2010; Roh et al., 2016).
También se ha identificado la asociacion de la metilacion en el gen
RASSFI con melanomas en estadio tumoral avanzado (afectacion
locorregional y/o metastasica) (Tanemura et al., 2009). Otros genes
que han demostrado impacto en la supervivencia son RARb, ESRI,
MGMT, y HOXDY (Mori et al., 2005; Mori et al., 2006; Marzese et
al., 2014; Guadagni et al., 2017).

Finalmente, cabe destacar el papel de la metilacion en la
prediccion de respuesta a los tratamientos; tal como la metilacion
aberrante de los genes MGMT y RASSFI que han demostrado su
utilidad en la prediccion de respuesta a la quimioterapia (Mori ef al.,

2005; Tuominen et al., 2015).
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4.2.2. Expresion de microRNAs en el melanoma

Los miRNAs son moléculas de ARN monocatenario no
codificante y de pequefio tamafo (22 nucledtidos), capaces de regular
la expresion génica a nivel postranscripcional (Angulo ef al., 2012).
El miRNA es capaz de reconocer el ARN mensajero (ARNm) diana
mediante la unidén entre las regiones complementarias de ambas
moléculas, de manera que se une en el extremo 3’ de la regiéon no
codificante del ARNm y segun el grado de complementariedad pone
en marcha uno de los mecanismos de represion: degradacion del
ARNm si la complementariedad es perfecta, o inhibicion de la

traduccion cuando la complementariedad es menor (Figura 9).

Mediante este mecanismo, los miRNAs participan en la
regulacion de numerosos procesos celulares fisioldgicos, siendo
relevante el hecho de que un determinado ARNm puede ser diana de
un gran numero de miRNAs, al igual que cada miRNA puede regular
la expresion génica de multiples genes. A su vez, la expresion de los
miRNAs se encuentra influenciada por diferentes mecanismos, como
la regulacion de la transcripcion, regulacion epigenética,
anormalidades cromosOmicas, o alteraciones en la maquinaria de

sintesis de los miRNAs (lorio et al., 2010).
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Figura 9: Biogénesis de los miRNAs y mecanismo de regulacion de la expresion
génica postranscripcional mediante la complementariedad con el ARNm. Tomada

de Angulo et al.

Existe evidencia acumulada de la implicacion de los miRNAs
en la patogenia de multiples enfermedades, entre las que destaca su
papel en el desarrollo de diversos tipos de cancer. En los Gltimos afios,
se han identificado mas de 800 miRNAs que se encuentran
sobreexpresados o infraexpresados en el melanoma, dependiendo de si
regulan oncogenes o TSGs (Voller et al., 2013). De hecho, son
multiples los grupos de investigacion que han demostrado la
implicacion de diversos miRNAs en la melanogenésis, a través de la
regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular, la migracion e
invasion, la apoptosis o la regulacion de la respuesta inmune (Bonazi
et al., 2012; Glud et al., 2013; Mione al., 2015; Latchana al., 2016a)
(Tabla 8).
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Tabla 8: Principales miRNAs implicados en la patogenia del melanoma.

Funcion microRNA  Expresion Gen diana
Proliferacion
let-7b Baja CDKH4, cyclin D1, D3
miR-21 Alta PTEN, BCL-2
miR-9 Baja NFKBI
miR-193b Baja Cyclin D1
miR-145 Baja c-MYC
miR-221/22 Alta KIT, p27,
miR-203 Baja E2F3, ZBP-89,
miR-205 Baja E2F1
miR-206 Baja CDK4, cyclin D1, C
miR-328 Baja TGFB2
miR-125b Baja c-JUN
miR-155 Baja SKI
miR-34a/c Baja c-MET
miR-15b Alta BIM1
miR-126 Baja ADAMY, MMP7
miR-18b Baja MDM?2, HIF-1o
miR-149-5p Baja LRIG2
miR-605 Baja INPP4B
miR-138 Baja HIF-1o.
miR-493 Baja IRS4
miR-455 Baja IGF-IR
miR-199a-5p Baja HIF-1o.
miR-767 Alta CYLD
Invasién
let-7a Baja ITGB3
miR-30b/d Alta GALNT7, GALNTI, GNAI2, SEMA34
miR-21 Alta TIMP3
miR-34a/b/c Baja ULBP2, CDK6, c-MET
miR-211 Baja BRN2, KCNMAI, NUAKI, IGF2R, TGFBR2,NFATS, RAB224
miR-214 Alta TFAP2C
miR-9 Baja NF-xB1
miR-200a/c Baja MARCKS, CDK6
miR-145 Baja FSCN1
miR-182 Alta FOXO03, MITF
miR-196a Baja HOX-C8, HOX-B7, BMP4
miR-137 Alta MET, MITF, YBI, EZH2
miR-26a Baja MITF
miR-203 Baja SLUG
miR-153-3p Baja SNAII
miR-339-3p Baja MCLI
miR-542-3p Baja PIM1
miR-17 Alta ETVI
miR-33a Baja HIF-1o.
miR-23a Baja ATGI12
Apoptosis
miR-15b Alta BIM1, BCL-2
miR-155 Baja SKI
miR-26a Baja SODD
miR-21 Alta PTEN, BCL-2
miR-425 Baja IGF-1
miR-205 Baja E2F1, E2F15
Respuesta inmune
miR30b/d Alta GALNT7
miR34a/c Baja ULBP2
miR-210 Alta PTPNI1, HOXAI, TP53111
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A pesar de la amplia descripcion de miRNAs implicados en
la patogenia del melanoma, s6lo un escaso nimero de estudios han
analizado la asociacion de los miRNAs con las caracteristicas clinico-
patologicas. En este sentido, cabe destacar un estudio en el que
identifican un perfil de siete miRNAs (let-7g, miR-15a, miR-16, miR-
138, miR-181a, miR-191, y miR-933) con menor expresion en
melanomas del subtipo histolégico MES comparados con MN
(Poliseno et al., 2012). Por otro lado, se ha sefialado que los
melanomas con alto indice de Breslow y estadios avanzados podrian
correlacionarse con la expresion de miR-30b/-30d y miR-106 (Gaziel-
Sovran et al., 2011; Lin et al., 2015). También se ha demostrado
mayor expresion de miR-21-5p en melanomas con mayor espesor
tumoral, ulcerados, con presencia de mitosis e invasion linfovascular
(Babapoor et al., 2017). Asimismo, se ha identificado mayor
expresion de let-7b, miR-92a, y miR-193b en melanomas porcinos

con presencia de regresion histolégica (Baco et al., 2014).

Con respecto a los miRNAs descritos en el melanoma,
destacan de forma particular miR-21, miR-125b, miR-150, miR-155, y
miR-205, por su utilidad en el diagnostico diferencial entre nevus y
melanoma (Latchana et al., 2016a). La sobreexpresion de miR-21 se
ha asociado a la invasion y migracion celular mediante su regulacion
negativa de los genes TIMP3 y PTEN (Yang et al., 2011; Martin del
Campo et al., 2015). Asimismo, diversos estudios han descrito la
utilidad de este oncomiR en el diagndstico diferencial entre nevus y
melanoma, dada la mayor expresion en melanomas comparados con
nevus melanociticos (Grignol ef al., 2011; Satzger et al., 2012; Jiang

et al., 2012; Wandler et al., 2017). También se la sugerido el posible
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papel diagnostico de miR-125b, al haberse demostrado su
infraexpresion en el melanoma comparado con el tejido sano, y con
menor expresion también en lesiones precursoras con atipia celular
(Holst ef al., 2011). A su vez, se ha descrito su implicacion en la
regulacion de la proliferacion celular a través de su gen diana, el

factor de transcripcion c-JUN (Zhang et al., 2014).

Adicionalmente, se ha propuesto el papel de los miRNAs como
biomarcadores prondsticos, especialmente miR-137, miR-203, miR-
206 y miR-10b, cuyos niveles se han asociado menores tasas de
supervivencia en los pacientes con melanoma (Tian et al., 2015; Wang
et al., 2015; Li et al., 2016; Bai et al., 2017). También se ha
sugerido el posible papel de los miRNAs como mecanismos de
respuesta a las actuales terapias dirigidas, como es el caso de miR-
514a, que modula la sensibilidad a los inhibidores de BRAF a través
de la regulacion del gen NF'I (Stark et al., 2015); el miR-579-3p, que
regula la expresion de BRAF y MDM?2 y cuya expresion estd
disminuida en las cé€lulas resistentes a tratamiento (Fattore et al.,
2016); o la sobreexpresion de miR-204-5p y miR-211-5p que
recientemente se han asociado a la resistencia al tratamiento con

vemurafenib (Diaz-Martinez et al., 2017).
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5. METODOS DE DIAGNOSITO UTILIZADOS EN EL
ABORDAJE MOLECULAR DE LAS
ALTERACIONES GENETICAS EN EL
MELANOMA

5.1. METODOS DE DIAGNOSTICO CONVENCIONALES

Secuenciacion de Sanger

Secuenciar una molécula de ADN consiste en determinar en
qué orden se disponen los cuatro nucleétidos (A, T, C y G) que
componen la molécula. Aunque el primer método disefiado para
secuenciar el ADN fue un método quimico desarrollado por Allan
Maxam y Walter Gilbert en 1977 (Maxam et al., 1977), es el
método enzimatico descrito por Frederick Sanger (Sanger et al.,
1977) el mas ampliamente extendido y el que utilizamos en la

actualidad.

El método de secuenciacion de Sanger se conoce como método
didesoxi o secuenciacion por terminacion de la cadena. Es un
método enzimatico basado en sintetizar, de forma secuencial, una
hebra de ADN complementaria a una hebra de cadena simple (que se
utiliza como molde), en presencia de ADN polimerasa, un cebador o
primer para iniciar la sintesis de ADN (secuencia corta de nucle6tidos
que se une por complementariedad de bases al ADN molde), los
cuatro desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPs: dATP, dGTP, dCTP
y dTTP) que componen la secuencia del ADN 'y cuatro
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didesoxirribonucleotidos trifosfato terminadores (ddNTPs: ddATP,
ddGTP, ddCTP y ddTTP).

Introduciendo ligeras variaciones en el método original de
Sanger se ha conseguido automatizar el proceso, tales como han sido
el uso de ddNTP terminadores marcados fluorescentemente
(obtencion de los electroferogramas), la sustitucion de la ADN
polimerasa por la Tag-polimerasa, y la utilizacion de la electroforesis
capilar en lugar de la electroforesis en gel para la separacion de los

fragmentos.

En un termociclador se lleva a cabo la reaccion de
polimerizacién incorporandose aleatoriamente los cuatro tipos de
dNTPs, asi como ddNTPs marcados con fluoréforo. Los ddNTPs
carecen del grupo hidroxilo (grupo 3°-OH), que permite la adicion del
nucleotido consecutivo, por lo que funcionan como terminadores de la
sintesis de la cadena de ADN. La ADN polimerasa va afiadiendo
dNTPs hasta que de forma aleatoria, incorpora un ddNTP que
interrumpe la sintesis de la hebra, generandose multiples fragmentos
de ADN de distintos tamafios. La electroforesis capilar es una técnica
que permite separar fragmentos de ADN cuya longitud difiere en un
solo nucledtido. Los fragmentos de distintos tamafios llegan al final
del capilar, donde son excitados con un laser y se detecta la
fluorescencia emitida por el ddNTP terminal. El color de esta
fluorescencia determina de qué nucledtido se trata. El gréfico
resultante se denomina electroferograma, en el que se observan picos

de diversos colores. Cada color indica qué nucledtido ocupa cada
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posicion en la molécula de ADN o, lo que es lo mismo, su secuencia

(Figura 10).
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Figura 10: Representacion del método de Sanger automatizado.

Aunque la secuenciacion directa o método de Sanger continia
siendo el método de referencia o “gold standard” en la confirmacioén
de alteraciones o cambios en la secuencia nativa del ADN, presenta
una serie de desventajas como son la baja sensibilidad analitica o bajo
limite de deteccion (LoD; limit of detection) de la técnica (en torno a
un 20%); riesgo elevado de contaminacion por el manejo de productos
post-PCR; alto requerimiento de tiempo al ser necesarios multiples
pasos para llevarlo a cabo; y amplia experiencia por el usuario en la

interpretacion de los electroferogramas (Tabla 9).
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Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica
rapida, econémica y ampliamente utilizada que sirve para amplificar
un fragmento de ADN. Para ello, requiere de la ADN polimerasa,
ADN molde y una pareja de cebadores disefiados especificamente para
la region de ADN de interés. La reaccion consiste en la
desnaturalizacion de la molécula de ADN en dos cadenas sencillas, la
hibridacion de los cebadores a sus secuencias complementarias en
cada uno de los extremos del ADN molde y la extension mediante la
ADN polimerasa (Figura 11A). Este proceso se repite en 25-35
ciclos, empleando los nuevos fragmentos de ADN que se generan
como ADN molde, de manera que en cada ciclo se duplica el nimero

de moléculas de ADN (Figura 11B).

La PCR en tiempo real es una variante de la PCR convencional
en la que es posible monitorizar en tiempo real o controlar el progreso
de la reaccion conforme se produce. Por tanto, permite amplificar y
simultdneamente cuantificar el producto de la amplificacion mediante
la adicién de un fluor6éforo que serd detectado en un termociclador

provisto de sensores de fluorescencia.
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Figura 11: Representacion de la amplificacion mediante PCR.

Es una técnica ampliamente utilizada en biologia molecular
para estudios de expresion de génica asi como para el andlisis de
mutaciones. En este sentido, diferentes aproximaciones de PCR en
tiempo real han sido desarrolladas con objeto de identificar
mutaciones puntuales en el melanoma. Uno de ellos es la
amplificacion mediante PCR alelo-especifica, que es un método
altamente selectivo y con elevada sensibilidad analitica o LoD (en
torno al 5%). Se basa en una amplificacion por PCR en tiempo real en
la que se emplean cebadores alelo-especificos que amplifican una

determinada region de ADN con una mutacion conocida (Halait et al.,
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2012). El primer test molecular validado en un ensayo clinico para la
determinacion de la mutacion p.Val600Glu en pacientes con
melanoma metastasico (Chapman et al., 2011) ha sido Cobas® 4800
BRAF V600 test. Otras plataformas han sido posteriormente
desarrolladas mejorando la sensibilidad y automatizacion (sistema

Idylla™).

Cebador especifico de la secuencia de ADN
mutado se une a su secuencia complementaria

ADN mutado
Se amplifica
Cebador especifico de la secuencia de ADN
mutado no se une a la secuencia por no ser
complementaria
ADN wt

No se amplifica

Figura 12: Representacion de la deteccion de mutaciones mediante PCR alelo-
especifica. El cebador unicamente se une a la secuencia de ADN portadora de la

mutacion.
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Otra aproximacion de PCR en tiempo real descrita para el
estudio de las alteraciones moleculares del melanoma es el andlisis de
curvas de fusion de alta resolucion (High resolution melting; HRM).
Esta metodologia posee una elevada sensibilidad analitica (1-6%), y
ha sido empleado en melanoma y otros tumores como método de
cribado de variaciones genéticas (De Juan et al., 2009; Chen et al.,
2014). Se basa en la realizacion de una amplificacion mediante PCR
en tiempo real seguido de un gradiente de temperaturas que produce la
desnaturalizacion y renaturalizacion de los fragmentos de ADN
generados. Todo ello se realiza en presencia de un intercalante de
nueva generacion y saturante, que se une completamente al ADN

de doble cadena (Figura 13A).

Al hacerlo emite una fluorescencia que va disminuyendo
al incrementar la temperatura a un gradiente determinado, lo
cual crea un patrén de disociacion o curva de fusion (Arthofer ef al.,
2011). Las variaciones en las secuencias son detectadas tanto por un
cambio en la temperatura de fusion (temperatura de melting o Tm)
como por un cambio en la forma de la curva de disociacion (Figura
13B). Todo ello es posible no solo debido al uso de fluorocromos de
union a la doble cadena de ADN de tercera generacion, sino también
al desarrollo de instrumentos de PCR a tiempo real con un sistema de
control de temperatura preciso y una capacidad de captura de datos
avanzada. Los datos son analizados y manipulados con programas

disefiados especificamente para el analisis de HRM.

72



Introduccion

ADN wt ~T GTG GIG
GTG
GTG !
,6AG GAG GAG GAG
§
ADN mutade
/ Renammhzaum! Desnaturalizacion
Intercalante (o) il (0 EEmam el (fin de la emisién de

unirse el imtercalante a la

doble cadena) fluorescencia)

Desnaturalizacion

ADN mutado

ADN wt

Fluorescencia

Temperatura

Figura 13: Representacion esquematica del método HRM. El gradiente de
temperaturas produce la desnaturalizacion y renaturalizacion de los fragmentos de
ADN en presencia del intercalante que se une completamente a la doble cadena (A).
Las diferencias en la curva de fusion son debidas a las variaciones en la temperatura

de melting dada la diferente composicion de nucleotidos (A).
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Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacion es otro método enzimdtico que permite
determinar la secuencia de una molécula de ADN. Se trata de un
método de sintesis, porque la secuencia del ADN molde se determina
a medida que se sintetiza su hebra complementaria. Para determinar la
base que se afiade durante la sintesis se lleva a cabo una serie de
reacciones en las que participan cuatro enzimas (ADN polimerasa,
ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa) y, los sustratos adenosina 5'-
fosfosulfato (APS) y luciferina. En este caso, en cada ciclo solo se
afiade uno de los cuatro dNTPs y si resulta ser el complementario a la
hebra molde, se incorporara a la nueva cadena de ADN y se producira
una molécula de pirofosfato (PPi) por cada dNTPs incorporado (ya
que puede haber varias bases iguales seguidas en la secuencia del
molde). Si no es el complementario al molde, se afiade otro ANTPs y
asi sucesivamente. Cada vez que la ADN polimerasa incorpora un
nuevo dNTP, se libera un PPi que genera una sefial luminosa gracias a
una reaccion quimioluminiscente por la accion de las enzimas ATP

sulfurilasa y luciferasa (Figura 14).

En general, la pirosencuenciacion es una técnica con elevada
sensibilidad analitica (en torno al 2%) y que se ha empleado en el
estudio de mutaciones de melanoma (Edlundh-Rose ef al., 2006). De
hecho, se han desarrollado kits comerciales que permiten la
identificacion de las mutaciones en los codones mas frecuentes en el

gen BRAF (Therascreen® BRAF Pyro Kit).
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Figura 14: Representacion del método de deteccion de mutaciones mediante

pirosecuenciacion.

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica (IHQ) constituye una herramienta
fundamental en el diagndstico histopatoldgico de rutina. Se basa en la
utilizacion de anticuerpos que se unen de forma especifica a
determinados antigenos presentes en las células. Dichos anticuerpos
son detectados gracias a que se encuentran marcados con cromoforos,
que pueden unirse directamente al anticuerpo primario, o
indirectamente mediante otros anticuerpos (secundarios) o sustancias
como biotina o proteina A.

Existen anticuerpos disponibles para una amplia variedad de
antigenos que son empleados en la practica clinica asistencial para el
diagnostico y clasificacion de numerosas neoplasias. Adicionalmente,
en los Ultimos también se ha destacado la utilidad de la IHQ para la

deteccion de mutaciones. Asi, en el melanoma se ha descrito el
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empleo de anticuerpos especificos para la deteccion de la principal
mutacion en el gen BRAF (p.Val600Glu) (Riveiro-Falkenbach et al.,
2017), asi como en el gen NRAS (p.Gln61Arg) (Dias-Santagata et al.,
2016).

La THQ tiene la ventaja de que es una técnica rapida, barata, y
que muestra una elevada sensibilidad analitica (en torno al 5%) y
especificidad (98%), comparable a las otras técnicas empleadas en el
diagnostico molecular (Ihle et al., 2014). Sin embargo, tiene el

inconveniente de que Unicamente detecta mutaciones especificas

(Ugen et al., 2015).

Tabla 9: Principales métodos empleados para el estudio de mutaciones en el
melanoma. Modificada de Riveiro-Falkenbach et al. (Riveiro-Falkenbach et al.,

2017).

Método Descripcion LOD Limitaciones
Secuenciacion Sanger  Amplificacion por PCR convencional Alto requerimiento de tiempo,
y secuenciacion mediante incorporacion 20% baja sensibilidad
aleatoria de ddNTPs terminadores.
Amplificacién por PCR en tiempo real Limitada al estudio de
PCR alelo-especifica  mediante cebadores especificos para 1-10% determinadas mutaciones
cada mutacion
Amplificacion por PCR en tiempo real y No permite identificar cambios
High resolution melting  posterior comparacion de las temperatura  1-6,6% de nucledtidos especificos
de fusion
Amplificacion por PCR convencional Elevado coste, se requiere
Pirosecuenciacion seguido de secuenciacion mediante la 2-5% la plataforma
deteccion de pirofosfatos
Inmunohistoquimica Empleorde anticuerpos especificos para 59 Limitada‘ al estudi‘o’ de una
la proteina unica mutaciéon
Secuenciacién masiva Amplifi?acién por PCR multi-plex y Personal cua‘li‘ﬁcado, complejo
secuenciacion (ddNTPs terminadores, 1% analisis de datos

deteccion de pirofosfatos, cambios pH)
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5.2. SECUENCIACION MASIVA O NEXT-GENERATION
SEQUENCING

5.2.1. Metodologia de la secuenciacion masiva

Los avances tecnologicos en la ultima década nos han
permitido pasar de la secuenciacion automatica de un méaximo de 96
secuencias de 800 nucleotidos con secuenciadores de primera
generacion (método de Sanger) a la secuenciacion de millones de
fragmentos de ADN en paralelo con equipos de segunda generacion
(Next-Generation Sequencing; NGS), e inclusive a las nuevas
estrategias de secuenciaciéon de tercera generacion que utilizan

tecnologia SMRT (single molecule real time sequencing).

Las plataformas de NGS difieren en la tecnologia utilizada,
pero todas ellas comparten la capacidad de secuenciar fragmentos de
ADN amplificados clonalmente siguiendo un esquema de trabajo
comun (Figura 15). En un primer paso se requiere la fragmentacion
del ADN vy ligacion de los adaptadores (“etiquetas o barcodes”, que
son secuencias cortas de ADN especificas de cada muestra que se
afladen a los extremos de cada fragmento de ADN), seguido de la
amplificacion que se realiza sobre ADN inmovilizado en una
superficie solida (nanoparticula esférica o bead), que se deposita en el
fondo de nanopocillos de una placa (chip o flowcell) en los que se
lleva a cabo la reaccidon de secuenciacion. Esta aproximacion permite
la lectura simultanea de millones de secuencias; en consecuencia,
ofrece como ventajas ser una tecnologia mas sensible, rapida y de

menor coste (al disminuir la cantidad de reactivos necesarios en estas
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nanoreacciones); sin embargo, su principal limitacion es el elevado
volumen de datos que genera, requiriendo no solo una infraestructura
adecuada para su almacenaje, sino también un correcto andlisis e
interpretacion de los mismos. Este hecho, ha determinado el
desarrollo de técnicas bioinformaticas avanzadas que permiten el
analisis de los datos generados mediante la consulta de bases de datos
y la aplicacion de diversas herramientas computacionales (Gogol-

Doring et al., 2012; Grada et al., 2013).
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Figura 15: Flujo de trabajo utilizado en los estudios de secuenciacion masiva.

Tomada de Grada ef al. (Grada et al., 2013).

Una de las principales diferencias entre las plataformas de

NGS es el tipo de amplificacion utilizada, que puede ser mediante
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PCR en emulsion o PCR puente (Figuras 16A y 16B). En la PCR en
emulsion la reaccion se lleva a cabo en una emulsion aceite-agua que
genera microgotas para encapsular las microesferas cubiertas de
cebadores (oligonucleotidos complementarios a los adaptadores) y los
fragmentos de ADN. A cada microesfera se une un Unico fragmento
de ADN mediante la secuencia del cebador que debe ser
complementaria a la del adaptador del ADN y se lleva a cabo la
amplificacion, de forma que finalmente cada microesfera queda
recubierta por miles de copias de la misma secuencia de ADN (este
mecanismo es propio de lon Torrent). En la PCR puente, la reaccion
tiene lugar en una placa de vidrio, sobre la que estan dispuestos
adaptadores complementarios a los adaptadores anclados en los
fragmentos de ADN, que actiian como cebadores. Asi, cada fragmento
de ADN se une por sus extremos a los adaptadores complementarios y
se lleva a cabo la amplificaciéon clonal. Este proceso se repite
multiples veces, de manera que finalmente se agrupan secuencias

idénticas formando clusters (este mecanismo es propio de Illumina).
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Figura 16: Representacion esquematica de la amplificacion mediante PCR en

emulsion (A) y PCR puente (B).

Adicionalmente, se diferencian dos tipos de secuenciacion, la
secuenciacion por sintesis y la secuenciacion por ligacion. La
secuenciacion por sintesis se basa en la incorporacion de nucleodtidos
mediante el empleo de la ADN polimerasa, y la identificacion del
nucleodtido incorporado mediante el empleo de terminadores marcados
con fluoroforos, liberacion de un pirofosfato o cambios en el pH. La
secuenciacion por ligacion es un método enzimatico de secuenciacion
que se lleva a cabo mediante la accion de la ADN ligasa (Goodwin et
al., 2016). Este mecanismo es propio de SOLID, y actualmente es una

tecnologia muy poco empleada (apartado 2.5.5).
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5.2.2. Principales plataformas de secuenciacion masiva

454 Life Sciences

Fue la primera plataforma de secuenciacion de nueva
generacion comercializada (Margulies et al., 2005). La amplificacion
se lleva a cabo mediante una PCR en emulsion, y su mecanismo de
secuenciacion es por sintesis, basado en la pirosecuenciacion
(apartado 5.1) (Tabla 10). Es capaz de proporcionar lecturas largas, de
unas 700 pares de bases (pb). Esta tecnologia esta actualmente en

desuso ya que ha sido sustituida por las nuevas plataformas.

SOLID (Support Oligonucleotide Ligation Direction)

Es la tUnica plataforma de NGS que lleva a cabo secuenciacion
por ligacidn y codificacion por dos bases. Su principal desventaja es la
alta tasa de error y que ofrece lecturas cortas (75 pb), por lo que

actualmente es una de las estrategias menos empleadas.

Illumina

La metodologia Illumina se basa en la secuenciacion por
sintesis, mediante el empleo de ddNTPs marcados con fluoréforos que
bloquean de forma reversible la sintesis de la cadena de ADN. Tras la
amplificacion por PCR puente en una placa de vidrio (apartado 5.2.1),
se lleva a cabo la secuenciacion mediante el bloqueo de uno de los
adaptadores y comienzo de la reaccion desde el otro extremo. A

continuacion se produce la incorporacion simultdnea de los ddNTPs
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que se unen a las secuencias de ADN complementarias, bloquean la
elongacion y se determina la identidad de la primera base de cada
cluster. Posteriormente se eliminan los fluorocromos y se regenera el
extremo 3’-OH con un agente reductor, permitiendo la realizacion de
ciclos sucesivos, de nuevo con la incorporacion de ddNTPs,

adquisicion de imagen y lavado (Figura 17).

=
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Bloqueo de la elongacion y Eliminacion del fluordforo y

Incorporacion de ddNTPs emision fluorescencia regeneracion del extremo 3°-OH

Figura 17: Reaccion de secuenciacion llevada a cabo por el método Illumina.

Tomada de Goodwin et al (Goodwin et al., 2016).

Al igual que la tecnologia SOLID, Illumina ofrece lecturas
cortas (150pb), pero con una gran capacidad de lecturas totales. Se han
desarrollado varias plataformas (HiSeq, Miseq, NextSeq, entre otras)
y actualmente constituye la tecnologia de secuenciacién de segunda

generacion mas empleada.
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Ion Torrent Sequencing

Es la primera plataforma comercializada cuya secuenciacion
no depende del uso de fluorescencia, sino que se basa en la tecnologia
de semiconductores, en la que se detectan cambios de pH como
consecuencia de los protones (H+) liberados en la reaccion de
polimerizacion del ADN (Rothberg et al., 2011). El proceso se lleva a
cabo mediante el uso de chips con micro-pocillos cuya base detecta
dichos cambios en el pH (Figura 18). Se dispone de dos plataformas
capaces de generar lecturas largas (hasta 2000 pb), el sistema PGM y
otro sistema de mayor capacidad, el Ion Proton. La tecnologia Ion
Torrent es una de las mas utilizadas en la practica clinica dado el
creciente desarrollo de paneles de secuenciacion con aplicacion en
enfermedades concretas, para secuenciar un determinado grupo de

genes de interés de manera rentable y eficiente.
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Figura 18: Reaccion de secuenciacion llevada a cabo por el Ion Torrent. Tomada de

Goodwin et al (Goodwin et al., 2016).
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Tabla 10: Principales plataformas de NGS

Tipo Tipo Tamaifio maximo
Plataforma ) X ..
amplificacion secuenciacion de lectura (pb)
454 PCR emulsion Sintesis (pirosecuenciacion) 700
SOLID PCR emulsiéon  Ligacion oligonucleodtidos marcados fluoréforos 75
Illumina PCR puente Sintesis (ddNTPs marcados con fluor6foros) 150
Ion Torrent PCR emulsion Sintesis (semiconductores) 2000

5.2.3. Aplicaciones de la secuenciacion masiva

El reciente desarrollo de plataformas de NGS ha permitido
realizar un cribado exhaustivo de las alteraciones moleculares
implicadas en distintos procesos bioldgicos. Concretamente en cancer,
ha permitido la identificacion de nuevos genes implicados en su
patogenia con potencial aplicabilidad en el diagndstico, prondstico y
tratamiento. Con respecto al melanoma, esta nueva metodologia ha
permitido no sélo identificar nuevos genes, sino también conocer un
rasgo distintivo de esta neoplasia comparado con otras, como es la alta
carga mutacional (mediana de >10 mutaciones/Mb en melanoma
comparado con 0,3 mutaciones/Mb en la leucemia) (Lawrence et al.,
2013).

La NGS se emplea para la secuenciacion del genoma completo
(Whole Genome Sequencing, WGS), permitiendo conocer deleciones,
inserciones, variaciones en el ntimero de copias, translocaciones y
cambios de base ocurridos en todo el genoma; para la secuenciacion
de todas las regiones gendmicas codificantes (Whole Exome
Sequencing, WES); o bien para el estudio unicamente de regiones
codificantes seleccionadas mediante el uso de paneles de

secuenciacion (7Targeted exome sequencing). A este respecto, los
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estudios iniciales realizados mediante NGS se basaban en una
secuenciacion de tipo WGS o WES; sin embargo, estas
aproximaciones tienen un coste muy elevado, y proporcionan una
enorme cantidad de datos que requieren un andlisis bioinformatico
complejo, por lo que no resultan de utilidad en el diagndstico
molecular de rutina. En este sentido, la secuenciacion de regiones
codificantes seleccionadas o Targeted exome sequencing, permite el
analisis de alteraciones genéticas concretas, de manera que representa
una modalidad de NGS de especial utilidad en la practica clinica
diaria. Esta alternativa permite una secuenciacion mas rapida, menos

costosa y requiere un analisis bioinformatico de menor complejidad.

La mayoria de los estudios realizados con Targeted exome
sequencing en melanoma han empleado paneles de secuenciacion
comerciales que incluyen genes frecuentemente implicados en los
distintos tipos de cancer (Dutton-Regester et al., 2012; Siroy et al.,
2015; Goswami et al., 2015; Lee et al., 2015; Li et al., 2015;
Stockman et al., 2015; Miraflor et al., 2017; Carlson et al., 2017).
Estos paneles tienen la ventaja de que no requieren un disefio
especifico, y permiten el estudio de varios tipos de neoplasias sin
necesidad de disponer de un panel determinado para cada una de ellas;
sin embargo, tienen la limitacion de que incluyen el andlisis de
multiples genes sin implicacion conocida en la patogenia del

melanoma (Griewank al., 2015).

Como alternativa a estos paneles comerciales, una minoria de
autores ha desarrollado paneles especificos que incluyen genes de

relevancia en el melanoma (Tabla 11) (Lovly et al., 2012; Pinto et al.,
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2016; Froyen et al., 2016; Reiman et al., 2017). En el disefo de
dichos paneles se han incluido los principales genes con implicacion
conocida en el melanoma (BRAF, NRAS, KRAS, KIT, GNAQ,
GNAII), si bien cabe destacar que en ninguno de ellos se han
analizado genes recientemente descritos en estudios de WGS/WES
(NFI, RACI, PPP6C, TERT...), y practicamente no se ha incluido el
estudio de genes relacionados con los mecanismos de resistencia a las
nuevas terapias dirigidas (MEKI, MEK2, NFI, RACI, HOXDS,
CDKA4...).

Tabla 11: Estudios de NGS con disefios de paneles especificos empleados en el

estudio de melanomas.

Tipo de Genes

Autores Diseiio Genes
muestras (n°) (n°)
Lovly CM et al,2012 LC (6), F (24), 6 Hotspots NRAS, BRAF, KIT, CTNNBI, GNAQ, GNAI 1
FFPE (18)
Pinto R et al,2016 FFPE (25) 11 Toda region BRAF, NRAS, PTEN, MITF, CDK4, MGMT,
codificante CTLA4, PIK3CA, MCIR, KIT, RB1
Froyen G et al 2016 FFPE (5) 24 AKTI, ALK, APC, BRAF, CDKN2A, CTNNBI,
Hot spots GFR, ERBB2 (HER2), FBXW7, FGFR2, GNA11
GNAQ, KIT, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, PDGFRA,
PPIK3CA, PTEN, RET, SMAD4, STK11, TP53
Reiman A et al 2017 FFPE (151) 7 Hot spots NRAS, BRAF, KIT, KRAS GNAQ, GNAI11, MEK1

LC: Lineas celulares; FFPE: Muestra parafinada; F: Muestra en fresco; NE: No

especificado; Mtx: Metastasis
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Justificacion y objetivos

El melanoma es una neoplasia maligna con un importante
impacto clinico en nuestro medio. Diversos estudios han constatado
que es uno de los tumores cuya incidencia mas ha aumentado en las
ultimas décadas, y que constituye la principal causa de muerte por

cancer cutaneo en el mundo.

La clasificacion tradicional del melanoma cutdneo establece
cuatro subtipos de melanoma con caracteristicas clinico-patologicas
diferenciales; sin embargo, esta clasificacion resulta insuficiente al
carecer de valor prondstico. A su vez, a pesar de los recientes avances
en el conocimiento de las alteraciones moleculares implicadas en su
etiopatogenia, las alternativas terapéuticas del melanoma localmente
avanzado y/o metastasico contintan siendo limitadas y las tasas de
supervivencia continian siendo bajas. Es por ello que resulta
necesario profundizar en los mecanismos moleculares implicados en
el desarrollo y progresion del melanoma, con el fin de identificar
nuevos biomarcadores con utilidad clinica. Una caracterizacion del
melanoma mediante una aproximacion gendmica y epigenomica
podria ayudarnos a establecer una nueva clasificacion del melanoma
basada en subtipos moleculares, que a diferencia de la clasificacién
clinico-patologica actual, permita estratificar a nuestros pacientes en

base al pronoéstico, y a su vez tenga implicaciones terapéuticas.

El reciente desarrollo de la NGS ha permitido un andlisis
exhaustivo de las alteraciones moleculares implicadas en la patogenia
del melanoma. La mayoria de los estudios de NGS se basan en
aproximaciones WGS y WES, que suponen un alto coste y requieren

un manejo bioinformatico de elevada complejidad. La secuenciacion
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de regiones exdnicas especificas mediante la aplicacion de paneles de
genes especificos ha demostrado mayor utilidad en la practica clinica
por su menor coste y una mayor facilidad para la interpretacion de los
resultados; sin embargo, son escasos los disefios de paneles centrados
unicamente en el estudio de los genes implicados en melanoma. El
disefio de un panel de genes especifico de melanoma podria ser de
utilidad no s6lo para la clasificacion de los melanomas primarios en
base a sus alteraciones genéticas, sino también para el manejo de los
melanomas metastasicos mediante la identificacion de dianas
terapéuticas, asi como posibles mecanismos de resistencia a las

actuales terapias dirigidas.

Por todo lo anteriormente expuesto, el objetivo principal de
esta tesis doctoral es la caracterizacion molecular de una serie de
melanomas mediante una aproximacion genética y epigenética, para
tratar de establecer una clasificacion molecular que tenga valor

diagnostico, prondstico y terapéutico.
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Para alcanzar este objetivo principal se han planteado los

siguientes objetivos especificos:

1. Estudio del perfil genético.

1.1 Disefio y puesta a punto de un panel de genes descritos
previamente en la literatura con utilidad diagndstica, pronostica y/o
predictiva de respuesta en el melanoma, para su estudio por NGS.

1.2 Estudio de la prevalencia de mutaciones de los diferentes
genes incluidos en el panel en una serie de melanomas primarios.

1.3 Estudios de asociacion de las mutaciones identificadas con
los parametros clinico-patologicos y evolutivos de los pacientes.

1.4 Establecimiento de una clasificacion molecular en base a
las mutaciones identificadas (siguiendo los criterios de la TCGA).

1.5 Estudio de la prevalencia de mutaciones en muestras

pareadas de melanoma metastésico.

2. Estudio de los perfiles de metilacion aberrante del ADN.

2.1. Estudio de la prevalencia de metilacion en TSGs en una
serie de melanomas primarios.

2.2 Estudios de asociacion de la metilacion con los parametros

clinico-patologicos y evolutivos de los pacientes.
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3. Estudio de los perfiles de expresion de miRNAs.

2.1. Estudio del perfil de expresion de miRNAs en una serie de
melanomas primarios.

2.2 Seleccion y validacion de los miRNAs seleccionados en
una segunda serie de muestras.

2.3 Estudios de asociacion de la expresion de los miRNAs
seleccionados con los parametros clinico-patolégicos y evolutivos de
los pacientes.

2.4 Estudio de los miRNAs seleccionados en una serie de

nevus melanociticos y melanomas metastasicos.
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Material y métodos

1. MATERIAL

1.1 SELECCION DE PACIENTES

Estudio observacional retrospectivo efectuado en 210 pacientes
diagnosticados de melanoma desde 2005-2017 en los Servicios de
Dermatologia y Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario y
Politécnico la Fe (n=113), Hospital General Universitario de Valencia
(n=75), Hospital La Plana de Villarreal (n=20) e Instituto Valenciano
de Oncologia (n=2). Adicionalmente, el estudio ha incluido una serie
de 20 pacientes diagnosticados de nevus melanociticos y un grupo
control (n=10) de pacientes sin antecedentes personales ni familiares
de cancer (Hospital Universitario y Politécnico la Fe). Las Tablas 12A
y 12B recogen las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas,
histopatologicas y evolutivas de los pacientes diagnosticados de
melanoma y nevus melanocitico, respectivamente; los pacientes con
melanoma in situ han sido excluidos del estudio.

Todos los pacientes han manifestado por escrito su aprobacion
para participar en el estudio. El consentimiento informado ha sido
elaborado de acuerdo con las directrices recogidas en la Declaracion
de Derechos Humanos y Conferencia de Helsinki y los requisitos
establecidos en la legislacion valenciana y espafiola en el ambito de
investigacion biomédica. Asimismo, el proyecto de investigacion ha
sido aprobado por el respectivo Comité Etico de Investigacion Clinica

de los hospitales anteriormente mencionados.
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1.2 MUESTRAS A ESTUDIO

Se han obtenido 210 muestras de melanoma primario y 12 de
metastasis, asi como 20 muestras correspondientes a nevus
melanociticos. Todas las muestras habian sido incluidas en parafina y
almacenadas en los archivos de los Servicios de Anatomia Patoldgica
y Dermatologia. Para las determinaciones moleculares se han
seleccionado la muestras con mayor porcentaje de células tumorales,
excluyéndose aquéllas con <20% de celularidad tumoral.
Adicionalmente, muestras de piel sana (n=10) han sido utilizadas

como grupo control en los estudios moleculares.

Tabla 12A: Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes diagnosticados de melanoma.

Total (n=210)

Variable
n (%)
Caracteristicas epidemiologicas
Edad
<40 20 (9,5)
40-65 98 (46,7)
>65 92 (43,8)
Sexo (%)
Varones 108 (51,4)
Mujeres 102 (48.,6)
Caracteristicas clinicopatologicas
Localizacion anatémica (%)
Cabeza y cuello 30(14,3)
Tronco 94 (44.8)
Extremidades superiores 37(17,6)
Extremidades inferiores 35(16,7)
Acral 14 (6,7)
Fotolocalizacion (%)
Oculto sol 31 (14,8)
Exposicion intermitente 150 (71,4)
Exposicion cronica 29 (13,8)
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Tabla 12A: Continuacion

Subtipo histologico (%)

LMM 16 (7,6)

MES 151 (71,9)

MN 28 (13,3)

MLA 13 (6,2)

Otros 2 (1,0)
Indice de Breslow (%)

<lmm 118 (56,2)

1-2mm 45 (21,4)

2-4mm 24 (11,4)

>4mm 23 (11,0)
Ulceracion (%)

No 168 (80,0)

Si 42 (20,0)
Mitosis /mm2 (%)

<1 110 (52,4)

>1 100 (47,6)
Regresion (%)

No 116 (55,2)

<50% 68 (32,4)

>50% 26 (12.4)
Tasa de crecimiento (%)

Non-FGM 173 (82,4)

FGM 37.(17,6)
BSGC (%)

No realizado 103 (49,0)

Negativo 81 (38,6)

Positivo 17 (8,1)

No identificado 9 (4,3)
Estadio tumoral (%)

Localizado (I-IT) 175 (83,3)

Locorregional y metastasica (I1I-IV) 35(16,7)
Evolucién (%)

Enfermedad estable 172 (82,7)

Recaida (locorregional y/o metastasis a distancia) 26 (12,5)

Exitus 10 (4.8)

LMM: Lentigo Melanoma Maligno; MES: melanoma extension superficial; NM:
Nodular melanoma; MLA: melanoma lentiginoso acral; FGM: Fast growing

melanoma. BSGC: Biopsia selectiva de ganglio centinela.
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Tabla 12B: Caracteristicas clinico-patologicas de los pacientes diagnosticados de

nevus melanociticos.

Variable Total (n=20)

n (%)
Caracteristicas epidemiol6gicas
Edad
<40 5(25)
40-65 11 (55)
>65 4 (20)
Sexo (%)
Varones 6(30)
Mujeres 14 (70)
Caracteristicas clinicopatologicas
Localizacion anatomica (%)
Cabeza y cuello 2 (10)
Tronco 17 (85)
Extremidades superiores 0(0)
Extremidades inferiores 1(5)
Acral 0(0)
Subtipo histologico (%)
Nevus intradérmico 4(20)
Nevus compuesto 6 (30)
Nevus displasico 10 (50)

2. METODOS

2.1 PLAN DE TRABAJO

De los todos casos incluidos en el estudio, se han solicitado
cortes del tejido tumoral incluido en parafina (FFPE) a los servicios de
Dermatologia y Anatomia Patologica. El aislamiento de ADN y ARN
para su posterior empleo en los métodos moleculares propuestos ha
sido realizado a partir de muestras FFPE. El estudio de alteraciones
moleculares mediante Next-Generation Sequencing (NGS), PCR en
tiempo real [analisis de curvas de fusion de alta resolucion (HRM;
High Resolution Melting) y sistema de mutacion refractario a la
amplificaciéon por PCR (ARMS-PCR)] y secuenciacion de Sanger, se

ha realizado sobre ADN; asi como el estudio de la metilacion en el
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promotor de TSGs mediante amplificacion multiple empleando sondas
dependientes de una fase de ligacion sensible a la metilacion (MS-
MLPA). El perfil de expresion de miRNAs mediante arrays de
expresion y su posterior validacion mediante PCR cuantitativa a
tiempo real (RT-qPCR) se ha realizado sobre ARN. La figura 19

muestra el algoritmo de trabajo establecido.

Seleccion de muestras de tejido tumoral incluido en parafina

Extraccién de acidos nucleicos (ADN y ARN)

ADN ARN
Estudio mutaciones Analisis metilacion en Estudio expresién de
el promotor de TSGs miRNAs
(MS-MLPA)
NGS PCR tiempo real Secuenciacion Arravs'd'e Validacién
(HRM) Sanger expresion RT-GPCR
miRNAS q

Confirmacion mutaciones
PCR tiempo real (HRM, ARMS-PCR) y Sanger

Figura 19: Diagrama de flujo utilizado para los estudios moleculares
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2.2 EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

2.2.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se ha realizado a partir de tres secciones
de 10um de tejido FFPE que inicialmente ha sido desparafinado
mediante la utilizacién de 160 pl de la Solucién de Desparafinado
(Qiagen). Posteriormente se ha empleado como método de extraccion
en columna el GeneRead DNA FFPE Kit (Qiagen). Este
procedimiento de aislamiento y purificacion se basa en la adsorcion
del ADN (a través de sus grupos fosfato) a la membrana de silice
(cargada positivamente) de las columnas. Las proteinas, lipidos,
metabolitos y otros contaminantes no son afines a la membrana y se
eliminan con ayuda de una soluciéon de lavado y un ciclo de
centrifugacion, mientras que el material genético permanece unido a la
matriz. Adicionalmente se ha realizado una incubacion con UNG
(Uracil-N-Glycosylase), que es de especial utilidad para los estudios
de secuenciacion, ya que previene la formacion de artefactos como
consecuencia de la desaminacion oxidativa de la citosina secundaria a

la fijacion con formaldehido (cambios en la secuencia tipo C>T).

El procedimiento de extraccion comporta la incubacion y
digestion durante toda la noche a 56°C y posteriormente una hora a
90°C, con una mezcla de 55 pl de agua libre de nucleasas, 25 ul de
Buffer FTB, y 20 proteinasa K. La fase acuosa generada tras la
digestion se transfiere a un nuevo tubo, se le afiaden 115 pl de agua
libre de nucleasas y se incuba durante una hora con 35 pl de UNG a

50°C, seguido de una incubacion a temperatura ambiente con 2 pl
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RNasa A durante 2 minutos. Posteriormente se afiaden 250 ul Buffer
AL y 250 pl de etanol (96-100%) y se transfiere todo el lisado a la
columna. A continuacion se realizan los lavados de la columna con
500 pl Buffer AW1 y AW2, y finalmente se realiza la elucion en 30 pl
de Tris Edta (TE), permitiendo la obtencion del ADN purificado.

2.2.2 Extraccion de ARN

El ARN total de las muestras se ha purificado mediante el Kit
RecoverAIlI™ Total Nucleic Acid Isolation (ThermoFisher Scientific).
Se han disgregado y desparafinado tres secciones de 20um de tejido

mediante 160 pl de la Solucion de Desparafinado (Qiagen).

Para aislar el ARN, la muestra se digiere con 100 pl de
Digestion Buffer y 4 ul de proteasa a 50°C durante 3 horas seguido de
15 minutos a 80 °C. Una vez digerida, la fase acuosa se trasnfiere a un
nuevo tubo de microcentrifuga y se afiade una mezcla de 120 pl
Isolation Additive y 275 nl de etanol al 100%. Todo el contenido del
tubo se transfiere a la columna y posteriormente se realizan los
lavados con los Buffer Wash 1 y Wash 2/3. A continuacion se realiza
una digestion con nucleasas mediante la adicion de una mezcla de 6 pl
de 10X DNase Buffer, 4 pl de DNase y 50 pl de agua libre de
nucleasas, y se repiten los lavados con los Buffer Wash 1'y Wash 2/3.

Finalmente se realiza la elucion en 30 ul de agua libre de nucleasas.
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2.2.3 Cuantificacion y valoracion de la calidad de los acidos

nucleicos

La cantidad y calidad de ADN/ARN se ha determinado
mediante espectrofotometria utilizando el NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific). El Nanodrop calcula la
concentracion de los acidos nucleicos en ng/ul y evalua la pureza
mediante el ratio entre la absorbancia a 260 nm y 280 nm (1,8-2,0) y
el ratio entre 260 nm y 230 nm (1,8-2.2). Valores fuera de los rangos
indican la presencia de contaminantes que absorben a longitudes de
onda similares, tales como proteinas, fenoles, hidratos de carbono o

compuestos aromaticos.

De forma adicional, la concentracion de ADN ha sido
determinada mediante fluorimetria utilizando el Qubit 3.0
Fluorometer (ThermoFisher Scientific). Este método de cuantificacion
permite determinar la concentracion de la muestra mediante la
utilizacion de sondas fluorescentes de forma altamente sensible y
precisa. La cuantificacion de acidos nucleicos mediante fluorimetria
resulta de especial utilidad para la preparacion de librerias en los

estudios de NGS.

Asimismo, la calidad del ARN ha sido determinada mediante
electroforesis en el Agilent 2100 Bioanalyzer system utilizando el kit
Agilent RNA 6000 Nano. Este método mide la integridad del ARN
mediante la estimacion del RNA Integrity Number (RIN) que tiene un
rango numérico del 1 (muestra degradada) al 10 (muestra integra). Los

acidos nucleicos procedentes de tejidos parafinados sufren
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degradacion consecuencia de su exposicion a la formalina, mostrando
valores del RIN bajos. Para el estudio de expresion de miRNAs
mediante arrays Unicamente se han seleccionado las muestras FFPE

que han proporcionado un valor de RIN aceptable para el estudio

(RIN = 2-3).

2.3 ESTUDIOS GENETICOS

El estudio de mutaciones se ha realizado mediante tres
métodos moleculares: NGS, PCR en tiempo real y secuenciacion de
Sanger.

- NGS: estudio de alteraciones moleculares mediante el
disefio de novo de un panel de 35 genes implicados en la
patogenia del melanoma.

- PCR en tiempo real: confirmacion de mutaciones
identificadas mediante NGS en los genes NRAS y KRAS.
Uso de la aproximaciéon de HRM para el estudio de
mutaciones en el gen /DH]I, y confirmacion de mutaciones
del gen BRAF identificadas por NGS.

- Secuenciacion de Sanger: estudio de mutaciones en el
promotor del gen TERT y el gen IDH1; confirmacion de las
mutaciones identificadas por NGS en los genes BRAF,

NRAS, KRAS, y KIT.
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2.3.1 Estudio de alteraciones moleculares mediante secuenciacion

masiva
2.3.1.1 Seleccion de genes y diseiio del panel

2.3.1.1.1Seleccion de genes

Se ha realizado una busqueda bibliografica con el fin de revisar
genes previamente descritos en melanoma. Para ello se ha utilizado la

base de datos PUBMED (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). En la

busqueda se han incluido los registros publicados hasta el 1 de
diciembre del 2014 utilizando los siguientes términos de busqueda:
“Melanoma” AND “mutations”; Melanoma” AND “Genetics”™;
“Melanoma” AND “Next-Generation Sequencing”; “Melanoma”
AND “Whole Exome sequencing”; “Melanoma” AND “Whole
Genome sequencing”; y “Melanoma” AND “Targeted Exome
sequencing’.

Para la seleccion de los genes candidatos se ha tomado en
consideracion su clasificacion en tres grupos en funcion de su
implicacion en el melanoma:

- Grupo I: Genes bien conocidos por su implicacién en la

patogenia del melanoma.

- Grupo II: Genes con mutaciones descritas como posibles
mecanismos de resistencia a terapias dirigidas empleadas
en pacientes con melanoma avanzado.

- Grupo III: Genes recientemente descritos en estudios
WGS/WES, cuya implicacion en la patogenia del
melanoma es desconocida.

De cada uno de los genes seleccionados se ha revisado la

presencia de ‘“regiones calientes” o “hot spots”, que son regiones
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exonicas donde es frecuente que se produzcan mutaciones. En
aquellos genes en los que no se han identificado “hot spots”, se han
revisado las regiones donde previamente han sido descritas

mutaciones por otros autores.

2.3.1.1.2Disefio del panel

El disefio se ha realizado utilizando la herramienta Jlon

Ampliseq Designer (www.ampliseg.com). La herramienta permite la

inclusion de toda la region codificante de un gen, o bien de las
regiones exonicas de interés mediante la anotacion de cada una de las
posiciones cromosomicas (Figura 20). Por ello, en funciéon de si
existen o no “hot spots” en el gen seleccionado se han indicado las
posiciones cromosomicas a estudiar o se ha incluido el estudio del gen
completo, respectivamente. Para la busqueda de las posiciones
cromosomicas de cada region se han consultado las bases de datos
UCSC Genome Browser y COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations
in Cancer).

Finalizado el proceso de disefio del panel, la herramienta lon
Ampliseq Designer proporciona una descripcion del mismo indicando
los amplicones generados asi como la cobertura con la que se leeran

cada una de las regiones de estudio en el secuenciador.
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A

Name Chrom start End Target (bp) Missed (bp) Covered (3

Name Chrom start End Target (bp) Missed (bp) Covered (%)

Figura 20: Ejemplo de disefio del panel proporcionado por la herramienta Ampliseq Designer.
A: Se especifica para cada “hot spot” la posicion cromosoémica de inicio y fin del amplicon, el
numero de pares de bases incluidas, y la cobertura con la que son leidas por el secuenciador.
B. Detalle del diseflo para genes sin “/ot spots” o con mutaciones a lo largo de todo el gen,
en los que se incluye el estudio de toda la region codificante y la herramienta proporciona la

cobertura para dicho gen.
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2.3.1.2 Preparacion de librerias

La preparacion de librerias segin la tecnologia empleada,
requiere una amplificacion mediante PCR multiple seguida de la
ligacion de los adaptadores e identificadores (barcodes). La figura 21

ilustra el flujo de trabajo seguido para la preparacion de librerias.

TN

ona  DNIDXOODOODODDOD

Amplificacién

Digestidn cebadores
Ligacion adaptadores X 2000004
Pl >OO00K
X P1
20000 2000
20000 JCOOK
000X 000X

Purificacion y cuantificacion librerias

Figura 21: Diagrama de flujo utilizado para la preparacion de librerias.

2.3.1.2.1 Amplificacion

La preparacion de librerias se ha realizado mediante el /lon
Ampliseq Library kit 2.0 (Thermo Fisher Scientific). Esta tecnologia
permite una amplificacion de todas las regiones gendmicas mediante
PCR multiple en una placa de 96 pocillos, mediante la preparacion de

dos pool de parejas de cebadores. El procedimiento se lleva a cabo
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empleando 10 ng de ADN medidos mediante fluorimetria (Qubit 3.0)
para cada uno de los pool. El protocolo y programa de temperaturas de
PCR se especifican en las tablas 13 y 14. El nimero de ciclos de PCR
se ajusta en funcion del nimero de parejas de cebadores por pool,

acorde a las especificaciones del fabricante.

Tabla 13: Protocolo de trabajo empleado para la preparacion de las librerias.

Reactivo Volumen (pnl)
lon AmpliSeq Hifi Mix 4
lon AmpliSeq Primer Pool 10
ADN (10 ng) 6

Tabla 14: Programa de temperaturas de PCR empleado para la preparacion de las

librerias
N° Ciclos Paso T (°C) Tiempo
1 Activacion de la enzima 99 2 minutos
20 Desnaturalizacion 99 15 segundos
Hibridacion y elongacion 60 4 minutos

2.3.1.2.2 Digestion de los cebadores

Los restos de cebadores del producto de PCR se eliminan
mediante la adicion de 2 pl de FuPa Reagent. El programa utilizado

en el termociclador se especifica en la tabla 15.
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Tabla 15: Programa de temperaturas empleado en el termociclador para la digestion

de los cebadores remanentes.

T* (°C) Tiempo (minutos)

50 10
55 10
60 20

2.3.1.2.3 Ligacioén de adaptadores y purificacion de las librerias

Para la ligacion de los adaptadores e identificadores a las
muestras se prepara una mezcla de lon Pl Adapter y lon Xpress
Barcode a una dilucion 1:4 para cada uno de los identificadores. Una
vez preparada, se lleva a cabo la reaccion de ligacion siguiendo el
protocolo y programa de temperaturas especificado en las tablas 16 y

17.

Tabla 16: Protocolo de trabajo seguido para la ligacion de los adaptadores e

identificadores.
Reactivo Volumen (pl)
lon Pl Adapter y lon Xpress Barcode (dilucion 1:4) 2
Switch Solution 4
DNA Ligase 2
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Tabla 17: Programa de temperaturas empleado para la ligacion de los adaptadores e

identificadores.
T* (°C) Tiempo (minutos)
22 10
72 10

La purificacion de las librerias se realiza afiadiendo 45 pl de
microesferas Agencourt® AMPure® XP (Beckam Coulter). La mezcla
se incuba durante 5 minutos colocando la placa en la gradilla
magnética DynaMag®-PCR magnet, lo que conlleva la union de los
productos de PCR a las microesferas magnéticas. Una vez desechado
el liquido sobrenadante se realizan dos lavados con 150 pl de etanol al

70%.

2.3.1.2.4 Ecualizacion o normalizacion de la concentracion de las

librerias

La concentracion de las librerias se normaliza a 100 pM
mediante la utilizacion del lon Library Equalizer Kit. Este método
requiere la amplificacion de la libreria siguiendo el protocolo y

programa de temperaturas especificados en las tablas 18 y 19.

Tabla 18: Protocolo de trabajo empleado para la ecualizacion de las librerias.

Reactivo Volumen (pl)
Platinum® PCR SuperMix 4
Equalizer™ Primers 2
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Tabla 19: Programa de temperaturas empleado para la ecualizacién de las librerias.

N° Ciclos Paso T (°C) Tiempo
1 Activacion de la enzima 99 2 minutos

20 Desnaturalizacion 99 15 segundos
Hibridacion y elongacion 60 4 minutos

2.3.1.3 Amplificacion clonal y enriquecimiento

La amplificacion clonal y enriquecimiento se han realizado

mediante el Jon OneTouch™ 2 System.

Para la amplificacion clonal se utiliza el lon OneTouch™ 2
Instrument en el que se lleva a cabo una PCR en emulsion. La
metodologia emplea microesferas magnéticas [lon Sphere™ Particles
(ISPs)] a las que se une un Unico fragmento de ADN mediante una
secuencia complementaria al adaptador P1. Las ISPs se emulsionan en
una mezcla de agua y aceite, y se realizan miles de reacciones de PCR

independientes (Figura 22).
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Figura 22: Representacion esquematica de la PCR en emulsion.

En un primer paso se realiza una dilucion de la libreria de
ADN a 100 pM, mediante la mezcla de un volumen de 2 pL de la
libreria y agua de agua libre de nucleasas hasta un volumen total de 25
pL. Posteriormente, se prepara la solucion de amplificacion siguiendo

el protocolo especificado en la tabla 20.

Tabla 20: Protocolo de trabajo empleado para PCR en emulsion.

Reactivo Volumen (pl)
lon PGM™ Hi-Q™ Reagent Mix 800
lon PGM Hi-Q Enzyme Mix 50
lon PGM™ Hi-Q™ [SPs 100
Libreria (100 pM) 25
Agua libre de nucleasas 25

Se introducen 1000 pl de la solucion de amplificacion en el Jon
OneTouch™ Reaction Filter, seguido de 1700 pl de lon OneTouch™
Reaction Oil. A continuacion, el filtro se inserta en el Jon OneTouch™
2 Instrument para llevar a cabo la amplificacion clonal mediante el
programa lon Torrent PGM Hi-Q OT2 kit 200. Una vez terminada la
PCR en emulsion y tras una centrifuga de 10 minutos, las ISPs se

depositan en los tubos de coleccion (lon OneTouch™ Recovery
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Tubes). De cada tubo se elimina todo el sobrenadante sin tocar el
pellet, excepto un volumen de 100 puL que se utiliza para resuspender
las ISPs. Posteriormente, a cada tubo se le anaden 500 pl de lon
OneTouch™ Wash Solution. El volumen resultante de ambos tubos
coleccion se mezcla en un solo tubo Eppendorf LoBind™, 'y tras ser
centrifugado, se deshecha el sobrenadante excepto un volumen de 100

pL que se emplea para el enriquecimiento.

El enriquecimiento de las ISPs se realiza con el /lon
OneTouch™ ES. Este paso comporta la seleccion de las ISPs que
contienen un fragmento de ADN amplificado y la eliminacion de las
ISPs sin amplicon, mediante la utilizacion de esferas magnéticas
unidas a estreptavidina que se unen al adaptador A biotinilado. El
procedimiento requiere el empleo de una tira de 8 pocillos donde se
afiaden todos los reactivos necesarios. En el primer pocillo se afiaden
100 pL de las ISPs, en el segundo pocillo se anaden 130 pL de
Dynabeads MyOne Streptavidin CI Beads, en los pocillos 3°-5° se
anaden 300 pL del lon OneTouch™ Wash Solution, y en el séptimo
pocillo 300 pL de solucién Melt-off.
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2.3.1.4 Secuenciacion

La secuenciacion se ha llevado a cabo en el lon PGM System.
Esta tecnologia emplea chips semiconductores y se basa en la
deteccion de cambios de pH como consecuencia de los protones

liberados en la reaccion de polimerizacion del ADN (Figura 23).

v Y Y e v Y v e e A AAL R L L SEDRE S

Figura 23: Esquema del método de secuenciacion mediante semiconductores.

En primer lugar se le anaden a las ISPs enriquecidas 5 pL de
Control Ion Sphere™ Particles y se centrifuga 2 minutos a 15,500 x
g. Se elimina el sobrenadante sin tocar el pellet hasta dejar un
volumen de 15 pL, y posteriormente se afiaden 12 pl de Sequencing
Primer hasta alcanzar un volumen total de 27 puL. La mezcla se incuba
2 minutos a 95°C y 2 minutos a 37°C. A continuacion se anaden 3 pL
de lon PGM Sequencing 200 v2 Polymerase hasta alcanzar un
volumen de 30 pL, y se incuba durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se elimina el contenido del lon 318 Chip v2
y se procede a cargar los 30 uL en el chip. Una vez cargado, se coloca
en la placa del lon PGM Sequencer y se inicia el proceso de

secuenciacion.

114



Material y métodos

2.3.1.5 Analisis bioinformatico

Para realizar el analisis bioinformatico, los datos han sido
transferidos desde el lon PGM System al servidor (Ion PGM Torrent
Server). El andlisis inicial de los datos para la anotacion de variantes
se ha realizado mediante el lon Torrent Suite Software. El filtrado
inicial de las variantes se ha realizado mediante el lon Reporter

software.

2.3.1.6 Estudios de sensibilidad

La determinacién del LoD de la metodologia de NGS se ha
realizado mediante la secuenciacion de dos lineas celulares de
adenocarcinoma de colon. Una de las lineas empleadas ha sido la HT-
29 (ACC-299) que es portadora de la mutaciéon p.val600Glu en
heterocigosis en el gen BRAF y el polimorfismo p.Argl60Trp en el
gen MCIR, y la otra linea ha sido la Caco-2 (ACC-169) que es wt para
las dos variantes mencionadas. Con el ADN genomico de ambas
lineas celulares se han realizado diluciones seriadas en una proporcion
1:1, 1:3, 1:24, 1:49, 1:99, 1:999, dando lugar a frecuencias alélicas del
25%, 12.5%, 2%, 1%, 0.5% y 0.05%, respectivamente. Cada una de
las diluciones resultantes ha sido secuenciada en dos experimentos
independientes siguiendo la metodologia descrita para las muestras de

tejido.
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2.3.1.7 Clasificacion de las variantes identificadas

Para una adecuada clasificacion de variantes patogénicas se
han definido unos criterios de seleccion (Figura 24). Todas las
variantes intronicas y exoOnicas sinonimas han sido inicialmente
excluidas. Asimismo, se han aplicado filtros para eliminar posibles
falsos positivos, teniendo en cuenta inicamente aquellas variantes con
un numero de lecturas totales o cobertura >500, un nimero de lecturas

en el alelo mutado >20, y un p valor <0,01.

Ademas se ha realizado una busqueda de las variantes filtradas
en las bases de datos COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer) y dbSNP (database for single nucleotide polymorphisms)
para identificar mutaciones y polimorfismos previamente descritos.
Para dilucidar el papel patogénico de las variantes de origen
desconocido (VEDs) se han utilizado programas de prediccion “in
silico”. Estas herramientas tienen como objetivo la prediccion de los
efectos funcionales proteicos derivados de los cambios en el
aminoacido estableciendo una puntuacion (score). Los programas
utilizados han sido SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant),
Polyphen-2  (Polymorphism Phenotyping v2), Provean (Protein
Variation Effect Analyzer), CONDEL (consensus deleteriousness
score of missense mutations) y SNPS&GO. Se han considerado
variantes patogénicas aquellas con prediccion deletérea en tres de los
cinco algoritmos empleados, asi como las variantes tipo frameshift y
nonsense.

Adicionalmente, todas las mutaciones y VEDs clasificadas

como patogénicas han sido confirmadas mediante su visualizacion en
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el software Integrative Genomics Viewer (IGV; Broad Institute, Reino
Unido). (Version 2.3).

Los polimorfismos identificados en genes previamente
descritos por su contribucion a la predisposicion del melanoma
(CDKN2A4, CDK4, MCIR y MITF), también han sido clasificados
mediante las herramientas de prediccion “in  silico”. Se han
considerado polimorfismos de alto riesgo aquéllos con prediccion

deletérea en tres de los cinco algoritmos empleados.

Total variantes

Exclusion variantes :
- Intronicas
- Exonicas sinonimas

Variantes exénicas no sinénimas

Exclusion variantes :

- <500 lecturas totales

- <20 lecturas alelo mutado
- P>0,01

Variantes exénicas no sindnimas filtradas

Busqueda variantes descritas en bases de datos:
- COSMIC
- dbSNP

Mutaciones y variantes de origen desconocido (VEDs)

Clasificacion de las VEDs con programas de prediccion “in silico”
(SIFT, Provean, Polyphen-2, Condel, SNPS&GO)

Exclusion variantes :

- Prediccion no patogénica en 3/5 herramientas

Mutaciones y VEDs prediccion patogénica

Figura 24: Diagrama de flujo seguido en la clasificacion de variantes. Se indican los

criterios aplicados para la seleccion y clasificacion de las variantes patogénicas.
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2.3.1.8 Confirmacion de las mutaciones identificadas

La confirmacion de las mutaciones identificadas en los genes
BRAF, NRAS, KRAS, y KIT se ha realizado, en la Unidad de Biologia
Molecular (UBM; Laboratorio con certificacion ISO 15.189; Hospital
Universitarios y Politécnico La Fe) mediante los métodos empleados

en la rutina asistencial.

Confirmacion de las mutaciones en BRAF

Se ha realizado mediante HRM acorde a lo que se describe en
el apartado 2.3.2.2. Las mutaciones del gen BRAF identificadas por
NGS fuera del codén V600 han sido estudiadas por secuenciacion de

Sanger acorde a lo descrito en el aparatado 2.3.3.

Confirmacion de las mutaciones en NRAS v KRAS

Las mutaciones en los genes NRAS y KRAS han sido
confirmadas mediante PCR en tiempo real en la plataforma Applied
Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems utilizando AmoyDx®
KRAS/NRAS Mutations Detection Kit acorde a lo que se describe en el
apartado 2.3.2.1. Aquellas mutaciones identificadas mediante NGS no
valorables por esta metodologia han sido estudiadas mediante

secuenciacion de Sanger acorde a lo descrito en el aparatado 2.3.3.

Confirmacion de las mutaciones en KIT

Han sido confirmadas mediante secuenciacion de Sanger

acorde a lo descrito en el apartado 2.3.3.
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2.3.2 Estudio de mutaciones mediante PCR en tiempo real

2.3.2.1 Estudio de mutaciones mediante sistema de mutacion

refractario a la amplificacion por PCR 0 ARMS-PCR

La confirmacion de mutaciones en los genes KRAS y NRAS se
ha realizado mediante PCR en tiempo real empleando AmoyDx®
KRAS Mutation Detection y AmoyDx® NRAS Mutation Detection Kit
(Amoy Diagnostics), respectivamente. Este kit emplea la tecnologia
ARMS (Amplification-refractory mutation system) para la deteccion
de mutaciones puntuales. Consiste en un ensayo de PCR a tiempo real
que emplea cebadores de PCR especificos para la mutacion. Estos
cebadores presentan en el extremo 3 un nucledtido complementario al
nucledtido mutado, de esta manera, en muestras wt el cebador no

hibrida adecuadamente y no hay amplificacion (Figura 25).

Cebador ARMS F T
3" Amplificacion

e [c|a]T]

Mutante

Cebador R

3
Cebador ARMS F
5' NO Amplificacion

[clajc]

ADN |
wild-Type

Cebador R

Figura 25: Fundamento de la tecnologia ARMS-PCR

El ensayo se AmoyDx® KRAS Mutation Detection Kit se ha
disefiado para detectar 19 mutaciones somaticas en los codones 12, 13,
59, 61, 117 y 146 del gen KRAS (Tabla 21). El ensayo AmoyDx®
NRAS Mutation Detection Kit se ha disefiado para detectar las 16
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mutaciones somaticas en los codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146 del gen
NRAS (Tabla 21). En general, esta aproximacion es capaz de detectar
mutaciones con un nivel de mutaciéon minimo del 1% cuando se utiliza

10 ng de muestra.

El kit contiene suficientes reactivos para procesar 8§ muestras.
La reaccion de PCR se lleva a cabo en unas tiras o strips de 12
pocillos, precargadas con PCR Reaction Mix que contiene los
reactivos necesarios para la deteccion de las mutaciones. KRAS
Enzyme Mix y NRAS Enzyme Mix contienen la Taq DNA polimerasa
para la amplificacion por PCR y Uracil-N-glicosilasa para eliminar las
cadenas de ADN que incluyan uracilo. Por ultimo el kit también
incluye un control positivo (Positive Control). Segun el protocolo de
analisis, la muestra de ADN debe prepararse a una concentracion de 3
ng/uL y se le afiade la enzima polimerasa. La mix es depositada en los
pocillos de las tiras de reaccion de PCR que contienen los
desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPs), las sondas especificas y el
buffer necesarios para llevar a cabo la reaccion de amplificacion. El
protocolo y programa de temperaturas que se han empleado se
especifican en las tablas 22 y 23. La reaccion de PCR a tiempo real se
ha llevado a cabo en el 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied

Biosystems).
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Tabla 21: Mutaciones en KRAS y NRAS detectadas por el kit.

Gen Exén Mutacion  Codificante
G128 34G>A
G12D 35G>A
Gl12C 34G>T
KRAS ) GI2R 34G>C
G122V 35G>T
GI2A 35G>C
G13C 37G>T
G13D 38G>A
A59T 175G>A
Q61K 181C>A
KRAS 3 Q61L 182A>T
Q61R 182A>G
Q61H 183A>C
Q61H 183A>T
K117N 351A>C
KI17N 351A>T
KRAS 4 Al46T 436G>A
Al46V 437C>T
Al46P 436G>C
G12D 35G>A
G128 34G>A
G13D 38G>A
G13R 37G>C
Gl12C 34G>T
NRAS 2 G122V 35G>T
GI2A 35G>C
G13V 38G>T
Gl12v 35G>T
GI2A 35G>C
G13V 38G>T
Q61R 182A>G
Q61K 181C>A
NRAS 3 Q61L 182A>T
Q61H 183A>C
Q61H 183A>C
NRAS 4 Al46T 436G>A
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Tabla 22: Protocolo empleado para la PCR en tiempo real empleando

el AmoyDx® KRAS/NRAS Mutations Detection Kit.

. Volumen (pl)
Reactivo
KRAS NRAS
ADN (ng/uL) 65,8 42,3
Enzyme Mix 42 2,7

Tabla 23: Protocolo empleado para la PCR en tiempo real empleando

el AmoyDx® KRAS/NRAS Mutations Detection Kit.

N° Ciclos T (°C) Tiempo
1 95 Sm
95 25s
15 64 20s
72 20s
93 25s
31 60 35s
72 20s

S: Segundos; M: Minutos

El analisis de los datos se ha realizado en la plataforma 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) mediante la

visualizacion de las curvas de amplificacion (Figuras 26A y 26B).
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Figuras 26Ay 26B: Imagen correspondiente a las curvas de amplificacién mediante
AmoyDx® NRAS Mutations Detection Kit. En la Figura 26A se observa la
amplificacion de una muestra portadora de mutacion en el gen NRAS, mientras que

en la Figura 26B no hay amplificacion al ser una muestra wt.

2.3.2.2 Estudio de mutaciones mediante analisis de curvas de

fusion de alta resolucion

EL HRM es un método simple y répido de cribado de
variaciones genéticas que posee una elevada sensibilidad. Se lleva a
cabo en un equipo de PCR en tiempo real y se basa en la comparacion
de las temperaturas de fusion (T* melting; Tm). El procedimiento se
inicia con una PCR para amplificar la region de interés, durante la
cual se incluye un intercalante de nueva generacion, el Light cycler
480 ResoLight (Roche), que emite fluorescencia cuando estd unido a
la doble cadena de ADN. A continuacion, los amplicones generados se
someten a un gradiente de temperaturas que producen en primer lugar

la desnaturalizacion de 1la doble hebra, posteriormente la
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renaturalizacién y que termina de nuevo con la desnaturalizacion de
fragmento amplificado. Todo el proceso se realiza en presencia del
intercalante que permite detectar variaciones en la Tm de los
fragmentos amplificados debidas a la diferente composicion de

nucledtidos por la presencia de mutaciones o polimorfismos.

Esta metodologia se ha empleado para el estudio de
mutaciones en el gen /DHI y la confirmacion de las mutaciones
identificadas mediante NGS en el gen BRAF. Todas las muestras han
sido procesadas por duplicado y en cada experimento se ha incluido
un control positivo (portador de la mutacion p.Val600Glu en el caso
de BRAF, y p.Argl32Cys en el caso de /DHI) y un control negativo
(w?). En el caso de IDH]I se ha procesado también un control portador
del polimorfismo 105 GGC>GGT (rs11554137). El protocolo de
trabajo y el programa de temperaturas se especifican en las tablas 24 y
25.

Tabla 24: Protocolo de trabajo empleado en la aproximacion de HRM.

Reactivo Volumen (pl)
LightCycler 480 High Resolution Melting Master Mix 5
Cebadores 0,3
MgCI2 (25mM) 1,2
Agua libre de nucleasas 1,2
ADN (25 ng/pul) 2
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Tabla 25: Programa de temperaturas utilizado en la aproximacion de HRM.

Etapa N° Ciclos T* (°C) Tiempo (segundos)
Desnaturalizacion 1 95 600
95 10
Amplificacion 50 56 13
72 14
95 60
Fusion 1 40 %
60 1
95 -
Enfriamiento 1 40 10

El analisis de los datos se ha realizado empleando el médulo
Tm Calling incorporado en el programa LC 480 v.1.5. Este método de
analisis permite la comparacion de la Tm de cada una de las muestras
con respecto a las muestras control, discriminado patrones (curvas de
melting) distintos cuando existen alteraciones moleculares (Figura
27A y 27B). Todos los patrones anomalos diferentes del wt han sido
clasificados como mutados, polimorfismos o dudosos. Los productos
de PCR que generan patrones andémalos, han sido posteriormente
analizados mediante secuenciacion de Sanger para caracterizar la

alteracion molecular detectada.
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Figuras 27A y 27B: Estudio de mutaciones en los genes BRAF (A) e IDHI (B)
mediante HRM. Imagen correspondiente a las curvas del 7m Calling. Se observan

diferencias en la Tm de las muestras con mutacion, polimorfismo y wt.

2.3.3 Estudio de mutaciones mediante secuenciacion de Sanger

Para el estudio de las mutaciones en el promotor del gen TERT,
asi como para la confirmacion de las mutaciones identificadas
mediante NGS (genes BRAF, NRAS, KIT, y KRAS) se ha empleado la
secuenciacion directa o secuenciacion de Sanger. Adicionalmente,
aquellas muestras que no han podido ser amplificadas mediante HRM
para el estudio de mutaciones en el gen IDHI, también han sido

estudiadas mediante secuenciacion de Sanger.

La secuenciacion de Sanger se basa en la polimerizacion del
ADN mediante la incorporacion aleatoria de didesoxinucleotidos
trifosfato (ddNTPs) marcados con fluoroforos. Estos ddNTPs
terminan la elongacion de la cadena al carecer del grupo 3'-OH
produciendo fragmentos de longitud variable que posteriormente se

separan por el tamafio mediante electroforesis capilar.
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El estudio de mutaciones por este método requiere en un
primer paso la amplificacion de la region de interés por PCR. El
protocolo de trabajo, el programa temperaturas de la PCR, y los
cebadores empleados para la amplificacion de cada gen se especifican

en las tablas 26, 27 y 28.

Tabla 26: Protocolo de trabajo para la amplificacion con el Type-it Mutation Detect

PCR kit.
Reactivo Volumen (pl)
Type-it multiplex PCR Master Mix 12,5
Q-Solution x5 2,5
Cebadores 0,5
Agua libre de nucleasas 7
ADN 2

Tabla 27: Programa de temperaturas para la amplificacion con el Type-it Mutation

Detect PCR kit.

N° Ciclos Paso T* (°C) Tiempo (minutos)
1 Desnaturalizacion inicial 95 5
Desnaturalizacion 95 45
40 Hibridacion Ajustar 45
Elongacion 72 1
1 Elongacion final 72 10

Los productos de PCR han sido testados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% permitiendo la visualizacién del
fragmento amplificado en cada caso. Los productos de PCR han sido
purificados con ExoSAP-IT (GE Healthcare), y preparados para su
secuenciacion utilizando ABI PRISM BigDye Terminator v3.0 Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). Los productos
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de secuenciacion generados han sido posteriormente purificados
empleando las columnas Performa DTR Gel Filtration Cartridges
(EdgeBio). Finalmente la secuenciacion se ha realizado en el
ABIprism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para el
analisis de los datos se ha utilizado el programa Sequencing Analyzer

v.5.2.

Tabla 28: Parejas de cebadores empleados y temperaturas de hibridacion

correspondientes para la amplificacion.

Gen Exén Cebadores T* hibridacién (°C)

F: CTCCCA GTGGA TTCGCGGGC
TERT Promotor 63

R: CCCACGTGCGCAGCAGGAC

F: TCATAATGCTTGCTCTGATAGGA
BRAF 15 59

R: GGCCAAAAATTTAATCAGTGGA

F: GGCCGATATTAATCCGGTGT
R: TCCGACAAGTGAGAGACAGG

NRAS
F: TTGCATTCCCTGTGGTITTTT

R: TGGTAACCTCATTTCCCCATA

F: AGGCCTGCTGAAAATGACTGAATA
R: CTGTATCAAAGAATGGTCCTGCAC

KRAS 3 F: CCAGACTGTGITTCTCCCTTCTCAGG 5
R: AGAAAGCCCTCCCCAGTCCTCA
F: GACAAAAGTTGTGGA CAGGT
R: TAGCATAATTGAGAGAAAAACTG
F: GATGATTCTGACCTACAAAT
R: ATTAAGCCACTGGAGITCCTT
F: TTCACTCTTTACAAGITAAAATG
R: GAAACTAAAAATCCTTTGCTG
F: CCATTTGTCTGAAAAACTTTGCT

IDH1 4 59
R: TCACATTATTGCCAACATGACTT

KIT
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2.4 ESTUDIOS EPIGENETICOS

2.4.1 Deteccion de la metilacion de promotores mediante

amplificacion multiple empleando sonda dependiente de

licacion sensible a metilacion (MS-MLPA)

La presencia de metilacion aberrante en la region promotora de
genes supresores tumorales (TSGs; Tumor suppressor genes) se ha
analizado mediante la amplificacion multiple o de sondas
dependientes de ligacion especifica de metilacion (MS-MLPA;
Methylation-specific multiplex ligation-dependent probe
amplification). E1 MLPA es un método basado en la PCR que permite
analizar de forma simultdnea las variaciones en el numero de copias
(VNCs) de multiples genes, utilizando una unica pareja de cebadores
universales. Para ello, emplea dos hemisondas especificas de cada
secuencia de ADN de interés, que contienen la mitad de la secuencia
diana y la secuencia complementaria a los cebadores utilizados en la
amplificacion. Una vez que las dos hemisondas son hibridadas con
secuencias inmediatamente adyacentes, se produce la ligacion de
ambas y la posterior amplificacion por PCR. Los productos
amplificados generan fragmentos de longitud variable que se separan

mediante electroforesis capilar (Figura 28).

El MS-MLPA es una modificacion del MLPA convencional
que permite analizar las VNCs, asi como los perfiles de metilacion
mediante dos reacciones en paralelo. En una de las reacciones se
emplea la enzima endonucleasa Hhal que es sensible a metilacion.

Las sondas empleadas contienen un sitio de restriccion de la enzima,
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que digiere aquellas secuencias en las que el ADN no se encuentra
metilado. De esta forma, en la PCR posterior uUnicamente se

amplifican las secuencias en las que existe metilacion en la region de

interés.
. o ' < B W
Disefio de oligonucleétidos Hibridacion con ADN
A1 A2
81 B2
s e, X
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Figura 28: Etapas del método de MLPA: A) Disefio de los oligonucledtidos; B)
Hibridacion con el ADN diana; C) Ligacion de los oligonucleotidos; D)
Amplificacion multiple de las sondas formadas; E) Analisis de los fragmentos de

PCR mediante electroforesis capilar.

El procedimiento MS-MLPA requiere seis etapas que
incluyen: desnaturalizacion del ADN, hibridacion de las sondas en la
region de interés, ligacion de las sondas, digestion con la enzima
Hhal, reaccion de PCR y separacion de los productos amplificados por

electroforesis capilar (Figura 29).

130



Material y métodos

ADN metilado ADN no metilado

‘Il‘

Desnaturalizacidon e hibridaciéon
=¢ S
M

Ligacién y digestion con Hhal
i )

55 | <" r

Reaccidn de con PCR de las secuencias no digeridas
X Y

/7

P
e
3
Figura 29: Diagrama de flujo para el estudio de metilacion MS-MLPA.

El estudio de metilacion aberrante en la region promotora de
TSGs se ha realizado empleando la SALSA ME00I MS-MLPA (MRC-
Holland, Amsterdam, The Netherlands) que contiene secuencias
especificas que hibridan con las regiones promotoras de 24 TSGs
(TIMP3, APC, CDKN2A4, MLHI, ATM, RARB, CDKN2B, HICI,
CHFR, BRCAI, CASPS, CDKNIB, PTEN, BRCA2, CD44, RASSF1,
DAPKI1, VHL, ESRI, TP73, FHIT, CADMI1/IGSF4, CDHI3 y
GSTPI). En el Anexo 1 se especifican cada una de las sondas

contenidas en el kit.

Para realizar el procedimiento se han seguido el protocolo y
programas de temperaturas descritos por MRC-Holland (Tablas 29 y

30). Se requiere preparar las muestras de ADN a una concentracion
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de100 ng totales en un volumen de 5 pL. Inicialmente se lleva a cabo
la desnaturalizaciéon del ADN, y posteriormente se afiade a cada
muestra la sonda (SALSA Probe-Mix) para su hibridacion. Tras una
incubacion de 16h, se llevan a cabo dos reacciones en paralelo
dividiendo cada una de las muestras en dos alicuotas; en una alicuota
se produce la ligacion de las sondas mediante la adicion de ligasa, y en
la segunda alicuota ademads de la ligacion de las sondas se lleva a cabo
la digestion de las secuencias de ADN no metilado mediante la
adicion de enzima Hhal. A continuacion, se amplifican las secuencias

de ADN mediante la reaccion de PCR en las dos alicuotas.

Tabla 29: Protocolo de trabajo seguido para el MS-MLPA.

Paso Reactivo Volumen (pl)

Hibridaciéon
Sonda (SALSA Probe-Mix) 1,5
MLPA Buffer 1,5

Ligacion y digestion

1° Ligase-65 buffer A 3
Agua libre de nucleasas 10

2° 1 Alicuota Ligase-65 buffer B 1,5
Ligase-65 0,25
Agua libre de nucleasas 8,5

2% Alicuota Ligase-65 buffer B 1,5

Ligase-65 0,25
Enzima Hhal 0,5
Agua libre de nucleasas 7,75

Amplificacion
New PCR Primers Mix 1
Polymerase 0,25
Agua libre de nucleasas 3,75 L

os productos de la amplificacion se han separado mediante

electroforesis capilar en el equipo ABIprism 3130 Genetic Analyzer
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(Applied Biosystems). Para ello, se han empleado 3 uL del producto
de PCR, 1 pL del marcador de pesos ROX 35-500, y 12 pL de

formamida desionizada.

Tabla 30: Programa de temperaturas empleado para el MS-MLPA.

Paso T* (°C) Tiempo
Desnaturalizacion

98 Sm
Hibridacion
1° 95 Im
2° 60 16h
Ligaciéon y digestion
1° 48 Im
2° 48 30m
3° 98 Sm
Amplificacion
Desnaturalizacion 95 30
Hibridacion x35 60 30
Elongacion 72 1
Elongacion final 72 20

Para el analisis de los resultados, los datos se han exportado al
software Coffalyser (MRC Holland, The Netherlands), que permite
realizar la interpretacion del andlisis de fragmentos y el andlisis
comparativo de la muestra problema y las dos muestras de referencia
(Figura 30). Se han empleado como muestras de referencia ADN
obtenido de muestras FFPE de piel sana. El software representa en el
electroferograma unicamente las regiones de ADN en las existe
metilacion (son las unicas que se amplifican), asi como las sondas

control del kit, que no tienen secuencia de restriccion de la enzima y
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por tanto son amplificadas siempre como control del experimento. La
estimacion del grado de metilacion se calcula mediante el cociente

ratio en la muestra digerida/ratio en la muestra sin digerir.

Adicionalmente, ha sido establecido el LoD de la
aproximacion MS-MLPA. Para ello, acorde a lo descrito
anteriormente, se ha procesado una muestra de ADN completamente
metilada (100%) en las islas CpG (Universal Methylated Human DNA
Standard), especialmente disefada como control de la eficiencia de
los métodos de andlisis de metilacion. Se han realizado diluciones
seriadas del ADN metilado control con ADN no metilado procedente
de una muestra de sangre periférica de un control sano (previamente
procesado y con ausencia de metilacion en las sondas a estudio) en
una proporcion 1:1, 1:4, 1:9, 1:19 y 1:39, dando lugar a metilaciones
del 50%, 20%, 10%, 5% y 2.5% del ADN, respectivamente. Cada una

de las diluciones resultantes ha sido procesada por duplicado.
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Figura 30: Analisis de los resultados de metilacion mediante el sofiware Coffalyser.
A: Electroferograma en el que se observan los picos correspondientes a las sondas
control (verde) y a las sondas amplificadas por la presencia de metilacion. B:
Estimacion del ratio de metilacion para cada una de las sondas y representacion de

las sondas control en la parte derecha (gris).
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2.4.2 Expresion de miRNAS

La expresion de miRNAs se ha estudiado a partir de ARN
extraido de muestras FFPE, y se ha llevado a cabo en dos fases. La
primera fase se ha realizado en la Unidad de Genémica del IIS La Fe,
donde se ha estudiado el perfil de expresion de miRNAs empleando
arrays de expresion; la segunda fase se ha realizado en la Unidad de
Biologia Molecular y ha consistido en la validacion de los resultados
obtenidos en los arrays de expresion mediante el andlisis de la
expresion de los miRNAs seleccionados por PCR cuantitativa a
tiempo real (RT-qPCR). El flujo de trabajo seguido esta representado

en la figura 31.

RNA total extraido

Seleccién de muestras:
- Caracteristicas clinico-patologicas
- Calidad de ARN (Agilent 2100 Bioanalyzer system)

Anadlisis expresion miRNAs mediante arrays de
expresién en una primera serie de muestras

Seleccién de miRNAs candidatos:

- Analisis clister y andlisis componentes principales
(Partek Genomics Suite)

- Busqueda en bases de datos
(mirbase.org y targetscan.org)

Analisis expresion miRNAs mediante RT-qPCR en la misma
serie de muestras

Analisis de los datos
- Anova (SPSSv21)

Validacién en una segunda serie de muestras. Correlacidén con las caracteristicas clinico-patolégicas.
Analisis de expresion en nevus melanociticos y melanomas metastasicos.

Figura 31: Diagrama de flujo seguido para el estudio de expresion de miRNAs. En

azul se representa la primera fase y en verde la segunda fase de estudio.
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2.4.2.1 Analisis de expresion de miRNAS mediante arrays.

Seleccion de una firma epigenética

Para el andlisis de expresion de miRNAs se han empleado los
arrays de expresion GeneChip miRNA 4.0 de Affymetrix. El
contenido de sondas en humanos es de 2.578 miRNA y 2.025 pre-

miRNA; y se basa en la version 17 de la miRBase (www.mirbase.org).

Partiendo de 500 ng totales de RNA se lleva a cabo la
poliadenilacion que es la adicion al extremo 3' del ARN mensajero de
una cola poli-A. A continuacidon se realiza el marcaje con biotina
empleando el FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit (Affymetrix).
Posteriormente el ARN es hibridado en el array GeneChip miRNA 4.0
de Affymetrix durante 16 h a 48°C y 60 rpms.

5 ¥

ARN

»,

ARN poliadenilado

FlashTag™ Biotin HSR RNA ._ o /
Labeling Kit ! Py
IR

ARN biotinizad 6 ioti
"1'“"“ o Deteccién de biotina

con estreptavidina
® e o ® /
' -
® [ ]

Hibridacion en el array
/ GeneChip miRNA 4.0

Cola poli(A)

Biotina

Figura 32: Diagrama de flujo utilizado para el andlisis de expresion de miRs

mediantes arrays de expresion.
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Una vez finalizada la hibridacion, se han obtenido los valores
de expresion de miRNAs empleando el GeneChip Scanner 3000 7G.
La normalizacién de los datos se ha realizado mediante el Expression
Console Software (Affymetrix). El analisis de los datos normalizados
se ha realizado con el Partek Genomics Suite, con el que se han
llevado a cabo los analisis cluster y andlisis de componentes
principales (PCA) para cada una de las variables de estudio (estado
mutacional del promotor del gen TERT, indice de Breslow, tasa de

crecimiento, ulceracion, mitosis y regresion histologica).

La seleccion de los miRNAs candidatos se ha basado en la
expresion diferencial obtenida en base al analisis de la varianza
(ANOVA) realizado con el Partek Genomics Suite, asi como en la
busqueda en bases de datos (www.mirbase.org y www.targetscan.org)

y revision de la literatura.

2.4.2.2 Estudio de la expresion de miRNAs mediante PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR). Validacion de la

firma epigenética

Los estudios de expresion de los miRNAs seleccionados se han
llevado a cabo en las muestras previamente procesadas por los arrays
de expresion, asi como en una segunda serie de muestras para su
validacion. Para ello, en un primer paso se ha obtenido ADNc a partir
del ARN total extraido, y a continuacion se ha realizado la
cuantificacion relativa de la expresion de miRNAs mediante RT-

qPCR.
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2.4.2.2.1Transcripcion reversa (RT)

Para la retrotranscripcion de las muestras se ha empleado el kit
miScript II RT (Qiagen) que permite sintetizar ADN complementario
(ADNCc) a partir de la cadena molde de ARN mediante la utilizacion
de la enzima transcriptasa reversa. Se requieren 500 ng totales de
RNA de partida para obtener un volumen final de 20 ul de ADNc que
sera empleado en las posteriores amplificaciones por PCR. El
protocolo de trabajo y el programa de temperaturas se especifican en
las tablas 31 y 32. E1 ADNc obtenido se ha diluido a una proporcion
1/10 para la realizacion de la RT-qPCR.

Tabla 31: Protocolo de trabajo de la RT.

Reactivo Volumen (pl)
5x miScript Hiflex Buffer 4

10x miScript Nucleics Buffer 2
miScript RT mix 2
Inhibidor de RN Asas 0,4
ARN (500ng) 11,6

Tabla 32: Programa de temperaturas empleado para la RT.

T (°C) Tiempo (minutos)
37 60
95 5
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2.4.2.2.2Cuantificacion relativa de la expresion de miRNAs mediante

PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR)

La RT-qPCR es una variacion de la PCR estandar que se
emplea como método de cuantificacion relativa de la expresion de
ARNm (ARN mensajero) o miRNAs. Para ello, se emplean sondas
especificas o agentes intercalantes que se unen a la secuencia de
estudio y emiten fluorescencia a medida que se amplifica el producto

de PCR.

La estimacion de la expresion génica se basa en el método
AACt (Livak et al., 2001), basado en comparar los valores del ciclo
umbral (Ct) del gen control con los genes a estudio. El Ct que es el
ciclo a partir del cual comienza a detectarse el producto de PCR
mediante fluorescencia. Por tanto, para evaluar la expresion se calcula
el ACt, que es la diferencia en el valor de Ct del gen de estudio con el
gen de referencia (ACt = Ct gen a estudio — Ct gen de referencia).
Adicionalmente, se obtiene el valor AACt, que compara los valores de
ACt de la muestra problema con una muestra control (AACt = ACt

muestra problema - ACt muestra control).

La cuantificacion de la expresion de miRNAs se ha realizado
mediante SYBR Green en la plataforma Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR Systems, empleando cebadores especificos para cada
uno de los miRNAs seleccionados (Tabla 33). Como gen de referencia
para normalizar los valores de expresion se ha seleccionado un gen sin

variaciones significativas en los valores de fluorescencia obtenidos en
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los arrays (miRNA SNORD?95). Todas las reacciones se han llevado a
cabo por duplicado en placas de 96 pocillos. Como muestra control se
ha empleado un pool de ARNs obtenidos de piel sana. En las tablas 34
y 35 se especifican el protocolo y el programa de temperaturas

empleados.

Tabla 33: Secuencias de los cebadores utilizados para el estudio de de los miRNAs

candidatos mediante RT-qPCR.

miScript Primer Assay Secuencia microRNA maduro Longitud (pb)
Hs_miR-30b_1 miScript Primer Assay UGUAAACAUCCUACACUCAGCU 22
Hs_miR-34a_1 miScript Primer Assay UGGCA GUGUCUUA GCUGGUUGU 22
Hs_miR-130b_1 miScript Primer Assay CAGUGCAAUGAUGA AAGGGCAU 22
Hs_miR-138 1 miScript Primer Assay AGCUGGUGUUGUGA AUCAGGCCG 23
Hs_miR-197_2 miScript Primer Assay UUCACCACCUUCUCCACCCAGC 22
Hs_miR-339_1 miScript Primer Assay UCCCUGUCCUCCAGGAGCUCACG 23
Hs_miR-500a_1 miScript Primer Assay UAAUCCUUGCUA CCUGGGUGA GA 23
Hs_miR-885-3p_1 miScript Primer Assay AGGCA GCGGGGUGUA GUGGAUA 22
Hs_SNORD95_11 miScript Primer Assay GCGGTGATGACCCCAACATGCCATCTGAGTGTC 63

GGTGCTGAAATCCAGAGGCTGTTTCTGAGC

Tabla 34: Protocolo de trabajo de la RT-qPCR utilizada para la cuantificacion

relativa de la expresion de miRNAs.

Reactivo Volumen (pl)
SYBR green PCR master mix 10
10x Universal Primer 2
10x Primer Assay 2
Agua libre de nucleasas 4
ADN 2

Tabla 35: Programa de temperaturas de la RT-qPCR utilizada para la cuantificacion

relativa de la expresion de miRNAs.

N° Ciclos T (°C) Tiempo (minutos)
1 95 10m
95 15s
40
60 60s

S: Segundos; M: Minutos
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3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

El analisis descriptivo de las variables cuantitativas continuas
se ha realizado empleando la media, la mediana, la desviacion tipica y
el intervalo. Las variables categoricas se han resumido mediante

frecuencias absolutas y relativas.

El analisis inferencial de las variables cuantitativas se ha
llevado a cabo con el ANOVA de un factor. La asociacion entre
variables cualitativas se ha realizado mediante la prueba y>. En anélisis

multivariante se ha realizado mediante regresion logistica binaria.

La SLE y la SG se han calculado mediante el método de
Kaplan-Meier. El analisis univariante y multivariante de supervivencia
se ha realizado mediante las pruebas log-rank, y el método del riesgo

proporcional de Cox.

Todo el andlisis de los datos se ha realizado con el paquete
estadistico SPSS (version 21). En todos los casos se ha considerado
significacion estadistica p<0.05. Las graficas se han realizado
mediante la aplicacion Microsoft Excel, el paquete SPSS, el programa

GraphPad Prism y el software estadistico R.

142



RESULTADOS

143



144



Resultados

1. ESTUDIOS GENETICOS

1.1. ESTUDIO DE ALTERACIONES MOLECULARES
MEDIANTE SECUENCIACION MASIVA

1.1.1. Seleccion de genes v diseno del panel

Se seleccionaron un total de 35 genes para su estudio mediante
secuenciacion masiva; en 30 de ellos se seleccionaron regiones
exonicas especificas o “hot spots” donde previamente se habian
descrito mutaciones y en los cinco restantes se incluyo toda la region
codificante. El panel incluy6 un total de 515 amplicones, 23.702 pares
de bases y una cobertura global del 97,76%. En la tabla 36 se recogen
los genes estudiados mediante NGS, la cobertura de cada uno, asi
como el nimero de amplicones con los pares de bases que los cubren
y el porcentaje de secuencia cubierta. En el anexo 2 se especifican las
posiciones cromosomicas de cada uno de los amplicones incluidos en

el diseno.

El promotor del gen TERT no pudo ser incluido en el panel
debido a la baja cobertura de lectura que generaba el disefo.
Unicamente se incluyeron regiones codificantes del gen TERT donde
se localizan mutaciones previamente reportadas. Por el mismo motivo,
tampoco fueron incluidas todas las regiones codificantes de interés del

gen CDKN2A.
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Tabla 36: Panel de genes disefiado para el abordaje molecular del melanoma

mediante NGS.
Gen NM
NRAS NM_002524.4
ERBB4 NM_005235.2
HOXD8 NM_001199747
ALK NM_004304.4
MITF NM_198159.2
BAPI NM_004656.3
PIK3CA NM_006218.2
KIT NM_000222.2
TERT NM_198253.2
EPHA7 NM_004440.3
STK19 NM_032454.1
BRAF NM_004333.4
MET NM _001127500.1
GRM3 NM_000840.2
RACI NM_018890.3
STK31 NM 0314144
TRAPP NM _001244580.1
PREX2 NM_024870.2
CDKN2A NM_058195
GNAQ NM_002072.4
TAFIL NM_153809.2
PPP6C NM_002721.4
PTEN NM_000314.4
HRAS NM_001130442.1
KRAS NM_033360.3
CDK4 NM_000075.3
MAP2K1 NM_002755.3
MCIR NM_002386.3
GRIN2A NM_001134407.1
ADAMTS18 NM _199355.2
NF1 NM _001042492.2
GNAII NM_002067.4
MAP2K2 NM_030662.3
STKI11 NM_000455.4
IRS4 NM_003604.2
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Locus
1pl13.2
2q33.3-q34
2q31.1
2p23
3pl4.2-pl4.1
3p21.31-p21.2
3q26.3
4ql2
5p15.33
6ql6.1
6p21.3
7q34
7931
7q21.1-g21.2
Tp22
Tpl5.3
7q21.2-q22.1
8ql13.2
9p21
9q21
9p21.1
9q33.3
10g23.3
11pl5.5
12pl12.1
12ql4
5q22.1-q22.33
16q24.3
16pl3.2
16923
17q11.2
19p13.3
19p13.3
19p13.3
Xq22.3

Pares de bases

170
4207
25
200
71
41
127
208
20
130
20
199
4427
495
20
281
150
5456
10
41
141
110
1302
21
50
10
162
110
4515
310
431
20
50
100
72

Amplicones

3
64
1
16

Cobertura

100
99,6
100
100
100
100
100
100
99
100
100
100
99,3
100
100
100
100
95,07
100
100
100
100
93,93
100
100
100
100
94
97,2
100
100
100
100
100
100
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1.1.2. Métricas de calidad del panel v estudio de sensibilidad

El anélisis de un total de 130 muestras FFPE (118 melanomas
primarios y 12 melanomas metastdsicos) mediante secuenciacion
masiva nos permitié establecer las métricas de calidad del panel
disefiado. El andlisis de cobertura demostr6 una media de lecturas
totales de 1.301.956,5 y una media de lecturas por amplicon de
2.298,7. El 98,7% de las bases mostraron una cobertura >100x y el
92.8% >500x. La uniformidad media de las lecturas fue del 91,8%
(Figura 33).

El estudio de sensibilidad analitica realizado mediante
diluciones seriadas de ADN de dos lineas celulares determind un LoD
a una frecuencia alélica del 0,5%. La metodologia fue capaz de
detectar la mutacion p.Val600Glu del gen BRAF, asi como el
polimorfismo p.Argl60Trp en el gen MCIR en todas las diluciones
realizadas (Tabla 37). Sin embargo, mediante la visualizacion de la
mutacion p.Val600Glu del gen BRAF en el software IGV se detectd
que con la dilucién al 0,05% la lectura de falsos positivos (lectura de
una G en lugar de una A) era superior a la lectura de verdaderos
positivos (lectura de una T en lugar de una A). Dada la lectura de
falsos positivos con la dilucion al 0,05%, el LoD de la metodologia se
establecio en la dilucion previa (0,5%; 1:99), ya que a esta frecuencia

alélica no se detectaron falsos positivos (Figura 34).
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Tabla 37: Resultados de secuenciacion masiva de las diluciones seriadas de ADN

de ambas lineas celulares en dos experimentos independientes.

BRAF, p.Val600Glu (heterocigosis) MCIR, p.Argl160Trp (heterocigosis)

FAidentificada (%) Cobertura (x) FAidentificada (%) Cobertura (x)

Dilucion HT-29 con Caco-2 (FA esperada) Exp | Exp 2 Exp 1 Exp 2 Exp 1 Exp 2 Exp 1 Exp 2
Sin diluir (50%) 57,12 52,85 2027 2182 61,42 64,48 1894 2329
1:1 (25%) 26,22 25,69 4366 5780 32,66 32,93 2103 2708
1:3 (12.5%) 13,13 12,85 5620 3507 14,84 15,53 2182 2524
1:24 2%) 1,82 1,75 3720 5323 1,95 1,21 1894 1981
1:49 (1%) 1,12 0,81 4266 3297 0,8 0,87 2967 2631
1:99 (0.5%) 0,65 0,64 3799 3430 0,57 0,34 2624 1458
1:999 (0.05%) 0,04 0,1 4993 2995 0,03 0,19 3065 3138

FA: Frecuencia alélica; Exp: Experimento

1.1.3. Clasificacion v confirmacion de las variantes identificadas

1.1.3.1 Clasificacion de las variantes identificadas

Tras aplicar los programas de prediccion in silico (SIFT,
Polyphen-2, Provean, CONDEL y SNPS&GO), 165 de las 294
variantes diferentes identificadas en los 35 genes estudiados (165/294;
56%), fueron clasificadas como patogénicas. Todas las variantes con
prediccion patogénica se recogen en el anexo 3. La mediana de
variantes totales identificadas por muestra fue de 9 (rango de 2 a 36),
y la mediana de variantes patogénicas de 2 (rango de 0 a 19). En el
90% (106/118) de las muestras se identifico al menos una variante
patogénica en alguno de los genes estudiados. En el 35% (41/118) de
las muestras se identificaron tres o mds genes con variantes
patogénicas. En el 59% (70/118) de las muestras se identificaron
variantes patogénicas concurrentes en varios genes. Las variantes
patogénicas vienen referidas como mutaciones en los apartados

siguientes. En el caso de los genes en los que las alteraciones se han
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descrito en linea germinal (MCIR, MITF, CDKN2A y CDK4), las

variantes vienen referidas como polimorfismos.

1.1.3.2 Confirmacion de las variantes identificadas

La confirmacion de las mutaciones identificadas mediante
NGS se llevdo a cabo en la UBM mediante métodos moleculares
empleados en la rutina asistencial. Las mutaciones identificadas en los
genes BRAF, NRAS, KRAS y KIT en melanomas primarios y

metastasicos fueron confirmadas en el 75% (87/115) de las muestras.

Mediante HRM y secuenciacion Sanger se confirmaron el 65%
(51/78) de las mutaciones detectadas en el gen BRAF. Todas las
mutaciones identificadas en los genes NRAS (100%; 28/28) y KRAS
(100%; 4/4) fueron confirmadas mediante PCR en tiempo real y
secuenciacion Sanger. Las mutaciones en el gen KI/T se confirmaron

mediante secuenciacion Sanger en el 80% (4/5) de los melanomas.

Un 24% (28/115) de las mutaciones no pudieron ser
confirmadas por otros métodos debido a la menor sensibilidad de las
técnicas empleadas en comparacion con la NGS (media de frecuencia

alélica del 5,3%, media de lecturas del alelo mutado de 219,8).
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i |Total count: 5780

Figura 34: Visualizacion de la mutacion p.Val600Glu en el gen BRAF mediante el
software IGV. En el recuadro amarillo se especifica el numero total de lecturas y

namero de lecturas de cada nucledtido (A, C, G, T) para esa posicion cromosdmica.
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1.2. PREVALENCIA DE ALTERACIONES MOLECULARES
EN MELANOMAS PRIMARIOS

Se detectaron mutaciones en el 86% (30/35) de los genes
incluidos en el panel (Figura 35). Asimismo, en el 90% (106/118) de
las muestras se identifico al menos una mutacion, y en el 61%

(72/118) se detectaron > 2 mutaciones.
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Figura 35: Prevalencia de mutaciones en los genes estudiados. Cada columna
representa una muestra con mutacion (n=106) y cada fila un gen (n=32). Han sido
excluidos los genes con variantes en linea germinal. En la barra superior esta
representado el n°® total de genes con mutaciones por muestra y el subtipo histologico
de cada melanoma. La columna de la izquierda representa la prevalencia de
mutaciones detectada para cada uno de los genes incluidos en el panel de NGS.

Adicionalmente, se ha incluido la prevalencia de mutaciones en el promotor del gen
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TERT (analizadas mediante secuenciacion Sanger) en la serie de 118 melanomas

estudiada por NGS (34%; 40/118).

1.2.1. Prevalencia de mutaciones en genes clasicos del melanoma

Respecto a los genes estudiados pertenecientes a la via de la MAP-
quinasas, el gen con mayor prevalencia de mutaciones fue BRAF
(59/118; 50%). La mutacion mas frecuentemente identificada fue la
p.Val600Glu (47/59; 79%), seguida de la p.Val600Lys (5/59; 8%, la
p-Lys601Glu (3/59; 5%), y seguida de otras menos frecuentes (1/59;
2%) como la p.Leu597Arg, p.LeuS584Phe, p.Gly464Arg, y la
p.Pro731Ser (Figura 36).

El gen NRAS presentd la segunda mayor frecuencia mutacional
(21/118; 18%). La mayoria de las mutaciones en NRAS se localizaron
en el codon 61 (19/21; 91%), siendo la mas frecuente la mutacion
p.GIn61Lys (9/21; 43%), seguida de p.GIn61Arg (8/21; 38%),
p.GIn61Leu (2/21; 9%), p.Glu62Gln (1/21; 5%) y p.Glyl2Ser (1/21;
5%) (Figura 37). En un 3% (3/118) de las muestras se detectaron
mutaciones en el gen KRAS, siendo la mas frecuente la p.Gln61Arg
(2/3; 75%). Ninguna muestra fue portadora de mutaciones en el gen

HRAS.
Por otro lado, las mutaciones en el gen KIT se identificaron en un

4% (5/118) de los melanomas, con una mutacion recurrente

(p.Leu576Pro) en dos de las muestras (Figura 38).
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Un 10% (12/118) de las muestras resultaron portadoras de
mutaciones en el gen PTEN, con una mutaciébn recurrente
(p.Phe278Leu) en dos de ellas. No se identificaron mutaciones en el

gen PIK3CA ni en IRS4 en ninguno de los melanomas.

LeuS9TArg LeuSB4Phe
Pro731:
Glya6aArg 2% 2% luz.:‘bl
2%
Lys601Glu
5%
Val60oLys !
8%
Val600Glu
79%

Figura 36: Prevalencia y espectro mutacional del gen BRAF.

Glyl2Ser
5%
GluB2GIn
5%
GInBlArg
E
Gln6lLys
43%
GinGlLeu
9%

Figura 37: Prevalencia y espectro mutacional del gen NRAS.
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p.-Pro524Leu
17%

p.LeuS76Pro

‘ 33%
P.TyrS78C
17% I I
p.Tyr5535er p.Arg8odleu

17% 16%

Figura 38: Prevalencia y espectro mutacional del gen KIT.

1.2.2. Prevalencia de mutaciones en nuevos oncogenes vy genes

supresores tumorales

No se identificaron mutaciones en la region codificante del gen
TERT en los 118 melanomas estudiados mediante NGS. Sin embargo,
el promotor del gen TERT, estudiado en 201 melanomas primarios
mediante secuenciacion Sanger, resulté mutado en el 30% (60/201) de
las muestras (Figura 39). Las mutaciones mas frecuentes fueron las
localizadas en las posiciones c.1-146C>T (57%; 34/60) y c.1-124C>T
(28%,; 17/60). Otras mutaciones identificadas con menor frecuencia
fueron las localizadas en las posiciones c.1-124/-125CC>TT (5%;
3/60), c.1-138/-139 CC>TT (8%; 5/60) y c.1-57 A>C (2%; 1/60).
Adicionalmente, en el promotor del gen TERT se valoro el
polimorfismo 752853669 (c.1-245 TT>CC) en 131 muestras, de las
cuales 40,5% (53/131) fueron portadoras del mismo [19% (10/53) en
homocigosis, y 81% (43/53) en heterocigosis].
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¢.1-138/9CC>TT; 5 €157 A>C; 1

€.1-124/5CC>TT; 3 \‘

¢1-124 &T; 17

c.1-146 C>T; 34

Figura 39: Frecuencia y espectro mutacional del promotor del gen TERT.

Otros genes con alta tasa de mutaciones fueron ERBB4,
PREX2 y GRIN24, en los que se identificd una prevalencia del 14%
(16/118) en cada uno de ellos, con mutaciones distribuidas a lo largo
de todo el gen. En caso de ERBB4 se detectaron tres mutaciones
recurrentes, la p.Glu452Lys, la p.Argl06Cys y p.Arg525Pro. Tres
melanomas presentaron la mutacion p.Asp312Asn y dos la mutacion
Glu222Lys en el gen PREX2; dos melanomas eran portadores de la
mutacion p.Ser245Phe y dos de la mutacion p.Arg681GIn en el gen
GRIN2A4. Con respecto al gen NFI, nueve melanomas (8%) eran
portadores de mutaciones, y en dos de ellos se detectd la mutacion
p-Argl362Ter. Un 8% (9/118) de las muestras era portador de
mutaciones en el gen RACI, localizandose el 90% (8/9) en el hot spot
p.Pro29Ser. Con respecto al gen PPP6C, siete melanomas (6%)
presentaron mutaciones, de los cuales cuatro (57%) eran portadores de
la mutacién p.Arg264Cys. En cuanto al gen IDHI, estudiado en un
total de 207 melanomas primarios, s6lo dos melanomas (1%) eran
portadores de la mutacion p.Argl32Cys. De forma adicional, se
identificé el polimorfismo 7511554137 (codon 105 GGC>GGT) en el
15,5% (32/207) de los melanomas.
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1.2.3. Prevalencia de alteraciones moleculares en genes asociados

al melanoma familiar

En un 69% (81/118) de los pacientes se detectaron
polimorfismos en el gen MCIR, siendo los més frecuentes p.Val60Leu
(36%; 38/104), p.Val92Met (21%; 22/104), y p.Asp294His (8%;
9/104) (Figura 40). Todos los polimorfismos identificados fueron
clasificados como polimorfismos de alto riesgo excepto p.Val60Leu,
p.Val92Met y p.Argl63GlIn. En cuatro pacientes (3%) se detectaron
polimorfismos en el gen CDK4, todos ellos afectando al aminoacido
arginina de la posicion 24 (p.Arg24His y p.Arg24Cys). De forma
adicional, dos pacientes fueron portadores del polimorfismo
p-Glu318Lys en el gen MITF. S6lo en un paciente se identifico el
polimorfismo p.Pro48Leu en el gen CDKN2A.

Gly136Asp  1le155Thr Ser83Pro PhedSleu
1% 5% 1% 1%

AspBaGIu

rgl63Gin
1% =

ArglsoTrp 3

9%
Val&OLeu

Argl5icys
6%

ArglazHis l

6%

Asp294His
% ValazMet

21%

Figura 40: Prevalencia y espectro de los polimorfirmos del gen MCIR.
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1.2.4. Mutaciones concurrentes en los melanomas primarios

Mas de la mitad de los melanomas (59%; 70/118) presentaron
mutaciones concurrentes en varios genes (Figura 41). Las mutaciones
en el gen BRAF coexistieron con frecuencia con las mutaciones en el
promotor del gen TERT (50%20/40), con PREX2 (47%; 8/17) y RACI
(55,5%; 5/9). También resultd6 frecuente la concurrencia de
mutaciones en los genes NRAS y el promotor del gen TERT (22,5%;
9/40). Las mutaciones en el gen PTEN se asociaron sobre todo a las
mutaciones en el gen BRAF (58%; 7/12), y con menor frecuencia al
gen NRAS (17%; 2/12). En el 97,5% de las muestras las mutaciones en
los genes BRAF y NRAS fueron mutuamente excluyentes; sin embargo
se detectaron mutaciones concurrentes en tres de las muestras, dos de
ellas fuera de la posicion 600 (p.Leu5S97Arg y p.Glyl2Ser;
p.Leu584Phe y p.GIn61Leu) y solo una en el “hot spot” V600
(p-Val600Glu y p.GIn61Arg) (Tabla 38). Adicionalmente, se
identificaron dobles mutaciones en los genes BRAF (p.Lys601Glu y
p.Pro731Ser), NRAS (p.GIn61Arg y p.Glu62GIn, KRAS (p. GIn61Arg
y p.Alal46Val) y KIT (p.Tyr553Ser y p.Tyr578Cys). A su vez, la
misma muestra que presentd doble mutacion en KRAS, también fue

portadora de una mutacion en el gen KI/7 (p.Pro524Leu).
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N

Figura 41: Diagrama de circos que muestra la concurrencia mutacional detectada en

los melanomas de nuestra serie (n=118)
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Tabla 38: Mutaciones concurrentes identificadas en los genes BRAF, NRAS, KRAS,
KITy NFI.

No. Gen Mutacion Frecuencia alélica (%)
) BRAF Gly464 Arg 6,8
NF1 Arg711Cys 4,7
28 NRAS Glu62Gln 8,0
NRAS Gln61Arg 8,0
58 BRAF Leu597Arg 4,1
NRAS Glyl12Ser 5,0
62 KRAS Glyl12Val 61,1
NF1 Trpl512* 30,8
68 BRAF Val600Glu 254
NF1 Lys1844Th 6,3
7 KIT Tyr553Ser 31,8
KIT Tyr578Cys 43,9
80 BRAF Val600Glu 2,0
NRAS GlIn61Arg 3,0
84 BRAF Leu584Phe 23,1
NRAS Gln61Leu 24,0
KRAS GIn61Arg 53
107 KRAS Alal46Val 10,6
KIT Pro524Leu 22,8
NF1 GIn1070Ter 13,5
151 BRAF Lys601Glu 15,0
BRAF Pro731Ser 18,3
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1.3. ASOCIACION DE LAS ALTERACIONES
MOLECULARES CON LOS PARAMETROS CLINICO-
PATOLOGICOS

El niimero de mutaciones detectadas varid en funcion de la

localizacion anatomica, con una reduccion significativa en los

melanomas de localizacion acral (p=0,004) (Figura 42).

I P=0,004

N2 genes con mutaciones
N2 genes con mutaciones

1 { ]

CyC Tronco MMSS  MMII Acral No acral Acral

Figura 42: Variacion en el numero de genes mutados en funcion de la localizacion

anatomica.

La prevalencia mutacional de los genes estudiados difirid
significativamente en funcion de la localizacion anatomica del
melanoma. Asi, las mutaciones en el gen KIT se asociaron a
melanomas en areas no fotoexpuestas (p=0,030), concretamente a
melanomas con localizacion acral (p<0,001) (Figura 43; Tabla 39);
mientras que las mutaciones en los genes GRIN2A, RACI y NF1I
fueron mas frecuentes en melanomas localizados en areas
fotoexpuestas  (p=0,002, p=0,013, p=0,001, respectivamente).
También existieron diferencias en cuanto al subtipo histoldgico,

siendo mas frecuentes las mutaciones en el gen TERT en los MN
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(p=0,004), mientras que los MLA fueron portadores con mayor
frecuencia de mutaciones en el gen KIT (p<0,001). Los melanomas
con mayor indice de Breslow se asociaron a las mutaciones en el gen
TERT (p<0,001), asi como a mutaciones en los genes KIT y NFI
(p=0,025, p=0,034 respectivamente). Asimismo, los melanomas
ulcerados presentaron con frecuencia mutaciones en los genes TERT,
KIT, PREX2 y NFI (p=0,003, p=0,025, p=0,004 y p<0,001,
respectivamente), mientras que en los melanomas con mitosis se
detectd mayor frecuencia de mutaciones en los genes TERT y GRIN2A
(p<0,001 y p=0,012, respectivamente). De forma adicional, las
mutaciones en el promotor de TERT se asociaron a los melanomas sin
regresion histologica (p=0,045). A su vez, las mutaciones en los genes
TERT, RACI y NF1 se identificaron con mayor frecuencia en los
FGM (p<0,001, p=0,035 y p=0,007, respectivamente).

Localizacion p<0,001
100% — S
90% =
80%
70%
60% 3
50%
40%
30%
20%
10%
0%
CyC Tronco MMSS MMII Acral

B BRAF ENRAS mKIT

Figura 43: Mutaciones identificadas en los oncogenes BRAF, NRAS y KIT en
nuestra serie de melanomas (n=118) en funcién de las diferentes localizaciones

anatémicas.
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Tabla 39: Asociacion de las mutaciones con los pardmetros

los melanomas primarios.

Estado mutacional

Resultados

clinico-patologicos en

Gen wt Mutado OR 95% IC P-valor
N (%) N (%)
KIT 113 (95.8) 5(4,2)
Localizacion
Cabeza y cuello 17 (344) 1(5,6)
Tronco 53(98,1) 1(1,9)
MMSS 19 (100) 0 2,11 1,23-4,50 <0,001
MMII 18 (100) 0
Acral 6 (66,7) 3(33,3)
Fotolocalizacion
No expuesta 18 (85,7) 3(14,3)
Exposicion intermitente 78 (98,7) 1(1,3) 0,3 1,10-12,35 0,030
Exposicion cronica 17 (94,4) 1(5,6)
Subtipo histolégico
LMM 10 (100) 0
MES 7708.7) 1y 4,75 1,66-13,62 <0,001
NM 20 (95,2) 1(4.8)
MLA 5(62,5) 3(37.,5)
Breslow
<Imm 56 (98,2) 1(1,8)
1-2mm 21(100) 0 2,67 1,07-6,64 0,025
2-4mm 22(95,7) 1(43)
>4mm 14 (82,4) 3(17,6)
Ulceracién
No 84.(98.8) 10.2) 11,58 1,24-107,92 0,021
Si 29 (87,9) 4(12,1)
GRIN2A 102 (86,4) 16 (13,6)
Fotolocalizaciéon
No expuesta 20(95,2) 1(4,8)
Exposicion intermitente 71 (89,9) 8(10,1) 4,54 1,63-12,62 0,002
Exposicion cronica 11 (61,1) 7(38,9)
Mitosis
<! 33 (94.6) 364 4,68 1,25-17,44 0,012
>1 49 (79,0) 13 (21,0)
PREX2 101 (85,6) 17 (14,4)
Ulceracion
No 78 (91,8) 7(8.2)
4,84 1,65-14,15 0,004
Si 23(69,7) 10 (30,3)
RACI 109 (92.,4) 9 (7,6)
Fotolocalizacién
No expuesta 21 (100) 0
Exposicion intermitente 75 (94,9) 5(5,1) 5,1 1,41-18,45 0,013
Exposicion cronica 14 (77,8) 4(22,2)
Tasa de crecimiento
no-FGM 85 (95,5) 4(4,5)
4,42 1,10-17,78 0,035
FGM 24 (86,2) 5(13,8)
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Tabla 39: Continuacion

NFI1 109 (92,4) 9 (7,6)
Fotolocalizacion
No expuesta 19 (90.5) 2(9,5)
Exposicion intermitente 77 (97.,5) 2(2,5) 3,37 1,00-11,65 0,001
Exposicion cronica 13 (71,2) 5(27.8)
Breslow
<lmm 55(96,5) 2(3,5)
1-2mm 21(100) 0
2,06 1,11-3,82 0,034
2-4mm 19 (82,6) 4(17,4)
>4mm 14 (82,4) 3(17,6)
Ulceracién
No 84(98.8) 1(12) 26,88 3,20-225,35 <0,001
Si 25(75.8) 8(24,2)
Tasa de crecimiento
no-FGM 86 (96,6) 364 773 1,80-33 31 0,007
FGM 23(79.3) 6(20,7)
PTERT 141 (70,1) 60 (29,9)
Sexo
Masculino 78 (76,5 24 (23,5
Femenino 63 563,6; 36 236,4; 1.86 1,00-3.43 0,033
Localizacién
Cabeza y cuello 16 (57,1) 12 (42,)
Tronco 73 (81,1) 17 (18,9)
MMSS 21(58,3) 15 (41,7) 1,00 1,36-5,70 0,007
MMII 19 (57.6) 14 (42,4)
Acral 12 (85,7) 2(14,3)
Subtipo histologico
LMM 10 (66,7) 5(33.3)
MES 107 (73,3) 39 (26,7) 0.97 1,50-4.25 0,004
M 10 (40,0) 15 (60,0)
MLA 12(92,3) 1(7,7)
Breslow
<Ilmm 97 (85,1) 17 (14,9) 2,09 1,54-2,82 <0,001
1-2mm 23 (54,8) 19 (45,2)
2-4mm 12 (52.2) 11(47.8)
>4mm 9 (40,9) 13 (59,1)
Ulceracién
No 120 (75) 40 (25) 2,86 1,40-5,80 0,003
Si 21(51,2) 20 (48.8)
Mitosis
<1 89 (84,0) 17 (16,0) 4,32 2,24-8,35 <0,001
>1 52(54,7) 43 (45,3)
Regresion
No 70 (64,2) 39 (35,8) 0,55 0,35-0,90 0,045
<50% 48 (72,7) 18 (27.3)
>50% 23 (88.,5) 3(1L5)
Tasa de crecimiento
no-FGM 126 (75,9) 40 (24,1) 4,20 1,97-8,96 <0,001
FGM 15(42,9) 20(57,1)
Estadio tumoral
I 122 (73,1) 45 (26,9) 2,14 1,00-4,60 0,039
-1v 19 (55,9) 15 (44,1)
Recaida
No 127 (73,0) 47 (27,0) 2,49 1,06-5,85 0,031
Si 13 (52,0) 12 (48,0)
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LMM: Lentigo melanoma maligno; MES: Melanoma de extension superficial; MN:
Melanoma nodular; MLA: Melanoma lentiginoso acral; MMSS: Miembros
superiores; MMII: Miembros inferiores; FGM: Melanoma de rapido crecimiento.

pTERT: Promotor del gen TERT.

Las mutaciones en el gen IDHI no se asociaron de forma
significativa a ninguna de las caracteristicas clinico-patologicas
estudiadas, si bien cabe destacar que los dos melanomas portadores de
mutacion se localizaban en areas fotoexpuestas (sien y torax), y
presentaban caracteristicas de mayor agresividad, como son mayor
edad (>65 afios), sexo masculino, indice de Breslow >2mm, presencia
de ulceracién, >Imitosis/mm? y ausencia de regresion histologica.
Asimismo, ambos melanomas con mutaciones en /DH estaban dentro
del grupo de los melanomas con recaida locorregional y/o a distancia.
El andlisis con el polimorfismo 7s/1554137 no identificd asociacion a

ninguno de los parametros clinico-patoldgicos estudiados.

Con respecto al promotor del gen TERT, en el andlisis
multivariante mantuvieron significacion estadistica el sexo [p= 0,002;
OR=3,54 (1,58-7,96)], el subtipo histologico [p= 0,008; OR=0,35
(0,16-0,75)], el indice de Breslow [p= 0,003; OR=2,43 (1,34-4,42)], y
las mitosis [p= 0,017; OR=2,81 (1,20-6,57)] (Figura 44).
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Mutados vs wt P valor

Sexo e p— 0,002

Tasa de crecimiento —_— 0,187
Localizacién —— 0,781
Subtipo histolégico —F+— 0,008
indice de Breslow — 0,003
Ulceracion —_—t 0,950

indice mitético S E— 0,017
Regresion —— 0,200

Estadio tumoral S e 0,229

oL o3 05 1,0 20 4,0 8,0

OR; 95%Cl

Figura 44: Representacién del andlisis multivariante de las mutaciones en el
promotor del gen TERT mediante regresion logistica. El sexo femenino (p=0,002), el
subtipo histoldgico nodular (p=0,008), el elevado indice de Breslow (p=0,003) y la
presencia de mitosis (p=0,017) se asociaron de forma independiente a las

mutaciones en el promotor del gen TERT.
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El analisis de forma aislada con el polimorfismo rs2853669
del gen TERT no identifico asociacion con ninguno de los parametros
clinico-patologicos estudiados. Sin embargo, estratificando los
melanomas mutados en el gen TERT (n=36) en funcién de la presencia
(n=11) /ausencia (n=25) del polimorfismo, se observd mayor
porcentaje de melanomas con alto indice de Breslow, con presencia de
mitosis y ulceracion, y FGM, en el grupo de melanomas mutados que
no eran portadores del polimorfismo comparado con los portadores
del mismo (33,3% vs 16,7%, 79,2% vs 50%, 50% vs 25% y 41,7% vs
33,3%, respectivamente); sin embargo, estas diferencias no alcanzaron
significacion estadistica (p=0,501, p=0,081, p=0,141, y p=0,456,
respectivamente). Adicionalmente, mediante la estratificacion en base
al polimorfismo, se demostrd que la asociacion de las mutaciones del
gen TERT con el indice de Breslow, la presencia de mitosis y la
ulceracion se mantenia significativa al comparar los melanomas en
ausencia del polimorfismo (n=78), y no se mantenia en los melanomas

portadores del mismo (n=53) (Tabla 40).
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Tabla 40: Asociaciones de las mutaciones en el promotor del gen TERT tras la

estratificacion de los melanomas en funcion del polimorfismo rs2853669.

Mutaciones promotor TERT

Polimorfismo rs2853669 /43 Mutado OR 95% IC P-valor
N (%) N (%)

Ausencia de polimorfismo 53 (68) 25 (32)

Breslow
<Ilmm 39 (86,7) 6(13.,3)
1-2mm 7(338) 6(46,2) 246 150-4,03 <0,001
2-4mm 3(27,3) 8(72,7)
>4mm 4(44.4) 5(55.,6)

Ulceracién
No 46 (78,0) 1322,0) 6,06 1,98-18,53 0,001
Si 7 (36,3) 12 (63,2)

Indice mitético
<! 31(83.8) 6(162) 446  1,53-12,98 0,004
>1 22 (53,7) 19 (46,3)

Presencia de polimorfismo 42 (79) 11 (21)

Breslow
<lmm 30 (88,2) 4(11,8)
1-2mm 2(50,0) 2(30,0) 1,78 1,00-3,16 0,076
2-4mm 7(77,8) 2(22,2)
>4mm 3(50,0) 3(50,0)

Ulceraciéon
No 33 (80,5 8(19.5) 137 030-627 0,479
Si 9 (75,0) 3(25,0)

Indice mitético
<! 29853) > (14.7) 2,67  0,69-10,38 0,136
>1 13 (68,4) 6(31,6)

1.4. ASOCIACION DE LAS MUTACIONES CON LA
SUPERVIVENCIA

El unico gen en el que se identificd asociacion con la
evolucion clinica de los pacientes fue el gen TERT. El andlisis de
supervivencia mediante curvas Kaplan-Meier demostré que los
melanomas portadores de mutaciones en el promotor del gen TERT

presentaban una SLE significativamente menor que los melanomas no
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portadores (Log-rank test; p=0,006) (Figura 45). No se identificd

asociacion significativa con la SG (Log-rank test; p=0,711).
Figura 45: Analisis univariante de SLE (A) y SG (B) mediante el método de

Kaplan-Meier con las mutaciones en el promotor del gen TERT.
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En el analisis de supervivencia con el polimorfismo 752853669
no se identificod asociacion con la SLE ni la SG. Sin embargo,
estratificando los melanomas en funcion de la presencia/ausencia del
polimorfismo, se observé que la asociacion significativa de las
mutaciones del gen TERT con la SLE unicamente se mantenia en los
melanomas mutados en ausencia del polimorfismo (Ausencia del
polimorfismo: Log-rank test p=0,043; Presencia del polimorfismo:
Log-rank test p=0,166) (Figura 46). En cuanto a la SG, ninguno de los
dos grupos de melanomas mutados mostrd una reduccién significativa
(Ausencia del polimorfismo: Log-rank test p=0,921; Presencia del

polimorfismo: Log-rank test p=0,336).
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Figura 46: Analisis univariante de SLE (A y B) y SG (C y D) mediante el método

de Kaplan-Meier con las mutaciones en el promotor del gen TERT estratificando los
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melanomas en funcion de la presencia o ausencia del polimorfismo rs2853669.

170




Resultados

1.5. CLASIFICACION MOLECULAR DE LOS MELANOMAS
PRIMARIOS ATENDIENDO A LOS CRITERIOS DE LA
TCGA

Los melanomas primarios fueron clasificados acorde a la
reciente clasificacion gendmica propuesta por el grupo de la TCGA
(Akbani R et al., 2015). El 94% (111/118) fueron correctamente
clasificados en los cuatro subtipos propuestos (BRAF, RAS, NFI,
triple-wf), mientras que en los siete restantes existieron mutaciones
concurrentes en los genes BRAF y NFI (dos melanomas), BRAF y
NRAS (tres melanomas), KRAS y NFI (dos melanomas) (Tabla 38;
Figura 47A). Excluyendo los melanomas con mutaciones
concurrentes, el 49% (54/111) se clasificaban en el subtipo BRAF’, el
17% (19/111) en el subtipo RAS, 4% (5/111) en el subtipo NF1, y
30% (33/111) en el triple-wt (Figura 47B).

Con respecto a las caracteristicas clinico-patoldgicas de los
diferentes subtipos, se detectaron diferencias en la localizacion de los
melanomas; asi, los melanomas del subtipo triple-w¢ se localizaron
con mayor frecuencia en areas acrales comparados con los otros
subtipos (p=0,001). Los melanomas del subtipo NFI se asociaron a
mayor espesor tumoral (p=0,031), a la presencia de mitosis (p=0,030),
y de ulceracion (p=0,017). Ademads, el nimero medio de mutaciones
por muestra resultd significativamente mayor en los melanomas del
subtipo NF1 (p<0,001). La frecuencia mutacional del promotor del
gen TERT no difirio entre los distintos subtipos.

El en subtipo de melanomas triple-wt (33/111) identificamos

mutaciones en otros genes entre los que destacaron el gen GRIN2A
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(9/33), PREX2 (7/33), ERBB4 (7/33), MET (5/33), KIT (4/33) y
PTEN (4/33) (Figura 47D).

A B
50%
BRAF 3 NRAS
18%
= 21%
NF1
NFL %
8% KRAS
3%
C D MAP2K2; 1

GNALL;1 ALK; 1
STK11; 1 /

ADAMTSIE;3 |

ERBB4; 7

GRINZ2A; 9

PREX2;7

Figura 47: Clasificacion molecular de los melanomas atendiendo a los criterios
definidos por la TCGA. A: Mutaciones concurrentes entre los subtipos BRAF, RAS
(genes NRAS y KRAS) y NFI (n=7). B: Clasificacion molecular en los subtipos
BRAF, RAS, NFI (excluyendo los melanomas con mutaciones concurrentes en
dichos genes) y triple-wt (n=111). C: Clasificacion molecular de melanomas
considerando de forma global los subtipos BRAF, RAS y NFI (sin excluir los
melanomas con mutaciones concurrentes) y el subtipo triple-wt (n=118). D:

Mutaciones identificadas en otros genes en el subtipo triple-wt (n=33).
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1.6. PREVALENCIA DE LAS ALTERACIONES
MOLECULARES EN MELANOMAS METASTASICOS

Se estudiaron un total de 12 melanomas metastasicos en los
que previamente se habia estudiado el tumor primario. De las
metastasis estudiadas, seis fueron metastasis cutaneas, cinco fueron

ganglionares y una fue pulmonar.

Con respecto a los genes BRAF y NRAS, en el 75% (9/12) de
los melanomas primarios correspondientes se detectd mutacion en el
gen BRAF y el 25% (4/12) en el gen NRAS. Se identifico concordancia
entre las mutaciones del tumor primario y metastasico en el 92% de
los casos, con solo un caso discordante en el que el tumor primario fue
portador de doble mutacion en el gen BRAF (p.Lys601Glu y
p-Pro731Ser) y la metastasis cutdnea presentd la mutacion p.Gln61Arg
en el gen NRAS (Tabla 41; caso 9). Dada la discordancia identificada
se procedio a revisar la historia clinica. Se trataba de una paciente de
82 afios con antecedentes personales de un melanoma nodular de alto
riesgo (4,lmm de Breslow y ulcerado) localizado en antebrazo
derecho, que un afio mas tarde desarroll6 una lesién nodular en la
pierna ipsilateral que fue diagnosticada de melanoma metastasico.
Posteriormente desarrolld multiples metastasis en transito alrededor de
la cicatriz de la pierna, sin volver a presentar signos de recidiva
tumoral en el antebrazo. Tres afios mas tarde desarroll6 una metéstasis
ganglionar inguinal. La metastasis estudiada mediante NGS portadora
de la mutacion p.Gln61Arg correspondia a una de las metastasis en
transito. Se procedid a estudiar la primera lesion desarrollada en la

pierna por PCR en tiempo real y se detectd la misma mutacion en el
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gen NRAS sin identificarse mutacion concurrente en el gen BRAF. La
metastasis ganglionar también fue estudiada por PCR en tiempo real
obteniéndose los mismos hallazgos. Por tanto, se trataba de una
paciente con antecedente de dos melanomas primarios, con
concordancia en el perfil mutacional del melanoma primario de la
pierna y las metastasis estudiadas. Teniendo en cuenta la revision de
este caso, finalmente identificamos una concordancia en todas las

muestras estudiadas.

Tabla 41: Mutaciones identificadas en los genes BRAF' y NRAS en las 12 muestras

pareadas melanoma primario/metastasis de nuestra serie.

C Primario Metastasis
%0 Gen  Mutaciéon FA (%) Gen  Mutacion FA (%)
1 BRAF Val600Glu 26,4 BRAF Val600Glu 37,2
2 BRAF Val600Glu 7.9 BRAF Val600Glu 43,5
3 NRAS  GIn61Arg 6,8 NRAS  GIn61Arg 3,0
4 NRAS  GIn61Arg 7,4 NRAS GIn61Arg 18,1
5 NRAS GIn6lLys 32,9 NRAS GIn6lLys 16,8
6 BRAF Val600Glu 50,5 BRAF Val600Glu 51,6
7 BRAF Lys601Gln 17,0 BRAF Lys601Glu 46,4
8 BRAF Val600Glu 7,0 BRAF Val600Glu 8,2
9 BRAF Lys601Glu 15,0 NRAS Gln61Arg 20,3

Pro731Ser 18,3
10 BRAF  Val600Glu 24,9 BRAF Val600Glu 24,9
11 BRAF Val600Glu 38,8 BRAF Val600Glu 38,8
12 BRAF Val600Glu 8,2 BRAF Val600Glu 8,2

FA: Frecuencia alélica
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De forma adicional, se compararon las variantes identificadas
en el resto de genes incluidos en el panel. En el 75% (9/12) de las
muestras metastasicas se detectaron las mismas variantes (benignas y
patogénicas) que en el melanoma primario; mientras que en tres de
las metastasis se detectaron mutaciones en el gen PTEN (p.Phe341fs,
p.Arg47Lys y p.Tyr27Ter) que no estaban presentes en el primario, y
en una muestra se detectd la mutacion p.Argl83Gln en el gen GNAQ.

(Tabla 42).

Tabla 42: Mutaciones adicionales identificadas en las metéstasis.

Caso Gen  Mutacion FA (%)
1 Ninguna

2 Ninguna

3 Ninguna

4 Ninguna

5 GNAQ Argl83Ghn 7,0

PTEN Phe341fs 21,7

6 PTEN Argd7Lys 47,1
7 Ninguna
8 PTEN Tyr27Ter 3,0
9 Ninguna

10 Ninguna

11 Ninguna

12 Ninguna

Con respecto a las mutaciones en el promotor del gen TERT, se
estudiaron 12 mestastasis, de las cuales se disponia del estudio del
tumor primario en 10 (los dos restantes fueron no valorables). Se
identifico concordancia en el 90% (9/10) de las muestras, y 1 caso
discordante, en el que sélo la metastasis era portadora de la mutacion
c.1-124/-125CC>TT. En ninguno de los melanomas primarios ni

metastasicos se detectaron mutaciones en el gen IDH]I.
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2. ESTUDIOS EPIGENETICOS

2.1. EVALUACION DEL ESTADO DE METILACION DE
GENES SUPRESORES TUMORALES

2.1.1.Estudio de sensibilidad analitica de los estudios de

metilacion mediante MLLPA

El estudio de sensibilidad analitica de la tecnologia MLPA
para abordar el analisis de metilacion de TSGs en el melanoma, fue
realizado mediante diluciones seriadas de un estandar de ADN
altamente metilado (Universal Methylated Human DNA Standard),
demostrando un LoD de metilacion del 2,5% (Tabla 43; Figura 48). Se
detectdé metilacion con todas las sondas (26/26) estudiadas en las
diluciones del estandar de ADN metilado al 50%, 20%, y 10%; sin
embargo, en las diluciones del 5% y 2,5% se detectd metilacion con el

80,77% (21/26) y 42,30% (11/26) de las sondas, respectivamente.

Dados los resultados del estudio de sensibilidad, y lo descrito
previamente por otros autores (Henken et al., 2007; Nygren et al.,
2005), se considerd que existia metilacion cuando el cociente obtenido
fue >10%. Porcentajes inferiores a este limite fueron considerados

ruido de fondo.
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Tabla 43: Ratios de metilacion detectados con cada una de las sondas en las

diluciones seriadas del estandar de ADN altamente metilado. Se muestran los

resultados de metilacion obtenidos por duplicado en cada dilucion).

Ratio de metilacién

Sonda 1(100%) 0.5 (50%) 0.2 (20%) 0.1 (10%) 0.05 (5%) 0.025 (2.5%)
Dil1.1  Dil12 Dil21 D22 Dil31 Dil32 Dil4l Dil42 Dil51 Dil52 Dil6l Dil62

TP73 0830 069 | 0350 0370 | 0130 0,180 | 0070 0100 | 0050 0050 | 0000 0,000
cASP8 0940 0870 | 0490 0520 | 0200 0230 | 0,30 0130 | 0070 0070 | 0050 0,050
VHL 0,890 0,790 | 0360 0400 | 0,40 0,170 | 0090 0100 | 0000 0000 | 0000 0,000
RARB 1000 0850 | 0470 0480 | 0210 0210 | 0,30 0,130 | 0070 0080 | 0050 0,000
MLHI 0850 0,780 | 0400 0420 | 0,160 0220 | 0090 0080 | 0000 0000 | 0000 0,000
MLHI 0890 0820 | 0440 0490 | 0,190 0,190 | 0,110 0090 | 0060 0050 | 0000 0,000
RASSFI 0970 0,780 | 0400 0450 | 0,170 0200 | 0080 0090 | 0050 0000 | 0000 0,000
RASSFI 0,790 0550 | 0250 0330 | 0,110 0,150 | 0060 0000 | 0000 0000 | 0000 0,000
FHIT 0990 0,700 | 0380 0410 | 0,180 0200 | 0,100 0,00 | 0000 0,000 | 0000 0000
APC 1080 1,040 | 0600 059 | 0270 0250 | 0,160 0,140 | 0,100 0080 | 0060 0,070
ESRI 1080 1,040 | 0570 0540 | 0280 0260 | 0,20 0,140 | 0090 0080 | 0050 0,000
CDKN24 0990 0960 | 0520 0520 | 0260 0250 | 0,150 0140 | 0,00 0,080 | 0000 0,000
CDKN2B 1,100 1,060 | 0570 0600 | 0280 0240 | 0,140 0,140 | 0080 0080 | 0040 0,040
DAPKI 1010 0880 | 0540 0530 | 0210 0220 | 0,420 0,110 | 0070 0060 | 0,000 0,000
KLLN 1,160 0980 | 059 0610 | 0300 0260 | 0,150 0,140 | 0090 0090 | 0060 0,060
D44 0970 0940 | 0480 0490 | 0230 0250 | 0,120 0110 | 0070 0070 | 0000 0,00
GSTPI 1000 099 | 0510 0500 | 0250 0240 | 0,110 0,140 | 0070 0070 | 0000 0,000

ATM 1,09 0920 | 0510 0530 | 0220 0230 | 0,150 0,130 | 0080 009 | 0000 0,000
cApMI 1020 1,020 | 0510 0540 | 0250 0280 | 0,130 0,130 | 0070 0060 | 0,000 0,000
CDKNIB 0880 0800 | 0370 0390 | 0,60 0,190 | 0090 0090 | 0000 0000 | 0000 0,000
CHFR 0910 0,780 | 0420 0460 | 0,160 0,180 | 0,100 0100 | 0060 0060 | 0030 0,000
BRCA2 1,060 0980 | 0580 0610 | 0300 0250 | 0,150 0130 | 0080 0070 | 0000 0,00
CDHI3 0850 0850 | 0420 0450 | 0,190 0240 | 0,100 0120 | 0060 0070 | 0050 0,060
HICI 1020 0890 | 0490 0550 | 0230 0210 | 0,120 0,110 | 0060 0070 | 0040 0,000
BRCAI 0910 0850 | 0420 0440 | 0,70 0210 | 0,110 0100 | 0050 0050 | 0040 0,030
TIMP3 1,060 089 | 0470 0510 | 0220 0240 | 0,120 0130 | 0070 0070 | 0040 0,030
Media de metilacién 0975 0873 | 0466 0490 | 0210 0221 | 0,115 0112 | 0058 0,054 | 0020 0013
N° sondas detectadas (%) 26 (100) 26 (100) | 26 (100) 26 (100) | 26 (100) 26 (100) | 26 (100) 25 (96,15)[21 (80,77) 21 (80,77)[11 (42,30) 7 (26,92)
Desviacién esténdar 0,078 0,095 | 0070 0060 | 0,043 0,027 | 0021 0022 | 0024 0026 | 0023 0,019

Dil: Dilucién
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Figura 48: Analisis comparativo que muestra los porcentajes de metilacion obtenido

mediante el software Coffalyser en las diluciones seriadas del estandar de ADN

metilado. En el eje horizontal se representa cada sonda y en el eje vertical el ratio de

metilacion. Las sondas de la parte izquierda (color gris) corresponden a las sondas

de referencia.
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2.1.2.Prevalencia de metilacion de genes supresores tumorales en

el melanoma

Se procesaron un total de 193 melanomas primarios. En el
59% (114/193) de las muestras se identificd metilacion en alguno de
los TSGs, y en el 25% (48/193) existid metilacion en tres o mas genes.
Se detectdé metilacion en el 92% (22/24) de los TSGs estudiados
(Figura 49).
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Figura 49: Frecuencia de metilacion en los 24 TSGs. Cada columna representa una
muestra con metilacion (n=114) y cada fila un gen (n=24). En la barra superior estan
representados el n° total de genes metilados por muestra y la evolucion de los

pacientes (enfermedad estable, recaida y exitus).
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Los genes mas frecuentemente metilados fueron RARB (33%;
63/170), PTEN, (24%; 47/193), APC (20%; 38/193), CDHI13 (17%;
32/193), ESRI (15%; 28/193), CDKN24 (6%; 16/193), TIMP3 (6%;
12/193) 'y RASSFI (6%; 11/193). Adicionalmente, se detectod
metilacion concurrente en los genes RARB y PTEN en el 15% de las

muestras (28/193).

2.1.3. Asociacion de la metilacion con los parametros clinico-

patolégicos

La prevalencia de metilacion vari6 de forma significativa en
funcién de la edad de los pacientes, con mayores tasas de metilacion
en pacientes de mas de 65 afios en los genes RARB (p<0.001), PTEN
(p=0,008), APC (p=0,006), CDHI13 (p=0,039), y ESRI (p=0,015).
Adicionalmente, la prevalencia de metilacion varié en funcion de la
localizacion anatomica del tumor primario, con tasas mas elevadas de
metilacion en los genes PTEN (p=0,003) y CDH13 (p=0,001) en los

melanomas de localizacion acral.

Se identificé asociacion entre los melanomas con mayor indice
de Breslow y la metilacion en los genes RARB (p<0,001), PTEN
(p<0,001), CDH13 (p=0,001), y RASSFI (p=0,003). Asimismo, la
metilacion en los genes RARB, PTEN, APC y CDHI3 se asocio a la
presencia de mitosis (p<0,001; p=0,004; p=0,006; y p=0,013,
respectivamente), y ulceraciéon (p=0,019; p<0,001, p=0,001, y
p=0,006, respectivamente). Con respecto a la tasa de crecimiento, la
metilacion en RARB, PTEN, APC 'y RASSFI se asocid
significativamente con FGM (p=0,002, p=0,004, p=0,001, y p=0,027,
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respectivamente). Los melanomas con estadios mas avanzados
presentaron con frecuencia metilacién en los genes RARB (p<0,001),

PTEN (p<0,001), y CDHI3 (p<0,001).

Las asociaciones de los parametros clinico-patolégicos con la
metilacion de TSGs que resultaron estadisticamente significativas se

detallan en la tabla 44.

2.1.4.Asociacion de la metilacion con otros parametros

moleculares

Las mutaciones en el promotor del gen TERT se asociaron con
la metilacion en los genes RARB (p=0,007), y RASSF1 (p=0,038). Por
el contrario, no se identificd asociacion entre la metilacion y las
mutaciones en el resto de los genes estudiados mediante NGS, PCR en
tiempo real o Sanger; si bien cabe destacar que en las dos uUnicas
muestras con mutacion en el gen /DH]I se identifico metilacion en un
total de tres genes, siendo en ambas muestras uno de ellos el gen

RARB.
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Tabla 44: Asociacion de la metilacién en los genes RARB, PTEN, APC, CDHI3,

ESRI y RASSF1 con las caracteristicas clinico-patologicas y moleculares.

Metilacion
Gen M NM OR 95% IC P-valor
N (%) N (%)
RARB
Edad
<40 2(10,5) 17 (89,5)
40-65 20 (22,0) 71 (78,0) 32 1,8-5,6 <0,001
>65 41 (49,4) 42 (50,6)
Breslow
<lmm 22 (19,6) 90 (80,4)
1-2mm 15(38.5) 24 (61,5)
2-4mm 15 (75.,0) 5(25,0) 1.9 1.4-26 <0,001
>4mm 11(50,0) 11(50,0)
Ulceracién
No 45 (28.,8) 111 (71,2)
Si 18 (48,6) 19(51,4) 23 1.1-48 0.019
indice mitético
<1 20(19.,2) 84 (80,8)
>1 43 (48,3) 46 (51,7) 39 2074 <0,001
Tasa de crecimiento
Non-FGM 44 (27,7) 115 (72,3) 33 15-7.0 0.002
FGM 19 (55,9) 15 (44,1)
Estadio tumoral
-1 43 (26,5) 119 (73,5)
-1V 20 (64,5) 1135,5) > 22113 <0,001
Recaida
[-1I 46 (27,4) 122 (72,6) 53 2.1-133 <0,001
-1v 16 (66,7) 8(33,3)
Exitus
-1 56 (30,4) 128 (69,6)
-1V 6 (75,0) 2(25,0) 68 1.3-350 0,015
Mutaciones en el gen TERT
Wt 34(25,6) 99 (74.,4)
Mutado 25 (45.5) 30 (54.5) 24 1.2-4.6 0,007
PTEN
Sexo
Varl(')n 32(32,0) 68 (68,0) 04 02-08 0,001
Mujer 15 (16,1) 78 (83,9)
Edad
<40 1(5,3) 18 (94,7)
40-65 15(16,5) 76 (83,5) 3 1,6-5,7 0,008
>65 31(37,3) 52 (62,7)
Localizacion anatomica
Cabeza y cuello 8(27,6) 21(72,4)
Tronco 16 (18,4) 71 (81,6)
MMSS 7(20,0) 28 (80,0) 1.4 1,0-1,8 0,003
MMIL 7(24,1) 22 (75.,9)
Acral 9(69,2) 4(30,8)
Subtipo histolégico
LMM 5(33.,3) 10 (66,7)
MES 28 (19.,7) 114 (80,3)
MN 5(22,7) 17 (77,3) 1,6 1,0-2,4 0,001
MLA 9(75,0) 3(25,0)
Otros 0(0) 2 (100,0)
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Tabla 44: Continuacion

Breslow

<Imm 14 (12,5) 98 (87,5)

1-2mm 12 (30,8) 27 (69,2)

2-4mm 12 (60,0) 8(40,0) 1.9 1.4-26 0,001

>4mm 9 (40,9) 13 (59,1)
Ulceracion

Yes 27(17,3) 129 (82,7)

No 20 (54.1) 17 (45.9) 5,6 2,6-12,1 <0,001
indice mitético

<1 17 (16,3) 87 (83,7) 26 13-5.1 0.004

>1 30(33,7) 59 (66,3) ’ T ’
Regresion

No 34 (33,3) 68 (66,7)

<50% 9(13,8) 56 (86,2) 0,5 0,3-0,8 0,009

>50% 4154 22 (84,6)
Tasa de crecimiento

SGM 32(20,1) 127 (79.,9)

FGM 15 (44,5) 19 (55,9) 3 14-68 0,004
Estadio tumoral

I-11 31(19,1) 131 (80,9) 45 2,0-10,0 <0.001

-1V 16 (51,6) 15 (484) i ’
Recaida

- 33(19,6) 135 (80,4)

11-1V 13 (54,2) 11.(45,8) 48 15117 0,001
Exitus

I-11 41(22,3) 143 (77,7)

1I-1vV 5(62,5) 3(37,5) 38 13-25.3 0,02
APC
Edad

<40 0(0) 19 (100,0)

40-65 14 ()15,4) 77 (84,6) 28 1,4-54 0,006

>65 24 (28,9) 59 (71,1)
Localizacion anatomica

Cabeza y cuello 14 (48,3) 15(51,7)

Tronco 12 (13,8) 75 (86,2)

MMSS 4(11,4) 31(88,6) 0,7 0,5-1,0 0,001

MMII 6(20,7) 23 (79,3)

Acral 2(154) 11 (84,6)
Ulceracion

Yes 23 (14,7) 133 (85,3)

No 15 (40,5) 22 (59,5) 39 1.8-8,7 0,001
Indice mitético

<1 13 (12,5) 91 (87,5)

>1 25 (28,1) 64 (71,9) 27 1.3-5,7 0,006
Tasa de crecimiento

SGM 24 (15,1) 135 (84,9)

FGM 14 (41,2) 20 (58,8) 3.9 1,7-8.8 0,001
CDHI3
Edad

<40 0(0) 19 (100)

40-65 13 (14,3) 78 (85,7) 2,3 1,2-4,6 0,039

>65 19 (229 64 (77,1)
Localizacién anatémica

Cabeza y cuello 0(0) 29 (100)

Tronco 13 (14,9) 74 (85,1)

MMSS 6(17,1) 29 (82,9) 1,8 1,3-2,6 0,001

MMII 6(20,7) 23 (79.,3)

Acral 7(53.,8) 6(46,2)
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Tabla 44: Continuacion

Fotolocalizacién
No expuesta 7(25,9) 20 (74,1)
Exposicion intermitente 25 (18,1) 113 (81,9) 0,4 0,2-0,8 0,023
Exposicion cronica 0(0) 28 (100)
Subtipo histolégico
LMM 0(0) 15 (100)
MES 20 (14,1) 122 (85,9)
MN 4(18,2) 18 (81,8) 2,5 1,5-4,1 0,001
MLA 7(58.3) 5(41,7)
Otros 1(50) 1.(50,0)
Breslow
<Imm 11(9,8) 101
1-2mm 7(17.9) 32
2-4mm 9 (45.0) 1 1,6 1,2-2.3 0,001
>4mm 5(22,7) 17
Ulceracién
No 20 (12.8) 136 (87.2)
Si 12 (32.4) 25 (67.6) 33 1.4-75 0.006
Indice mitético
<1 11 (10,6) 93 (89,4)
>1 21 (23.,6) 68 (76.4) 26 1.2-5.7 0.013
Estadio tumoral
-1 18 (11,1) 144 (88,9) 6.6 28-15.5 <0.001
-1V 14 (45.2) 17 (54.8) ’ T ’
Recaida
I-1I 23 (13,7) 145 (86.,3)
11-1V 9 (37.5) 15 (62.,5) 38 1,5-9.6 0,007
Exitus
[-1I 28 (15,2) 156 (84,8)
-1V 4(50,0) 4(50,0) 36 13-23,6 0,028
ESR1
Edad
<40 1(53) 18 (94,7)
40-65 8(8.8) 83 (91,2) 2,7 1,3-5,8 0,015
>65 19 (22,9) 64 (77,1)
RASSFI
Breslow
<Imm 3(2.7) 109 (97.3)
1-2mm 2(5,1) 37(94,9) 21 13-3.6 0.003
2-4mm 1(5,0) 19 (95,0) ’ T !
>4mm 5(22,7) 17 (77.3)
Tasa de crecimiento
No-FGM 6(3,8) 153 (96,2) 44 12-153 0.027
FGM 5(14,7) 29 (85.3) ’ o ’
Mutaciones en el gen TERT
Wit 4(3,0) 129 (97,0)
Mutado 6 (10.9) 49 (89,1) 39 LI-146 0,038

M: Metilado, NM: No metilado; LMM: Lentigo melanoma maligno; MES:
Melanoma de extension superficial; MN: Melanoma nodular; MLA: Melanoma
lentiginoso acral; MMSS: Miembros superiores; MMII: Miembros inferiores; FGM:

Melanoma de rapido crecimiento.
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2.1.5. Asociacion de la metilacion de TSGs con la supervivencia de

pacientes con melanoma

Los analisis de supervivencia mediante el método de Kaplan-

Meier mostraron que los pacientes con tres o mas genes

hipermetilados presentaban menor SLE (Log-rank test; p=0.050) y
SG (Log-rank test; p=0.049). Los
hipermetilaciéon en RARB, PTEN y CDHI3 presentaban menor SLE
(p<0.001, p=0,003, y p=0,019, respectivamente) (Figura 50).
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Figura 50: Analisis univariante de SLE mediante el método de Kaplan-Meier con
los genes RARB (A), PTEN (B) y CDHI3 (C). Las graficas representan una menor

SLE en pacientes con metilacion en estos genes.
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Asimismo, el analisis mostré que la metilacion aberrante de los
genes RARB, PTEN, y CDHI3 se correlacionaba con menor SG
(p=0.016, p=0.044, y p=0.003, respectivamente) (Figura 51).
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Figura 51: Analisis univariante de SG mediante el método de Kaplan-Meier con los
genes RARB (A), PTEN (B) y CDHI3 (C). Las graficas representan una menor SG

en pacientes con metilacion en estos genes.

El analisis multivariante mediante regresion de Cox demostro
que las variables asociadas de forma independiente a una menor SLE
y SG eran el indice de Breslow (p<0,001 y p=0,003), la ulceracion
(p=0.048 y p=0,008, respectivamente) y la metilacion en el gen RARB
(p<0,001 y p=0,043, respectivamente) (Figura 52).

186



Hazard ratio; 95%Cl P valor
No metilado vs Metilado
indice Breslow —f——— <0,001
indice mitdtico H 0,946
Ulceracién —tp—— 0,048
Mutaciones pTERT —_— 0,686
Metilacién RARB —+—— 0048
Metilacién PTEN —_—t 0,573
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Hazard ratio; 95%Cl

No metilado vs Metilado P valor
indice Breslow -+ 0,003
indice mitdtico k 0,862
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Figura 52: Representacion del analisis multivariante de SLE (A) y SG (B) mediante

regresion de Cox incluyendo la metilacion en los genes RARB, PTEN y CDHI3

junto con las principales variables con valor prondstico en el melanoma (*El indice

de Breslow y las mitosis se han incluido como variables continuas). Hazard ratios

superiores a 1 indican mayor probabilidad de recaida (SLE) y de exitus (SG).
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2.2. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE microRNAS EN EL
MELANOMA

2.2.1. Analisis de los perfiles de expresion de microRNAs mediante

arrays

El estudio de los perfiles de expresion de miRNAs se realizd
empleando los arrays GeneChip miRNA 4.0 (Affimetrix). Se
procesaron un total de 22 muestras, divididas en dos grupos de estudio
segun sus caracteristicas clinico-patolégicas y moleculares: indice de
Breslow (7 <Imm y 15 >1mm); presencia de ulceracion (9 ulcerados y
13 no ulcerados); IM (8 <1 mitosis y 14 >1 mitosis); presencia de
regresion histologica (10 con regresion y 12 sin regresion); estado
mutacional del promotor del gen TERT (11 melanomas mutados y 11

wt); tasa de crecimiento (11 FGM y 11 no-FGM).

Se realiz6 el andlisis con el software Partek Genomics Suite
para cada una de las variables de estudio. Se identificaron 101
miRNAs diferencialmente expresados [(p<0,01; Fold change (FC):5,
and False Discovery Rate correction (FDR)] en base al indice de
Breslow, 79 (p<0,01, FC4) en base a la ulceracion, 78 (p<0,01; FC 5)
en base al indice mitético, 76 (p<0,01, FC: 4, FDR) en base a la
presencia de regresion, 117 (p<0,01 FC: 2) en base a la tasa de
crecimiento, y 97 (p<0,02; FC:2, y FDR) en base a al estado
mutacional del gen TERT. Los analisis de cluster jerarquico (ACJ) y
de componentes principales (ACP) estan representados en las figuras

53-58.
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Hevarchical Clustening_ Bresiow pD 01 FCS 22m

Figura 53: Resultados del perfil de expresion de 101 miRNAs en 22 melanomas

primarios en funcion del indice de Breslow. A: Analisis Cluster Jerarquico (ACJ)
de los niveles de expresion de los miRNAs diferencialmente expresados (p<0,01;
FC 5; and FDR). B: Analisis de Componentes Principales (ACP) que muestra la
separacion de las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en base a los

miRNAs diferencialmente expresados.
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Figura 54: Resultados del perfil de expresion de 79 miRNAs en 22 melanomas

primarios en funcion del indice de la ulceracion. A: Analisis Cluster Jerarquico
(ACJ) de los niveles de expresion de los miRNAs diferencialmente expresados
(p<0,01, FC4). B: Analisis de Componentes Principales (ACP) que muestra la
separacion de las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en base a los

miRNAs diferencialmente expresados.
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Figura 55: Resultados del perfil de expresion de 78 miRNAs en 22 melanomas
primarios en funcion del indice de las mitosis. A: Andlisis Cluster Jerarquico (ACJ)
de los niveles de expresion de los miRNAs diferencialmente expresados (p<0,01,
FC 5). B: Analisis de Componentes Principales (ACP) que muestra la separacion de
las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en base a los miRNAs

diferencialmente expresados.
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Figura 56: Resultados del perfil de expresion de 76 miRNAs en 22 melanomas
primarios en funcion de la regresion. A: Analisis Cluster Jerarquico (ACJ) de los
niveles de expresion de los miRNAs diferencialmente expresados (p<0,01, FC 4,
FDR). B: Analisis de Componentes Principales (ACP) que muestra la separacion de

las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en base a los miRNAs

diferencialmente expresados.
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Figura 57: Resultados del perfil de expresion de 117 miRNAs en 22 melanomas
primarios en funcion de la tasa de crecimiento. A: Analisis Cluster Jerarquico
(ACJ) de los niveles de expresion de los miRNAs diferencialmente expresados
(p<0,01 FC: 2). B: Analisis de Componentes Principales (ACP) que muestra la
separacion de las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en base a los

miRNAs diferencialmente expresados.
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Figura 58. Resultados del perfil de expresion de 97 miRNAs en 22 melanomas

primarios en funcion del estado mutacional del gen TERT. A: Analisis Cluster
Jerarquico (ACJ) de los niveles de expresion de los miRNAs diferencialmente
expresados (p<0,02; FC 2, FDR). B: Analisis de Componentes Principales (ACP)
que muestra la separacion de las muestras incluidas en el estudio en dos grupos en

base a los miRNAs diferencialmente expresados.
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2.2.2.Seleccion de una firma de microRNAs con valor pronostico

en melanoma v su validacion mediante PCR cuantitativa a

tiempo real (RT-qPCR)

En base a la significacion estadistica y FC obtenidos mediante
el andlisis con el programa Partek Genomics Suite, se seleccionaron
inicialmente ocho microRNAs (miR-138-5p, miR -34a-5p, miR-130b-
3p, miR-500a-5p, miR-339-5p, miR-885-3p, miR-30b-5p, miR-197-
3p) con expresion diferencial entre los grupos de estudio. Se utilizd
como criterio de seleccion aquellos miRNAs diferencialmente
expresados atendiendo a dos o mas de las variables clinico-patoldgicas
con valor pronostico (Tabla 45). Asimismo, en base a los resultados
de los arrays se selecciond el SNORD U95 como miRNA control al
no identificar diferencias significativas en su expresion en las

diferentes muestras estudiadas.

Tabla 45: Seleccion de miRNAs diferencialmente expresados comunes entre las
distintas variables de estudio.

Variable TERT T. crecimiento Breslow Ulceracién I. mitético Regresion
Nivel significacion/FC p<0,05/FC2[] p<0,01/FC2  p<0,05/FC2  p<0,05/FC2  p<0,05/FC2  p<0,05/FC2
miR-30b-5p  miR-339-5p  miR-30b-5p miR-339-5p  miR-30b-5p = miR-885-3p

miR-339-5p  miR 197-3p  miR-339-5p miR-500 a-5p miR-339-5p

MicroRNAs miR-500 a-5p miR-30b-5p miR-500a-5p miR-138-5p  miR-34a-5p
diferencialmente miR-130b-3p miR-130b-3p miR-138-5p
expresados miR-138-5p miR-138-5p miR-500a-5p
miR 197-3p miR-34a-5p
miR-885-3p

El estudio de expresion de los ocho microRNAs mediante la
tecnologia de PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR), en las 22
muestras de melanoma previamente utilizadas en el array, permitid

subseleccionar cuatro de ellos (miR-138-5p, miR-34a-5p, miR-130b-
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3p, miR-30b-5p) al mantener la significacion estadistica para las
mismas variables clinico-patoldgicas aplicando el test ANOVA de un

factor (p<0.05).

2.2.3.Validacion de los microRNAS mas relevantes mediante

PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR)

Se estudiaron los cuatro miRNAs seleccionados en un total de
179 melanomas primarios, y se analizd la asociacion entre la
expresion de los miRNAs y las caracteristicas clinico-patoldgicas

utilizando ANOVA de un factor (p<0.05).

Se detectd sobreexpresion de miR-138-5p y miR-130b-3p en
melanomas con mayor indice de Breslow (atendiendo a la subdivision
del Breslow en dos categorias: p<0,001 y p=0,002, respectivamente; y
en cuatro categorias: p<0,001 y p=0,001, respectivamente), con
presencia de mitosis (p<0,001 y p<0,001, respectivamente), y
ulceracion (p=0,038 y p=0,002, respectivamente), y en FGM (p<0,001
y p<0,001, respectivamente). Con respecto al subtipo histoldgico, la
sobreexpresion de miR-138-5p se asocié a MN (p=0,002), mientras
que la sobreexpresion de miR130b-3p era mayor en los MN y MLA
con respecto al resto de subtipos (p=0,006). Asimismo, los melanomas
portadores de mutaciones en el promotor del gen TERT se asociaron a
sobreexpresion de miR138-5p (p=0,002). La regresion no se asocid a
la sobreexpresion de ninguno de los miRNAs estudiados. Los
miRNAs miR-34a-5p y miR-30b-5p no se asociaron a ninguna de las
caracteristicas  clinico-patoldgicas. Las distintas asociaciones

mencionadas se muestran en la figura 58 y la tabla 46.
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Tabla 46: Expresion media normalizada respecto a piel sana (2-22CT) de los cuatro

miRNAs seleccionados en funcion de las diferentes variables clinico-patologicas.

Variable miR-138-5p miR-130b-3p miR-30b-5p miR-34a-5p
N Media SD pvalor |Media SD pvalor |[Media SD pvalor |Media SD pvalor

Subtipo histolégico

LMM 12 15,64 13,80 1,44 0,73 1,86 0,81 2,13 0,71

MES 128 26,19 29,40 0,002 1,57 1,09 0.006 2,71 237 NS 2,50 1,80 NS
MN 23 50,28 42,00 2,45 1,81 332 2,68 2,86 235

MLA 11 25,73 24,63 3,00 326 2,73 2,85 234 1,97
indice de Breslow
4 categorias

<1 97 17,69 16,74 1,45 1,24 2,71 2,61 2,34 1,68

1-2 42 3745 39,52 <0,001 1,84 121 0,001 242 1,39 NS 2,64 1,80 NS
2-4 21 50,12 4533 2,02 1,25 2,70 1,54 2,56 1,64

>4 19 40,72 29,84 2,82 239 349 335 3,08 2,62

2 categorias

<

<1 97 17,69 16,74 <0,001 145 1,24 0,002 2,71 2,61 NS 234 1,68 NS
>1 82 41,24 3884 2,11 1,60 2,74 2,06 2,72 1,96
Ulceracién

No 143 26,00 30,54 0,038 1,59 1,04 0,002 2,73 238 NS 2,51 1,73 NS
Si 36 38,14 32,61 242 238 2,72 235 2,53 2,17
indice mitético

<1 92 18,70 18,50 <0,001 1,37 093 <0,001 2,65 2,63 NS 236 1,79 NS
>1 87 39,03 38,15 2,16 1,76 2,80 2,07 2,67 1,85
Regresion

No 100 31,92 34,43 NS 1,84 1,54 NS 2,66 224 NS 2,39 1,53 NS
Si 79 2432 26,50 1,65 1,32 2,81 2,53 2,67 2,13

Tasa de crecimiento

No-FGM 148 24,55 25,82 <0,001 1,58 1,17 <0,001 2,64 228 NS 244 1,71 NS
FGM 31 46,80 4543 2,61 220 3,14 2,75 2,88 2,28
Mutaciones TERT

Wt 120 23,68 31,32 0,004 1,67 1,51 NS 2,59 2,14 NS 230 1,52 NS
Mutado 54 38,76 2997 195 1,36 294 279 2,86 2,32
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Expresion relativa

Expresion relativa

Figura 59: Los graficos de dispersion muestran los niveles de expresion relativos (2
AACTY de miR-138-5p y miR-130b-3p en 179 melanomas primarios, y su asociacion
con las caracteristicas clinico-patologicas y moleculares. MiR-138-5p y miR-130b-
3p se sobreexpresaban en el grupo de melanomas con indice de Breslow superior a
Imm con respecto a los de >1mm (A), a melanomas con presencia de mitosis (B),
ulcerados (C) y a melanomas de rapido crecimiento (D). La sobreexpresion de miR-

138-5p se asocio a los MN y a melanomas portadores de mutaciones en el promotor
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Resultados

2.2.4.Estudio de la expresion de los microRNAs validados en

nevus melanociticos v melanomas metastasicos

Se analizé la expresion de los cuatro miRNAs seleccionados
en una serie de 9 melanomas metastasicos y 20 nevus melanociticos
adquiridos, y se compard su expresion con la de los melanomas
primarios. Se observaron diferencias significativas en la expresion de
miR-34a-5p (p=0,009), miR-130b-3p (p=0,001), y miR-138-5p
(p=0,019) entre los tres grupos de estudio, con un aumento progresivo
de la expresion desde nevus melanociticos a metastasis (Figura 60;

Tabla 47).

A B
miR-34a-5p p=000S miR-130b-3p p=0.001
15, 250,
. -
M = 2004
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104 =
E 1504
. 2
£ 100]
. . E .
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. % . —_—
i . —ttareatt -
: r Trasan” s

Nevas primarios dsi Nevus Tel primarias

mik-138-5p p=0.01%

Nevus Tel primarias

Figura 60: Los graficos de dispersion muestran los niveles de expresion diferencial
de miR-34a-5p (A), miR-130b-3p (B), y miR-138-5p (C) entre nevus melanociticos,

melanomas primarios y melanomas metastasicos.
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Tabla 47: Expresion media normalizada respecto a piel sana (222T) de miR-34a-

5p, miR-130b-3p, y miR-138-5p en los grupos de estudio.

Grupo de miR-34a5p miR-130b-3p miR-138-5p miR-30b-5p
estudio N Media SD pvalor [Media SD pvalor [Media SD pvalor |Media SD pvalor
Nevus 20 | 2,10 1,96 1,20 0,58 12,71 13,22 247 1,72
MM primarios 179 | 2,51 1,82 0,009 1,76 1,45 0,001 (2851 31,27 0,019 2,72 237 NS
MM metastdsicos 9 446 388 332 189 45,80 42,35 249 1,98
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1. ESTUDIOS GENETICOS

1.1. Diseiio del panel de genes y métricas de calidad de la

secuenciacion masiva

En el presente proyecto de tesis se ha realizado el disefio de un
panel de NGS especifico de melanoma que ha incluido un total de 35
genes descritos previamente en la literatura. El disefio de este panel
supone una nueva aportaciéon a los estudios previos de NGS en
melanoma, ya que en la mayoria se habian realizado estudios
mediante una aproximacion WGS o WES, y en los que se habia
realizado el estudio de regiones codificantes especificas (7argeted
exome sequencing), se empleaban paneles comercializados para el
estudio del cancer. Por tanto, este disefio responde a la necesidad ya
sefialada por algunos autores de desarrollar un panel especifico, que
incluya no sélo el estudio de genes previamente conocidos en
melanoma, sino también genes recientemente descritos que podrian

ser relevantes en su patogenia (Griewank et al., 2015).

El disefio que se ha desarrollado incluye el estudio de los
denominados genes “accionables”, que son aquellos para los que
existe un tratamiento disponible o en vias investigacion, o bien genes
cuyas mutaciones predicen resistencia a las terapias dirigidas (Chen et
al., 2015). Este es el caso no solo de los genes BRAF, KIT y MEK,
para los cuales actualmente disponemos de tratamientos aprobados
para el melanoma localmente avanzado y/o metastasico, sino también
de otros genes cuyos inhibidores estan actualmente en vias de

desarrollo en diversos tumores como PTEN, PIK3CA, CDK4, ERBB4,
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ALK, y MET. Adicionalmente, cabe destacar que el disefio permite el
estudio de genes cuyas mutaciones se han descrito como mecanismos
de resistencia a las terapias dirigidas (Turajlic et al., 2014; Van Allen
et al., 2014; Manzano et al., 2016). Asi, en el panel se han incluido
los genes NRAS, PTEN, PIK3CA, NF1, RACI1, HOXDS, MITF, MEK,
MEK?2, CDK4, y GNAQ, todos ellos relacionados con la resistencia a
los inhibidores de BRAF. A este respecto, es importante resaltar la
traslacion clinica del disefo de este panel, que es de utilidad no sélo
para la caracterizacion molecular de melanomas primarios, sino
también para el manejo de melanomas metastasicos, en los que la
identificacion de una mutacion en uno de estos genes podria de ser

utilidad a la hora de seleccionar un determinado tratamiento.

Por otro lado, el disefio del presente panel presenta algunas
limitaciones que deben ser mencionadas. En primer lugar, en el
estudio del gen TERT tUnicamente han podido ser incluidas las
regiones codificantes pero no el promotor del mismo, por lo que las
mutaciones mas frecuentemente reportadas en este gen se han
estudiado por una metodologia de menor sensibilidad analitica. Esto
no difiere de lo reportado en otros estudios en los que, a excepcion de
los estudios iniciales que describieron dichas mutaciones (Horn ef al.,
2013; Huang et al., 2013), en la gran mayoria (incluyendo el estudio
de la TCGA) analizan las mutaciones en el promotor mediante
secuenciacion de Sanger (tabla 6). Asimimo, el disefio del panel no
incluye el estudio del gen /DH1 e incluye de forma parcial del estudio
del gen NF'I. Esta limitacién se debe a que para la seleccion de genes
durante el disefio del panel se revisaron los registros publicados hasta

el 1 de diciembre del 2014, fecha anterior a la publicacion de la mayor
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parte de los estudios en los que se destacaba el papel de ambos genes
en el melanoma (Akbani et al., 2015; Krauthammer et al., 2015;
Wiesner et al., 2015; Zhang et al., 2016; Cirenajwis et al., 2017).

Al igual que en nuestro estudio, los paneles de NGS disefiados
por otros autores han sido empleados para el analisis de muestras
FFPE (Tabla 5). De hecho, varios estudios han demostrado la
aplicabilidad de las muestras FFPE en los andlisis mediante NGS
(Singh et al., 2013; Tsongalis ef al., 2014; Chen et al., 2015; Stiller et
al., 2016) . Concretamente, en el estudio realizado por Chen et al., se
comparan las frecuencias alélicas obtenidas en muestras pareadas de
tejido fresco y FFPE, y se demuestra una elevada concordancia entre
ambos tipos de muestras. Esto es de especial relevancia, dado que en
la practica clinica diaria la disponibilidad de tejido fresco es muy
limitada, sobre todo en el melanoma, en el que para realizar un
correcto informe anatomopatologico se requiere el andlisis de la

totalidad de la muestra.

Una de las mayores ventajas de la NGS con respecto a otras
metodologias de secuenciacion es su elevada sensibilidad analitica.
Asi, cabe destacar el elevado LoD (0,5%) demostrado en este estudio
mediante diluciones seriadas de dos lineas celulares. Este dato es
superior al aportado en estudios previos, que reportan un LoD del 1-
10% (Singh et al., 2013; Luthra et al., 2014; Gao et al., 2016). En el
estudio realizado por Gao et al. realizan diluciones seriadas de dos
lineas celulares de pancreas hasta la dilucion del 1%, y detectan las
mutaciones en los genes KRAS y P53 en todas ellas. A su vez, Luthra

et al., realizan diluciones de una linea de cancer de pulmon y otra de
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adenocarcinoma de colon con la linea HL-60, e identifican un LoD de
hasta el 1,5%. Por el contrario Singh ef al., analizan posteriormente
diluciones seriadas de estas mismas lineas celulares, y reportan
unicamente un LoD del 10%. Es importante sefialar que, a diferencia
de nuestro andlisis, en ninguno de los estudios mencionados se
realizan diluciones del 0,5% (1:99) ni 0,05% (1:999). Adicionalmente,
al igual que Singh ef al., en nuestro estudio hemos demostrado una
elevada reproducibilidad de los resultados, al obtener una minima
variacion en las frecuencias alélicas obtenidas en dos experimentos
independientes. Todos estos datos son importantes para la
implementacion de la NGS en el diagndstico de rutina, en el que
ocasionalmente se analizan muestras con escasa poblacion tumoral,
por lo que resulta necesario disponer de técnicas con elevada
sensibilidad y reproducibilidad. No obstante, sehalar que a pesar del
bajo LoD de la NGS, para su uso en la practica clinica diaria en
muestras parafinadas se aceptan variantes identificadas con una
frecuencia alélica (VAF; variant allele frequency) del 3-5%, con el fin
de evitar falsos positivos o la identificacion de variantes presentes en
un bajo porcentaje tumoral que tengan una repercusion clinica

desconocida (Li ef al., 2017; Jennings et al., 2017).
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1.2. Alteraciones moleculares en los melanomas primarios.
Frecuencia de mutaciones y asociacion a las caracteristicas

clinico-patolégicas y supervivencia

Estudios recientes han demostrado que el melanoma es una de
las neoplasias con mayor tasa de mutaciones somaticas (Lawrence et
al., 2013). A este respecto, destacar que en el 90% de las muestras de
nuestra serie se ha identificado al menos una mutacion en alguno de
los genes estudiados, y en mas de la mitad se han detectado dos o mas
mutaciones. Este dato es superior a lo reportado en el estudio de Siroy
et al, en el que solo un tercio de los melanomas presentaban dos o mas
mutaciones (Siroy et al., 2015). A esto se le suma que hasta en el 86%
de los genes de nuestro panel se ha detectado al menos una mutacion.
Ambos datos reflejan la utilidad del disefio de un panel especifico, en
el que la frecuencia de mutaciones identificadas es mayor que al
aplicar paneles comerciales que incluyen genes sin relevancia en el

melanoma (Griewank et al., 2015).

Acorde a lo descrito en la literatura, en nuestra serie el gen con
mayor frecuencia de mutaciones ha sido el gen BRAF (50%), siendo
las mutaciones mdas frecuentes las localizadas en el codon V600
(Richtig et al., 2017). Adicionalmente, se han identificado mutaciones
en el codon K601, asi como en codones reportados con menor
frecuencia como L597, L584, G464, y P731. Asimismo, la frecuencia
de mutaciones en los genes NRAS y KRAS coincide con descripciones
previas, con cifras del 18% y 3%, respectivamente, y afectando
principalmente al codon Q61 (Swick et al., 2012; Reddy et al., 2017).

En consonancia con otros estudios, la prevalencia de mutaciones en el
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gen KIT ha sido del 4%, con una mutacién recurrente en el codon
L576. La presencia de mutaciones en este gen se ha asociado a
melanomas con indice de Breslow >4mm y ulcerados, aunque este
hallazgo no ha previamente sido identificado por otros autores (Jin et
al., 2013). Adicionalmente, de acuerdo a lo descrito por Curtin et al.,
hemos observado distinto perfil de mutaciones en funcion del patron
de exposicion solar. Asi, los melanomas portadores de mutaciones en
los genes BRAF y NRAS se localizaban de forma preferente en areas
de exposicion solar intermitente, mientras que los melanomas
procedentes de areas de exposicion solar crénica y los melanomas

acrales, presentaban con mayor frecuencia mutaciones en el gen KI7.

Tal y como se ha reportado previamente, en la mayor parte de
las muestras se han identificado mutaciones mutuamente excluyentes
entre los genes BRAF y NRAS. De hecho, solo en tres melanomas se
han detectado mutaciones concurrentes entre ambos genes, que han
sido mas frecuentes en melanomas portadores de mutaciones de baja
actividad quinasa del gen BRAF (fuera del codon V600). Diversos
estudios han descrito que las mutaciones en el gen NRAS son
mutuamente excluyentes con las mutaciones en el gen BRAF; sin
embargo, esta afirmacion parece tener matices, ya que gracias a los
recientes estudios de NGS se han descrito mutaciones concurrentes en
el gen NRAS con mutaciones en el codon 600 del gen BRAF en un
1,6% de los melanomas; y hasta en un 18% con mutaciones de baja

actividad quinasa del gen (Siroy et al., 2015).

De forma adicional, hemos identificado muestras con dobles

mutaciones afectando a los genes BRAF, NRAS, KRAS y KIT. Estas

206



Discusion

mutaciones concurrentes en el mismo gen han sido escasamente
reportadas en la literatura (Jonsson et al., 2009); aun asi, cabe la
posibilidad de que no hayan sido detectadas por otras metodologias de
menor sensibilidad analitica que la NGS. Se ha sugerido que la
presencia de mutaciones concurrentes podria suponer una mayor
activacion de la via MAPK vy, por tanto, su identificacion podria tener
implicaciones en el prondstico y tratamiento de los pacientes (Siroy et

al., 2015).

En cuanto a la via PI3K-AKT, un 10% de los melanomas de
nuestra serie eran portadores de mutaciones en el gen PTEN. Este
porcentaje es inferior al 30% de melanomas con pérdida de expresion
del gen PTEN que se ha descrito previamente (Wu et al., 2003), si
bien es cierto que mediante NGS so6lo se han estudiado las mutaciones
y no asi otras alteraciones mas frecuentes como las deleciones
cromosOmicas. Al igual que otros autores, hemos identificado
mutaciones concurrentes con los genes PTEN y BRAF en un alto
porcentaje de melanomas (58%) (Goel et al., 2006; Dankort et al.,
2009); y en una menor proporcion (17%) con el gen NRAS, hecho que
contrasta con otros estudios en los que describen mutaciones
mutuamente excluyentes con este gen (Tsao ef al., 2000). A diferencia
de otros autores, no hemos detectado ninguna mutacion en los genes
PIK3CA ni IRS4, en los que se han descrito mutaciones en melanoma

con prevalencias aproximadas del 1-3% (Davies ef al., 2008).

Como ya ha sido sefalado, una de las caracteristicas del disefio
de nuestro panel de NGS es que ha permitido el analisis de genes

recientemente identificados en estudios de WGS/WES. Este es €l caso
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de los genes PREX2 y GRIN2A, en los que acorde a lo descrito
previamente, hemos detectado mutaciones a lo largo de toda la region
codificante, aunque en prevalencias ligeramente inferiores (14% frente
al 23% y 14% frente al 33%, respectivamente) (Berger ef al., 2012;
Wei et al., 2011). A este respecto, cabe sefialar que algunas de las
variantes encontradas en nuestro estudio habian sido descritas como
mutaciones en estudios previos, sin embargo han sido consideradas
variantes benignas tras aplicar los programas de prediccion in silico.
Las mutaciones en el gen GRIN2A han resultado mas prevalentes en
melanomas localizados en areas fotoexpuestas. Esta asociacion no ha
sido anteriormente reportada, aunque si se ha demostrado un mayor
nimero de sustituciones C>T que G>A, sugiriendo la implicacién de

la exposicion solar (Wei ef al., 2011).

Adicionalmente, el 8% de los melanomas portaron mutaciones
en el gen NFI. Esta frecuencia es menor a la identificada en otros
estudios (13,1%) (Krauthammer et al., 2015), hecho que podria
deberse a que no se ha llevado a cabo el anélisis del gen completo,
sino que unicamente se han analizado regiones codificantes
seleccionadas. Acorde a lo reportado por otros autores, las mutaciones
en el gen NFI se asociaban a melanomas localizados en 4reas de
exposicion solar cronica (Cirenajwis et al., 2017). A su vez, las
mutaciones eran mas frecuentes en melanomas con mayor indice de
Breslow, ulcerados y con mayor tasa de crecimiento; si bien a
diferencia de estudios previos, no hemos identificado asociaciéon con
la edad de los pacientes (Krauthammer et al., 2015), ni tampoco con

una menor supervivencia (Cirenajwis et al., 2017).
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Recientemente se ha reportado el gen PPP6C como un nuevo
driver en melanoma, aunque su implicacion no se conoce bien por el
momento. En el presente estudio, se han detectado mutaciones en este
gen en el 6% de los melanomas, con una mutacion recurrente en el
hotspot R264C en el 3%. Esta cifra es similar a la reportada en el
estudio inicial (9% de mutaciones en el gen PPP6C, 3% en el codon
R264) (Hodis et al., 2012). Sin embargo, contrasta con un estudio
posterior en el que analizan 61 melanomas asociados a nevus y no
detectan ninguna mutacion en el gen PPP6C, probablemente debido a
la baja sensibilidad analitica del método empleado (secuenciacion de

Sanger; LoD del 25%) (Shitara et al., 2015).

De acuerdo con otros autores, en el 8% de los melanomas se
han detectado mutaciones en el gen RACI (hotspot P29S),
principalmente en melanomas localizados en &reas fotoexpuestas
(Krauthammer et al., 2012). Asimismo, las mutaciones han resultado
mas frecuentes en FGM. En un estudio reciente, se describe su
asociacion con melanomas de mayor agresividad (Mar et al., 2014);
sin embargo, no se habia descrito hasta el momento su asociaciéon con
la tasa de crecimiento. Por otro lado, se ha demostrado que la
mutacion recurrente P29S suprime la respuesta inmune antitumoral
(Vuet al., 2015), y también ha sido relacionada con la resistencia a los
inhibidores de BRAF (Watson ef al., 2014). En nuestra serie, ninguno
de los pacientes portadores de la mutacion P29S recibidé tratamiento
sistémico hasta el momento de seguimiento, no pudiéndose establecer
asociacion con este dato.

De forma adicional, se han descrito como mecanismos de

resistencia a las terapias dirigidas mutaciones detectadas en otros
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genes de nuestro panel. Este es el caso de la mutacion P124S en el gen
MAP2K]1 (Emery et al., 2009; Nikolaev et al., 2011) y la E207K en el
gen MAP2K2 (Nikolaev et al., 2011), que han sido identificadas en
dos melanomas de nuestra serie. Asimismo se ha sugerido el posible
papel de las mutaciones en el gen HOXDS8 como posible mecanismo
de resistencia (Van Allen et al., 2014). En nuestro estudio hemos
identificado una variante no descrita por otros autores (K254R), con
prediccion patogénica en los programas de prediccion in silico, pero

con implicacion desconocida por el momento.

En los ultimos afnos han cobrado especial relevancia las
mutaciones en el promotor del gen TERT no sélo en el melanoma sino
también en otras neoplasias malignas. En nuestra serie, hemos
identificado una frecuencia de mutaciones del 30%, que si bien es
similar a lo descrito por la gran mayoria de autores (30-40%), cabe
destacar que existe gran variabilidad en las cifras reportadas de unas
series a otras (Tabla 6). La practica totalidad de los estudios emplea el
mismo método de andlisis (secuenciacion de Sanger); en
consecuencia, la variabilidad en las prevalencias pudiera
probablemente deberse al tipo de muestra analizada (FFPE vs tejido
fresco) y al diferente origen de la misma (primarios vs metastasicos),
incluso dentro del mismo estudio. Una de las diferencias principales
de nuestra serie con respecto a otros estudios con mayor frecuencia de
mutaciones es que éstos analizan en su mayoria muestras de
melanoma metastasico. En la serie de Griewank et al., donde se
reporta una frecuencia de mutaciones en los primarios similar a la
nuestra (36,6%), asciende a 50,3% en los melanomas metastasicos

(Griewank et al., 2014). Se ha descrito que las mutaciones en el
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promotor del gen TERT son un evento inicial en la progresion
neoplasica de las lesiones melanociticas (Shain et al., 2015; Bell et al.,
2016); y, consecuentemente, no debiera detectarse una mayor
frecuencia de mutaciones en las metastasis. Una posible explicacion a
esta discrepancia entre primarios y metastasicos podria ser el mayor
porcentaje de células tumorales en las muestras metastasicas, que
aumentarian la probabilidad de detectar las mutaciones mediante
secuenciacion de Sanger. De hecho, cabe destacar que en nuestra
serie identificamos la mutacion en un melanoma metastasico en el que
no habiamos detectado la mutacion en el tumor primario,
problablemente debido a esta diferencia en el porcentaje de poblacion

tumoral.

Por otro lado, dentro de los estudios con melanomas primarios,
las muestras analizadas en otras series presentan caracteristicas que
difieren de nuestra serie en varios aspectos. La serie aportada por el
grupo de la TCGA recoge 67 melanomas primarios, de los cuales en el
momento del diagndstico inicial el 89% eran T4 (mediana de Brelow
de 7mm), 86% presentaban ulceracion y 91% >1 mitosis (Akbani et
al., 2015). Todas estas caracteristicas histopatolégicas se han asociado
a la presencia de mutaciones en el promotor, lo que podria explicar esa
mayor frecuencia de mutaciones con respecto a nuestra serie (64,4%
vs 30%), donde la mayoria de las muestras tienen un indice de
Breslow <lmm (56,2%), y so6lo el 20% y el 46,7% presentan
ulceracion y mitosis, respectivamente. De forma adicional, en la serie
descrita por Hugdahl et al. se detecta una prevalencia de mutaciones
del 68% en melanomas primarios; sin embargo, Gnicamente incluyen

melanomas del subtipo histoldgico nodular (Hugdahl et al., 2017), que
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también se han asociado con mayor frecuencia a la presencia de
mutaciones en distintas series (Heidenreich et al., 2014; Populo et al.,

2014).

En consonancia con otros estudios, el 85% de las mutaciones
se han detectado en las posiciones c.1-146 (57%) y c.1-124 (28%),
mientras que las mutaciones en las posiciones c.1-124/-125 y c.1-
138/-139 han sido menos frecuentes (5% y 8%, respectivamente).
Adicionalmente, en uno de los melanomas se ha detectado la mutacion
c.1-57, asociada a melanoma familiar, sin embargo la paciente no

presentaba antecedentes personales ni familiares de melanoma.

Acorde a lo descrito por otros autores, en nuestra serie las
mutaciones en el promotor del gen 7ERT se han asociado a
melanomas de localizacion no acral, del subtipo histologico nodular,
con alta tasa de crecimiento, alto indice de Breslow, presencia de
ulceracion y mitosis, estadio tumoral avanzado y presencia de recaidas
locorregionales y/o a distancia (Heidenreich ef al., 2014a; Poépulo et
al., 2014; Griewank et al., 2014; Nagore et al., 2016a). Por el
contrario, a diferencia de otras series, no hemos encontrado asociacion

estadisticamente significativa con la edad de los pacientes.

De forma adicional, hemos identificado que los melanomas sin
regresion histoldgica se asocian a mutaciones en el promotor del gen
TERT. Este hallazgo, no reportado previamente en la literatura,
concuerda con el hecho de que los melanomas con regresion suelen
ser melanomas finos (<Imm), sin ulceracion, y del subtipo histolégico

MES (Ribero et al., 2013), que son caracteristicas que con menor
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frecuencia se asocian a las mutaciones en el gen TERT. Por otro lado,
este hallazgo también podria estar en relacion con la hipdtesis de la
disfuncion telomérica como mecanismo patogénico para explicar el
fenomeno de regresion (Bastian et al., 2003). Segin esta hipotesis,
tras una serie de divisiones celulares las células tumorales acortarian
sus telomeros y entrarian en una fase denominada crisis,
desencadenada por la presencia de aberraciones cromosdmicas, y
caracterizada por la apoptosis en un gran nimero de células. Durante
esta fase, aquellas células tumorales con capacidad para estabilizar sus
telomeros gracias a la telomerasa (o gracias al mecanismo ALT-
alternative lengthening of telomeres) escaparian de la crisis, mientras
que las células sin telomerasa entrarian en apoptosis consecuencia de

la inestabilidad gendmica.

Esta hipotesis no seria contraria al origen inmunolégico de la
regresion espontdnea, sino que la accion del sistema inmune seria un
mecanismo complementario al acortamiento de los telomeros. Segin
esto, los cuerpos apoptoéticos representarian el estimulo antigénico que
atraeria la respuesta del sistema inmunologico, dando lugar a ese
infiltrado inflamatorio que caracteriza histologicamente la fase
temprana del fendmeno de regresion. A nivel experimental esta
hipdtesis se apoya en los resultados de Pathak ef a/, que describieron
la ausencia de actividad telomerasica y el acortamiento de los
telomeros en melanomas porcinos con presencia de regresion (Pathak
et al., 2000). Adicionalmente, varios trabajos realizados en lesiones
melanociticas han revelado una menor actividad telomerasica en
melanomas con regresion (Rudolph et al., 2000; Carvalho et al.,

2006). Asimismo, varios estudios han descrito la ausencia de actividad
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telomerasica en un subtipo de neuroblastoma de buen pronostico
(estadio IVS) caracterizado por la regresion espontanea (Hiyama et
al., 1995; Hiyama et al., 1997). Todos estos hallazgos sugieren el
posible papel de la telomerasa en la regresion espontanea del
melanoma. Por tanto, dado que las mutaciones en el promotor del gen
TERT se asocian a una mayor expresion de telomerasa; la menor
expresion de telomerasa en los melanomas sin mutaciones podria ser
un mecanismo alternativo que explicara la presencia del fenomeno de

regresion espontdnea en este subgrupo de melanomas.

Diversos autores han demostrado que las mutaciones en el
promotor de TERT representan un factor prondstico independiente en
el melanoma (Populo ef al., 2014; Griewank et al., 2014; Nagore et
al., 2016b). Estos estudios han muestran que los melanomas
portadores de mutaciones presentan menores SLE y SG que los
melanomas wt, independientemente de sus caracteristicas clinico-
patoldgicas. Los resultados de nuestra serie muestran que la presencia
de mutaciones se asocia a una menor SLE, sin embargo no hemos
identificado asociacion con la SG. Esta ausencia de correlacion con la
SG podria deberse al escaso niimero de pacientes en los que se
produjo éxitus en nuestra serie (4,8%); hecho que no llama la atencién
dado que la mayoria de los melanomas presentaban caracteristicas
clinico-patologicas de buen pronostico. Por el contrario, tres estudios
recientes no han demostrado asociacion de las mutaciones con la
supervivencia (Ekedahl et al., 2016; Hugdahl et al., 2017; Bai et al.,
2017); si bien cabe mencionar que los tres estudios presentan ciertas
particularidades que no los hace comparables a los demas estudios

publicados. Uno de ellos s6lo analizaba melanomas metastasicos
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(Ekedahl et al., 2016), otro unicamente incluia melanomas del subtipo
histologico nodular (Hugdahl ef al., 2017), y en el Gltimo se analizaba
una cohorte asiatica en la que predominaban los melanomas acrales y

mucosos (Bai et al., 2017).

Adicionalmente, en consonancia con otros autores, hemos
identificado un 40,5% de muestras portadoras del polimorfismo
rs2853669 (Rachakonda et al., 2013). La presencia de este
polimorfismo de forma aislada no se ha asociado a ninguna de las
caracteristicas clinico-patologicas ni tampoco a la supervivencia. Sin
embargo, estratificando los melanomas en funcion del polimorfismo,
si que hemos observado que las asociaciones de las mutaciones en el
promotor de TERT con las caracteristicas de mayor agresividad
(indice de Breslow, ulceracion y mitosis) s6lo se mantenian en los
melanomas no portadores del polimorfismo. Asimismo, la reduccion
significativa de la SLE unicamente se mantenia en este subgrupo de
melanomas. Estos resultados estdn en la misma linea de los reportados
en otros estudios en cancer de vejiga, glioblastoma y melanoma, que
han sugerido una modificacion del efecto de las mutaciones
secundario a la presencia del polimorfismo. Se ha descrito que la
presencia del polimorfismo modifica los sitios de unioén en la regién
proximal del promotor, impidiendo la uniéon de factores de
transcripcion de la familia ETS. Nagore et al. han demostrado que los
melanomas portadores de mutaciones se asocian a una mayor tasa de
crecimiento, siendo la fuerza de esta asociacion mayor en ausencia del
polimorfismo (Nagore ef al., 2016a). Por otro lado, diversos estudios

han reportado una menor supervivencia asociada a las mutaciones s6lo
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en ausencia del polimorfismo (Rachakonda et al., 2013; Simoén et al.,

2015; Nagore et al., 2016b; Batista et al., 2016).

Finalmente, mencionar el gen [IDHI en el que hemos
identificado mutaciones en el 1% de los melanomas de nuestra serie.
Resulta dificil comparar la frecuencia observada en nuestra serie con
la de otros autores, dado que son escasos los estudios que han
analizado las mutaciones en el melanoma, y los que existen, reportan
cifras que varian del 1,1 al 13% (Tabla 7). No hemos identificado
asociacion con ninguna caracteristica clinico-patologica, si bien los
dos melanomas portadores de mutacion estaban localizados en areas
fotoexpuestas; presentaban caracteristicas clinico-patologicas de
mayor agresividad (mayor edad, Breslow >2mm, ulceracion, mitosis,
ausencia de regresion); asi como alteraciones moleculares asociadas a
mal prondstico (mutaciones en el promotor del gen TERT y metilacion
en el gen RARB). La asociacion de las mutaciones en el gen /DH1 con
las caracteristicas clinico-patologicas de los melanomas no ha sido
objeto de andlisis en ningun estudio previo, aunque si se ha sefialado
la induccion de estas mutaciones por la exposicion solar dada la
transicion C>T (Hodis et al., 2012; Krauthammer et al., 2015).
Paralelamente se ha descrito la asociacion de las mutaciones en el gen
IDHI a un fenotipo hipermetilador (Noushmehr et al., 2010; Akbani
et al., 2015). La presencia de estas mutaciones conlleva un
catabolismo adicional de o-KG a D-2-hydroxyglutarato (D-2HG),
dando lugar a niveles elevados de D-2HG (Dang et al., 2009). Este
metabolito tiene la capacidad de inhibir las enzimas o-KG
dependientes que regulan la actividad epigenética, como es el caso de

las demetilasas de la familia TET (ten-eleven traslocation), cuya
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inhibicién conlleva una hipermetilacion del ADN (Xu et al., 2011).
Con respecto a nuestra serie, no se ha podido establecer la asociacion
con ese fenotipo hipermetilador dada la baja frecuencia de
mutaciones, aunque cabe destacar que los dos melanomas portadores
de mutacién en el gen IDHI presentaban hipermetilacion en tres

genes.

1.3. Clasificacion genomica de los melanomas primarios

En el presente estudio se ha establecido una clasificacion de
los melanomas primarios en base a los subtipos recientemente
reportados por el grupo de la TCGA (Akbani ef al., 2015). Acorde a lo
descrito, el subtipo mas prevalente fue el de BRAF, seguido por los
subtipos RAS y NF1. Sin embargo, dada la presencia de mutaciones
concurrentes entre los genes BRAF, RAS (NRAS y KRAS) y NF1, no
ha sido posible establecer una distincion clara entre estos tres
subtipos. Por ello, teniendo en cuenta estos subtipos de forma
conjunta, el 28% de los melanomas de nuestra serie han sido
clasificados como triple-wt. Este porcentaje es superior a lo reportado
por el grupo de la TCGA (6%); por un lado, debido a una menor
frecuencia de mutaciones en los genes de la familia RAS (17% vs
28%), y también a la menor frecuencia de melanomas portadores de
mutaciones en el gen NFI (8% vs 14%). Por otro lado, no podemos
descartar que esta diferencia también se deba a las diferentes
caracteristicas histopatologicas de los melanomas de nuestra serie con
respecto a los de la TCGA, ya sefialado anteriormente.

Acorde a lo descrito por la TCGA, los melanomas del subtipo

NF1 eran portadores de un mayor niimero de mutaciones comparado
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con los otros subtipos. Por el contrario, a diferencia de la TCGA
donde encontraban baja prevalencia de mutaciones en el promotor de
TERT en el subtipo triple-wt (6,2%), en nuestra serie no hemos
identificado diferencias en la frecuencia de mutaciones en el promotor
de TERT en los diferentes subtipos, siendo del 18,9% en el subtipo
triple-wt. Esta discrepancia podria deberse a que algunos de los
melanomas del subtipo triple-wt probablemente quedarian englobados
en el subtipo NFI si hubiera sido estudiada toda la regioén codificante

de dicho gen.

1.4. Alteraciones moleculares en los melanomas metastasicos

La presencia de homo/heterogeneidad intertumoral es un tema
sujeto a controversia en los diferentes estudios publicados al respecto.
Nuestros resultados concuerdan con lo descrito previamente por otros
autores, que analizan el estado mutacional de los genes BRAF 'y NRAS
en muestras pareadas, y demuestran tasas de concordancia del 100%
(Boursault et al., 2013; Menzies et al., 2014; Riveiro-Falkenbach et
al., 2015; Uguen et al., 2016). Concretamente, Riveiro-Falkenbach et
al. analizan las mutaciones en el gen BRAF en 140 muestras pareadas
mediante PCR alelo-especifica (The cobas® 4800 BRAF V600 test) e
inmunohistoquimica; y al igual que en nuestra serie, identifican un
unico caso inicialmente catalogado como discordante debido a la
presencia de dos melanomas primarios (Riveiro-Falkenbach et al.,
2015). Por el contrario, otros estudios han identificado heterogeneidad
intertumoral en cifras que varian del 6-44% de los melanomas
(Yancovitz et al., 2012; Colombino et al., 2012; Heinzerling et al.,
2013; Saint-Jean et al., 2014; Bradish et al., 2015; Yaman et al.,
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2016). Algunas de las hipdtesis propuestas para explicar esta
discrepancia entre los tumores primarios y metastasicos, es la
presencia de diferentes clones dentro de un mismo tumor primario que
genera metastasis con diferentes perfiles mutacionales; o bien la
evolucion clonal, con cambios en el perfil molecular mediante la
adquisicion o pérdida de mutaciones durante la progresion del
melanoma (Varada et al., 2015; Riveiro-Falkenbach et al., 2017).
Adicionalmente, Riveiro-Falkenbach et al. han sugerido que la
heterogeneidad intertumoral identificada por otros autores podria
deberse a problemas en la metodologia molecular empleada, ya sea
por el empleo de métodos con baja sensibilidad analitica, métodos que
analizan Unicamente la mutacion V60OE, o bien a muestras con baja
celularidad tumoral. A este respecto, son escasos los estudios en los
que se ha analizado la homo/heterogeneidad intertumoral mediante

métodos de alto rendimiento, como la NGS.

Goswami et al. analizan por NGS el perfil mutacional de 265
muestras pareadas primario-metéstasis de diferentes tipos de
neoplasias empleando el Ampliseq Cancer Panel. Incluyen un total de
20 melanomas en los que, al igual que en nuestra serie, identifican
homogeneidad intertumoral para las mutaciones en los genes BRAF' y
NRAS en todas las muestras. Asimismo, describen tres melanomas con
mutaciones discordantes en otros genes entre el primario y la
metastasis: en dos casos detectan mutaciones en el primario que no
estan presentes en la metéstasis (un caso con la mutacioén p.Vall4lle
en el gen KRAS y otro con la mutacion p.Met541Leu en el gen KIT), y
en un caso detectan en la metastasis una mutacion no detectable en el

tumor primario (la mutacion p.Ser45Pro en el gen CTNNBI). A su
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vez, Miraflor et al. analizan ocho muestras parecadas de melanoma
mediante el Ampliseq Cancer Hotspot Panel v2, e identifican cuatro
casos discordantes en los que detectan nuevas mutaciones en las
metastasis en los genes BRAF, CDKN2A, ATM y PIK3CA (Miraflor et
al., 2017). En consonancia con Goswami et al., la mayoria de las
muestras de nuestra serie presentaban un perfil mutacional
concordante entre el primario y la metastasis; sin embargo, en tres
metastasis hemos identificado mutaciones en el gen PTEN que no
estaban presentes en el tumor primario; y de forma adicional, en una

metastasis hemos detectado una mutacion en el gen GNAQ.

La deteccion de estas mutaciones adicionales en el tumor
metastasico podria tener implicaciones en el manejo de los pacientes,
ya que podrian representar mecanismos de resistencia intrinsecos o
adquiridos a las terapias dirigidas. En este sentido, cabe destacar que
diversos autores han senalado el papel de las mutaciones en el gen
PTEN como mecanismos de resistencia a los inhibidores de BRAF
(Manzano et al., 2016). Recientemente, Turajlic et al. han descrito un
caso de resistencia intrinseca a inhibidores de BRAF consecuencia de
una doble activacion de las vias MAPK y PI3K/AKT, mediante
mutaciones en los genes GNAQ y PTEN (Turajlic et al., 2014). Con
respecto a nuestra serie, el paciente portador de mutaciones en los
genes PTEN y GNAQ no recibid tratamiento durante el periodo de
seguimiento; sin embargo, uno de los pacientes portadores de
mutacién en el gen PTEN recibid tratamiento con inhibidores de
BRAF y MEK y demostré resistencia instrinseca al tratamiento. Dicha

resistencia podria explicarse por la doble activacion de las vias MAPK
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y PI3K/AKT mediante la mutacion p.ValV600Glu en el gen BRAF, y
la p.Argd7Lys en el gen PTEN.

Actualmente, en la practica clinica asistencial uno de los
factores a tener en cuenta para la administracion de una terapia
dirigida es la determinacion de las mutaciones en el gen BRAF. A la
vista de nuestros resultados, esta determinacion podria realizarse tanto
en el tumor primario como en el metastisico, ya que ambos
presentarian el mismo estado mutacional para dicho gen. Sin embargo,
la posibilidad de que existan multiples melanomas primarios, asi como
la presencia de nuevas mutaciones en el tumor metastasico, pone de
manifiesto la necesidad de emplear la metastasis en los estudios
moleculares. En este sentido, queremos destacar la aplicacion de un
panel especifico de melanoma en la muestra metastisica, ya que
permitiria no so6lo el analisis de las mutaciones en el gen BRAF, sino
también la deteccion de nuevas mutaciones que podrian representar
mecanismos de resistencia, y por tanto seria de utilidad para la

identificacion de los pacientes candidatos a tratamiento.

Con respecto al promotor del gen TERT, son escasos los
estudios en lo que se ha analizado la concordancia de mutaciones entre
melanomas primarios y metastasicos. Cabe destacar que a pesar de lo
mencionado anteriormente de que las mutaciones en el promotor del
gen TERT se han descrito como un evento inicial (Shain et al., 2015;
Bell et al., 2016), no todos los estudios identifican homogeneidad
intertumoral entre el primario y la metéstasis. Heidenreich et al.
estudian seis casos reportando concordancia en todos los casos

pareados (Heidenreich et al., 2014). Por el contrario, Hugdahl et al.
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estudian 58 muestras parecadas e identifican un total de 14 casos
discordantes (24%); cuatro casos en los que, al igual que en nuestra
serie, detectan la mutacion en la metastasis pero no en el tumor
primario, y 10 en los que la mutacion solo estd presente en el
melanoma primario, de los cuales en cuatro identifican la mutacién
cuando reanalizan diferentes partes de la metastasis (Hugdahl et al.,
2017). A su vez, Yang et al. describen una baja concordancia (k=0.33)
en 41 casos pareados (Yang et al., 2018). Adicionalmente, Ofner et al.
analizan 40 melanomas primarios y 75 metastasicos y no identifican
diferencias significativas en la prevalencia de mutaciones entre
primarios y metastdsicos, si bien no estudian ningin caso pareado

(Ofner et al., 2017).

2. ESTUDIOS EPIGENETICOS

2.1. Deteccion de metilacion en el promotor de genes supresores

tumorales

En el presente proyecto se ha analizado la metilacion en la
region promotora de 24 TSGs mediante MS-MLPA. El MS-MLPA es
una metodologia que ha demostrado ser de utilidad en la practica
clinica diaria, ya que permite el empleo de muestras FFPE, y lleva a
cabo el andlisis de metilacion en multiples genes en una sola reaccion.
Diversos estudios han reportado la utilidad de este método para el
analisis de la metilacion (Nygren et al., 2005; Takata et al., 2007,
Erlandson et al., 2008; Huynh et al., 2012; Murria et al., 2014). En

dichos estudios, se establece un LoD del 10% y se considera ruido de
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fondo la metilacion identificada por debajo de este porcentaje, pero
sin realizarse en ninguno de ellos un analisis de sensibilidad analitica.
En este sentido, en el presente proyecto se ha realizado un andlisis de
sensibilidad que ha corroborado el LoD previamente descrito, al
demostrarse la capacidad de la técnica de detectar metilaciéon con
todas las sondas cuando la region promotora del estandar se encuentra
metilada al 10%. Adicionalmente, a pesar de que hemos establecido
un LoD del 10%, también se ha podido demostrar que la metodologia
es capaz de detectar metilacion con la mayoria de las sondas cuando
existe metilacién unicamente en un 2,5% del ADN estudiado. Este
dato es relevante, ya que pone de manifiesto la utilidad del MS-MLPA
en las muestras empleadas en el diagnostico molecular rutinario, en
las que ocasionalmente el porcentaje de celularidad tumoral puede ser

bajo.

De acuerdo con otros autores, la metilacion en el promotor de
los genes RARB y PTEN ha resultado frecuente en los melanomas de
nuestra serie (Schinke et al., 2010; Marzese et al., 2014). Con respecto
al gen RARB, cabe destacar que las cifras de metilacion son
ligeramente inferiores a las descritas en algunos estudios previos,
probablemente debido a las distintas caracteristicas clinico-patoldgicas
de los melanomas incluidos. Concretamente, en la serie reportada por
Hoon et al. el 70% de los tumores primarios presentan metilacion en
el gen RARB, sin embargo, estos autores analizan un escaso numero
de tumores primarios (n=20) y no se especifican las caracteristicas
clinico-patologicas de los mismos (Hoon ef al., 2004). En contraste,
Furuta ef al. analizan la metilacion en una serie corta de melanomas

primarios (n=4) y metastasicos (n=21), y demuestran un porcentaje de
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metilacion de RARB similar al obtenido en nuestro estudio (20%)
(Furuta et al., 2004). Por otro lado, hemos identificado un alto nimero
de melanomas con metilacion en el promotor del gen PTEN. Esta cifra
también es comparable a la identificada por Furuta et al.,, que
describen metilacion en un 23% de las lineas celulares estudiadas
(Furuta ef al., 2004). Sin embargo, difiere de la reportada por Lahtz et
al que describen un 60% de metilacion en 230 melanomas cutaneos;
aunque de nuevo cabe destacar que es una serie con caracteristicas
distintas a la nuestra, ya que incluye una cohorte de melanomas con
una mediana de indice de Breslow de 1,9mm (Lahtz et al., 2010).
Adicionalmente, en consonancia con el estudio de Marzese et al.,
hemos identificado metilacion concomitante en los genes RARB y
PTEN en el 15% de los melanomas estudiados (Marzese et al., 2014).
Esta metilaciéon concomitante podria identificar un subgrupo de
melanomas con caracteristicas moleculares comunes, en los que el
silenciamiento génico de ambos genes tuviera un papel en el

desarrollo y progresion del melanoma.

En cuanto al gen RASSF1, solo un 6% de los melanomas de
nuestra serie presentaban metilacion en su promotor. Esta cifra
contrasta con la reportada en el estudio de Tanemura ef al. (28.6%), si
bien todos los melanomas incluidos en su estudio correspondian a
melanomas en estadios avanzados (Tanemura et al., 2009). Acorde a
lo descrito en estudios previos, otros genes con un porcentaje
considerable de metilacion en los melanomas de nuestra serie han sido
APC, CDHI3, ESR1 y CDKN2A4 (Gonzalgo et al., 1997, Worm et al.,
2004; Marzese et al., 2014).
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Son escasos los estudios publicados en los que se analice la
asociacion entre la metilacion y las caracteristicas clinico-patologicas
de los melanomas. A este respecto, los resultados del presente estudio
demuestran la asociacion de la metilacion y un fenotipo de mayor
agresividad. Por un lado, hemos detectado mayor frecuencia de
metilacion en pacientes de mayor edad. Esta asociacion ya ha sido
previamente descrita en las células de la mucosa intestinal, en las que
la metilaciéon asociada a la edad es un factor que contribuye al
desarrollo de cancer de colon (Ahuja et al., 1998; Issa et al., 2001).
Por otro lado, hemos demostrado asociacién entre la metilacion y
caracteristicas histopatologicas de mal pronostico como el Breslow, la
ulceracion y las mitosis. La asociacion con el indice de Breslow ha
sido previamente reportada en la serie de Hoon et al., que identifican
mayor metilacion en el gen RARB en los melanomas con mayor
espesor tumoral (Hoon ef al., 2004). Asimismo, esta asociacion se ha
descrito en el estudio realizado por Thomas et al, en el que analizan
47 melanomas primarios y, al igual que en nuestra serie, identifican
correlacion entre el fenotipo hipermetilador y los melanomas con
mayor indice de Breslow y ulceracion (Thomas et al., 2014). Sin
embargo, al contrario que en nuestros resultados, estos autores
describen una asociacion inversa entre la metilacion y los melanomas
con mayor indice mitético. Otros autores no han encontrado ninguna

asociacion entre la metilacion y el indice mitético (Gao et al., 2013).

Ademas, en consonancia con otros estudios, en los melanomas
localizados en areas acrales hemos identificado mayor metilacion, y
una reduccion significativa en el nimero de mutaciones frente a otras

localizaciones (De Aratjo et al., 2015; Hayward et al., 2017). Los
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melanomas acrales representan un subgrupo de melanomas con
caracteristicas diferenciales, ya que generalmente se diagnostican en
pacientes de mayor edad y no se relacionan con la exposicion solar
(Phan et al., 2006). Diversos estudios han demostrado que estos
melanomas presentan un perfil molecular diferente al resto de los
melanomas, caracterizado por un menor numero de mutaciones y
mayor prevalencia de otras alteraciones moleculares (Hayward et al.,

2017).

Paralelamente, los resultados de nuestra serie demuestran el
impacto pronostico de la metilacion en el promotor de TSGs. Por un
lado, hemos identificado mayor prevalencia de metilacion en los genes
RARB, PTEN y CDH13 en melanomas con estadio tumoral avanzado.
Esta asociacion de la metilacion con el estadio tumoral ha sido
previamente descrita por Sigalotti et al, que identifican
hipermetilacion en una firma de 17 genes en melanomas con estadio
tumoral IIIC (Sigalotti et al., 2012). Asimismo, también se ha descrito
en relacion a los genes RASSF1 y PTEN, en los que se ha demostrado
mayor metilacion en melanomas con estadio III/IV (Tanemura et al.,
2009; Roh et al., 2016). Sin embargo, a diferencia de nuestros
resultados, en la serie de Tanemura et al. se reporta la metilacion en el
gen RARB como un evento inicial, al identificar mayor prevalencia de

metilacion en tumores con estadios iniciales (Tanemura et al., 2009).

Por otro lado, nuestros resultados demuestran la asociacion de
la metilacion en los genes RARB, PTEN y CDH13 con una reduccion
de la SLE y SG. Esta asociacion con RARB se ha descrito en un

estudio realizado por Mori et al., en el que identifican menor tasa de
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SG en pacientes con hipermetilacion en suero en los genes RARB, o
RASSF1, o en ambos genes conjuntamente (Mori et al., 2005).
Adicionalmente, dos estudios recientes han demostrado el impacto
pronostico del gen PTEN. Lahtz et al. identifican metilacion del gen
PTEN en el 60% de los melanomas, y demuestran su asociacion a una
menor SG (Lahtz et al., 2010). Asimismo, Roh et al. analizan 392
melanomas procedentes de dos cohortes (una coreana y la de la
TCGA) e identifican la metilacion del gen PTEN como un factor
prondstico independiente asociado a menor SLE y SG (Roh et al.,
2016). Con respecto al gen CDHI3, a diferencia de otros tumores no
hemos encontrado ningun estudio previo en melanoma en el que se
demuestre su valor prondstico. En cancer de vejiga se ha demostrado
su asociacion a tumores de alto grado, estadio avanzado, recurrencia
tumoral y mal pronostico (Lin ef al., 2011). En contraste con otros
estudios, nuestros resultados no han demostrado asociacién entre la
metilacion en el gen RASSFI y el estadio tumoral avanzado o la
supervivencia (Tanemura et al., 2009; Mori et al., 2005). Esta
discrepancia probablemente sea debida al bajo porcentaje de
melanomas con metilacion en este gen, y a su vez al menor numero de

melanomas en estadios avanzados incluidos en nuestra serie.

Como se ha mencionado, en el analisis univariante hemos
demostrado menores tasas de supervivencia en melanomas con
metilacion en los genes RARB, PTEN y CDHI3. Sin embargo, en el
analisis multivariante dicha asociacién Unicamente permanece
significativa con el gen RARB, que junto con el Breslow y la
ulceracion son factores independientes predictores de menor SLE y

SG. En este andlisis, la metilacion no ha demostrado ser superior al
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Breslow y la ulceracidon, que son parametros histologicos con valor
pronostico bien establecido, ambos incluidos en la ultima clasificacion
de la AJCC (Gershenwald et al., 2017). Por ello, a la vista de nuestros
resultados y acorde a lo sugerido por otros autores, el analisis de la
metilacion no deberia incluirse como un Unico factor pronostico en la
practica clinica habitual (Lahtz et al., 2010), sino que las alteraciones
epigenéticas podrian representar biomarcadores prondsticos que
proporcionen informacion adicional a los pardmetros histologicos

convencionales.

Finalmente, hemos estudiado la posible asociaciéon de la
metilacion en el promotor de los genes estudiados con el estado
mutacional de los genes BRAF, NRAS, TERT e IDHI. Asi, en
consonancia a lo reportado por otros autores, no hemos identificado
correlacion entre la metilacién y la presencia de mutaciones en los
genes BRAF y NRAS (Tellez et al., 2009; Lahtz et al., 2010; Lauss et
al., 2015; Jin et al., 2015). Como ya se ha mencionado, se ha descrito
la asociacion de un fenotipo hipermetilador con las mutaciones en el
gen IDHI (Noushmehr et al., 2010; Akbani et al., 2015). Esta
asociacion no ha podido ser establecida en nuestra serie dada la baja
frecuencia de mutaciones en dicho gen, aunque es relevante
mencionar que los dos melanomas portadores de la mutacion R132C
presentaban hipermetilacion en tres de los genes estudiados. De forma
adicional, en nuestro estudio se ha descrito por primera vez la
asociacion entre las mutaciones en el promotor del gen TERT y la
metilacion en los genes RARB y RASSF 1. Esta asociacion podria tener
implicaciones en el manejo clinico de los pacientes, ya que ambas

alteraciones moleculares estan asociadas a mal prondstico, y podrian
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emplearse de forma combinada para la estratificacion de pacientes en

base al prondstico.

2.2. Estudio de expresion de microRNAs

El analisis de expresion mediante arrays ha identificado cuatro
miRNAs diferencialmente expresados en los melanomas en base a sus
caracteristicas clinico-patoldgicas de mal prondstico y al estado

mutacional del gen TERT.

Uno de los miRNAs identificados es miR-138-5p, que
recientemente se ha descrito como un supresor tumoral en diversas
neoplasias malignas como el cancer de tiroides, de esdéfago, de ovario,
de colon, de vejiga, de pulmdn, de mama y el osteosarcoma (Mitomo
et al., 2008; Huang et al., 2012; Yen et al., 2013; Qin et al., 2015;
Yang et al., 2016; Zhang et al., 2016; Ye et al., 2017; Zhao et al.,
2017). Concretamente, se ha demostrado que inhibe la proliferacion
celular, induce apoptosis, € impide la invasion y formacion de
metastasis mediante su union a multiples genes diana (Sha et al.,
2017). Se ha propuesto la posible utilidad terapéutica de este miRNA
tras demostrar que incrementa la sensibilidad a agentes
quimioterapicos en cancer de pulmon, osteosarcoma, y leucemia (Jin
et al., 2016; Sha et al., 2017). Asimismo, se ha sugerido su papel
como agente inmunoterapéutico dada su capacidad de disminuir la
expresion de moléculas reguladoras de la respuesta inmune como

FOXP3, CTLA-4, PD-1y PD-LI (Wei et al., 2016; Zhao al., 2016).
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Con respecto al melanoma, Chen et al. han reportado menor
expresion de miR-138-5p en una linea celular de melanoma
comparado con melanocitos normales, y han demostrado su capacidad
de inhibir la proliferacion, invasion y glicolisis mediante su union al
gen HIF-1 o (Chen et al., 2016). Asimismo, recientemente Meng et al.
han identificado infraexpresion de este miRNA en la linea celular
A2058 y en pacientes con melanoma comparado con controles sanos,
y de nuevo han demostrado inhibicién de la proliferacion celular e
induccion de apoptosis mediante la interaccion con la via PI3K/AKT

(Meng et al., 2017).

Los resultados aqui obtenidos demuestran un incremento
progresivo de la expresion de miR-138-5p desde nevus melanociticos
a melanomas metastasicos. Adicionalmente, hemos identificado la
sobreexpresion de este miRNA en melanomas con alta tasa de
crecimiento, subtipo histologico nodular, mayor indice de Breslow y
presencia de mitosis. Estos datos contrastan con los reportados en los
estudios de Chen et al. y Meng et al., aunque cabe destacar que no son
del todo comparables, ya que por un lado en nuestra serie no hemos
comparado la expresion de miR-138-5p con controles sanos; y por
otro lado en los estudios anteriormente mencionados se analiza su
expresion en una sola linea celular de melanoma y en células
circulantes procedentes de cinco pacientes con melanoma.
Paralelamente, nuestros resultados son similares a los obtenidos por
Larsen et al., que han identificado mayor expresion de miR-138-5p en
melanoma conjuntival comparado con muestras de conjuntiva sana, y
a su vez demuestran mayor expresion en melanomas con mayor

espesor tumoral (Larsen et al., 2016). Ademas, nuestros resultados
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concuerdan con los obtenidos en un estudio previo en el que han
demostrado mayor expresion de miR-138-5p en los MN comparados
con los MES (Poliseno et al., 2012). No hemos encontrado ninguna
referencia previa acerca de la relacion de miR-138-5p con la tasa de
crecimiento ni el indice mitdtico, sin embargo, cabria esperar una
relaciéon inversa dada la capacidad del miRNA de inhibir la
proliferacion e invasion celular. El hecho de que en nuestra serie
hayamos identificado mayor expresion de miR-138-5p en melanomas
de mayor agresividad puede interpretarse como un mecanismo
compensatorio para frenar el desarrollo y progresion del melanoma.
En este sentido, cabe sefialar que una de las limitaciones de nuestro
estudio es que no se ha realizado microdiseccion de las muestras, por
lo que la expresion de miR-138-5p podria no sélo corresponder a los
melanocitos tumorales, sino también a otras células del microambiente

tumoral como respuesta a la carcinogenésis.

De forma adicional, hemos detectado sobreexpresion de miR-
138-5p en melanomas portadores de mutaciones en el promotor del
gen TERT comparados con los wt. A este respecto, mencionar que se
ha descrito la implicacion del miR-138-5p en la regulacion del gen
TERT mediante su union a la region 3'UTR, con mayor expresion de
telomerasa a menores niveles de miR-138-5p (Mitomo et al., 2008;
Qin et al., 2015). Numerosos estudios han demostrado que la
expresion de telomerasa se detecta en mas del 90% de las neoplasias
malignas (Heidenreich et al., 2014B). De hecho, estudios de expresion
de telomerasa a nivel de proteina mediante inmunohistoquimica han
demostrado niveles similares en melanomas portadores de mutaciones

en el gen TERT y wt (Populo et al., 2014; Kohli et al., 2017, Masui et
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al.,2018; Hugdahl et al., 2018). Todo ello apunta a que, ademas de las
ya mencionadas mutaciones en el gen TERT, los mecanismos
epigenéticos podrian también estar implicados en la regulacion post-
transcripcional de la expresion de telomerasa. Por ello, una de las
hipdtesis es que la sobreexpresion de miR-138-5p identificada en
nuestra serie en los melanomas portadores de mutacion, podria
representar un mecanismo molecular compensatorio para regular la

expresion de telomerasa en este subgrupo de melanomas.

En el presente estudio se ha identificado un incremento
progresivo de expresion de miR-130b-3p desde lesiones melanociticas
benignas a melanomas metastasicos. Este resultado concuerda con lo
descrito por Sand M et al., que analizan la expresion diferencial de
miRNAs en melanomas primarios, metastasicos y nevus, y observan
una sobreexpresion de miR-130b-3p en melanomas primarios y
metastdsicos con respecto a nevus (Sand et al., 2013).
Adicionalmente, dentro de los melanomas primarios, hemos
objetivado una sobreexpresion de miR-130b-3p en aquellos con alta
tasa de crecimiento, mayor indice de Breslow y presencia de mitosis.
Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente, ya que
miR-130b-3p se ha descrito como un oncogén en diversas neoplasias
malignas. Colangelo et al. han demostrado que miR-130-3p promueve
la transicion epitelio-mesénquima y favorece el desarrollo de tumores
de mayor tamafio y desdiferenciados (Colangelo et al., 2013).
Asimismo, Yu et al. y Egawa et al. han demostrado que aumenta la
migracion e invasion celular mediante su interaccion con el gen PTEN

(Yuetal., 2015; Egawa et al., 2016).
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Otro de los miRNAs en los que hemos identificado expresion
diferencial entre los grupos de estudio es el miR-34a-5p. De nuevo,
los niveles de expresion se han incrementado de forma progresiva
desde nevus melanociticos, a melanomas primarios y metastasicos.
Ademas, en los estudios de expresion por arrays y su validacion por
PCR en tiempo real en las 22 muestras iniciales, hemos observado
sobreexpresion de miR-34a-5p en los melanomas con mayor espesor
tumoral y con presencia de mitosis; aunque esta asociacion no ha
mantenido significacion estadistica en la segunda serie de muestras.
Estos resultados contrastan con lo reportado en la literatura, ya que
miR-34a-5p se ha descrito como un supresor tumoral en diversas
neoplasias mediante su interaccion con genes diana como CDK4/6,
cyclin E, MET, MYC y Bcl-2 (Yin et al., 2013). En cuanto a su
implicacion en melanoma, Satzger et al. han descrito menor expresion
en melanomas con respecto a nevus melanociticos (Satzger et al.,
2010). A su vez, Yan et al. han demostrado menor expresion en
células de melanoma uveal comparado con melanocitos normales, asi
como una disminucion de la proliferacion y migracion celular gracias
a su interaccion con la region 3'UTR del gen MET (Yan et al., 2009).
De forma similar, Yamazaki et al. han estudiado cuatro lineas
celulares de melanoma y han demostrado que su sobreexpresion
suprime la invasion celular (Yamazaki et al., 2012). Sin embargo, los
resultados aqui obtenidos van en la linea de los reportados por
Latchana et al., que han estudiado la expresion de miR-34a-5p en una
serie de neoplasias spitzoides y han identificado sobreexpresion en las
neoplasias spitzoides atipicas comparadas con las benignas (Latchana
et al., 2016b). Al igual que la expresion de miR-138-5p, la

sobreexpresion de miR-34a-5p podria representar un mecanismo
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compensatorio para suprimir el desarrollo y progresion del melanoma.
De hecho, recientemente se ha reportado que la sobreexpresion de
miR-34a-5p induce una disminuciéon de la expresion de PD-L1 en
muestras de LMA (Wang et al., 2015). Por tanto, una posible
hipdtesis es que la sobreexpresion de miR-34a-5p podria ser un
mecanismo compensatorio que incremente la respuesta inmune

antitumoral en las neoplasias melanociticas.

Por otro lado, a pesar de que se ha reportado la implicacion de
miR-34a-5p en la regulacion de la expresion de telomerasa, en nuestra
serie no hemos observado asociacion significativa de este miRNA con
las mutaciones en el promotor del gen TERT. Xu et al. han
demostrado que la sobreexpresion de miR-34a-5p inhibe la actividad
telomerasica e induce acortamiento de los teldmeros en células de
hepatocarcinoma a través de su interaccion con los genes c-MYC y

FOXMI (Xu et al., 2015).

Con respecto a miR-30b-5p, se ha identificado su
infraexpresion en diversas neoplasias, y se ha reportado su papel como
supresor tumoral mediante su interaccidn con genes diana como
EIF542, HOXA1 y EGFR (Tian et al., 2015; Li et al., 2017; Qin et al.,
2017; Qin et al., 2018). Por el contrario, en melanoma se ha descrito el
papel de miR-30b-5p como promotor de la progresion tumoral, al
haber identificado mayores niveles de expresion en melanomas
metastasicos comparados con primarios, asi como una sobreexpresion
en melanomas con mayor indice de Breslow, subtipo histolégico
nodular y estadio tumoral avanzado (Gaziel-Sovran et al., 2011).

Estos datos concuerdan con lo descrito en nuestra serie, en la que los
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estudios de expresion mediante arrays y PCR en tiempo real en las 22
muestras iniciales identificaron sobreexpresion en melanomas con alta
tasa de crecimiento, mayor indice de Breslow, presencia de mitosis y
mutaciones en el promotor del gen 7ERT. Sin embargo, estos
resultados no se han confirmado en la segunda serie de melanomas. A
este respecto, cabe mencionar que podria haber sido necesario un
mayor numero de muestras analizadas para mantener dicha

significacion estadistica.
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1. El estudio del perfil genético ha permitido obtener las

siguientes conclusiones:

1.1 El disefio del panel de genes de NGS incluye un total de 35
genes con una cobertura global del 97,76%. El disefio es
especifico de melanoma dado que incluye genes con

utilidad en su diagndstico, prondstico y tratamiento.

1.2 Las métricas de calidad de la metodologia demuestran un
alto numero de lecturas por amplicon con elevada
uniformidad. La metodologia posee alta sensibilidad

analitica.

1.3 Los genes mas frecuentemente mutados son BRAF, el
promotor del gen TERT y NRAS. Son frecuentes las
mutaciones concurrentes entre los diferentes genes

incluidos en el disefio del panel.

1.4 Las mutaciones varian en funcion de la localizacion de los
melanomas, del subtipo histologico, y de los parametros
histopatologicos con valor prondstico como el indice de
Breslow, la ulceracion, el indice mitdtico y el fenomeno de
regresion. Las mutaciones en el promotor del gen TERT se

asocian a menor supervivencia libre de enfermedad.

1.5 Los melanomas primarios se clasifican correctamente en

los 4 subtipos moleculares propuestos por la TCGA.
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1.6 El estudio de los melanomas metastasicos revela elevada
concordancia intertumoral en los genes BRAF, NRAS y

promotor del gen TERT.

2. El estudio de metilacion ha permitido obtener las siguientes

conclusiones:

2.1 Los genes supresores tumorales RARB, PTEN, APC,
CDHI3 y ESRI se encuentran frecuentemente metilados

en los melanomas de nuestra serie.

2.2 La frecuencia de metilacion difiere significativamente en
funcién de las caracteristicas clinico-patologicas. Los
genes RARB, PTEN y CDH13 se asocian a caracteristicas
de mayor agresividad, asi como a una menor supervivencia

libre de enfermedad y supervivencia global.

3. El estudio de expresion de miRNAs ha permitido obtener las

siguientes conclusiones:

3.1 El estudio de los perfiles de expresion de miRNAs ha
permitido identificar una firma de cuatro miRNAs
diferencialmente expresados en los melanomas primarios
en base a las caracteristicas clinico-patologicas de mal
pronostico y al estado mutacional del promotor del gen

TERT.
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3.2 La sobreexpresion de los miRNAs seleccionados varia en
funciodn de las caracteristicas clinico-patoldgicas. La mayor
expresion de miR-138-5p se asocia a melanomas con
caracteristicas clinico-patologicas de mayor agresividad y
melanomas portadores de mutaciones en el promotor del

gen TERT.

3.3 Se observa un incremento progresivo de la expresion de
miR-34a-5p, miR-130b-3p y miR-138-5p desde nevus

melanociticos a metastasis de melanoma.

4. El estudio de las alteraciones genéticas y epigenéticas del
melanoma proporciona informacién complementaria a las
caracteristicas clinico-patologicas. Su empleo en la practica
clinica podria ser de utilidad en el diagnostico, en la
estratificacion de los pacientes en base a su pronostico, y en su

tratamiento.
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Anexo 1: Sondas empleadas para el estudio de metilacion de

promotores de TGSs (SALSA MS-MLPA probemix ME00I-CI1

Tumour suppressor-1, MRC-Holland).

Tamaiio Pos
Gen Secuencia union
sonda  Crom

TIMP3 142 22q12  TCCAGCGCCGAGGCAGCCTCGCTGCGC CCCATCCCGTCCCGCCGGGCACTCGG

APC 148 5q22  CAGCTGTGTAATCCGCTGGATGCGGACCAGGGCGCTCCCCATTCCCGTCGGGAGCCCGE

CDKN2A4 161 9p21  CAGAGGGGAAGAGGAAAGAGGAAGAAGCGCTCAGATGCTCCGCGGCTGTCGTGAAGGTTAAAACCGAAAATAAAAAT
MLHI 167 3p22  CGTTGAGCATCTAGACGTTTCCTTGGCTCTTCTGGCGCCAAAATGTCGTTCGTGGCAGGGGTTATTC
MLHI 463 3p22  CTGCTGAGGTGATCTGGCGCAGAGCGGAGGAGGTGCTTGGCGCTTCTCAGGCTCCTCCTCT

ATM 184 11q22 GGAGGGAGGAGGCGAGAGGAGTCGGGATCTGCGCTGCAGCCACCGCCGCGGTTGATACTACTTT
RARB 193 3p24  CCGCCGGCTTGTGCGCTCGCTGCCTGCCTCTCTGGCTGTCTGCTTTTGCAGGGCTGCT

CDKN2B 211 9p21  CTGCGACAGCTCCTGGAAGCCGGCGCG GATCCCAACGGAGTCAACCGTTTCGGGAGG

HICI 220 17p13  CCGCTCCAGATAAGAGTGTGCGGAAAGCGCGGCGGGGCTGAGACGCGACCAGGAC

CHFR 238 12q24.33 CGCGAGAGTAGGCGCGTGGAGGGCGCTCGGCCATCTTTGATCCTGACCAGGCGACTTCGT

BRCAI 246 17q21 TTCTCAGATAACTGGGCCCCTGCGCTCAGGAGGCCTTCACCCTCTGCTCTGGGTAAAGG

CASPS 265 233  CTTTCCAATAAAGCATGTCCAGCGCTCGGGCTTTAGTTTGCACGTCCATGAATTGTCTGCCACA
CDKNIB 274 12p13  AGCCCCTGCGCGCTCCTAGAGCTCGGGCCGTGGCTCGTCGGGGTCTGTGTCTTT

KLLN 292 10g23  CACCGGAGCGGGCGCAGGAGAGGCCTGCGGGGTGCGTCCCACTCACAGGGAT

BRCA2 301 13q13 CGGGAGAAGCGTGAGGGGACAGATTTGTGACCGGCGCGGTTTTTGTCAGCTTACTCCGGCCAAAAAAGA
CD44 319 11p13  CTCCTTTCGCCCGCGCCCTCCGTTCGCTCCGGACACCATGGACAAGTTTTGGTGG

RASSF1 328 3p21  CAGTCCCTGCACCCAGGTTTCCATTGCGCGGCTCTCCTCAGCTCCTTCCCGCCGE

RASSF1 382 3p21  GTCCACAGGGCGGGCCCCGACTTCAGCGC CTCCCCCAGGATCCAGA

DAPK1 346 9q21  CGCGAGGATCTGGAGCGAACTGCTGCGCCTCGGTGGGCCGCTCCCTTCCCTCCCT

VHL 353 3p25  GCGAAGACTACGGAGGTCGACTCGGGAGCGCGCACGCAGCTCCGCCCCGCGTCCGACC

ESRI 373 6q25 CGCCCGCCGTGTACAACTACCCCGAGGGCGCCGCCTACGAGTTCAACGCCGCGGC

TP73 400 1p36  CGCCCGCGAAGGGGACGCAGCGAAACCGGGGCCCGCGC CAGGCCAGCCGGGA

FHIT 409 3pl4  CGCGGGTCTGGGTTTCCACGCGCG TCAGGTCATCACCCCGGAGCCCAGTGGG

CADM1 27 11923 CTGGAGCCCGAGTCCTTGCACGCCAGGCGCCCGGGAGAACACTTTTTCCTTGATCCGGGGAAAGC
CDHI3 436 16q23 TTCTGTGCGTTCTCCTGTCCCAGGTAGGGAAGAGGGGCTGCCGGGCGCGCTCTG

GSTPI 454 11q13 CGAAGAGCGGCCGGCGCCGTGACTCAGCACTGGGGCGGAGCGGGGCGGGACC

CREM 136 10p1121 GCTCCTCCACCAGGTGCTACAATTGTACAGTACGCAGCACAATCAGCTGATGGCACACAGCAGT

PARK2 154 64926  CGTTCACGACCCTCAACTTGGCTACTCCCTGCCTTGTGTGGGTAAGTCTAGCATGTTTTCTCTCCAT
TNFRSFIA 175 12p13  GCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCATAGCTGTCTGGC

MLH3 202 14924  GCGACCTTGTTCTTCCTTTCCTTCCGAGAGCTCGAGCAGAGAGGACTGTGATGAGACAGGATAACAG
PAH 229 12g23  CAGTGCCCTGGTTCCCAAGAACCATTCAAGAGCTGGACAGATTTGCCAATCAGATTCTCAG

BCL2 256 18921  CTTCTCCTGGCTGTCTCTGAAGACTCTGCTCAGTTTGGCCCTGGTGGGAGCTTG

TSC2 281 16p13  GAGCCAGAGAGAGGCTCTGAGAAGAAGACCAGCGGCCCCCTTTCTCCTCCCACAGGGCCTCCT

CDK6 310 7921  GCGTGATTGGACTCCCAGGAGAAGAAGACTGGCCTAGAGATGTTGCCCTTCCCAGGCAGGCTTTTCA
CDHI1 337 16q22 TATGAAGGAAGCGGTTCCGAAGCTGCTAGTCTGAGCTCCCTGAACTCCTCAGAGTCAGACAAAGACCAGGAC
CELF-2 364 10p14  CAATTGCCATTTTTTCCTGACATTCACTGTGGAAATTTGGTGCACGACACTGTTAGGGGAGATCTGT
KLK3 390 19913  TGTGTCACCATGTGGGTCCCGGTTGTCTTCCTCACCCTGTCCGTGACGTGGA

BRCA2 418 13q13  GGCCATGGAATCTGCTGAACAAAAGGAACAAGGTTTATCAAGGGATGTCACAACCGTGTGGAAGTTGCG
cD27 444 12p13  GAAAGTCCTGTGGAGCCTGCAGAGCCTTGTCGTTACAGCTGCCCCAGGGAGG

CTNNBI1 475 3p22  GGCTGTTAGTCACTGGCAGCAACAGTCTTACCTGGACTCTGGAATCCATTCTGGTGCCACT

CASR 483 3g21  CCAGTGCCTGTAACAAGTGCCCAGATGACTTCTGGTCCAATGAGAACCACACCTCCTGCATTGCCAAGGA
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Gen NM Locus Pos. Crom. Inicial Pos. Crom. Final Pares de bases Amplicones Cobertura
NRAS NM 0025244  1pl3.2 115252185 115252310 170 3 100
115256463 115256578
115258687 115258791
ERBB4 NM_005235. 2q33.3-q34 212248314 212248394 4207 64 99.6
212248372 212248462
212248442 212248563
212248553 212248637
212248627 212248737
212248727 212248835
212251484 212251609
212251600 212251730
212251708 212251785
212251772 212251880
212252582 212252701
212252680 212252779
212285074 212285196
212285187 212285263
212285253 212285342
212286706 212286827
212286817 212286934
212288830 212288951
212288944 212289058
212293098 212293158
212293148 212293263
212295659 212295733
212295723 212295839
212426581 212426662
212426652 212426772
212426746 212426863
212483872 212483985
212483986 212484104
212488588 212488682
212488672 212488774
212495154 212495241
212495231 212495348
212522455 212522577
212530021 212530124
212530114 212530229
212537875 212537999
212543744 212543867
212543825 212543930
212566613 212566734
212566724 212566806
212566796 212566902
212568778 212568876
212568866 212568986
212570033 212570115
212570105 212570222
212576712 212576828
212576818 212576926
212578237 212578305
212578295 212578401
212587016 212587134
212587124 212587222
212587189 212587260
212589762 212589887
212589879 212589987
212615338 212615455
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212652706 212652800
212652790 212652911
212812092 212812171
212812161 212812256
212812246 212812346
212989453 212989530
212989520 212989606
212989596 212989691
213403180 213403263
HOXD8 NM 0011997  2q31.1 176996158 176996285 25 1 100
ALK NM_004304.4 2p23 29416390 29416501 200 16 100
29416532 29416659
29430046 29430175
29436861 29436982
29443555 29443666
29446339 29446445
29451739 29451871
29451884 29451995
29456413 29456520
29473979 29474109
29497943 29498071
29498274 29498380
29519864 29519975
29541176 29541283
29754864 29754994
29917771 29917888
MITF  NM_198159.23pl14.2-pl4.1 69987181 69987255 71 6 100
69990383 69990505
70005568 70005687
70008383 70008502
70014038 70014143
70014175 70014303
BAP1  NM 004656.33p21.31-p21.2 52436423 52436519 41 3 100
52437795 52437922
52442475 52442601
PIK3CA NM_006218.2 3q26.3 178916816 178916934 127 8 100
178921451 178921570
178927934 178928029
178936020 178936128
178938802 178938919
178942500 178942562
178951921 178952039
178952076 178952196
KIT NM_000222.2 4ql2 55561699 55561822 208 12 100
55561857 55561971
55564543 55564656
55592131 55592244
55593388 55593508
55593538 55593662
55593599 55593700
55594136 55594258
55595458 55595572
55597439 55597559
55599266 55599387
55602628 55602738
TERT _NM 198253.2 5pl5.33 1293780 1293894 20 1 99
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93955035 93955104
93955074 93955193
93956503 93956623
93967790 93967881
93967890 93968010
EPHA7 NM 0044403  6ql6.1 93969039 93969158 130 12 100
93979177 93979266
93982013 93982138
94066440 94066547
94067949 94068073
94120246 94120360
94120707 94120830
31940067 31940184
STK19 NM_032454.1 6p21.3 31948182 31948296 20 2 100
140434423 140434550
140453044 140453155
BRAF  NM_0043334 7q34 140453111 140453233 199 5 100
140481395 140481518
140549836 140549953
MET  M_001127500 7931 116339091 116339210 4427 59 99.3
116339193 116339290
116339279 116339359
116339349 116339470
116339460 116339578
116339539 116339649
116339628 116339709
116339699 116339800
116339790 116339909
116339899 116340009
116339999 116340120
116340107 116340205
116340195 116340313
116340303 116340389
116371680 116371803
116371793 116371918
116379921 116380035
116380025 116380144
116380787 116380912
116380913 116381040
116380995 116381078
116381080 116381198
116395316 116395441
116395428 116395501
116395491 116395597
116397468 116397581
116397570 116397655
116397717 116397801
116397791 116397884
116398425 116398548
116398538 116398609
116398599 116398680
116399329 116399452
116399442 116399549
116403056 116403132
116403122 116403243
116403233 116403330
116409651 116409753
116409743 116409850
116411465 116411576
116411566 116411683
116411673 116411778
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116411898 116411974
116411964 116412069
116414880 116414970
116414960 116415071
116415061 116415179
116417424 116417542
116418813 116418901
116418895 116419016
116421932 116422053
116422043 116422156
116423349 116423423
116423413 116423531
116435688 116435812
116435804 116435870
116435869 116435986
116435976 116436074
116436064 116436183
GRM3 NM 000840.27q21.1-q21.2 86394475 86394593 495 16 100
86394559 86394672
86394662 86394789
86415615 86415717
86415895 86416027
86416124 86416242
86468170 86468291
86468281 86468403
86468400 86468500
86468491 86468605
86468596 86468720
86468993 86469113
86469077 86469197
86479688 86479815
86479770 86479898
86493579 86493698
RAC1 NM_018890.3 7p22 6426853 6426954 20 2 100
6431542 6431665
STK31 NM 0314144 7pl53 23751819 23751904 281 20 100
23757152 23757273
23768728 23768825
23775295 23775404
23775370 23775479
23792315 23792427
23793971 23794094
23802381 23802496
23809230 23809352
23811780 23811870
23821041 23821119
23823223 23823297
23825069 23825187
23825135 23825258
23826132 23826251
23826439 23826511
23826481 23826595
23827723 23827842
23830395 23830510
23854708 23854827
TRAPP  M_001244580 7q21.2-q22.1 98509773 98509845 150 14 100
98515063 98515192
98540527 98540648
98555559 98555680
98565162 98565253
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98565269 98565393
98567808 98567900
98573764 98573886
98591331 98591431
98592261 98592348
98601848 98601969
98608937 98609060
98609052 98609144
98609630 98609748
PREX2 NM_024870.2 8ql3.2 68864508 68864625 5456 85 95.07
68864773 68864898
68930044 68930161
68931766 68931865
68931855 68931944
68934181 68934295
68934285 68934390
68939418 68939533
68939523 68939640
68942667 68942791
68942781 68942898
68950366 68950449
68950439 68950532
68956632 68956746
68956736 68956847
68965322 68965434
68965428 68965521
68968011 68968133
68968123 68968219
68972843 68972944
68972935 68973046
68981151 68981265
68981294 68981379
68982033 68982103
68982093 68982177
68984656 68984770
68984760 68984829
68989609 68989727
68992649 68992763
68992753 68992845
68992921 68993041
68993012 68993123
68995373 68995493
68995492 68995591
68995581 68995697
68999897 69000008
68999998 69000098
69002791 69002869
69002859 69002966
69005779 69005870
69005860 69005978
69009222 69009305
69009295 69009373
69009363 69009467
69011845 69011948
69011938 69012055
69012058 69012171
69017321 69017448
69017438 69017526
69017516 69017610
69020310 69020413
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69020403 69020496
69020486 69020589
69021616 69021737
69021697 69021781
69027931 69028011
69028001 69028110
69028100 69028216
69030763 69030873
69030863 69030974
69031564 69031686
69031676 69031770
69032319 69032446
69032436 69032539
69033112 69033212
69033202 69033292
69039584 69039683
69046191 69046316
69046306 69046410
69046400 69046516
69050574 69050674
69050664 69050743
69050754 69050873
69058396 69058505
69058495 69058592
69069525 69069615
69069605 69069713
69103901 69103975
69103965 69104067
69104557 69104682
69104673 69104778
69129818 69129931
69129926 69129999
69136785 69136889
69143520 69143642
CDKN2A NM 058195 9p21 21974591 21974698 10 1 100
GNAQ NM_002072.4 9q21 80336373 80336488 41 3 100
80409382 80409502
80412434 80412552
TAF1L NM_153809.2  9p21.1 32630599 32630725 141 11 100
32631758 32631878
32632034 32632158
32632179 32632294
32632587 32632722
32633752 32633876
32633870 32633963
32634162 32634280
32634460 32634570
32634828 32634946
32635041 32635141
PPP6C NM 0027214 9q33.3 127911863 127911992 110 6 100
127912011 127912128
127915846 127915974
127916199 127916314
127920482 127920605
127933320 127933442
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PTEN NM 0003144 10q23.3 89624206 89624326 1302 18 93.93
89653766 89653838
89653828 89653915
89685251 89685367
89690729 89690836
89690826 89690912
89692714 89692826
89692816 89692942
89692932 89693019
89711802 89711921
89711895 89712007
89717596 89717712
89717702 89717784
89720564 89720684
89720674 89720737
89720803 89720912
89725023 89725131
89725121 89725234
HRAS  M_001130442 11pl5.5 533782 533882 21 2 100
534220 534306
KRAS NM 0333603 12pl2.1 25362770 25362885 50 4 100
25378527 25378605
25380260 25380337
25398189 25398310
CDK4 NM 0000753  12ql4 58145341 58145449 10 1 100
MAP2K1 NM_002755.35¢22.1-q22.32 66727414 66727527 162 7 100
66729055 66729174
66729092 66729218
66735601 66735680
66774071 66774199
66777399 66777522
66782827 66782955
MCIR NM 002386.3 16q24.3 89985788 89985909 110 5 94
89985900 89986031
89986050 89986179
89986287 89986376
89986533 89986660
GRIN2A M_001134407 16pl3.2 9856970 9857092 4515 51 97.2
9857076 9857184
9857175 9857297
9857285 9857408
9857340 9857449
9857533 9857650
9857641 9857737
9857731 9857840
9857830 9857928
9857951 9858065
9858055 9858151
9858141 9858260
9858250 9858372
9858362 9858472
9858464 9858590
9858581 9858706
9858696 9858813
9862668 9862794
9862785 9862885
9862909 9863006
9892063 9892192
9892193 9892320
9892311 9892392
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9916109 9916207
9916197 9916288
9923176 9923299
9923289 9923413
9923403 9923514
9927884 9927983
9927973 9928097
9934451 9934577
9934567 9934689
9934767 9934869
9934859 9934977
9943565 9943670
9943637 9943741
9943735 9943826
9984807 9984927
9984918 9984994
10031791 10031921
10031911 10032002
10031992 10032096
10032076 10032196
10032186 10032310
10032300 10032413
10273771 10273881
10273871 10273997
10273930 10274043
10274032 10274140
10274129 10274264
10274254 10274334
ADAMTS18 NM_1993552 16923 77326965 77327060 310 21 100
77326988 77327109
77327122 77327226
77328919 77328998
77331140 77331253
77334207 77334335
77353766 77353875
77353896 77353992
77354902 77355028
77359710 77359835
77389802 77389931
77393231 77393356
77396013 77396132
77396096 77396220
77398063 77398173
77398146 77398268
77401269 77401394
77401490 77401571
77401514 77401641
77465361 77465485
77468328 77468404
NF1 M_001042492 17ql1.2 29486000 29486119 431 37 100
29508719 29508792
29509541 29509621
29528455 29528572
29533266 29533372
29552098 29552178
29553519 29553618
29553552 29553679
29554484 29554592
29556872 29556963
29559057 29559172
29559853 29559946
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29560095 29560216
29562583 29562699
29562976 29563091
29576024 29576131
29585442 29585557
29586061 29586160
29587377 29587494
29653083 29653208
29654718 29654839
29657382 29657480
29663261 29663383
29663365 29663438
29663775 29663898
29664473 29664592
29670139 29670236
29676220 29676319
29679198 29679321
29683506 29683572
29683975 29684092
29685414 29685529
29685527 29685611
29685994 29686061
29687520 29687593
29687555 29687665
29700983 29701110
GNA1l1 NM _002067.4 19pl13.3 3114960 3115060 20 100
3118876 3118993
MAP2K2 NM 0306623 19pl13.3 4101028 4101132 50 100
4102330 4102463
4110512 4110641
4117526 4117651
STK11 NM 0004554 19pl13.3 1206991 1207085 100 100
1207066 1207192
1218380 1218500
1219340 1219473
1220385 1220471
1221190 1221321
1221273 1221381
1223004 1223126
IRS4 NM_003604.2 Xq22.3 107975753 107975861 72 100
107975858 107975985
107977709 107977812
107978312 107978432
107979434 107979557
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Gen Proteina Codificante Posicion chr Exén FA (%) Funcion COSMIC Provean SIFT Polyphen SNPS&GO Condel
NRAS Glu62GIn c.184G>C chrl:115256527 3 7,65 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chrl:115256529 3 3,00 Mi MM Del Dam Be Dis Del
GIn61Arg c.182A>G chrl:115256529 3 6,81 Mi MM Del Dam Be Dis Del
GIn61Arg c.182A>G chrl:115256529 3 7,40 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chrl:115256529 3 7,55 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chrl:115256529 3 5,00 Mi MM Del Dam Be Dis Del
GIn61Arg c.182A>G chrl:115256529 3 3,00 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Leu c.182A>T chrl:115256529 3 23,78 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chrl:115256529 3 6,75 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chrl:115256529 3 18,06 Mi MM Del Dam Be Dis Del
Gln61Arg c.182A>G chrl:115256529 3 39,74 Mi MM Del Dam Be Dis Del
GIn61Lys c.181C>A chrl:115256530 3 15,00 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Gln61Lys c.181C>A chrl:115256530 3 741 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Gln61Lys c.181C>A chrl:115256530 3 40,03 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
GIn61Lys c.181C>A chrl:115256530 3 2,00 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Gln61Lys c.181C>A chrl:115256530 3 2,00 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
GIn61Lys c.I81C>A chrl:115256530 3 16,80 Mi MM Del Dam _ Pos_Dam Dis Del
HOXDS Lys254Arg c.761A>G chr2:76996228 2 3,17 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Ne Del
ERBB4 Pro1297Ser ¢.3889C>T chr2:212248378 28 5,10 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Ne Del
Glul287Lys ¢.3859G>A chr2:212248408 28 445 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Ne Del
Prol1170Ser ¢.3508C>T chr2:212248759 28 18,58 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Pro1025Ser ¢.3073C>T chr2:212285228 25 2538 Mi Otros Del Dam Be Dis Ne
Glul010Lys ¢.3028G>A chr2:212285273 25 6,46 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Ala978Ser €.2932G>T chr2:212286764 24 1991 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Ne
Gly918Glu ¢.2753G>A chr2:212288993 23 22,37 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Ne
Gly907Glu €.2720G>A chr2:212289026 23 4,54 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Glu872Lys ¢.2614G>A chr2:212295699 21 438 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Ne Ne
Arg847Cys €.2539C>T chr2:212295774 21 485 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del
His801fs ¢.2401_2402insC chr2:212426713 20 4,89 Fral ND NA NA NA NA NA
Lys745Thr €.2234A>C chr2:212483969 19 544 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Ne
Arg711Cys c.2131C>T chr2:212488718 18 8.80 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Glu691Lys ¢.2071G>A chr2:212495195 17 9,01 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Arg684fs ¢.2046delG chr2:212495219 17 6,02 FraDel ND NA NA NA NA NA
GIn558Lys c.1672C>A chr2:212537933 14 7,66 Mi ND Ne Dam  Pos_Dam Dis Ne
Arg525Pro c.1574G>C chr2:212543825 13 4,00 Mi ND Ne Dam  Pos_Dam Dis Ne
Arg525Pro c.1574G>C chr2:212543825 13 3,09 Mi ND Ne Dam  Pos_Dam Dis Ne
Glu452Lys c.1354G>A chr2:212566827 12 9,15 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Glu452Lys c.1354G>A chr2:212566827 12 2298 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Ne Del
His204Tyr c.610C>T chr2:212615376 5 17,15 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Ne Del
Argl06Cys c316C>T chr2:212812260 3 19,10 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl06Cys c316C>T chr2:212812261 3 20,03 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del
BAPI Lys61Arg c.182A>G chr3:52442563 4 4,04 Mi ND Del Dam _ Pro_Dam Ne Ne
MITF Glu318Lys c.1255G>A chr3:70014091 10 48,00 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Dis Del
Glu318Lys c.1255G>A chr3:70014091 10 49,00 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Dis Del
KIT Pro524Leu c.1571C>T chr4:55593414 10 22,80 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Tyr553Ser c.1658A>C chr4:55593592 11 31,80 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Leu576Pro ¢.1727T>C chr4:55593661 11 87,56 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Leu576Pro ¢.1727T>C chr4:55593661 11 13,00 Mi MM Del Dam  Pos Dam Dis Del
Tyr578Cys c.1733A>G chr4:55593667 11 43,94 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Arg804Leu c2411G>T chr4:55599285 17 2580 Mi ND Del Dam _ Pro_Dam Dis Ne
STK19 Thr2811le ¢.842_843delCCinsTT chr6:3194825 6 29,74 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Ne
Glu88Lys ¢.262G>A chr6:31940120 2 4,10 Mi ND Del Dam  Pos_Dam Ne Ne
EPHA7 Ser951Phe €.2852C>T chr6:93955046 16 2944 Mi ND Del Dam Be Dis Del
Ser951Phe ©2852C>T chr6:93955046 16 273 Mi ND Del Dam Be Dis Del
Arg880Gly ¢.2638A>G chr6:93956598 15 7,08 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Gly524Arg c.1570G>A chr6:93979258 7 40,32 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Ne
Val434Ala ¢.1301T>C chr6:94066458 5 4,40 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Glu240Lys c.718G>A chr6:94120333 3 6,43 Mi MM Ne Dam  Pro_Dam Ne Del
Arg231Ter c.691C>T chr6:94120360 3 2242 No MM NA NA NA NA NA
Asn82fs c.245 246insA chr6:94120805 3 2,00 Fral ND Del Dam NA NA NA
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STK31 Glu443Lys c.1327G>A chr7:23702453 11 12,79 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Dis Ne
Glu553Lys c.1657G>A ¢hr7:23709319 13 8,95 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Ne Del
Pro624Leu c.1871C>T chr7:23711803 15 15,77 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Trp645Ter c.1935G>A chr7:23711867 15 20,15 No ND NA NA NA NA NA
Arg728GIn c.2183G>A chr7:23725131 18 42,59 Mi Otros Ne Dam  Pos_Dam Ne Del
Pro744Leu €2231C>T chr7:23725179 18 9,75 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Ne Ne
Pro936Ser ¢.2806C>T chr7:23754808 23 33,50 Mi ND Del Dam _ Pro_Dam Ne Del

GRM3 Asp25fs ¢.69_70insG chr7:86394530 2 3,78 Fral ND NA NA NA NA NA
Aspl85Asn ¢.553G>A chr7:86415661 3 1,75 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Asp279Asn c.835G>A chr7:86415943 3 13,16 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Asp280Asn ¢.838G>A chr7:86415946 3 6,65 Mi MM Del  olerate Pro_Dam Ne Del
Asp280Asn ¢.838G>A chr7:86415946 3 6,95 Mi MM Del  olerate Pro_Dam Ne Del
Arg612GIn c.1835G>A chr7:86468665 4 8,15 Mi Otros Del Dam  Pos_Dam Dis Del
GIn829Ter c.2485C>T chr7:86479779 5 781 No ND NA NA NA NA NA

TRRAP Pro814Ser ¢.2440C>T chr7:98515120 20 31,87 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Disease

BRAF Pro7318Ser c2191C>T chr7:140434507 18 18,29 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Lys601Glu c.1801A>G chr7:140453134 15 8,60 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Ne
Lys601Glu c.1801A>G chr7:140453134 15 17,00 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Ne
Lys601Glu c.1801A>G chr7:140453134 15 15,01 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Ne
Lys601Glu c.1801A>G chr7:140453134 15 46,37 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 3,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 34,60 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 5,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 16,82 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 45,99 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Lys  ¢.1798_1799delGTinsAA chr7:140453136 15 11,32 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 6,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 787 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 3,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 5,56 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 22,82 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 6,21 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 7.96 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 5,16 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 9,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 20,86 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Lys  ¢.1798_1799delGTinsAA chr7:140453136 15 2539 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 4,86 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 1,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 15,14 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Lys  ¢.1798_1799delGTinsAA chr7:140453136 15 14,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 737 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 12,63 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 381 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 1,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 10,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 12,92 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 3,00 Mi MM Del Dam Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 4,10 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 37,16 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 4,15 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2447 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Lys  ¢.1798_1799delGTinsAA chr7:140453136 15 9,18 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 4,06 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 17,30 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 9,12 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 13,06 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
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Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Lys  ¢.1798_1799delGTinsAA chr7:140453136 15 6737 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 5047 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 1528 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 3855 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 6,33 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2,38 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 231 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2635 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 6,95 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 57,74 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 3526 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 2490 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 3884 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 1445 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 4352 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 8,21 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 8034 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 37,20 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 8,16 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Val600Glu c.1799T>A chr7:140453136 15 51,62 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Leu597Arg c.1790T>G chr7:140453145 15 4,05 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Leu584Phe c.1750C>T chr7:140453185 15 23,11 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Gly464Arg c.1390G>A chr7:140481418 11 6,81 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del
MET Pro9Thr c25C>A chr7:116339163 2 47,93 Mi ND Ne Dam  Pos_Dam Dis Del
Pro147Thr c439C>A chr7:116339577 2 8,93 Mi MM Ne Dam  Pos_Dam Dis Ne
Ser203del ¢.606_608del TTC chr7:116339743 2 49,65 Fral ND Del NA NA NA NA
Arg277Lys ¢.830G>A chr7:116339968 2 6,45 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Ne
Arg277Lys ¢.830G>A chr7:116339968 2 2781 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Ne
Arg304fs ¢.904_905insA chr7:116340042 2 2,64 Fral ND NA NA NA NA NA
Thr511Met c.1532C>T chr7:116380910 5 44,90 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Dis Ne
Pro570Ser  ¢.1707_1708delCCinsTT chr7:116395414 6 328 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Gly606Glu c.1817G>A chr7:116395524 6 432 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Leu833fs ©.2492_2493insC chr7:116403177 11 6,10 Fral ND NA NA NA NA NA
Asp946Asn c.2836G>A chr7:116411603 13 14,68 Mi ND Ne olerate  Pos_Dam Dis Del
Thr10101le €.3029C>T chr7:116411990 14 36,99 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Dis Ne
Thr10101le €.3029C>T chr7:116411990 14 58,50 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Dis Ne
Glyl146Arg ¢.3436G>A chr7:116418871 17 7.71 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Ne
Glyl162Arg ¢.3484G>A chr7:116418919 17 3,15 Mi Otros Del Dam _ Pro_Dam Dis Del
RACI Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 1,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c85C>T chr7:6426892 2 1,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 3,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 15,72 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c.85C>T chr7:6426892 2 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Pro29Ser c85C>T chr7:6426892 2 57,41 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Pro69Leu ¢.206C>T chr7:6431653 3 20,82 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del
PREX2 Glu222Lys €.664G>A chr8:68942852 6 930 Mi ND Del Dam  Pos_Dam Ne Del
Glu222Lys €.664G>A chr8:68942852 6 37,68 Mi ND Del Dam  Pos_Dam Ne Del
Trp234Ter ¢.702G>A chr8:68942890 6 22,96 No ND NA NA NA NA NA
Gly250Arg c.748G>A chr8:68950436 7 11,61 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Asp312Asn ¢.934G>A chr8:68956816 8 4,62 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Asp312Asn ¢.934G>A chr8:68956816 8 115 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Asp312Asn €.934G>A chr8:68956816 8 4,09 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Ala315Thr c943G>A chr8:68956825 8 509 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne
Trp328Ter ¢.984G>A chr8:68965372 9 19,05 No MM NA NA NA NA NA
Lys364lle c.1091A>T chr8:68965479 9 26,61 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne
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Gly412Arg c.1234G>A chr8:68968205 10 5.80 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Leu549Phe c.1645C>T chr8:68992680 16 5,10 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Ne Ne

Pro681Ser c.2041C>T chr8:68999972 19 745 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Ne Ne

Asn974fs €.2917_2918insA chr8:69020545 24 3,14 Fral ND NA NA NA NA NA

Leul 144Arg c3431T>G chr8:69031676 28 3,36 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne
Argl149Cys c.3445C>T ch8:69031690 28 15,10 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Ne Ne
Pro1222Ser €.3664C>T chr8:69033224 30 3225 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne
Gly1372Ter c4114G>T chr8:69058470 34 6,54 No ND NA NA NA NA NA
Gly1372Glu c4115G>A chr8:69058471 34 3,99 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Ne Ne
Gly1399Glu c4196G>A chr8:69058552 34 16,20 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne

CDKN2A4 Pro48Leu c.143C>T chr9:21974684 1 30,86 Mi MM Del Dam _ Pro_Dam Dis Del
TAFIL Glul147Lys ¢.3439G>A chr9:32632139 1 60,83 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne
GNAQ Argl83GIn ¢.548G>A chr9:80412493 4 7,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
PPP6C Arg264Cys ¢.790C>T ¢chr9:127912080 7 7.44 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Arg264Cys ¢.790C>T chr9:127912080 7 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Arg264Cys ¢.790C>T chr9:127912080 7 2,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Arg264Cys ¢.790C>T ¢chr9:127912080 7 8,75 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Aspl193Tyr ¢.577G>T chr9:127915904 6 2,95 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del

PTEN Argl4del ¢40_42delAGG chr10:89624265 1 52,62 NonFraDel ND Del NA NA NA NA
Tyr27Ter c8IT>A chr10:89653783 2 3,05 No Otros NA NA NA NA NA

Pro30Ser c.88C>T chr10:89653790 2 10,96 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Pro38Ser c.112C>T chr10:89653814 2 20,00 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Argd7Lys c.140G>A chr10:89653842 2 47,14 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Phe56Val c.166T>G chr10:89685271 3 25,59 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Asn63fs c.183_184insA chr10:89685288 3 5,02 Fral ND NA NA NA NA NA

Lys164fs c.486_487insA ¢chr10:89693002 5 28,82 Fral MM NA NA NA NA NA

Argl 73His c.518G>A chr10:89711900 6 19.41 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Phe278Leu ¢.834C>G chr10:89720683 8 23,04 Mi Otros Del Dam  Pos_Dam Dis Del

Phe278Leu ¢.834C>G chr10:89720683 8 22,14 Mi Otros Del Dam  Pos_Dam Dis Del

Phe278Leu ¢.834C>G chr10:89720683 8 36,46 Mi Otros Del Dam  Pos_Dam Dis Del

Gly282Arg ¢.844G>A chr10:89720693 8 5,10 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Dis Del

Phe341fs ¢.1023delT chr10:89720868 8 21,77 NonFraDel ND NA NA NA NA NA

Thr350fs c.1043_1044insA chr10:89725060 9 6,41 Fral ND NA NA NA NA NA

KRAS Alal46Val c.437C>T chr12:25378561 4 10,61 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del
GIn61Arg c.182A>G chr12:25380276 3 61,01 Mi Otros Del Dam Be Dis Del

GIn61Arg c.182A>G chr12:25380276 3 530 Mi Otros Del Dam Be Dis Del

Glyl2Val ¢.35G>T chr12:25398284 2 80,80 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Dis Del

CDK4 Arg24His c.71G>A chr12:58145430 2 10,69 Mi MM Del Dam Be Dis Ne
Arg24His c.71G>A chr12:58145430 2 11,66 Mi MM Del Dam Be Dis Ne

Arg24Cys c.70C>T chr12:58145431 2 6,34 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Ne

Arg24Cys ¢70C>T chri2:58145431 2 3,12 Mi MM Del  Dam _ Pos_Dam Dis Ne

MAP2KI €103 _Lys104dec ¢.305_310delAGATCA  chr15:66729096 3 11,53 NonFraDel ND Del NA NA NA NA
MAP2KI Prol24Leu c371C>T chrl5:66729163 3 4,90 Mi MM Del Dam _ Pro_Dam Dis Del
GRIN2A Pro1366Leu c.4097C>T chr16:9857304 13 8,80 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Pro1366Ser ¢.4096C>T chr16:9857305 13 2845 Mi Otros Del Dam Be Ne Del
Ser1232Phe €.3695C>T chr16:9857706 13 37,16 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne

Glu838Lys c2512G>A chr16:9862791 12 4,11 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Glu789Lys €.2365G>A chr16:9862938 12 16,70 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne

Trp771Ter c2313G>A chr16:9892177 11 36,38 No ND NA NA NA NA NA

Asp742Asn €.2224G>A chr16:9892266 11 3,65 Mi ND Del Dam  Pos_Dam Dis Ne

Arg681GIn ¢.2042G>A chr16:9916247 10 6,26 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne

Arg681Gln c.2042G>A chr16:9916247 10 17,18 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne

Arg681Ter c.2041C>T chr16:9916248 10 2741 No ND NA NA NA NA NA

GIn661Ter c.1981C>T chr16:9923306 9 18,76 No ND NA NA NA NA NA

Met6531le c.1959G>A chr16:9923328 9 41,93 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Dis Ne

Glys83Arg c.1747G>A chr16:9927992 8 18,15 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Ser245Phe c.734C>T chr16:10032089 3 595 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Ser245Phe ¢.734C>T chr16:10032089 3 4,20 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Ser232Phe c.695C>T chr16:10032128 3 18,37 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Ser224Phe c.671C>T chr16:10032152 3 593 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Ser150Phe c.449C>T chr16:10032374 3 14,12 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del

Asp88Asn €.262G>A chr16:10274007 2 1381 Mi ND Ne Dam  Pro_Dam Ne Del

Pro32Ser c.94C>T chr16:10274175 2 2243 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Ne

Trp7Ter ¢c.20G>A chr16:10274249 2 345 No ND NA NA NA NA NA
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ADAMSTI8  Argl053Trp ¢3157C>T chr16:77327005 20 4,95 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Argl053Trp ¢3157C>T chr16:77327005 20 52,65 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Pro1027Ser ¢.3079C>T chr16:77327083 20 16,10 Mi MM Del Dam  Pro_Dam Ne Ne
Argl009Ter €.3025C>T chr16:77327137 20 48,71 No Otros NA NA NA NA NA
Gly467Glu c.1400G>A chr16:77389897 9 13,16 Mi ND Del Dam  Pos_Dam Dis Ne
Gly377Glu c.1130G>A chr16:77396088 7 237 Mi ND Del  olerate Pro_Dam Dis Del
Ser285Leu c.854C>T chr16:77398203 5 23,08 Mi MM Del Dam  Pos_Dam Ne Del
Ser285Leu c.854C>T chr16:77398203 5 4.55 Mi MM Del Dam _ Pos_Dam Ne Del

MCIR Phe45Leu ¢.133T>C chr16:89985799 1 53,40 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Ne Ne
Ser83Pro ¢.247T>C chr16:89985913 1 50,10 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Ne
Asp84Glu c.252C>A chr16:89985918 1 4785 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Ne Del

Glyl36Asp c.407G>A chr16:89986073 1 50,90 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl42His c.425G>A chr16:89986091 1 39,99 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl42His c.425G>A chr16:89986091 1 44,19 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl42His c425G>A chr16:89986091 1 46,80 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl42His c.425G>A chr16:89986091 1 50,22 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl42His c.425G>A chr16:89986091 1 52,87 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl42His c.425G>A chr16:89986091 1 42,30 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl51Cys c451C>T chr16:89986117 1 100,00 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl51Cys c451C>T chr16:89986117 1 51,25 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl51Cys c451C>T chr16:89986117 1 53,65 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl51Cys c451C>T chr16:89986117 1 61,25 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl51Cys c451C>T chr16:89986117 1 53,20 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Argl51Cys c451C>T chr16:89986117 1 48,62 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Tle155Thr c.464T>C chr16:89986130 1 4733 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Tle155Thr c.464T>C chr16:89986130 1 50,48 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Tle155Thr c.464T>C chr16:89986130 1 49,42 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Ile155Thr c464T>C chr16:89986130 1 53,29 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Tle155Thr c.464T>C chr16:89986130 1 46,40 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Ne Del
Argl60Trp c.478C>T chr16:89986144 1 5091 Mi Ri MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Argl60Trp c478C>T chr16:89986144 1 54,06 Mi Ri MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Argl 60Trp c478C>T chr16:89986144 1 50,58 Mi Ri MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Argl60Trp c.478C>T chr16:89986144 1 48,51 Mi Ri MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Argl60Trp c.478C>T chr16:89986144 1 36,60 Mi Ri MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Argl60Trp c478C>T chr16:89986144 1 50,23 Mi Ri MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Argl60Trp c.478C>T chr16:89986144 1 46,47 Mi Ri MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Argl60Trp c.478C>T chr16:89986144 1 52,85 Mi Ri MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Argl60Trp c.478C>T chr16:89986144 1 5745 Mi Ri MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Argl60Trp c478C>T chr16:89986144 1 48,40 Mi Ri MM Del Dam  Pos_Dam Dis Del
Asp294His ¢.880G>C chr16:89986546 1 95,00 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Asp294His ¢.880G>C chr16:89986546 1 100,00 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Asp294His ¢.880G>C chr16:89986546 1 48,59 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Asp294His ¢.880G>C chr16:89986546 1 46,30 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Asp294His ¢.880G>C chr16:89986546 1 47,04 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Asp294His ¢.880G>C chr16:89986546 1 45,90 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Asp294His ¢.880G>C chr16:89986546 1 46,28 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Asp294His ¢.880G>C chr16:89986546 1 4837 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Asp294His ¢.880G>C 89986546 1 100,00 Mi Ri MM Del Dam  Pro_Dam Dis Del
NFI1 Ser82Phe ¢.245C>T chr17:29486068 3 245 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Ne
Arg440Ter c.1318C>T chr17:29533315 12 7,60 No MM NA NA NA NA NA
Arg711Cys c2131C>T chr17:29553582 18 4,71 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Ne
GIn1070Ter €.3208C>T chr17:29559101 25 2346 No ND NA NA NA NA NA
Argl362Ter c.4084C>T chr17:29576111 30 45,08 No MM NA NA NA NA NA
Argl362Ter ¢.4084C>T chrl17:29576111 30 17,15 No MM NA NA NA NA NA
Argl437Lys c4310G>A chr17:29585498 32 39.56 Mi ND Ne Dam Be Dis Del
Trpl512Ter c.4536G>A chr17:29587492 34 30.80 No ND NA NA NA NA NA
Lys1844Thr ¢.5531A>C chr17:29654779 38 6,31 Mi ND Del Dam  Pos_Dam Dis Ne
Leul860Pro ¢.5579T>C chr17:29654827 38  36.84 Mi ND Del Dam  Pro_Dam Dis Del
Thr2196fs ¢.6576_6577insGA chr17:29664534 43 27,09 Fral ND NA NA NA NA NA
STK11 Pro280Leu c.839C>T chr19:1221316 6 17,68 Mi ND Del Dam _ Pos_Dam Ne Del
GNAIl Prol193Leu ¢.578C>T chr19:3115043 4 15,18 Mi ND Del Dam  Pos_Dam Dis Del
MAP2K2 Glu207Lys ¢.619G>A chr19:4101103 6 5,64 Mi Otros Del Dam  Pro_Dam Ne Ne

Mi: Missense; No: Nonsense; Fral: Frameshift insertion; NonFraDel: Non
frameshift deletion;, MM: Melanoma; ND: No descrita; Ri MM: riesgo melanoma,;
Del: Deleterious; Ne: neutral; Dam: damaging; Pro Dam: Probably damaging;

Pos Dam: Possibly damaging; Be: Benign; Dis: disease
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