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1. SIMBOLOS, ABREVIATURAS Y SIGLAS
ADN / DNA: Acido desoxirribonucleico

ARN / RNA: Acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

AST: Atypical Spitz Tumor

AUC: Area Under the Roc Curve o Area Bajo la Curva

cDNA: ADN complementario

CGH: Comparative genomic hybridization

CNV: Copy number variations

CpG: Dinucleétido de citosina y guanina enlazados por fosfatos

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FFPE: Formalin-Fixed Paraffin-Embedded

FISH: Fluorescence in situ hibridisation

MeDIP: Methylated DNA immunoprecipitation

MELTUMP: Melanocytic tumors of uncertain malignant potencial

miRNA / microRNA: Fragmento pequefio de ARN monocatenario no codificante
MLPA: Multiplex Ligation dependent Probe Amplification

MS-HRM: Methylation- Sensitive High-Resolution Melting

MS-HRM: Methylation-Specific High-Resolution Melting

MS-MLPA: Methylation-specific Multiplex Ligation dependent Probe Amplification
MS-PCR: Methylation-Specific PCR

NGS: Next-Generation Sequencing

PCA: Andlisis de componentes principales

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
gPCR / qRT-PCR: PCR cuantitativa a tiempo real (Quantitative Real Time PCR)
ROC: Receiver Operating Charateristic

RRBS: Reduced Representation Bisulfite Sequencing

RT-PCR: PCR con transcriptasa reversa (Reverse Transcription PCR)

TSPMI: Tumor spitzoide de potencial maligno incierto

WGBS: Whole Genome Bisulfite Sequencing
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4. INTRODUCCION

4.A. Descripcion y epidemiologia

Las neoplasias melanociticas son aquellas en las que se encuentra, por definicién, al menos un
agregado de tres o mas células melanociticas en contacto directo, localizadas en la epidermis, la
dermis u otros tejidos'. Este término engloba un grupo heterogéneo de tumores que se
clasifican en funciéon de su apariencia histopatolégica, sus caracteristicas clinicas y sus
alteraciones genéticas, y cuyo espectro cubre desde lesiones benignas (nevus) hasta malignas

(melanoma)?.

Las lesiones spitzoides son un tipo de neoplasias melanociticas con unas significativas
diferencias morfoldgicas y moleculares con el resto de tumores melanociticos que, al no haber
un aproximacion algoritmica efectiva para el diagndstico y manejo de estos casos, provocan una
gran confusion entre patdlogos, dermatdlogos, oncdlogos y cirujanos pldsticos®. Por este
motivo, la predicciéon de su comportamiento biolégico y riesgo metastésico es dificil®. Se
caracterizan por la presencia de grandes melanocitos epitelioides y/o fusiformes®>, pudiéndose
clasificar en tres grupos: 1) tumores spitzoides sin anomalias adicionales significativas, que se
denominan nevus de Spitz o tumores spitzoides benignos; 2) tumores spitzoides con una o mas
caracteristicas atipicas que se han denominado tumores spitzoides atipicos o tumores spitzoides
de potencial maligno incierto (TSPMI); y 3) aquellos con criterios histoldgicos y/o genéticos de

malignidad, llamados melanomas spitzoides*®.

La prevalencia de las neoplasias spitzoides no esta bien aclarada, pero se estima que anualmente
se diagnostican entre 1,4 y 7 casos de nevus de Spitz por 100.000 habitantes’, por lo que la
incidencia de los nevus es menor al 0,2% en la poblacién global. Sin embargo, su incidencia
aumenta cuanto menor es la edad del paciente, y se ha descrito que la incidencia en la poblacidn

infantil es del 1% 70,

Los nevus de Spitz (Figura 1) pueden aparecen en cualquier parte del cuerpo, aunque lo mas
habitual es encontrarlos en cabeza y cuello (37%) o en el tronco inferior (28%)%°, generalmente
durante la infancia o en adultos jévenes (50-75% de los pacientes son menores de 20 afios),
aunque se han encontrado en pacientes adultos de todos los rangos de edad y sin importar el
sexo, a pesar de que parece haber una predominancia en las mujeres>”1911, | a raza caucdsica es
la mas afectada, siendo menos frecuente encontrar este tipo de lesiones en las poblaciones
asiatica y africana”. Al aparecer sobre todo en la nifiez y la pubertad, se ha sugerido que la

activacion de los nevus pueda deberse al efecto de las hormonas!2.
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Figura 2. Imagen histoldgica de nevus de Spitz.

Los tumores spitzoides atipicos (TSPMI) (Figura 2) se encuentran con una frecuencia mucho
menor que los nevus, y es mas complicados distinguirlos de los melanomas spitzoides®®. En
pacientes comprendidos entre 1 y 18 afios, se observd que el 7% de las neoplasias spitzoides

estudiadas eran atipicas®*.

Figura 1. Imagen histoldgica de un tumor spitzoide de potencial maligno incierto (TSPMI).
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El melanoma spitzoide (Figura 3) se presenta sobre todo en la poblacién adulta, con una media
de edad en el diagnéstico de 55 afios (en una cohorte con rango de 8 a 90 afios)'®!!. Es poco
frecuente en la poblacién pedidtrica aunque, sin embargo, la mayoria de melanomas
diagnosticados en nifios son spitzoides®. Parece afectar mas a los hombres que a las mujeres y,
aunque puede aparecer en cualquier parte del cuerpo, cominmente se encuentra en las

extremidades y el tronco 2.

Figura 3. Imagen histoldgica de un melanoma de Spitz.

4.B. Historia y evoluciéon

Los dermatopatdlogos franceses Darier y Civatte® fueron los primeros en describir con detalle
un tumor melanocitico inusual, que posteriormente se denominaria spitzoide, que crecia
rapidamente en la nariz de un niflo de 8 meses, aunque no fueron capaces de determinar si se

trataba de una lesidn benigna o maligna®®®,

Posteriormente, en 1939, Pack y Anglem identificaron un tipo particular de lesién melanocitica
en un nifo adolescente, cuyas caracteristicas eran diferentes de las lesiones en adultos,

introduciendo asi el término melanoma prepuberal®?’,

No fue hasta 1948 cuando la patdloga estadounidense Sophie Spitz publicé el articulo

“Melanoma of Childhood”® en la revista American Journal of Pathology. En este, describe por
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primera vez un tipo de lesiones melanociticas pediatricas, que histolégicamente parecen
melanomas pero sin su comportamiento agresivo, y las nombré melanoma juvenil®. Asi, estas
lesiones formarian parte de una categoria distinta a los nevus benignos de la infancia y a los
melanomas de adultos, por lo que al cambiar el criterio de la interpretacién clinica, el articulo

de Spitz es uno de los mas citados en la historia de la medicina™?®.

La terminologia para nombrar las lesiones spitzoides ha ido evolucionando desde que se
describieron por primera vez como melanoma juvenil. En 1954 se propuso utilizar el término
melanoma juvenil benigno pero en 1967 el Comité de Patologia del Proyecto Melanoma de
Queensland recomendé utilizar el nombre de nevus de Spitz!®. A pesar de ser descritas como
una entidad benigna, desde el articulo de Sophie Spitz en 1948 han ido apareciendo
publicaciones en las que casos diagnosticados como melanoma juvenil o nevus spitzoide
metastatizaban®*®, por lo que de forma consensuada, pero no sin controversia, las neoplasias
spitzoides fueron clasificadas como una entidad bioldgica distinta, con un espectro desde las
benignas (nevus de Spitz) a las malignas (melanoma)>*°. En 1975, Reed et al.?° utilizé por primera
vez el término tumor de Spitz atipico, un grupo de lesiones que se encontrarian en la parte
central de espectro, puesto que tienen caracteristicas histolégicas diferentes a los nevus pero
que no son suficientes para considerarlas malignas®'®. Este grupo intermedio ha recibido
diferentes nombres como nevus de Spitz con atipia, nevus de Spitz atipico, tumor de Spitz
atipico, nevus de Spitz maligno, tumor spitzoide de potencial maligno incierto, tumor spitzoide

borderline o tumores melanociticos spitzoides ambiguos o controvertidos*>°.

Con el paso de las décadas, la clasificacion de las lesiones spitzoides mas empleada es: 1) Nevus
de Spitz, 2) Tumor de Spitz atipico (AST por sus siglas en inglés - Atypical Spitz Tumor) y 3)
Melanoma spitzoide>'®1°, Los tumores de Spitz atipicos se encontrarian dentro de los tumores
melanociticos de potencial maligno incierto (Melanocytic tumors of uncertain malignant
potential, MELTUMPs), por lo que también pueden verse citados como STUMP (Spitzoid Tumor
of Unknown/Uncertain Malignant Potential) y que en espafiol se denominan tumores spitzoides

de potencial maligno incierto (TSPMI)°.

Aqui, los términos lesién, tumor o neoplasia melanocitica spitzoide se usan de forma indistinta
e intercambiable al referirnos a las lesiones de todo el espectro, desde las convencionales y
benignas nevus de Spitz, pasando por los tumores biolégicamente indeterminados (TSPMI)

hasta las lesiones malignas®.
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4.C. Parametros clinicos e histoldgicos

Igual que ha ido evolucionando la terminologia utilizada para describir a las lesiones spitzoides
desde su primera descripcion en 1910, también se han modificado los parametros clinicos,

histopatoldgicos, citoldgicos y moleculares a tener en cuenta para clasificarlas.

La ultima clasificacién oficial fue publicada el 2018 por la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS)*2 (Tabla 1).

Clinicamente, las neoplasias spitzoides se encuentran generalmente de forma solitaria, pero se

han descrito lesiones multiples o eruptivas’.

Las caracteristicas clinicas e histopatolégicas de los nevus benignos son un didmetro pequeno
(menor de 56 6 mm), sin ulceracidn, presentadas uniformemente, simétricas y bien circunscritas
como placas, papulas o nédulos con un color que varia desde rosado o rojizo a tostado”101221,
Se pueden encontrar en todos los rangos de edad, aunque es mads frecuente en la infancia y
adolescencia (<20 afios). Se suelen presentar en cabeza y cuello y, mas frecuentemente, en las

extremidades inferiores!®!2v?22

. Generalmente contienen nidos de células grandes, epitelioides,
fusiformes o una mezcla de ambas, orientados verticalmente con forma de cufia 2. La presencia
de un patrén pagetoide en la epidermis, en caso de existir, es focal, escasamente celular y
limitada al centro de la lesidn y la mitad inferior de la epidermis?*. Es caracteristico de los nevus
la presencia de cuerpos de Kamino grandes y en ocasiones confluentes®® pero aunque su

presencia favorece el diagndstico de benignidad solo estan presentes en una minoria de casos.

A diferencia de los nevus, los melanomas spitzoides normalmente son lesiones mas grandes (>6
mm, e incluso >1 cm), algunas veces ulceradas y tienen un continuo crecimiento, presentandose
como placas, pdpulas o nédulos grandes, asimétricos, con bordes irregulares y coloracion

12,21,22

heterogénea Suele haber un adelgazamiento de la epidermis, ulceracion, nidos

confluentes, grandes e irregulares y, con frecuencia un componente pagetoide periférico?%,
Presentan agregados nodulares o [dminas de melanocitos, con maduraciéon disminuida o
ausente, localizacién profunda de la pigmentacién meldnica, infiltrados linfoides prominentes y
necrosis?®. De forma similar a los nevus, pueden encontrase a cualquier edad y en cualquier

parte del cuerpo, pero en el caso de las lesiones malignas, es mas comun en poblacién adulta (>

40 afios) en las extremidades y tronco 2.

Los TSPMI pueden verse en pacientes de cualquier edad, pero de forma habitual se encuentran
en adolescentes y adultos jévenes (< 40 afios) en extremidades y tronco?. Este tipo de tumores
son mas grandes que los nevus (entre 5y 10 mm), pueden tener una forma asimétrica, bordes

irregulares y una distribucion desigual de la coloracidon; caracteristicas que les puede hacer
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indistinguibles de los melanomas spitzoides”%1222, Pueden extenderse en profundidad en la

dermis y en la grasa subcutdnea, y pueden estar ulcerados. Pueden presentar un patrén

pagetoide prominente. Suelen mostrar una elevada densidad celular, con confluencia de

melanocitos en agregados o nddulos celulares que remplazan la dermis sin maduracién. Los

cuerpos de Kamino son menos frecuentes que en las lesiones benignas, mas pequefios o

ausentes®?.

Tabla 1. Clasificacion de las lesiones spitzoides en funcion de los pardmetros clinicos, histopatoldgicos y citoldgicos.

Adaptado de “Who Classification of Skin Tumours.”1?

Nevus

TSPMI

Melanoma

Parametros

clinicos

- Generalmente presente
en lainfancia o
adolescencia (<20 afios)
- Normalmente en
extremidades
- Placa, papula o nédulo
de color rosa o rojizo

- Puede ocurrir a cualquier
edad, mas comunmente en
pacientes jovenes (<40 afios)
- Extremidades y tronco
- Placa o nédulo
- Color heterogéneo

- Puede ocurrir a cualquier
edad, mas comunmente en
pacientes adultos (>40 afios)
- Extremidades y tronco
- Asimetria
- Placa o nédulo grandes
- Color heterogéneo
- Lesién cambiante
- Puede sangrar

Histopatologia

-<5-6 mm
- Simetria
- Bien circunscrita
- Hiperplasia epidérmica
- Nidos orientados
verticalmente con forma
de cuia
- Patrén pagetoide focal
central (si lo hay)
- Grandes cuerpos de
Kamino
- Maduracion del
componente dérmico
- Pocas o ninguna mitosis
(0-2/ mm?)

- Normalmente entre 5y 10
mm
- Simetria o asimetria
- Bien o pobremente
circunscrita
- Posible ulceracion
- Anidacion irregular
- Mayor celularidad
- Mayor componente
pagetoide que los nevus
- Extensidn dérmica mas
profunda que en los nevus
- Maduracion parcial o
ausente
- Cuerpos de Kamino
pequefios, infrecuentes o
ausentes
- Mitosis profundas
- Posible necrosis

->5mm, a menudo >10 mm
- Normalmente con asimetria
- Normalmente pobremente
circunscrito
- Ulceracién
- Nidos irregulares y
confluentes
- Patrén pagetoide puede ser
extenso
- Adelgazamiento de la
epidermis
- Falta de maduracion
- Normalmente >6
mitosis/mm?2
- Mitosis
profundas/marginales o
atipicas
- Necrosis

Citologia

- Células fusiformes y/o
epitelioides grandes
- Poco o ausente
pleomorfismo nuclear
- No atipia citolégica de
alto grado

- Células fusiformes y/o
epitelioides grandes
- Aumento de la relacion
nucleo/citoplasma,
pleomorfismo e
hipercromasia nuclear

- Células fusiformes y/o
epitelioides grandes
- Atipia citolégica de alto
grado

Histdricamente se han utilizado para facilitar el diagndstico de las neoplasias spitzoides varios

marcadores (Tabla 2) inmunohistoquimicos (reguladores del ciclo celular y apoptosis,

marcadores de diferenciacion melanociticos entre otros), con el objetivo de poder
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subclasificarlas como nevus, melanoma o TSPMI:

HMB45, Ki-67, p16, p21, p53, ciclina D1,

S0OX10, S100, o BAP1 (aunque actualmente los tumores melanociticos con inactivacion de BAP1

forman un grupo independiente de los spitzoides

)2,22

Tabla 2. Marcadores de diferenciacion melanociticas. Adaptado de Hillen et al.?

Marcador Nevus TSPMI Melanoma Utilidad
Expresion nuclear
en el componente
de unién o en Patrdn similar a
. dermis superficial; los nevus, pero Expresion elevada
Ki-67 sin expresion con un indice de y difusa a lo largo Util
significativa en la expresiéon mayor | de lalesién (>10%)
base de la lesion (2-10%)
(<2% de los
melanocitos)
PHH3 Patron similar a Ki- | Patrdn similar a Ki- | Patrén similar a Ki- Util
67 67 67
Ciclina D1 Mayor expresion Datos no Datos no Datos no
que Ki-67 concluyentes concluyentes concluyentes
L —
Tincién a expr.e5|on
. " persiste
citoplasmatica Datos no rofundamente
HMB45 limitada a la parte P ) Ayuda limitada
. concluyentes Pero el 25% de las
superior de la B} .
L metdstasis son
lesion .
negativas
5100 Tincién mas débil Datos no

que en melanoma

concluyentes

Tincidn intensa

No util

Intensa tincién

nuclear Negativo
pl6 o pérdida ) Y La pérdida
citoplasmatica, Datos no completa es Puede ser util
9p pero también concluyentes . P
. L, infrecuente, pero
perfiles de tincion . S
. sugiere malignidad
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4.D. Parametros moleculares

Las lesiones spitzoides, al ser muy heterogéneas, son dificiles de clasificar
histopatoldgicamente. Para ello, junto al estudio inmmunohistoquimico, se utilizan diversas
técnicas moleculares (hibridacion gendmica comparada, hibridaciéon in situ fluorescente,

estudios mutacionales y/o gendmicos).

4.D.1. Hibridacidon gendmica comparada e hibridacién fluorescente in situ

La hibridacion gendmica comparada o CGH (comparative genomic hybridisation) se emplea
desde la década de los afios 90 para estudiar lesiones melanociticas y es una técnica basada en
arrays que permite analizar el genoma en busca de alteraciones en el numero de copias o CNVs
(copy number variations), que pueden ser ganancias o pérdidas de ADN. Estos arrays solo
permiten estudiar CNVs, pero no otras alteraciones gendmicas como pequeiias inserciones o
deleciones (indels), mutaciones puntuales o translocaciones?’. Sin embargo, esta técnica suele
tener un uso restringido porgque es muy laboriosa, cara y requiere una optimizacién y validacion
cuando la muestra esta parafinada, por lo que por este motivo también se estudian ganancias o
pérdidas de ADN utilizando la hibridacion fluorescente in situ o FISH (Fluorescence in situ

hibridization) %.

La técnica de FISH utiliza sondas fluorescentes marcadas que se hibridan, en cortes de la muestra
parafinada en los portaobjetos, con las secuencias de ADN complementarias especificas de un
locus cromosdmico, observandose posteriormente la sefial en el nucleo celular a través de un

microscopio de fluorescencia?’.

El nimero de aberraciones normalmente se correlaciona con el grado de atipia, por lo que de
forma general se pueden clasificar de forma acertada tumores spitzoides histolégicamente
benignos (con ninguna o solo una CNV) y malignos (multiples CNVs), pero no es muy util a la
hora de diagnosticar las lesiones spitzoides ambiguas porque pueden tener pocas o muchas
alteraciones??”:%, En funcion de la aberracién encontrada, la lesion podria ser clasificada de alto
o bajo riesgo de comportamiento tumoral agresivo, aunque los criterios para esta

subclasificacion siguen siendo controvertidos y no universalmente aceptados.

Los nevus spitzoides pueden no tener ninguna CNV aunque se ha visto que aproximadamente el
20% tienen una ganancia en el cromosoma 11p, relacionada con una activacidn del gen HRAS.
Aunque existia otro subgrupo de lesiones benignas que presentan una pérdida el nimero de
copias en el gen BAP1 (cromosoma 3p21)%2%27:30 3ctualmente ya se han excluido del grupo de

tumores spitzoides.
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Mas del 95% de los melanomas spitzoides tienen multiples aberraciones cromosdmicas
completas o de regiones subcromosdmicas, como ganancias en 1q, 3p (MITF), 6p, 7q (BRAF), 7p,

8q, 17qy 20q, y pérdidas en 6q, 8p, 9p (CDKN2), 9q, 10q (PTEN), 10p y 11g%>%.

En los TSPMI pueden encontrarse ganancias en el nUmero de copias de 1q, 6p, 7, 89, 17q y 20q,
y pérdidas en 6q, 8p, 9p y 10g3*32. Aunque la delecién en homocigosis de la regién 9p21

(CDKN2A) se ha asociado con una mayor agresividad en los tumores ambiguos3'3?

, otros
estudios defienden que el estudio de esta regidn, tanto por FISH, CGH o MLPA (Multiplex
Ligation dependent Probe Amplification), puede ser Util para diferenciar las lesiones TSPMI de

los nevus, pero no para poder establecer su agresividad333,

Tanto la técnica de FISH como la CGH presentan limitaciones. El analisis FISH tiene un alto ratio
de falsos negativos, y también pueden mostrar resultados falsos positivos debido a la
tetraploidia presente en el 5-10% de los nevus®. En el array CGH se pueden obtener falsos

negativos cuando el porcentaje de células tumorales en la muestra es menor al 50%%’.

Actualmente se suele establecer un algoritmo diagndstico basado en la combinacién de estudios
inmunohistoquimicos (p16, Ki67/Melan-A y HMBA45), FISH (6p25, 8924, 1113, CEN9 y 9p21) y

un panel CGH para el manejo de los tumores ambiguos®2.

4.D.Il. Estudio mutacional

Los estudios mutacionales realizados hasta ahora para subclasificar las lesiones spitzoides tienen
resultados limitantes e inconsistentes. Los tumores spitzoides muestran una gran variabilidad
genética, que difiere de las alteraciones encontradas en nevus convencionales (mutacién BRAF
V600E), en el melanoma convencional (mutaciones en los genes BRAF, NRAS o NF1) o en otras

lesiones, como el nevus azul (mutaciones en los genes GNAQ y GNA11)2,

Sin embargo, aunque es poco frecuente, en algunos estudios si se han encontrado mutaciones
en los genes BRAF y NRAS en las lesiones spitzoides, con una frecuencia entre el 5-20% y el 0-

35-39 proponen llamar spitzoides a estas lesiones

5%, respectivamente>??, Algunos autores
limitando el uso del término “Spitz” para aquellas que, con una morfologia similar, carecen de
mutaciones BRAF o NRAS y presentan las fusiones génicas tipicas o la mutacién de HRAS que
describimos a continuacién. Se debe a que dado que los nevus de Spitz no tienen mutaciones
activadoras en los genes BRAF o NRAS, los melanomas spitzoides con estas alteraciones no

estarian genéticamente relacionados®.
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La mayoria de los tumores spitzoides que presentan una ganancia en el nimero de copias del
gen HRAS tienen también una mutacién en este gen (comunmente HRAS G61K), que conlleva
una activaciéon en las rutas MAPK y PI3K/AKT/mTOR?32, Las mutaciones de HRAS se han
encontrado en el 15-20% de los nevus de Spitz y el 14% de los tumores spitzoides atipicos, pero
solo se han descrito en dos casos de melanoma spitzoides?23%354%41 por |o tanto, esta alteracion
podria ayudar en el diagndstico diferencial entre nevus y melanoma spitzoide, y acorde con los
resultados obtenidos, las mutaciones en el gen HRAS parecen asociarse mads frecuentemente a

un comportamiento benigno®?%32,

Wiesner y colaboradores®? describieron una serie de tumores spitzoides con mutaciones
germinales que presentan una pérdida de funcidon en BAP1, gen que codifica una enzima
encargada de la desubiquitinaciéon y que es un supresor tumoral®. Posteriormente, el mismo
autor describié TSPMI con mutaciones esporddicas en BAP1, que frecuentemente coexistian
solo con mutaciones BRAF V600E**. Sin embargo, se identificaron nevus spitzoides con pérdida
de BAP1 y una mutacién en el gen NRAS®C. La mutacién de BAP1 se asocia a la pérdida por
inmunohistoquimica (3p21)*3%%. Sin embargo, como los tumores que tienen una inactivacion
de BAP1 tienen unas caracteristicas histoldgicas peculiares, actualmente se consideran un
subgrupo distinto a los spitzoides, el grupo de BAP1 inactivado?*32. Aunque se trata de un
espectro desde las lesiones benignas a las malignas, la mayoria de las que presenta mutacion de

BRAF suele comportarse como benigna?%,

En 2015 se reportaron unos tumores spitzoides con una mutacion en el promotor del gen TERT%,
En este estudio, 4 pacientes de una cohorte de 56 (23 TSPMI y 33 melanomas spitzoide) con una
mutacion en el promotor de TERT desarrollaron metastasis y murieron, mientras que el resto de
pacientes sin esta variante sobrevivid, por lo que se asocié a un comportamiento agresivo y a
un mal prondstico*%. Sin embargo, esta afirmacion debe ser validada??. En un estudio posterior
se estudiaron 24 muestras (15 nevus y 9 TSPMI/melanoma spitzoide), observidndose que
ninguno de los nevus tenia mutado el promotor de TERT, y solo dos tumores
ambiguos/melanoma spitzoide presentaban mutaciones®. De estas dos lesiones, solo una
desarrollé metastasis, pero a diferencia del estudio de Lee et al., ambos pacientes estaban vivos
y libres de enfermedad tras un tiempo de seguimiento de 60 y 66 meses respectivamente®. Por
lo tanto, las alteraciones en el promotor de TERT pueden ayudar a distinguir las lesiones
spitzoides benignas de las ambiguas o malignas, pero no se puede garantizar que la mutacidn
de TERT se pueda utilizar como biomarcador prondstico de malignidad, y se debe confirmar con

estudios prospectivos con un tiempo de seguimiento amplio*®*,
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4.D.Ill. Fusiones de kinasas

Un estudio realizado el afio 2014 describid la existencia de fusiones en varias kinasas en el 51%
de 140 pacientes con lesiones spitzoides®. El 55% de los nevus, el 56% de los atipicos y el 39%
de los melanomas spitzoides presentaban fusiones, por lo que se encuentran en todo el
espectro?, Las fusiones se pueden producir a partir de diversos reordenamientos genémicos,
como translocaciones, inversiones, deleciones, duplicaciones o complejos reordenamientos®’.
Los genes de kinasas fusionados en las lesiones melanociticas spitzoides son principalmente
ROS1 (17%), ALK (10%), NTRK1 (16%), BRAF (5%) y RET (3%)?%>%94¢, Las fusiones son mutuamente

exclusivas y no se encuentran en casos con mutaciones de HRAS o pérdida de BAP16%8,

Las fusiones de ROS1 se encuentran sobre todo en los nevus y TSPMI, aunque estan en el 9% de
los melanomas spitzoides*’. Su identificacion es compleja porque no se asocian cambios
histoldgicos o citoldgicos a las fusiones de ROS1, aunque se han descrito algunos patrones*’#°,
Se pueden detectar mediante inmunohistoquimica o por FISH*. Como los reordenamientos de
ROS1 son mecanismos oncogénicos conocidos en otro tipo de tumores, y se correlacionan con
las rutas de sefializacion MAPK/ERK y PI3K/AKT/mTOR, puede ser una diana terapéutica

potencial en las lesiones melanociticas spitzoides, aunque se requieren mds estudios

confirmarlo 324,

Las fusiones de ALK se encuentran entre el 10 y 20% en los nevus y TSPMI, y aproximadamente
en el 1% de los melanomas spitzoides*®*°. Las lesiones con ALK translocado presentan unas
caracteristicas que permite distinguirlos mediante inmunohistoquimica de aquellos tumores con
otras fusiones o sin fusiones*®*°, Estas alteraciones se pueden también detectar por FISH o por
RT-PCR32, Como ocurre con las fusiones de ROS1, las translocaciones de ALK, pese que no se

asocien a un comportamiento bioldgico agresivo, pueden servir como diana terapéutica®.

Las translocaciones en el gen NTRK1 se encuentran entre el 10 y 20% de las lesiones spitzoides,
siendo més frecuentes en los tumores ambiguos y en los nevus, que en los melanomas*®47°2,
Tienen unas caracteristicas histoldgicas asociadas, entre las que se incluyen la presencia de
cuerpos de Kamino y rosetas?®*®>1, Puede ser estudiada por inmunohistoquimica o FISH, y al
igual que las anteriores fusiones, puede ser una diana terapéutica en aquellos tumores que sean

agresivos y malignos®’L,

Aungque la presencia de mutaciones en el gen BRAF no es frecuente en las lesiones spitzoides, si
se han descrito translocaciones activantes, normalmente inversiones o deleciones con una
frecuencia del 5% en todo el espectro®®#”>1, Histoldgicamente forman un grupo heterogéneo,

con una tendencia a una menor organizacién de crecimiento dérmico, y sin cuerpo de Kamino®Z.
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Los casos con fusiones en BRAF suelen mostrar también ganancias en el dominio kinasa de la
proteina fusionada, hecho que hace sospechar un elevado riesgo a progresar a melanoma®®>?,
Debido a que BRAF estd expresado de forma constitutiva en muchos tumores melanociticos, la
inmunohistoquimica no se puede utilizar para detectar especificamente fusiones de BRAF, por

lo que se deben utilizar otro métodos como el FISH34752,

Los reordenamientos en el gen RET se encuentran en menos del 5% de las neoplasias spitzoides,
y debido a esta baja frecuencia, no hay valores predictivos de su comportamiento bioldgico y

clinico*®*’.

En los ultimos afios, Yeh y colaboradores han descrito reordenamientos en los genes MET>? y
NTRK3%3. Las fusiones de MET se encontraron en muestras clasificadas desde benignas hasta
malignas, por lo que parece indicar que ocurren en las fases iniciales de progresiéon®2. Del mismo
modo, las fusiones de NTRK3 estaban presentes en muestras de todo el espectro®3. Las fusiones

de NTRK3 son mucho menos frecuentes en los TSPMI que las fusiones de NTRK1>,

4.D.IV. Next-Generation Sequencing (NGS)

La secuenciacion masiva o Next-Generation Sequencing (NGS) permite obtener informacion
molecular de varios genes en paneles dirigidos, el exoma o incluso el genoma completo;
incluyendo cambios en el numero de copias, mutaciones puntuales, pequefias deleciones o
inserciones y fusiones, ya que en funcidn de la tecnologia empleada, se parte de ADN, de ARN o
de ambos simultdneamente?”?°, De esta forma, empleando la NGS se pueden cubrir uno, varios
o todos los biomarcadores descritos anteriormente estudiados por FISH, CGH, secuenciacion
Sanger o PCR a tiempo real. Los principales problemas de esta técnica son que se necesita una
infraestructura computacional, un gran almacenamiento de datos, conocimientos
bioinformaticos y un especialista a la hora de interpretar los resultados obtenidos, ademas de
tener un elevado coste econémico?’. Sin embargo, el precio se reduce de forma cada vez mas
acelerada y se esta instaurando en muchos centros de investigacion y de diagndstico, como los
hospitales. Asi, utilizando la NGS de forma rutinaria, se obtiene una gran informaciéon genémica
que, junto con los datos histopatoldgicos, puede aportar una informacién predictiva de las

lesiones spitzoides®>>®,
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4.D.V. Otras técnicas
En la Ultima década se han utilizado otras técnicas moleculares para caracterizar, diagnosticar e

intentar predecir el comportamiento de las lesiones spitzoides.

Se han realizado estudios del transcriptoma, es decir, del ARN mensajero (mRNA), a diferencia
del FISH o CGH que utilizan ADN, ya que determinan qué genes estan expresados de forma
activa®®. Para esto se han utilizado microarrays y PCR a tiempo real para validar los resultados?,
hasta llegar a tecnologias mds avanzadas como la secuenciacién masiva del transcriptoma por

NGS o técnicas digitales de perfiles de expresion de mRNA (NanoString)%2%57:58,

Otra metodologia utilizada ha sido la espectrometria de masas, capaz de analizar firmas
protedmicas tanto en muestras congeladas en fresco como parafinadas?. Con esta técnica se
logré clasificar correctamente nevus spitzoides con una sensibilidad del 97% y una especificidad
del 90% en comparacién con melanomas spitzoides>®, y puede ayudar en la clasificacion de los

tumores atipicos (TSPMI)®.

4.E. Epigenética: Metilacidon y miRNAs

Debido a que todas las alteraciones moleculares descritas anteriormente no han sido capaces
de distinguir con claridad el potencial comportamiento clinico de los tumores spitzoides
ambiguos, es necesario recurrir a otras técnicas para encontrar biomarcadores predictivos?.
Algunos estudios sugieren que los cambios epigenéticos como la metilacién genética, la
expresion de miRNAS o las modificaciones post-traduccionales, por ejemplo, pueden llegar a
ayudarnos a clasificar correctamente las lesiones spitzoides y saber qué mecanismos participan

en su progresion?7:39,

Las modificaciones epigenéticas son aquellas que afectan al ADN o las proteinas histonas que
cambian la estructura de la cromatina y modulan la legibilidad genémica, pero sin que cambie
la secuencia del ADN®!. Las mas frecuentes son la metilacidon del ADN, las modificaciones de
histonas y el ARN interferente (como los miRNAs)®'%2, Las alteraciones epigenéticas pueden
tener impacto sobre la formacion del tumor, su progresion y tratamiento; por lo que estos
cambios pueden ser biomarcadores para la deteccién del cancer, un adecuado diagndstico o

estratificaciéon y para una terapia dirigida®?.

La metilacién del ADN es una modificacién epigenética ampliamente encontrada en estudios de
melanoma, sugiriéndose su implicacién en la formacién y progresion tumoral®°°. Se debe a la

adiciéon enzimatica de un grupo metilo (CH3-) en el carbono 5 del nucleédtido citosina,
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generalmente cuando esta formando el dinucléotido CpG. Las regiones gendmicas con una gran
cantidad de dinucledtidos CpGs reciben el nombre de islas CpG y se sitian en regiones

reguladoras, como los promotores del extremo 5’ de los genes®.
Existen diferentes técnicas para estudiar el grado de metilacion del ADN®®:

Hay técnicas para estudiar genes puntuales que requieren de una conversion previa con bisulfito
como la secuenciacidn por Sanger, la pirosecuenciacién, la Methylation-Specific PCR (MS-PCR),
la Methylation-Specific High-Resolution Melting (MS-HRM) o Epityper (que utiliza
espectrometria de masas). La conversidon con bisulfito es una reaccion mediante la cual las
citosinas se convierten, en condiciones de pH bajo y alta temperatura, a citosinas sulfonadas,
seguido de una deaminacidn a uracilos sulfonados, y finalmente convertidas en uracilos en un
proceso de desulfonacion alcalina. Por lo tanto, en la posterior amplificacion por PCR, los
uracilos se leen como timinas. Las citosinas que se encuentran metiladas no se ven afectadas
por este cambio, por lo que tras la PCR se amplifican como citosinas. Otras técnicas se basan en
el uso de enzimas de restriccién sensibles a la metilaciéon (Hpall o Mspl), que solo cortaran el
ADN no metilado, como la Methylation-specific Multiplex Ligation dependent Probe
Amplification (MS-MLPA, una variante de la técnica MLPA) o la inmunoprecipitaciéon del ADN

metilado (MeDIP).

Por otra parte, hay técnicas que permiten estudiar el grado de metilacidn a nivel gendmico de
forma global, sin analizar secuencias especificas sino el contenido total de citosinas metiladas
(como ELISA o la espectrometria de masas), mientras que otras permiten establecer un perfil de
metilacion determinado, es decir, conocer el estado de todos los sitios CpGs de todo el genoma
o gran parte de ellos. De estas Ultimas destacan los arrays de metilacion, basados generalmente
en la hibridacidn de secuencias, que permiten estudiar alrededor de 450.000 o 850.000 CpGs
(Mumina Infinium HumanMethylation450K e Illumina MethylationEPIC Bead Chip,
respectivamente) y las técnicas de NGS. La ventaja de la NGS es que evita la distorsion que se
crea en la tecnologia de microarrays al usar sondas especificas, diferencias especificas de alelos
y amplificaciones. Las dos opciones mas utilizadas son la Whole Genome Bisulfite Sequencing
(WGBS), donde cada citosina del genoma se analiza por lo que comporta un elevado coste de
secuenciaciéon y complejidad a la hora de realizar el analisis bioinformatico, y la Reduced
Representation Bisulfite Sequencing (RRBS). La RRBS requiere de una cantidad de ADN menor
que la WGBS y tiene un coste econdmico menor, aunque tiene una menor cobertura. La RRBS

realiza un enriquecimiento de las regiones ricas en CpGs (islas y promotores génicos) del genoma
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mediante la digestién con la enzima Mspl y una posterior seleccidn de los fragmentos de ADN

en funcién de su tamafio, previo a la conversién con bisulfito y secuenciacion.

Hasta la fecha, no se ha profundizado en el estudio de cambios de metilaciéon del ADN en las
lesiones spitzoides. Takata et al. estudiaron, mediante la técnica MS-MLPA, 25 regiones
correspondientes a genes supresores tumorales que suelen encontrarse silenciados por
metilacion (entre ellos, el gen CDKN2A) en una cohorte de 12 nevus spitzoides y 36 melanomas
cutaneos primarios, observando que mientras que en los melanomas convencionales si habia
metilacidon en algunos genes, no se detectd ninguna alteracidn en las muestras spitzoides®’. Sin
embargo, nuestro grupo de investigacion describid una cohorte de 8 casos (3 TSPMI y 5
melanomas spitzoides), en las que 3 de ellos presentaban metilacion en el gen CDKN2A (también
mediante MS-MLPA), aunque la pérdida de expresidn de este gen no es un criterio suficiente

para predecir la agresividad de las lesiones spitzoides®:.

Recientemente se ha descrito que existe una clara distincion en los patrones de metilacién
global entre melanoma, nevus comunes y los nevus spitzoides®. Para ello, partieron de una
cohorte de 6 nevus spitzoides, y un grupo control compuesto por 8 nevus benignos y 8
melanomas malignos. En este estudio, los patrones de metilacidon de los nevus de Spitz son
homogéneos y estdn claramente diferenciados de los melanomas convencionales, cuyo patrén

es heterogéneo, y puede deberse al cardcter benigno de las lesiones nevus.

Los miRNAs o microRNAs son moléculas de ARN no codificante de una longitud entre 19 y 22
nucleédtidos, presentes en todas las células®®. Los miRNAs se unen a regiones complementarias
en la region 3’ de ARNs mensajeros (mARN) diana y actian inhibiendo su traduccion a proteina.
Un Unico miRNA puede inhibir diversos mARN vy, por tanto, su capacidad reguladora es muy
extensa, pudiendo influir en muchos aspectos de la progresidon tumoral, como pueden ser la

proliferacién celular, migracién, invasion, angiogénesis y resistencia a apoptosis”.

Los perfiles de expresién de los miRNAs varian en funcién del tipo de cancer, por lo que pueden

utilizarse como dianas diagndsticas o terapéuticas dirigidas a tumores.

Hasta ahora solo se han realizado dos estudios de expresion de miRNAs en lesiones spitzoides
por el mismo grupo de investigacion, utilizando PCR a tiempo real” y mediante la plataforma

NanoString nCounter”?,

De los resultados obtenidos del estudio empleando la técnica de PCR a tiempo real podemos

extraer que puede haber perfiles de expresion de miRNAs en las lesiones spitzoides, ya que se
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observa que la expresién de miR-21 y miR-155 es mayor en melanomas spitzoides en adultos
respecto tanto a los nevus como a los TSPMI, mientras que en los nifios, miR-21 estd
infraexpresado en tumores spitzoides benignos y sobreexpresado en melanomas spitzoides al

compararse con los TSPMI™L,

Con la plataforma NanoString se pudo validar que los melanomas spitzoides expresan una mayor
cantidad de miR-21 y miR-155 que las lesiones spitzoides benignas’. Los TSPMI muestran una
reduccion en la expresién de miR-155 y un aumento de miR-451 respecto a los melanomas
spitzoides, mientras que comparando los TSPMI con los nevus spitzoides se observa un
incremento de expresion de miR-21, miR-34a, miR-451, miR-1283 y miR-1260a en los tumores
atipicos’?. Estos resultados sugieren que hay un incremento de expresién de miR-21 desde las
lesiones spitzoides benignas hasta las lesiones malignas, aunque es necesario realizar mas

estudios al respecto’?.

4.F. Problemas diagndsticos, prondsticos, psicoldgicos y econdmicos

Pese que desde la primera descripcidn de las lesiones spitzoides hasta ahora se han conseguido
avances significativos en el conocimiento gendmico de éstas y, aunque las técnicas moleculares
son prometedoras para complementar el estudio histoldgico, aun no se han identificado
alteraciones capaces de definir el diagndstico adecuado y el prondstico de los tumores spitzoides
de potencial maligno incierto?3**, Este requisito parece necesario para poder asignar a los
pacientes con lesiones melanociticas spitzoides un tratamiento, manejo clinico y seguimiento

personalizado y preciso.

Este trabajo dedica gran atencién a los tumores melanociticos spitzoides de potencial maligno
incierto (TSPMI), que tienen una baja incidencia, pero cuyo comportamiento clinico no puede
predecirse con los criterios diagndsticos actuales. Ademas, es importante sefialar que afectan
con frecuencia a nifios y adolescentes. Con la firma epigenética que se pretende encontrar
qgueremos ser capaces de subclasificar los tumores melanociticos spitzoides en funcién de su
grado (alto o bajo) de malignidad y proporcionar a los profesionales clinicos una aproximacion
para que puedan tomar una decision de manejo clinico apropiada. De esta forma, se aspira a
ofrecer una solucién rapida, precisa y segura, para ponerla a disposicion de los sistemas

nacionales de salud para su aplicacion generalizada en la clinica diaria.

Estos biomarcadores epigenéticos podrian evitar la realizacién, tanto para el diagndstico como
para la terapia, de técnicas invasivas, de precio elevado y/o que exigen mucho tiempo de trabajo

de los profesionales de la salud (como el estudio de ganglio centinela, PET u otras técnicas de

29



imagenes o terapias adyuvantes innecesarias) para aquellas lesiones de bajo grado de
malignidad para las que es previsible un bajo riesgo de evolucién clinica adversa. Actualmente,
la ausencia de alteraciones cromosdmicas en tumores spitzoides sugiere una naturaleza
benigna, siendo la escisidon quirdrgica de las lesiones la Unica recomendacién. Por otra parte, la
presencia de una gran cantidad de alteraciones genéticas se considera un criterio a favor de
malignidad. Sin embargo, los casos con algunas aberraciones genéticas se interpretan como
tumores spitzoides atipicos, ambiguos o de potencial maligno incierto. En estos casos, los
médicos aconsejan a los pacientes y a sus familiares sobre los riesgos y beneficios que conllevan
los estudios adicionales para clasificarlas, por ejemplo, mediante la biopsia del ganglio centinela.
De esta forma, el diagndstico de este tipo de lesiones ambiguas provoca ansiedad y estrés, no
Unicamente a los pacientes, sino también a los patdlogos y a los clinicos a cargo del paciente
(dermatdlogos y oncoélogos), ademas del elevado coste econdmico de este tipo de

intervenciones.

En aproximadamente el 30% de los tumores spitzoides ambiguos se encuentran ganglios
centinela positivos. Sin embargo, Unicamente el 1% de los pacientes con tumores spitzoides
desarrollaran metdstasis a distancia y morird por la enfermedad. Esta situacion inusual vy
paraddjica es una de las principales dificultades a la hora de estudiar este tipo de lesiones, ya
gue se requieren instituciones con un gran bagaje y conocimiento de los tumores spitzoides, un
tiempo de seguimiento largo, asi como la colaboracidn entre ellas para conseguir grandes
cohortes para poder identificar estos individuos’. Lamentablemente, en la actualidad, no
disponemos de ningun test ni prueba diagndstica que resuelva de forma efectiva el
reconocimiento de qué pacientes van a desarrollar metastasis a distancia, y es por ello por lo

que se tiende a sobrediagnosticar como malignos la mayoria de tumores spitzoides atipicos.

El uso de biomarcadores epigenéticos puede reducir drasticamente el coste econdmico vy el
impacto emocional del diagndstico de los tumores spitzoides ambiguos. Se estima que la
incidencia de los tumores spitzoides afecta de 1,4 a 7 de cada 100.000 personas por afio, en todo
el espectro poblacional, aunque mas frecuentemente a personas por debajo de los 40-50 afios
y con elevada presencia en la infancia y adolescencia®. Aproximadamente el 49% de los tumores
spitzoides son ambiguos o dificiles de clasificar’®. Si aplicamos estos porcentajes a la poblacidn
espafiola y europea (47.000.000 y 742.000.000, respectivamente), se pueden esperar alrededor
de 1.600 tumores spitzoides ambiguos en Espafia y sobre 25.450 casos en Europa por afio.

Basandonos en la literatura 7478

, estimamos que el coste de las técnicas de imagen de vigilancia
y la biopsia del ganglio centinela (recomendado para este tipo de pacientes’’) es de

aproximadamente 11.000€ por paciente. Por lo tanto, el coste econdmico total por afo en
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Espafia seria de 18 millones de euros y alrededor de 254 millones de euros en Europa. A estos
costes médicos directos hay que afadir el coste de la hospitalizacion en caso de que sea
necesaria, los costes médicos indirectos (el tiempo de los profesionales sanitarios), los costes
directos no médicos (como los desplazamientos a los centros de salud, gastos imprevistos o la
atencioén recibida por los pacientes) y los costes indirectos no médicos (el tiempo del paciente y

familiares tanto laboral como personal o la pérdida de productividad laboral)’®.

Ademas, es muy importante reconocer que existe una consistente evidencia de que alrededor
del 20 al 30% de los pacientes con diagnéstico de tumores melanociticos malignos experimentan
niveles significativos de estrés y angustia emocional, por lo que este puede aumentar cuando el
diagndstico que reciben es de tumor melanocitico de potencial maligno incierto. En estos
ultimos casos, ademas, hay estrés en los profesionales sanitarios que tratan con el paciente”.
Hay evidencias que sugieren que ofrecer informacién, soporte emocional y cuidados
psicoldgicos a pacientes con tumores puede ser beneficioso a largo plazo, tanto para el paciente

como para el sistema sanitario’®.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.A. Disefio de estudio y seleccion de pacientes

El presente trabajo consiste en un estudio de caracter retrospectivo, analitico y observacional
basado en 105 muestras tumorales de pacientes con lesiones melanociticas cutaneas spitzoides
clasificadas segun su diagndstico en benignas/nevus (39), malignas/melanoma spitzoide (22) y

tumores spitzoides atipicos de potencial maligno incierto o TSPMI (44).

Las muestras tumorales se recibieron en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico
Universitario de Valencia desde el 1 de enero de 1990 hasta el 31 de diciembre de 2017. Las
diferentes técnicas se realizaron a partir de muestras fijadas en formaldehido e incluidas en

parafina (FFPE).

Se realizd una revisiéon de las muestras tumorales valorandose los datos histopatoldgicos
relevantes segln la literatura (ver seccién de antecedentes y estado actual del tema). Los
pardmetros clinicos anotados son: el género, la edad en el momento del diagndstico,
localizacién, recurrencia local, metastasis regional y a distancia, y supervivencia especifica por
la neoplasia de los pacientes. Los parametros histoldgicos valorados son: el tamafio de la lesidn,
distribucidn (juntural, compuesto, intradérmico, metastasis), afectacion de dermis profunda,
simetria, ulceraciéon, componente pagetoide, formacién de masa expansiva, densidad celular,
mitosis por milimetro cuadrado, mitosis atipica, mitosis profunda/marginal,
atipia/pleomorfismo, maduracién, presencia de cuerpos de Kamino, infiltrado linfocitario
peritumoral e intratumoral, consuncion de la epidermis (COE), elastosis solar, pigmentacion,
esclerosis/desmoplasia, tipo de célula predominante (epiteloide, fusiforme, mixta), pulverocitos

y necrosis. En todos los melanomas spitzoides, ademas, se valorard el indice de Breslow.

Se realizd el seguimiento clinico de los pacientes hasta el mes de julio de 2021.

5.B. Extraccion de acidos nucleicos

A partir de la laminilla tefiida con hematoxilina-eosina de cada muestra se selecciond la zona
tumoral 6ptimay representativa de la lesién del bloque parafinado. Empleando un tissue arrayer
manual se obtuvieron cilindros (punch) de estas regiones en los bloques de parafina

correspondientes.

La extraccidn de los acidos nucleicos, tanto ADN como ARN, se realizé empleando el kit AllPrep
DNA/RNA FFPE (Qiagen, n2 de catalogo 80234) partiendo de los cilindros de parafina, realizando

pequefias modificaciones respecto al protocolo original. La ventaja principal que ofrece este kit
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es la posibilidad de obtener de forma simultdnea ADN gendmico y ARN de la misma region
tumoral, permitiendo asi poder realizar distintas técnicas en lesiones pequefias y poco

frecuentes.

Brevemente, este protocolo de extraccidn consiste primero en retirar la parafina y secar el
pellet. Para eliminar la parafina se anadieron 320 pl de la solucién de desparafinacién (Qiagen,
n2 de catalogo 19093), se incubaron a 56°C durante tres minutos, se dejan enfriar a temperatura
ambiente y se centrifugan las muestras durante dos minutos a madaxima velocidad.
Cuidadosamente se retira el sobrenadante, que contiene la soluciéon de desparafinacién. Para

secar el pellet, los tubos con las muestras se incubaron a 37°C durante 10 minutos.

A continuacidn, el tejido se lisa, ya que el pellet se resuspende con 150 pl del tampdn de
digestion PKD y se afade proteinasa K. Para la digestidn, las muestras se incuban a 56°C durante
15 minutos. Seguidamente, se enfria en hielo y se centrifuga 15 minutos a maxima velocidad
para separar un sobrenadante rico en ARN y un pellet con la fraccién de ADN. El sobrenadante
se transfiere a un nuevo tubo para la purificacion del ARN. La extraccidn final se realiza de forma

secuencial, primero ARN y después ADN.

El sobrenadante, que contiene el ARN, se incuba a 80°C durante 15 minutos, se centrifuga
brevemente para eliminar las gotas que se encuentran en el tubo. Este serd el material de
partida para la extraccion automatica con el QlAcube nucleic acid purification system (Qiagen,
n2 de catdlogo 9002864). Dentro del robot de extraccidn, se procede con la adicién de 320 ul de
tampdn RLT para ajustar las condiciones de union del ARN a la columna y se afiaden 1.120 pl de
etanol 100%. Se transfiere todo el volumen a la columna RNeasy MinElute, situada en nuevo
tubo de 2 ml, se centrifuga durante 15 segundos a 10.000 rpm y se descarta el eluido. Se afiaden
350 pl del tampdn FRN a las columnas, se centrifuga de nuevo durante 15 segundos a 10.000
rpm y se descarta el eluido. Se afiade un mix que contiene DNasa | y tampdn RDD para eliminar
los posibles restos de ADN que pueda contener la muestra. La muestra se incuba a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Se afiaden 500 pl del tampdn FRN, se centrifuga durante 15
segundos a 10.000 rpm, y se guarda el eluido. Las columnas se sitian en un nuevo tubo de 2 ml,
se afiade el eluido obtenido en el paso anterior y se centrifuga durante 15 segundos a 10.000
rpm, descartandose el eluido. La columna se lava con 450 ul de tampon RPE, se centrifuga, se
descarta el eluido. Se vuelve a repetir el paso anterior. Se realiza una centrifugacién a maxima
velocidad durante 5 minutos, descartandose el tubo de recogida con el eluido. Finalmente, se

situa la columna, con el ARN retenido, en el tubo de coleccidn final, se anaden 30 pl de agua
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libre de nucleasas, se centrifuga durante 1 minuto a maxima velocidad y se guarda el ARN para

su uso posterior.

Por otra parte, el pellet obtenido que contiene el ADN es resuspendido con 180 ul de tampdn
ATL (tampdn de lisis), se afiaden 40 pl de proteinasa K (para la digestidn de proteinas) y se mezcla
con el uso del vdrtex. Se incuba a 56°C durante toda la noche, en vez de a 1 hora, para mejorar
el rendimiento de la extraccion de ADN. A continuacion, se incuban los tubos a 90°C durante 1
hora para revertir parcialmente las modificaciones de los acidos nucleicos causados por el
formaldehido. Una vez acabada esta incubacion, se situan los tubos en el QlAcube nucleic acid
purification system para la extraccién automatica del ADN. En él, a cada muestra se afladen 200
pl de tampon AL y 200 ul de etanol al 100%, mezclandose inmediatamente vorteando. Se
transfiere toda la muestra a las columnas QIAmp MinELute, se centrifugan 3 minutos a 13.400
rpm y se descarta el eluido. Las columnas se sitdan en un nuevo tubo de coleccidn, y se lavan
con el tampdon AW1 (700 ul) y se centrifuga 15 segundos a 10.000 rpm. Se descarta el eluido y
se realiza otro lavado, esta vez con el tampdon AW?2. Se afiaden 700 pl de etanol al 100%, se
centrifuga durante 15 segundos a 10.000 rpm, se descarta el eluido y la columna se sitla en un
nuevo tubo de coleccién, que es centrifugado a velocidad mdxima durante 5 minutos para
eliminar las impurezas y restos de tampones. Las columnas se transfieren a los tubos de elucién
finales, se anaden 30 pl de tampdn TE-Low, se centrifuga a maxima velocidad durante 1 minuto

y se guarda el ADN para los futuros estudios.

La ventaja que presenta este protocolo es que no utiliza trizol durante la extraccidn de los acidos
nucleicos, compuesto que inhibiria la posterior fragmentacidn enzimatica con Mspl que se

realizara durante la RRBS.

Después de la extraccidn, se cuantificaron tanto el ADN como el ARN con el espectrofotémetro

UV-VIS Nanodrop One (ThermoFisher Scientific).

5.C. Reduced Representation Bisulfite Sequencing (RRBS)

La tecnologia Reduced Representation Bisulfite Sequencing (RRBS) ha sido la metodologia
empleada para la obtencién de los datos epigendmicos de las muestras tumorales de nuestros
pacientes. Se basa en que la metilacion del ADN en vertebrados ocurre principalmente en
dinucledtidos CpG vy utiliza la enzima de restriccién Mspl para generar fragmentos gendmicos
que empiezan y finalizan con un dinucledtido CpG, independientemente del estado de
metilacion del ADN. Debido a su versatilidad y su reproducibilidad, la RRBS es la tecnologia de

eleccidén para realizar un analisis de metilacidon de forma precisa y a escala gendmica.
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La RRBS permite mapear la metilacidon del ADN a nivel genémico con buena resolucién y con una
cobertura tedrica de entre 3,5 y 4 millones de dinucledtidos CpG del genoma humano, lo que
supose una cobertura de entre 5y 10 veces superior a la de los microarrays para metilacién de

ADN que estan disponibles comercialmente.

La metodologia RRBS cubre las islas CpG, regiones promotoras y otros elementos funcionales
incluyendo enhancers, bordes de las islas CpG y ARNs no codificantes. Se optd por emplear esta
metodologia atendiendo a varias razones, entre las que se encuentran la viabilidad para ser
aplicada a muestras parafinadas, la compatibilidad con muestras que presentan baja cantidad
de ADN, el tamafio de la coleccién de muestras (40), la cobertura gendmica y la eliminacidn de
los efectos de tandas (batch effects) relativos al uso de microarrays y que no presentan las
metodologias de secuenciacion. La Whole Genome Bisulfite Sequencing (WGBS) se descarté por

su elevado coste de secuenciacion y por los requerimientos de ADN de las muestras.

Debido a la complejidad del experimento y por no disponer de los equipos necesarios, la
secuenciacion RRBS la ha llevado a cabo la empresa belga Diagenode, S.A.

(www.diagenode.com) empleando el secuenciador de ultima generacién (o Next Generation

Sequencing, NGS) lllumina HiSeq 3000. Se requiere una concentraciéon de ADN minima de 5

ng/ul, en un volumen mayor de 10 pl, siendo necesarios un minimo de ADN total de 100 ng.

La concentraciéon del ADN se analizdé con el sistema de fluorometria Qubit (ThermoFisher
Scientific), empleando los kits Qubit dsDNA BR y HS, en funcidn de la muestra, mientras que la
calidad del ADN gendédmico mediante el Fragment Analyzer (Advanced Analytical) con los kits

DNF-487 Standard Sensitivity y/o DNF-488 High Sensitivity.
El protocolo de la RRBS consta de los siguientes pasos:

1) Digestidn enzimatica:

e Se realiza una digestién del ADN gendmico de las muestras (entre 100 y 300 ng)
con la enzima de restriccién Mspl con una incubacion de 12 horas a 37°C en una
placa de 96 pocillos. La enzima Mspl reconoce los sitios CCGG, por lo que se
enriquece el ADN para representar regiones gendmicas ricas en CpG que son
particularmente relevantes para la regulaciéon epigenética. Estas regiones
incluyen islas CpG (regiones donde existe una gran concentracion de pares de
citosina y guanina), orillas de islas CpG (CpG island shores) (zonas no asociadas
a promotores (aunque cercanas) que se han denominado CpG islands shores
(orilla de islas CpG) y que se metilan de forma diferencial en cancer),

potenciadores (enhancers) y otros elementos reguladores del genoma. El
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enriquecimiento de las regiones objetivo mds interesantes logra una reduccion
en el coste de la secuenciacidon de un factor de 10-20 en comparaciéon con la

secuenciacion de bisulfito del genoma completo.

2) Preparaciony reparacién del final de la secuencia:

Se lleva a cabo una Unica reaccién por muestra en la que se rellena el hueco
creado en el extremo terminal 3’ por la accidn de la enzima Mspl, anadiendo
una base adenina extra que serd necesaria para la ligacién del adaptador
especifico, tanto en las hebras positivas como negativas. Para ello, al ADN
digerido previamente se le aflade un mix que contiene la enzima que realizara
la adicidon de los nucledtidos, un mix de nucledtidos y controles internos
adicionales metilados y no metilados para monitorear con precisién las
eficiencias de conversion de bisulfito.

En un termociclador se sigue el siguiente programa: 20 minutos a 30°C, 20

minutos a 37°C, 20 minutos a 75°C y se mantuvo a 8°C hasta el siguiente paso.

3) Ligacion de adaptadores y seleccién por tamanio:

Se anaden 5 pl de adaptadores por pocillo, mientras se prepara un mix de
ligacion con la enzima y el tampdn necesario y se distribuyen 41 pl de este mix
a las muestras. Las muestras junto con los adaptadores y el mix de ligacién se
ponen en el termociclador y se corre el programa: 20 minutos a 25°C, 10
minutos a 65°C y se mantiene a 8°C.

A temperatura ambiente se afladen 60 pl de AMPure XP Beads (Beckman
Coulter), y se incuban 15 minutos para permitir que el ADN se una a las esferas.
La placa se situa en una placa magnética durante 5 minutos o hasta que el
sobrenadante sea claro. Se elimina el sobrenadante cuidadosamente para no
tocar las bolas. Se realizan dos lavados de 5 segundos con 100 ul de etanol al
80%, secandose durante al menos tres minutos entre lavados. Finalmente se
afiaden 25 pl del tampdn de resuspensién a cada pocillo, se vortea para
resuspender las esferas y se incuban las muestras durante 5 minutos fuera de la
placa magnética para eluir el ADN. Se vuelve a situar las muestras en la placa
magnética durante 5 minutos y se posteriormente se transfiere el supernadante
a una nueva placa de pocillos para descartar las esferas. Las esferas retienen los
fragmentos de biblioteca mientras se elimina de manera eficiente los dimeros

del adaptador, lo que da como resultado una mayor cobertura gendmica. En
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este proceso, no hay etapas de limpieza para minimizar asi la pérdida de

material durante la preparacion.

4) Cuantificacién y pools de muestras:

Para la realizacidon de la libreria, primero se cuantifica el ADN de las muestras,
por duplicado, mediante una PCR en tiempo real. Se afiaden 3 ul de cada
muestra en una nueva placa de 96 pocillos y se guarda el resto de muestras a -
20°C. Se afiaden 6 pl de agua libre de nucleasas en cada pocillo, y 7 pl de un mix
gue contiene Master Mix de la qPCR, un mix de primers y agua. La placa se situa
en un termociclador y se corre el programa:

= 1 ciclo: 3 minutos a 98°C (Desnaturalizacidn inicial)

= 25 ciclos: 15 segundos a 95°C (Desnaturalizacién) + 30 segundos a 60°C

(Alineamiento) + 30 segundos a 72°C (Extensidn)

= Mantener a 4°C
Se realizan pools de 8 muestras para optimizar el proceso, reducir el tiempo de
procesamiento manual de las muestras y el consumo de reactivos, en funcion
de los valores Ct obtenidos en la PCR a tiempo real de cuantificaciéon anterior,
juntando muestras con concentraciones similares. Se afiaden 240 pl de esferas
AMPure XP a cada pool, se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente
para que el ADN se una a ellas. Se sitla cada uno de los pools en el rack
magnético DiaMagl.5 (ThermoFisher Scientific) durante 5 minutos o hasta que
el sobrenadante se aclare, se retira y se descarta el sobrenadante. Se lava dos
veces con 500 pl de etanol al 80% durante 5 segundos. Las esferas se secan a
temperatura ambiente durante 10 minutos, con la tapa abierta dentro del rack
magnético. Se afiaden 36 pl de tampdn de resuspension a cada tubo, y se
incuban durante 5 minutos fuera de la placa magnética para eluir el ADN. Se
vuelve a situar el tubo con el pool en el rack magnético durante 5 minutos o
hasta que el sobrenadante se aclare, y se transfiere el sobrenadante a un nuevo

tubo.

5) Conversion con bisulfito:

La conversidn con bisulfito se realizé bajo condiciones de minima degradacion
del ADN y maxima eficiencia de conversion de las citosinas no metiladas. La
metilacion protege de la conversién, por lo que sélo las citosinas no metiladas

son convertidas en uracilos que seran leidos como timinas.
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Antes de empezar, se afiaden 10 ml de etanol 100% a 2,5 ml del tampédn de
lavado.
Se afiaden 790 pl del tampdn de solubilizacién y 300 ul del tampdn de dilucion
a un tubo del reactivo de conversion (que estd en estado sdlido), se mezcla con
el uso del vértex a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se afiaden 160
ul del tampdn de reaccidén y se mezcla durante un minuto.
Se ponen 33 ul de cada pool de libreria en una tira de tubos de PCR, y se afiaden
117 pl del reactivo de conversién, se mezclan y se incuban en el termociclador
con el siguiente programa:

= 20 ciclos: 1 minuto a 95°C (Desnaturalizacion) + 10 minutos a 60°C

(Conversidn)

= Mantener a 4°C
Se colocan unas columnas en los tubos de coleccion. Sobre las columnas se
afiaden 600 pl del tampdn de unidn y, a continuacion, se afiaden los pools de
librerias convertidas con bisulfito. Se mezcla mediante inversidn del tubo varias
veces y se centrifuga a maxima velocidad durante 30 segundos, descartandose
el eluido.
Se afiaden 100 pl del tampdn de lavado a cada columna, se centrifuga a maxima
velocidad durante 30 segundos, y se descarta el eluido.
Se aifaden 200 pl de tampdn de desulfonacién a cada columna, se incuba a
temperatura ambiente durante 30 minutos, se centrifuga a maxima velocidad
durante 30 segundos, y se descarta el eluido.
Se afiaden 200 pl de tampdn de lavado a cada columna, se centrifuga a maxima
velocidad durante 30 segundos, y se descarta el eluido. Se repite este paso una
vez.
La columna se sitda en un nuevo tubo de 1,5 ml, se afiaden 22 pl del tampdn de
elucion directamente en el centro de la matriz de la columna, se espera durante
2 minutos y se centrifuga durante 30 segundos a maxima velocidad para eluir el
ADN. El eluido se vuelve a transferir a la membrana, donde se incuba a
temperatura ambiente dos minutos y se vuelve a centrifugar 30 segundos a
maxima velocidad.
Como el ADN convertido con el bisulfito es altamente inestable, es
recomendable proceder al enriquecimiento de la PCR la mas pronto posible, por

lo que se procede a determinar el ciclo 6ptimo de PCR. Para ello se transfieren
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9 ul del mix de cuantificacién, que consta de Master Mix de la PCR cuantitativa,
un mix de primers y agua, a una nueva placa de PCR de 96 pocillos. Se aifade 1
pl de cada libreria convertida con bisulfito a la placa, y en el termociclador se
corre el siguiente programa:

= 1 ciclo: 3 minutos a 98°C (Desnaturalizacién inicial)

= 30 ciclos: 15 segundos a 95°C (Desnaturalizacién) + 30 segundos a 60°C

(Alineamiento) + 30 segundos a 72°C (Extensidn)

= Mantener a 4°C

Se analizan los valores de Ct. El nUmero de ciclo éptimo para el enriquecimiento

por PCR es generalmente Ct — 1.

6) PCR de enriquecimiento, purificacion y control de calidad:

Se prepara el mix de amplificacidon con el master mix de la enzima MethylTaq,
un mix de primersy agua. Se determina el nimero de ciclos para la amplificacion
gue se necesiten en funcidn del Ct obtenido en el paso anterior. En caso de tener
Ct distintos para los diversos pools, se necesitaran diferentes placas de PCR de
96 pocillos. En cada pocillo afiadimos 31 pl del mix de amplificaciéon y 19 ul de
la libreria convertida con bisulfito. Se incuban en el termociclador con el
programa:

= 1 ciclo: 5 minutos a 95°C (Desnaturalizacion inicial)

= Ct-1 ciclos (Ct obtenido en la qPCR del paso anterior): 20 segundos a

98°C (Desnaturalizacidn) + 15 segundos a 60°C (Alineamiento) + 45
segundos a 72°C (Extensidn)

= ] ciclo: 7 minutos a 72°C (Extensidn final)

= Mantener a 4°C
Para la purificacion, se ainaden 50 ul de las esferas AMPure XP Beads y se mezcla
pipeteando al menos 10 veces. Se incuba durante 15 minutos a temperatura
ambiente para que el ADN se una a las esferas y se coloca en una placa
magnética de 96 pocillos durante 5 minutos o hasta que el sobrenadante se
aclare. Se elimina y descarta el sobrenadante. Posteriormente se lava dos veces
durante 5 segundos con 100 pl de etanol al 80%. Se dejan secar durante 10
minutos antes de resuspender las esferas en 15 pl del tampdn de resuspensién
y se incuba durante 5 minutos para eluir el ADN de las esferas. Se coloca la placa
en un rack magnético durante 5 minutos o hasta que el sobrenadante se aclare,

y se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 ml por cada pool.
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e Se realiza el ultimo control de calidad antes de secuenciar la libreria,
determinando la concentracién de los pools mediante el kit Qubit dsDNA HS
Assay Kit (ThermoFisher Scientific), basado en la fluorescencia. Ademas, se corre
parte del pool de las librerias en un chip de Agilent High Sensitivity para el

BioAnalyzer (Agilent) para comprobar la calidad de la muestra.

Para la secuenciacién se empled la plataforma Illlumina HiSeq 3000, de lectura simple (solo se
secuencia desde un extremo) y con una longitud de lectura de 50 pares de bases (SR50). Permite
conseguir hasta 40 millones de lecturas por muestra cuando se utilizan pools de 8 muestras, y
detectar el estado de metilacién de entre 3 y 4 millones de CpGs (con una cobertura media de

10-15X).

Como consecuencia de la digestiéon enzimatica con la enzima Mspl todas las lecturas de la RRBS
empiezan con la misma base, por lo que se puede reducir la eficiencia de la agrupacién durante
la secuenciacidn. Para solucionar este problema, se deben aplicar parametros de secuenciacion
para bibliotecas de baja diversidad durante la secuenciacién. Estos son el analisis de 8 muestras
humanas por pool, un 5% de secuencias control Illumina PhiX, una densidad de cluster por
debajo del 30% del rango dptimo para la version de la quimica y plataforma, y que la versién del

software del secuenciador HiSeq 3000 sea el HCS 3.4.0.38 o mas actual.

Las lecturas crudas, o raw data, obtenido tras la secuenciacién son archivos fastg que contienen
las lecturas de la secuenciacidén de las muestras. El andlisis bioinformatico preliminar realizado
por Diagenode incluye un control de calidad de las estas lecturas utilizando el programa FastQC,
que genera archivos de calidad de las bases post-filtrado. Como las lecturas obtenidas en la RRBS
tienen elevada duplicidad debido a la baja diversidad en comparacidn con la secuenciacion del
genoma completo, y porque mayormente las secuencias tienen un tamafio pequefio, las lecturas
pueden incluir sitios Mspl reconstituidos artificialmente, artefactos de secuenciacién y/o partes
de la secuencia de los adaptadores. Por todo esto, las lecturas obtenidas deben ser recortadas

antes del alineamiento, utilizando el programa Trim Galore! (Versién 0.4.1).

Debido a la conversion con bisulfito, las lecturas no se van a alinear a la secuencia gendmica de
forma correcta y puede haber versiones diferentes de la misma lectura en funcidn de la
eficiencia de la conversidon de las bases. Por lo tanto, no se puede utilizar un programa
convencional para el alineamiento, tal como el BWA o el Bowtie, para muestras convertidas con
bisulfito, sino que se debe utilizar un alineador especifico, como el Bismark o el BSMAP (el

BSMAP tiene una version especifica disefiada para los datos obtenidos tras RRBS, RRBSMAP). En
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este caso, las lecturas se alinean al genoma de referencia hgl9 utilizando el software Bismark

v0.16.1, obteniendo archivos bam.

Una vez las lecturas estan alineadas, se pueden conocer los niveles de metilacién de las bases.
De los archivos que se extraen del software Bismark anteriormente citado se pueden crear
archivos bedGraph o WIG que se pueden ver en un navegador como UCSC Genome Browser
para verificar los niveles de metilacién visualmente, o se pueden extraer regiones interesantes
en los archivos BED basados en criterios de metilacién y se pueden anotar, por ejemplo, para
ver qué genes se ven afectados por la hipermetilacién o la hipometilacién en una determinada

muestra.

Durante la RRBS se utilizan controles metilados y no metilados spike-in que sirven para
monitorizar la eficiencia de la conversidon con bisulfito. Como se conoce su nivel de metilacion,
pueden ser utilizados para evaluar el ratio de conversidn, es decir, si se secuencian todos los
controles metilado, todas las lecturas deben alinearse solo con la secuencia de referencia

metilada si la relacion de conversion fue del 100%.

5.D. Estudio bioinformatico

A partir de los datos obtenidos por la secuenciacion RRBS de 40 tumores melanociticos
spitzoides (13 nevus, 18 TSPMI y 9 melanomas) se pretende comparar el estado de metilacion
de las citosinas entre los grupos experimentales para obtener sitios o regiones diferencialmente
metiladas y poder diagnosticar la evolucién de las muestras del grupo TSPMI. Para ello se preciso

de la ayuda bioinformatica de la empresa Epidisease, S.L.
Para ello, se estudiaron las siguientes comparaciones:

1) Los tres grupos experimentales: Considerando los grupos melanoma y TSPMI como
tratamiento; y el grupo nevus como control.
2) Comparaciones dos a dos:
e Melanoma contra nevus (Control)
e TSPMI contra nevus (Control)

e TSPMI contra melanoma (Control)

Primero, se reanalizaron los datos empezando por estudiar la calidad de las muestras a partir de
los archivos fastgc y bam suministrados por Diagenode utilizando tres programas

independientes: Bismark v0.22.1, MultiQC v1.7 y Qualimap v2.2.1.
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Bismark es un programa para mapear lecturas secuenciadas tratadas con bisulfito a un genoma
de referencia y realizar llamadas de metilacién en un Unico paso. El resultado puede ser
facilmente importado a un visor genédmico. Qualimap es una plataforma que facilita el control
de calidad de los datos de secuenciacion alineados, examinando los archivos de alineamiento
bam, capaz de detectar sesgos en la secuenciacion y/o mapeo de los datos. MultiQC permite

agregar los resultados de los andlisis bioinformaticos de varias muestras en un solo informe.

La normalizacién de los datos se realizdé con la funcién normalizeCoverage del paquete
informdtico methylKit, implementado en R para andlisis y anotacion de metilacién del ADN, que
normaliza por el coverage entre las distintas muestras. Ademas, por defecto, se usan solo
aquellas bases con al menos 10 de coverage para el andlisis, es decir, aquellas bases que se han

leido al menos 10 veces.

El andlisis completo de los datos se realizd con el paquete methylKit, aplicdndose el test exacto
de Fisher para obtener un p-valor y un g-valor de cada sitio diferencialmente expresado
detectado. El g-valor es el p-valor ajustado utilizando el método SLIM (un modelo lineal
deslizante para estimar la proporcién de hipdtesis nulas verdaderas en conjuntos de datos con
estructuras de dependencia). Después de calcular el g-valor, se pueden seleccionar las regiones
o bases diferencialmente metiladas en funcién del g-valor y del porcentaje de puntos de corte

(cutoffs) de diferencia de metilacion.

La construccion del modelo predictivo se modeliza mediante regresion logistica binaria en R, con
la funcion glm del paquete stats, para cada uno de los sitios diferencialmente metilados. La
funcién glm se utiliza para ajustar modelos lineales generalizados, especificados dando una

descripcién simbdlica del predictor lineal y una descripcidn de la distribucién de errores.

Se utilizé el paquete de R glmulti (programa que permite la seleccién de modelos e inferencia
multimodelo de forma simplificado) para tener una estimacién de cudl era la mejor combinacién
de sitios diferencialmente metilados obtenidos en el modelo 1. Este paquete realiza la seleccidon
de modelos de forma automatizada, generando automdticamente todos los modelos posibles

bajo las restricciones establecidas por el usuario y encontrando el mejor.

Para evaluar el poder de clasificacion de los modelos se construyd la correspondiente curva ROC
(Receiver Operating Characteristic — Caracteristica Operativa del Receptor) para el diagndstico
de melanoma, y el analisis de AUC (Area under the ROC Curve — Area bajo la curva ROC), con las
funciones roc y auc dentro del entorno R. La curva ROC representa graficamente la sensibilidad

frente a la especificidad.
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5.E. Methylation-Sensitive High Resolution Melting (MS-HRM)

La Methylation-Sensitive High Resolution Melting (MS-HRM) es un método sensible y especifico
para la deteccion de metilacion del ADN, para lo que previamente se requiere un tratamiento
con bisulfito. Esta técnica se basa en las diferencias que adquieren las secuencias de ADN tras la
modificacién con bisulfito entre el ADN metilado y no metilado, ya que los residuos de citosina
no metilados se convierten a uracilo, mientras que el ADN metilado mantiene las citosinas.
Mediante PCR se amplifican tanto las secuencias metiladas como las no metiladas, y
posteriormente se realiza un protocolo de HRM. De esta manera tras analizar las curvas de
melting obtenidas para una muestra se obtienen perfiles distintos en funcién del grado de
metilacién, comparandolos con patrones de metilacidon conocida. Para ello, la empresa danesa
MethylDetect, especializada en estudios de metilacidon del ADN, fue la encargada de disefiar las

sondas especificas de los sitios diferencialmente metilados encontrados.

Para realizar la MS-HRM, previamente tenemos que realizar la conversidn con bisulfito del ADN.
Se empled el kit EpiTect Bisulfite Kit (48) (Qiagen, nimero de catalogo 59104) partiendo,
idealmente, de 500 ng de ADN en un volumen de 20 pul. Considerando las limitaciones del
material de partida de este estudio, bien porque el rendimiento de la extraccion en parafina
muy bajo o porque el volumen total eluido no es suficiente, la cantidad promedio de ADN inicial

sera aproximadamente de 100 ng medidos por Qubit (en un rango entre 50 y 500 ng).

Para ello, descongelamos el ADN que queremos convertir. Mientras, afiadimos 800 pl de agua
libre de RNAsas a cada alicuota de “Bisulfite Mix” que se necesite (1 alicuota sirve para 8

muestras). Se vortea el mix hasta que esté completamente disuelto, sin poner en hielo.

A continuacidn, se preparan los tubos de PCR de 200 pl como se requieran (1 tubo por muestra):
Hasta 20 ul de ADN y agua, 85 ul del Bisulftite Mix disuelto y 35 pl de tampdn DNA Protect,

formando un volumen final de 140 pl.

Se cierran los tubos de PCR y se homogeniza su contenido a temperatura ambiente, notando
gue cuando se afiade el tampdn DNA Protect a la mezcla de ADN, agua y Bisulfite Mix, el color
cambia a azul. Esto indica que la mezcla es suficiente y que el pH de la mezcla es correcto para

la reaccion.

Configuramos el termociclador para hacer la reaccién de conversion por bisulfito (con una

duracién aproximada de 5 horas):
- Desnaturalizacion: 5 minutos a 952C
- Incubacidn: 25 minutos a 602C
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- Desnaturalizacién: 5 minutos a 952C
- Incubacién: 85 minutos a 602C

- Desnaturalizacion: 5 minutos a 952C
- Incubacién: 175 minutos a 602C.

- Mantener a 202C

Se colocan los tubos de PCR en el termociclador y se empieza la reaccidon. Cabe destacar que
solo se pueden utilizar termocicladores con tapa calentadora. El ADN resultante se puede

guedar en el termociclador toda la noche.

Seguidamente, realizamos una serie de pasos con el fin de limpiar el ADN resultante de la

reaccion anterior.

Se centrifugan los tubos de PCR para bajar todo el contenido al fondo del tubo y se transfiere el

contenido completo, incluyendo algun posible precipitado, a nuevos tubos de 1,5 ml.

Como trabajamos con muestras parafinadas, afiadimos 310 pul de tampdn BL con Carrier RNA.
Se mezclan las muestras con vértex y se centrifuga brevemente. A continuacion, se afiaden 250

pl de etanol (96-100%) a cada muestra, se vortea y se centrifuga brevemente.

Preparamos el nimero necesario de columnas EpiTect y tubos colectores, y transferimos todo
el contenido del paso anterior a cada spin column situada dentro de los tubos colectores. Se
centrifugan a maxima velocidad durante un minuto. Eliminamos el residuo situado en los tubos

colectores y volvemos a poner las columnas dentro de los tubos colectores.

Anadimos 500 ul del tampdn de lavado BW a cada columna situada dentro de los tubos
colectores y centrifugamos a velocidad maxima durante un minuto. Eliminamos el residuo

situado en los tubos colectores y situamos de nuevo las columnas en los tubos colectores.

Anadimos 500 pl de tampdén BD (tampdn de desulfonacion) a cada columna, incubamos 15

minutos a temperatura ambiente con las tapas de las columnas cerradas.

Durante la incubacidn, preparamos el termobloque a 562C y preparamos 2 tubos de 1,5 ml por

muestra.

Una vez terminada la incubacion, centrifugamos las columnas que estan dentro de los tubos
colectores a mdxima velocidad durante un minuto. Eliminamos el residuo y volvemos a poner

las columnas en los tubos.
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Realizamos un nuevo lavado con el tampdn BW (500 ul) a cada columna, centrifugamos 1 minuto
a velocidad maxima, quitamos el residuo, ponemos de nuevo las columnas y repetimos el lavado

una vez mas.

Pasamos las columnas en nuevos tubos colectores de 2 ml, centrifugamos los tubos a maxima

velocidad durante un minuto para eliminar cualquier liquido residual.

Colocamos las columnas, con las tapas abiertas, en uno de los tubos de 1,5 ml preparados
anteriormente, y se realiza una incubacién de 5 minutos a 562C en el termobloque para que se

evapore el liquido que quede.

Colocamos las columnas en los otros tubos de 1,5 ml que teniamos preparados y ponemos 25 pl
de tampdn EB en el centro de cada membrana. Dejamos incubar 1 minuto a temperatura

ambiente. Eluimos el ADN centrifugando durante 1 minuto a 15.000g (aprox. 12.000rpm).

Para aumentar el rendimiento de obtencidn de ADN, volvemos a pasar los 25 pul de Tampdn EB
por la columna correspondiente. Se incuba de nuevo durante 1 minuto a temperatura ambiente

y se centrifuga durante un minuto a 15.000g.

Si el ADN purificado se va a usar en las siguientes 24 horas se guarda a 2-82C, mientras que, si
se va a almacenar durante mas de 24 horas, se conservar de -302C a -159C, donde pueden estar

hasta 3 afios.

Como la concentracion de ADN puede directamente influir en los resultados de la técnica MS-
HRM, la cantidad de ADN utilizada en la modificacién por bisulfito se tiene en cuenta en el

analisis de resultados.

Los experimentos de la técnica MS-HRM se realizan en el equipo LightCycler (Roche) segun el
protocolo de MethylDetect especifico para cada uno de los genes a estudiar (EpiMelt kit for DNA
Methylation assessment of PMF1, EpiMelt kit for DNA Methylation assessment of MYO1D vy
EpiMelt kit for DNA Methylation assessment of TEKT4P2) y el kit LightCycler® 480 High
Resolution Melting Master (Roche, nimero de catdlogo 04909631001).

Segun el protocolo EpiMelt para las 3 sondas, se prepara un mix de PCR con un volumen final de
14 pul para cada muestra segun se indica en la Tabla 3 y se afiaden 6 ul de ADN tratado con

bisulfito, cuya concentracién es de 30 — 50 ng.
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Tabla 3. Reactivos mix de PCR acorde al protocolo EpiMelt.

Reactivo Volumen
HRM Master 2x 10 ul
EpiMelt Primer mix especifico 1l
MgCl; (25 mM) 2,4 ul
Agua 0,6 ul

Los 20 ul preparados para cada muestra y sonda se traspasan a una placa de 96 pocillos, se sella,

se centrifuga durante dos minutos a 1.000 x g. Finalmente, se sitda la placa en el instrumento y

se inicia el programa de PCR-HRM.

Los programas de PCR-HRM son diferentes entre los tres protocolos (EpiMelt kit for DNA
Methylation assessment of PMF1 (Tabla 4), EpiMelt kit for DNA Methylation assessment of
MYO1D (Tabla 5) y EpiMelt kit for DNA Methylation assessment of TEKT4P2 (Tabla 6)), ya que

las sondas tienen una temperatura de amplificacion diferente.

Tabla 4. Programa de PCR-HRM para el gen PMF1.

Programa PMF1 Ciclos Temperatura (2C) | Mantener (seg)
Pre-incubacidn 1 95 600
95 15
Amplificaciéon 50 57 10
72 15
95 15
High Resolution Melting 60 60
95 -

Tabla 5. Programa de PCR-HRM para el gen MYO1D.

Programa MYO1D Ciclos Temperatura (2C) | Mantener (seg)

Pre-incubacidn 1 95 600

95 15

Amplificaciéon 50 53 10

72 15

95 15

High Resolution Melting 60 60
95 -




Tabla 6. Programa de PCR-HRM para el gen TEKT4P2.

Programa TEKT4P2 Ciclos Temperatura (2C) | Mantener (seg)

Pre-incubacidn 1 95 600

95 15

Amplificaciéon 50 57 10

72 15

95 15

High Resolution Melting 60 60
95 -

Para cada una de las sondas disefiadas, se analizan por triplicado controles de calibracién, asi
como controles positivo y negativo de metilacion. El control de calibracion se incluye para

garantizar la sensibilidad del ensayo para detectar la metilacion del 1% en cada experimento.

5.F PCR a tiempo real

El ARN extraido de las zonas tumorales representativas de las lesiones melanociticas cutdneas
se empled tanto para analizar la expresion de los genes diferencialmente metilados y de una
bateria de miRNAs mediante PCR cuantitativa a tiempo real (Quantitative Real Time PCR, qPCR
o gRT-PCR) utilizando la tecnologia de las sondas TagMan (Applied Biosystems). Esta es una de

las técnicas de biologia molecular mas poderosa y sensible para el andlisis génico y epigenético.

Para el estudio de los genes diferencialmente metilados, el primer paso fue convertir el ARN en
cDNA. Partimos de 75 ng de ARN por muestra, y se prepara un mix con los reactivos del kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) en un volumen final de 25 ul (Tabla

7):

Tabla 7. Componentes de la retrotranscripcion de ARN a cDNA.

Reactivo Volumen
Agua 4 ul
Tampon 10X RT 2,5 ul
dNTPs 100mM 1l
Random Primers 2,5 ul
Inhibidor de RNasas 1,25 ul
Enzima transcriptasa reversa 1,25 ul
Muestra (ARN + Agua) 12,5 ul
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Por tanto, la concentracion final de la reaccion por muestra era de 3 ng/pl.
Las condiciones del termociclador para realizar la retrotranscripcidn eran:

e 10 minutos a 25°C
e 120 minutos a 37°C
e 5 minutos a 85°C

e Mantener a 4°C

A continuacidn, se realizé la PCR a tiempo real para cada una de las muestras y cada uno de los
genes a estudiar, utilizando 1 pl del cDNA obtenido en el paso anterior en una reaccién de 10 ul

de volumen final segun se indica a continuacion (Tabla 8):

Tabla 8. Componentes de la PCR a tiempo real.

Reactivo Volumen
cDNA 1 ul
Agua 3,5 ul
Sondas 20x TagMan 0,5 ul
Tampon TagMan 5 ul

Se incluyeron controles negativos de la gPCR y se afiadieron los controles negativos de la RT.

Las reacciones se realizaron por triplicado en placas de 384 pocillos en el sistema de Real Time

PCR QuantStudio 5 (Applied Biosystems) con el programa:

e 1 ciclo: 2 minutos a 50°C
e 1 ciclo: 10 minutos a 95°C

e 40 ciclos: 15 segundos a 95°C + 1 minuto a 60°C

Por otra parte, se cuantificaron los niveles de expresion de los miRNAS miR-125b, miR-137, miR-
182, miR-191, miR-200c, miR-205, miR-21, miR-211, miR-221 y miR9 de forma individual en
todas las muestras. Los niveles del gen RNUG6B se utilizaron como referencia control enddgeno.
La informacion de los miRNAs se detalla en la Tabla 9. La seleccién de estos miRNAs se debe a
gue previamente, en nuestro grupo de investigacion, se han estudiado en melanomas primarios
criopreservados, observando que la expresion de varios de estos miRNAs se puede relacionar

con una mayor malignidad, e incluso son capaces de predecir la supervivencia de los pacientes.
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Tabla 9. Informacion de los miRNAs estudiados.

Identificador

Assay ID miRNA Nombre miRBase Secuencia

miRBase
001129 mmu-miR-137 hsa-miR-137 MIMAT0000429 UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG
002334 hsa-miR-182 hsa-miR-182-5p MIMAT0000259 UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU
002299 hsa-miR-191 hsa-miR-191-5p MIMAT0000440 CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
000514 hsa-miR-211 hsa-miR-211-5p MIMAT0000268 UUCCCUUUGUCAUCCUUCGCCU
000524 hsa-miR-221 hsa-miR-221-3p MIMAT0000278 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
002300 hsa-miR-200 hsa-miR-200c-3p | MIMAT0000617 UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
000509 hsa-miR-205 hsa-miR-205-5p MIMAT0000266 UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG
000449 hsa-miR-125b hsa-miR-125b-5p | MIMAT0000423 UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
000397 hsa-miR-21 hsa-miR-21-5p MIMAT0000076 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
000583 hsa-miR-9 hsa-miR-9-5p MIMAT0000441 UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
001093 RNU6B 568915 CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT

Para realizar la PCR a tiempo real primero se realiza una retrotranscripcion reversa (RT). La RT

de miRNAs precisa de iniciadores o primers especificos de cada uno de los miRNAs previamente

citados, que se combinan en una misma RT (por lo tanto, es una retrotranscripcion multiplex).

De esta forma, utilizamos un pool de primers para sintetizar el cDNA. La RT se realizé con el kit

TagMan MicroRNA Reverse Transcription (Lifetechnologies), y se sustituyé el volumen

correspondiente de agua por BSA para revertir la inhibicion que provoca la presencia de

melanina. Para cada muestra se prepard una reaccién con un volumen final de 40 pl para

convertir 160 ng de RNA total en cDNA segun se indica a continuacion (Tabla 10):

Tabla 10. Componentes de la retrotranscripcion de ARN a cDNA.

Reactivo Volumen

BSA 2,69 pl
Tampdn 10X RT 4 ul
dNTPs 100mM 0,8 ul
Primer Pool 16 ul

Inhibidor de RNasas 0,51 ul
Enzima transcriptasa reversa 8 ul
Muestra (ARN + Agua) 8 ul
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La reaccién se lleva a cabo en el termociclador con el siguiente programa:

e 30 minutos a 16°C
e 30 minutos a42°C
e 5 minutos a 85°C

e Mantener a 4°C

A continuacion, se realizé la PCR a tiempo real para cada una de las muestras y cada uno de los
miRNAs a estudiar, utilizando 1 pl del cDNA obtenido en el paso anterior en una reaccién de 10

pl de volumen final segln se indica a continuacién (Tabla 11):

Tabla 11. Componentes de la PCR a tiempo real.

Reactivo Volumen
cDNA 1ul
Agua 3,5 ul
Sondas 20x TagMan 0,5 ul
Tampon TagMan 5 ul

Se incluyeron controles negativos en la gPCR y se afiadieron los controles negativos de la RT.

Las reacciones se realizaron por triplicado en placas de 384 pocillos en el sistema de Real Time

PCR QuantStudio 5 (Applied Biosystems) con el programa:

e 1 ciclo: 10 minutos a 95°C

e 40 ciclos: 15 segundos a 95°C + 1 minuto a 60°C

5.G. Estudio estadistico

Los resultados de las variables asociadas al andlisis y experimentacién llevados a cabo a lo largo
del proyecto que aqui se propone, se examinaron con la version del software estadistico R 4.2.0
y el software GraphPad Prism 9.0.0. Para las variables discretas se utilizé la prueba exacta de
Fisher y para las variables continuas la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, considerando
un nivel de significacion del 5% (p-valor £ 0,05). Las lesiones melanociticas spitzoides se
distribuyeron en tres grupos: nevus, tumor spitzoide de potencial maligno incierto (TSPMI) o
melanoma en funcién de sus parametros clinicopatolégicos y su evolucidn clinica. Para todos los
estudios estadisticos, los niveles de significacién son * = (p-valor < 0,05), ** = (p-valor < 0,01) y

*** = (p-valor < 0,0001).
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5.H. Limitaciones del estudio

Las lesiones melanociticas spitzoides a estudiar, por lo general, son pequefias por lo que la
cantidad de ADN que se obtiene de ellas puede ser un factor parcialmente limitante. Ademas,
ya que las muestras estan parafinadas, el ADN extraido se espera que esté fragmentado. Estas
limitaciones se han tenido en cuenta para el disefio y la eleccidon de las técnicas que nos
planteamos realizar en este proyecto ya que la secuenciacidon por RRBS es una técnica validada

en muestras clinicas parafinadas sin que ello afecte al rendimiento y la calidad de los resultados.

51



6. RESULTADOS

6.A. Estudio clinico e histologico

Se parte de una coleccién de 105 muestras de tumores melanociticos spitzoides con una edad
media de 26,31 afios y una desviacién estandar de 21,25. Debido a que una gran cantidad de
estos casos han sido casos consulta enviados al Hospital Clinico Universitario de Valencia, no ha
sido posible realizar el seguimiento clinico de todos los casos y hay algunas variables para las

gue no disponemos de informacion.

Se realizd un estudio descriptivo para cada variable individual, tanto clinica como histoldgica.
Para las variables discretas (Tabla 12) se muestra la frecuencia absoluta y relativa; mientras que
para las continuas (Tabla 13) el nimero de observaciones validas, la media, mediana, desviacion

tipica, minimo y maximo.

Tabla 12. Descripcion de las variables discretas clinicas e histoldgicas.

Variable Tipo n Porcentaje (%)
Nevus 39 37,14
Diagnéstico TSPMI 44 41,90
Melanoma 22 20,95
Mujer 52 68,42
Género
Hombre 24 31,58
Cabeza/Cuello 12 11,43
Tronco 13 12,38
Localizacién de la lesion Extremidades superiores y hombros 25 23,81
Extremidades inferiores y cadera 21 20
No especificado 34 32,38
0-10 afios 26 27,96
10-20 afios 24 25,81
Edad
20-50 afios 33 35,48
> 50 afios 10 10,75
No 60 100
Recurrencia local
Si 0 0
No 57 96,6
Metastasis en transito 0 0
Metastasis regional
Metastasis ganglionar 1 1,7
Metastasis en transito y ganglionar 1 1,7
No 58 98,3
MD a piel, partes blandas y/o ganglio linfatico
1 1,7
Metastasis a distancia (MD) no regional
MD pulmonar 0 0
MD a sistema nervioso periférico 0 0
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MD a sistema nervioso central 0 0
Vivo sano 59 98,33
Vivo con recurrencia local 0 0
Seguimiento Vivo con metastasis regional 0 0
Vivo con MD 0 0
Muerte por enfermedad 1 1,67
De union 6 5,71
Compuesto 83 79,05
Distribucion
Intradérmico 15 14,29
Metastasis 1 0,95
Si 27 26,21
Dermis profunda
No 76 73,79
Si 96 92,31
Simetria
No 8 7,69
Si 5 4,81
Ulceracion
No 99 95,19
Si 38 36,54
Patron pagetoide
No 66 63,46
Formacion de masa Si 20 19,23
expansiva No 84 80,77
Baja 13 17,57
Medio/baja 11 14,86
Densidad celular
Medio/alta 26 35,14
Alta 24 32,43
0-2 84 80,77
Mitosis/mm? 3-6 17 16,35
>6 3 2,88
Si 21 20,19
Mitosis atipica
No 83 79,81
Si 13 12,5
Mitosis profunda/marginal
No 91 87,5
Si 62 59,62
Atipia /Pleomorfismo
No 42 40,38
Si 59 56,73
Maduracién
No 45 43,27
Si 13 12,5
Cuerpos de Kamino
No 91 87,5
Infiltrado linfocitario Si 22 24,18
peritumoral No 69 75,82
Infiltrado linfocitario Si 27 29,35
intratumoral No 65 70,65
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Si 39 37,5
Consuncion epidérmica
No 65 62,5
Si 2 1,92
Elastosis solar
No 102 98,08
Si 31 29,81
Pigmentacion
No 73 70,17
Si 16 15,38
Esclerosis/desmoplasia
No 88 84,62
Epiteloide 80 76,92
Tipo de célula Fusiforme 12 11,54
Mixta 12 11,54
Si 2 1,92
Pulverocitos
No 102 98,08
Si 2 1,94
Necrosis
No 101 98,06
Tabla 13. Descripcion de las variables continuas histoldgicas.

Variable n media Desviacion tipica (sd) Mediana Minimo Maximo
Tamaiio (mm) 74 4,63 2,09 4,3 1,7 12,8
indice Breslow 18 2,91 2,54 1,6 0,16 7,2

Mitosis/mm? 104 1,24 1,82 0 0 10

Posteriormente se realizé un estudio descriptivo para cada variable segun el diagndstico (nevus,

TSPMI y melanoma), tanto discretas (Tabla 14) como continuas (Tabla 15). Para las variables

discretas se utilizé la prueba exacta de Fisher y para las variables continuas, la prueba no

paramétrica de Kruskal-Wallis, para analizar el valor predictivo de éstas.

Tabla 14. Descripcion de las variables discretas clinicas e histoldgicas en funcion del diagndstico.

Prueba exacta de Fisher. * = (p-valor < 0,05); ** = (p-valor < 0,01); *** = (p-valor < 0,0001)

Variable Tipo variable Melanoma (n, %) Nevus (n, %) TSPMI (n, %) Obs. p-valor
Mujer 8 10,53% 24 31,58% 20 26,32%
Género 76 0,2047
Hombre 8 10,53% 10,53% 8 10,53%
Cabeza/ Cuello 0 0,00% 4 3,81% 8 7,62%
Tronco 1 0,95% 5,71% 6 5,71%
Localizacion de Extremidades
la lesién superiores y 8 7,62% 10 9,52% 7 667% | 105 | 01824
hombros
E -
_ Extremidades 6 5,71% 9 8,57% 6 5,71%
inferiores y cadera
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No especificado 7 6,67% 10 9,52% 17 16,19%
0-10 afos 0 0,00% 14 15,05% 12 12,90%
Edad 10-20 afios 9 9,68% 7 7,53% 8 8,60% 93 0.0102*
a )
20-50 aios 9 9,68% 13 13,98% 11 11,83%
>50 afios 4 4,30% 2 2,15% 4 4,30%
No 12 20,34% 25 42,37% 23 38,98%
Recurrencia local - 59 -
Si 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
No 10 16,95% 24 40,68% 23 38,98%
Metastasis en 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Metastasis transito
. - 59 , *
regional Metastasis 1 1,69% 0 0,00% 0 0,00% 0,0386
ganglionar ! ! !
 Metastasis en 1 1,69% 0 0,00% 0 0,00%
transito y ganglionar
No 11 18,64% 25 42,37% 22 37,29%
MD a piel, partes
blandas y/o ganglio 1 1,69% 0 0,00% 0 0,00%
linfatico no regional
Metastasis a
distancia (MD) MD pulmonar 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 59 0,2034
MD visceras o o o
distintas de SNC 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
MD a sistema 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
nervioso central
Vivo sano 11 12,79% 25 29,07% 23 26,74%
Vivo °°':;::|”"e"°'a 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Seguimiento | VVO €O metastasis 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% | 86 | 0,4835
regional
Vivo con MD 0 0,00% 0 0,00% 0 0,00%
Muerte por 1 1,16% 0 0,00% 0 0,00%
enfermedad
De la unién 1 0,95% 1 0,95% 4 3,81%
Dictribuci Compuesto 18 17,14% 30 28,57% 35 3333% | o | 0400
istribucion 3
Intradérmico 2 1,90% 8 7,62% 4,76%
Metastasis 1 0,95% 0 0,00% 0 0,00%
Si 9 8,65% 7,69% 10 9,62%
Dermis profunda 104 0,2174
No 12 11,54% 31 29,81% 33 31,73%
si Si 16 15,38% 39 37,50% 41 39,42% 104 | 0.0035%*
imetria )
No 5 4,81% 0 0,00% 2,88%
ul » Si 3 2,88% 2 2,63% 0 0,00% 104 0.0226*
ceracién y
No 18 17,31% 37 48,68% 44 57,89%
Patrén Si 13 12,50% 8 7,69% 17 16,35% 10a | 0006+
pagetoide No 8 7,69% 31 29,81% 27 25,96% ’
i Si 9 8,65% 2 1,92% 9 8,65%
Formacion c!e 104 | 0,0016**
masa expansiva No 12 11,54% 37 35,58% 35 33,65%
Baja 5 6,76% 7 9,46% 1 1,35%
Medio/baja 0 0,00% 6 8,11% 5 6,76%
Densidad celular - 74 0,0007**
Medio/alta 3 4,05% 10 13,51% 13 17,57%
Alta 8 10,81% 2 2,70% 14 18,92%
Mitosis/mm? 0-2 11 10,58% 39 37,50% 34 32,69% 104 | 0,0000%***
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2-6 7 6,73% 0 0,00% 10 9,62%
>6 3 2,88% 0 0,00% 0 0,00%
Si 8 7,69% 0 0,00% 5 4,81%
Mitosis atipica 104 | 0,0000%***
No 13 12,50% 39 37,50% 39 37,50%
Mitosis Si 8 7,69% 0 0,00% 5 4,81%
profunda/ . . . 104 | 0,0001***
marginal No 13 12,50% 39 37,50% 39 37,50%
Atipia/ Si 20 19,23% 7 6,73% 35 33,65% 100 | 0.0000%+*
Pleomorfismo No 1 0,96% 32 30,77% 9 8,65% ’
) Si 2 1,92% 35 33,65% 22 21,15%
Maduracién 104 | 0,0000%***
No 19 18,27% 4 3,85% 22 21,15%
Cuerpos de Si 1 0,96% 7 6,73% 5 4,81% Lo 03712
Kamino No 20 19,23% 32 30,77% 39 37,50% ’
Infiltrado Si 4 3,85% 10 9,62% 8 7,69%
Imf.oc'tano No 14 13,46% 25 24,04% 30 28,85% 104 09324
peritumoral /7070 , )
Infiltrado Si 6 5,77% 11 10,58% 10 9,62%
-Imfoc'ta"o No 12 11,54% 24 23,08% 29 27,88% 104 05485
intratumoral 12770 FUe7%0 10070
Consuncion Si 12 11,54% 8 7,69% 19 18,27% 100 | 00127%
epidérmica No 9 8,65% 31 29,81% 25 24,04% ’
EI | Si 0 0,00% 1 0,96% 1 0,96% 104 .
astosis solar
No 21 20,19% 38 36,54% 43 41,35%
] » Si 7 6,73% 14 13,46% 10 9,62%
Plgmentacion No 14 13,46% 25 24,04% 34 32,69% 104 0397
Esclerosis/ Si 2 1,92% 10 9,62% 4 3,85% 104 01107
desmoplasia No 19 18,27% 29 27,88% 40 38,46% ’
Epitelioide 20 19,23% 25 24,04% 35 33,65%
Tipo de célula Fusiforme 0 0,00% 7 6,73% 5 4,81% 104 0,0868
Mixta 1 0,96% 7 6,73% 4 3,85%
Si 1 0,96% 0 0,00% 1 0,96%
Pulverocitos 104 0,503
No 20 19,23% 39 37,50% 43 41,35%
Si 2 1,92% 0 0,00% 0 0,00%
Necrosis 104 0,0392*
No 19 18,27% 39 37,50% 43 41,35%

Mediante la agrupacién de los casos en funcién de su diagndstico, se estudié individualmente
qué variable clinica e histolégica podria considerarse como predictora de forma significativa. Las
variables discretas predictoras del diagndstico con un valor de p menor que 0,05 (nivel de
significacién del 5%) se pueden observar en la Figura 4 y fueron la edad, la recurrencia local, la
simetria, la ulceracién, el patrén pagetoide, la formacién de masa expansiva, la densidad celular,
el ratio de mitosis, la presencia de mitosis atipicas, la presencia de mitosis profundas, la atipia,

la maduracidn, la consuncién de la epidermis y la necrosis.

56




Coservacianas

N

Coservacionas
8

0

Coservacionas

Coservacianas

Coservacianas

Coservacionas

010

10-20 209 50
Edad

03 6]

Ulceracidn
o
Nido.masa

02 >0

36
Matasis par M (rao)

o ]

Mitosis pratunda

Madwracidn

o S

Necrasis

Coservacianas
]

Cossrvacianas

Coservacionas

Coservacionas
5

Cbservacionas
5

Coservacianas

S =
Smexa
No Si
Patién papetoide
T Tiedobm Wedowha
Densidad celular
™ -
Mitosis atipica
% 5
Aspia
% T
Consuncidn epidémica
M Nevus
2] TSPMI
B Melanoma

Figura 4. Variables discretas significativamente predictoras del diagndstico. (A) Edad. (B) Simetria. (C) Ulceracion.
(D) Patrén pagetoide. (E) Formacion de masa expansiva. (F) Densidad celular. (G) Mitosis por mm? (ratio). (H)
Mitosis atipica. (1) Mitosis profunda. (J) Atipia. (K) Maduracion. (L) Consuncidn de la epidermis. (M) Necrosis.



Tras comparar las diferentes caracteristicas de las lesiones spitzoides de tipo nevus, ambiguas y
melanoma obtenidas con lo establecido por la Organizacién Mundial de la Salud podemos ver
qgue aunque todas estas lesiones pueden ocurrir a cualquier edad, los pacientes con melanoma
tienen una edad significativamente mayor que el resto de pacientes, mientras que en el rango
de 0 a 10 afos solo aparecen casos de nevus y TSPMI. Las edades de los pacientes eran
21,11+15,92, 24,04+20,93 y 37,25+25,23 (media + desviacién estandar) para nevus, TSPMI y

melanoma, respectivamente.

Ademads, no se observan diferencias en el nUmero de casos registrados por sexo entre las
lesiones malignas, mientras que en los nevus y tumores ambiguos vemos que son mas comunes
en mujeres que en hombres. Los nevus y los melanomas spitzoides se localizan sobre todo en
las extremidades, tanto superiores como inferiores, mientras que los tumores TSPMI se
distribuyen con una frecuencia similar entre la cabeza/cuello, el tronco y las extremidades
superiores e inferiores. También se puede ver que el tamaino de estas lesiones es mayor en

melanoma (4,85 mm) que en los TSPMI (4,2 mm) y nevus (3,7 mm).

Cabe destacar que de 105 lesiones solo 2 pacientes con melanoma spitzoide tuvieron
metastasis: uno de ellos desarrollé metastasis ganglionares, en transito y a distancia y fallecio
debido a la enfermedad, mientras que el otro paciente presenté metastasis ganglionares
regionales, y tras el Ultimo seguimiento se comprobd que seguia vivo y sin recurrencia. Este

numero de eventos tan bajo impidid realizar estudios de supervivencia.

Los nevus spitzoides tienen 0-1 mitosis por mm?, mientras que los melanomas spitzoides
muestran un nimero mas alto (3 casos tienen mas de 6), presentando ademas mitosis atipicas

y mitosis profundas.

Tabla 15. Descripcion de las variables continuas histolégicas en funcion del diagndstico.
Prueba de Kruskal-Wallis. *** = (p-valor < 0,0001)

Desviacion
Variable Diagnéstico | n | media Mediana | Minimo | Maximo | Obs. | p-valor
tipica (sd)
Melanoma 16 4,9 1,49 4,85 1,9 7,5
Tamaiio
Nevus 25 44 2,15 3,7 2 12,8 74 0,3021
(mm)
TSPMI 33 4,68 2,32 4,2 1,7 12
) Melanoma | 18 2,91 2,54 1,6 0,16 7,2
Indice
Nevus 0 18 -
Breslow
TSPMI 0
Melanoma 21 | 2,905 2,897 2 0 10
Mitosis/mm?2 Nevus 39 | 0,154 0,432 0 0 2 104 | 0,000%**
TSPMI 44 | 1,409 1,187 1 0 4

58



Ademas, el nimero de mitosis por milimetro cuadrado fue la Unica variable continua significativa
en funcion del diagnéstico, donde vemos que a mayor nimero de mitosis, mayor probabilidad

de que el diagndstico sea de melanoma spitzoide (Figura 5).
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Figura 5. Numero de mitosis por mm? en funcion del diagndstico.

6.B. Reduced Representation Bisulfite Sequencing (RRBS)

Para el estudio de metilacién primero se seleccionaron los casos que presentaban una mayor
concentracién de ADN cuantificado con el Nanodrop, en total 88, para analizarlas

cuantitativamente (Qubit) y cualitativamente (Fragment Analyzer).

De las 88 muestras analizadas solo una pasé el estricto control de calidad previo mostrando una
baja degradacidon del ADN, mientras que el resto de muestras tenian fragmentos de ADN
demasiado pequefios, que pueden reducir la eficiencia del experimento y el nimero de CpGs
cubiertas. Ademas, 34 de las 87 muestras con ADN degradado tenian una cantidad de ADN total

por debajo de los 100 ng, requisito para empezar la preparacion de la libreria.

Dado que los requisitos técnicos minimos (concentracion de ADN minima de 5 ng/ul, en un
volumen mayor de 10 pl, y un minimo de ADN total de 100 ng) solo eran cumplidos por una
muestra, se eligieron 39 muestras con una calidad del ADN menor. 36 muestras tenian una
cantidad total de ADN mayor a 100 ng, mientras que 3 muestras no llegaban a la cantidad

minima.

Las 40 muestras estudiadas por RRBS se distribuian en 12 nevus, 19 lesiones de potencial

maligno incierto y 9 melanomas spitzoides.

Debido a que la mayoria de las muestras seleccionadas no cumplian los requisitos de la técnica,
se decidio realizar la preparacion de la libreria y posterior secuenciacién de 8 muestras (que

incluian muestras de los tres grupos diagndsticos) para estudiar la viabilidad del proyecto.

59



Se prepararon las librerias de forma individualizada de las 8 muestras, partiendo de un minimo
de 100 ng y un maximo de 300 ng de ADN total. Las muestras se juntaron en dos pools formado
por grupos de 4 cada uno en funcidn de los valores de Ct obtenidos. Tras la conversiéon con
bisulfito y la amplificacién por PCR cuantitativa en tiempo real de los pools, se midid la
concentracién de las librerias (Qubit dsDNA HS Assay Kit) y se analizd la calidad (Bioanalyzer), y
se observd que ninguno de los dos pools pasaba el control de calidad, ya que en los perfiles de

los electroferogramas mostraban demasiados dimers de adaptadores (Figura 6).
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Figura 6. Electroferograma de los pools de libreria de la RRBS analizados con el Bioanalyzer.

Como la concentracién obtenida de los dos pools era demasiado baja, primero fueron
purificadas con el sistema AMPure XP (Beckman Coulter), un sistema basado en esferas
magnéticas (utilizando una ratio de esferas-muestra de 1,45x). A continuacion, fueron
amplificadas de nuevo con 2 ciclos de PCR adicionales, y un paso de limpieza final con las esferas
AMPure XP (ratio de esferas-muestra de 1,45x). Se volvid a cuantificar con el kit Qubit dsDNA HS
Assay y analizar la calidad con el Bioanalyzer, obteniendo de nuevo unos perfiles de las librerias

con demasiados dimers de adaptadores, por lo que se requeriria una tercera purificacion.
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Como las librerias deberian secuenciarse en una Unica linea, se unieron en un pool de forma
equimolar y posteriormente fueron limpiadas por duplicado con las esferas Ampure XP, en las
mismas condiciones que las anteriores. Tras el estudio de calidad y cantidad (Tabla 16 y Figura
7, respectivamente), se observé que el pool de las librerias cumplia con los criterios oportunos

para que se pudieran secuenciar.

Tabla 16. Pardmetros de calidad del pool de librerias.

Pool | Concentracidn final (ng / ul) Pico mas alto (pares de bases) Concentracion molar (nM)

2,82 194 22,36
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Figura 7. Electroferograma del pool final de libreria de la RRBS analizados con el Bioanalyzer.

Tras la secuenciacion con el equipo lllumina HiSeq 3000 y el estudio bioinformatico, que incluia
el control de calidad de las lecturas con el programa FastQC, la eliminacién de los adaptadores
con el programa Trim Galore! y el alineamiento con el genoma de referencia hgl9 con el
programa Bismark, se observé que las secuencias alineadas correctamente variaban entre 20 y
55 millones de lecturas, con una eficiencia del mapeo de entre 58 y 80 por ciento. El minimo de
islas CpGs detectadas en una muestra era 812.480, mientras que el maximo fue de 1.761.376

islas, con una cobertura promedio de éstas de entre 45,14 y 139,59 lecturas (Figura 8).
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SampleName Total reads Uniguely Mapping CpGs CpGs Average Conv. Rate  Conv. Rate

aligned efficiency Detected cov>10 Coverage Meth Unm.

(%) spike-in spike-in
(%] (%)
18B16343_Met 35,528,467 20,709,091 58.29 1,324,156 1,106,522 4514 1.78 99.68
17B25620 41,772,311 26,911,052 64 42 1,562,192 1,381,388 56.92 1.67 99.71
16B5879 33,958,332 20,675,378 60.88 1,292,768 1,081,667 4711 1.71 99.78
18B13584 54,381,255 41,663,884 76.61 1,085,838 889,842 135.58 1.52 99.76
18B13387 37,313,510 27,205,795 7291 812,480 540,854 9674 1.78 99.76
09B1931_reextr 68,960,979 55,658,226 80.71 1,925,348 1,761,376 125.64 1.71 99.71
14B9803 48,750,373 35,485,059 7279 946,530 751,496 139.59 151 99.73
16B34519 28,629,557 20,490,184 71.57 710,277 490,287 70.96 1.87 99.72

Figura 8. Resultados descriptivos de la primera tanda de RRBS.

Debido a que los resultados de la preparacion de las librerias y su posterior secuenciacién fue
Optima, se procedid a seguir el experimento con las 32 muestras restantes. Se siguié el mismo
protocolo que el utilizado para el estudio de las 8 primeras muestras. La concentracién de ADN
de las muestras variaba entre 90,42 ng y 350 ng, habiendo solo dos muestras con una

concentracién total a 100 ng.

Se prepararon 4 pools de 8 muestras cada uno que, al igual que en el primer pool, mostraban
electroferogramas con demasiados dimers de adaptadores. Tras una segunda purificacidon con
el kit AMPure XP, los 4 pools cumplian los criterios para ser secuenciados con el lllumina HiSeq

3000 (Tabla 17).

Tabla 17. Pardmetros de calidad de los pools de librerias de la segunda tanda de RRBS.

Pool | Concentracién final (ng/ ul) | Pico mas alto (pares de bases) | Concentracién molar (nM)
2 0,606 193 4,83
3 0,898 193 7,16
4 1,126 193 8,98
5 1,208 195 9,53

Una vez realizado el analisis bioinformdatico preliminar, se pudo observar que en estas 32
muestras habia entre 12 y 66 millones de lecturas alineadas correctamente, siendo la eficiencia
de mapeo de entre 54 y 77 por ciento. Se detectaron un minimo de 204.748 y un maximo de

2.018.392 de islas CpGs, con una cobertura media de entre 44,24 y 470,27 lecturas (Figura 9).
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SampleName Total reads Uniquely Mapping CpGs CpGs Average Conv. Rate  Conv. Rate

aligned efficiency Detected cov>10 Coverage Meth. Unm.

(%) spike-in spike-in

%) (%]

15B0021968 30,645,085 20,988,709 68.49 1,121,469 937,733 67.31 1.54 99.64
B334721 39,569,352 20,765,143 52.48 212,379 96,481 239.47 1.54 99.59
16B0032143_MM 30,305,057 18,896,127 62.35 993,940 767,234 55.77 1.77 99.62
16B0032143_Nevus 31,646,152 19,572,983 61.85 1,007,109 739,296 54.38 1.89 99.63
15812535 57,528,635 35,704,429 62.06 1,948,172 1,619,824 51.65 1.75 99.69
16B0014290 31,904,627 21,110,626 66.17 1,543,594 1,297,325 45.79 1.86 99.7
16B63522 28,962,256 18,062,337 62.37 531,093 268,109 90.10 1.83 99.68
12827444 57,432,337 38,424,514 66.90 997,832 586,492 106.78 1.73 99.70
115315_Newvus 37,183,117 20,440,209 54.97 263,828 89,847 205.59 2.01 99.61
1781080 23,545,633 17,977,647 76.35 1,423,949 1,153,743 44.24 2.07 99.70
1783166 46,625,567 28,827,007 61.83 1,581,368 1,199,425 4482 182 99.65
1887048 45,067,141 28,404,620 63.03 1,733,239 1,365,552 44.79 1.73 29.71
18B6358 29,169,394 22,081,249 75.70 166,014 100,891 470.27 1.97 99.57
18B3608 26,682,943 19,017,944 71.27 648,999 376,130 96.92 1.78 99.66
18B2795 39,415,157 25,822,522 65.51 1,634,263 1,383,220 48.06 1.89 99.64
18B598 42,944,056 30,442,152 70.89 1,819,446 1,591,214 56.79 1.67 99.69
17826186 38,995,270 27,178,793 69.70 1,174,437 957,721 75.05 1.77 99.71
17821192 39,791,610 25,414,740 63.87 1,222,180 949,441 60.41 2.08 99.75
1168865 _reextr 41,727,994 27,548,113 66.02 304,101 58,806 121.27 214 99.54
18B13319 68,527,114 41,970,259 61.25 1,978,308 1,691,530 58.68 1.66 99.74
18B10575 17,919,452 12,377,314 69.07 518,541 282,049 79.55 1.58 99.66
18B15130 49,136,052 32,136,773 65.40 846,644 524,570 107.91 1.95 99.67
18B16343_1 49,670,414 34,050,443 68.55 1,413,102 1,162,374 83.70 1.49 99.66
15B744 36,973,712 26,748,612 72.34 216,051 136,858 432.48 21 99.49
02B4513 45,494,329 27,837,697 61.19 163,696 39,526 148.08 1.63 99.72
18B11396 50,053,377 34,734,538 69.39 901,921 686,054 139.58 1.85 99.76
13B29948_reextr 51,348,688 38,412,332 74.81 985,308 747,725 144.85 2.04 99.62
1088110 33,858,396 23,331,580 68.91 204,748 121,767 387.68 1.84 99.69
13827110 64,997,108 50,135,263 77.13 1,150,757 746,277 145.04 1.45 99.58
14B13206 96,316,913 66,589,024 69.14 2,018,392 1,662,880 115.23 1.73 99.67
00B9136 73,554,166 44,790,170 60.89 332,840 189,449 440.93 1.37 99.38
18B19075 29,281,299 21,574,307 73.68 1,111,845 867,811 68.23 1.74 99.68

Figura 9. Resultados descriptivos de la segunda tanda de RRBS.

6.C. Estudio bioinformatico

En el reanalisis bioinformatico de las secuencias obtenidas tras la secuenciacién RRBS con los
programas Bismark v0.22.1, MultiQC v1.7 y Qualimap v2.2.1 se observé que las lecturas tenian
de media entre 15 y 50 pb y que la calidad de todas en general era valida para continuar con el

analisis.

El valor de Phred score (parametro de calidad en la identificacién de las bases generadas por la
secuenciacién) era mayor de 30 en todas las muestras, siendo la media mayor a 35. Los valores
de Phred score suelen variar entre 2 y 40, siendo los scores mas elevados aquellos que tienen
una mayor probabilidad de que la base que la secuenciacién ha otorgado sea correcta. El score
de calidad Phred (Q) esta relacionado logaritmicamente con la probabilidad de error de las

llamadas de base (E), representado con la siguiente ecuacion:
Q=-10logE

Por lo tanto, se puede interpretar esta puntuacion como una estimacién del error, donde éste
es, por ejemplo, la probabilidad de que el secuenciador llame incorrectamente a la base, pero

también puede interpretarse como una estimacion de la precision, como la probabilidad de que
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el secuenciador haya identificado correctamente la base. Por eso, con el valor de calidad Phred

se puede definir la probabilidad de error:

En nuestro caso, un valor de Phred score de 30 o superior significa que la precision a la hora de

calificar cualquier base es mayor o igual a 99,9%, siendo la probabilidad de error menor o igual

a 0,1% (Figura 10).

FastQC: Mean Quality Scores
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Figura 10. Phred score por base de las muestras (multigc software).

El andlisis de componentes principales o PCA no muestra diferencias entre los distintos grupos
con los datos completos de la secuenciacion (Figura 11) indicando que no hay un sesgo en las

muestras intrinseco por la secuenciacion, aunque si aparecen valores extremos (outliers).
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Figura 11. PCA de todas las muestras agrupadas por grupo experimental (qualimap software).

Si se analiza cada muestra de forma individual se observa que en los analisis de los archivos

fastqc todas las muestras pasan los criterios de calidad (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de metilacion global de CpG por grupo experimental encontrado por multigc en los archivos de

la llamada de metilacion.
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Al inspeccionar los ficheros BAM (alineamiento contra el genoma de referencia hgl9)
observamos que las muestras alinean entre el 50% y el 80%, siendo el 70% signo de calidad

(Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de alineamiento contra el genoma de referencia hg19 de todas las muestras visualizado por
multigc software.

El nivel de metilacidn de las islas CpG en las muestras estudiadas era de entre un 5% y un 40%,
y la metilacidén de sitios no-CpG (CHG y CHH, donde H es cualquier nucledtido excepto guanina)
era inferior al 2%, criterio que nos indica que la conversidn de bisulfito en la técnica RRBS habia

funcionado correctamente®® (Figura 14).
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Figura 14. Porcentaje de citosinas metiladas en zonas CpG (azul), CHG (verde) y CHH (rojo) por muestra visualizado
por Bismark software.
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Las muestras agrupadas en funcion de su diagndstico mostraban de media un porcentaje de

metilacion de CpG muy parecido, por lo que las posibles diferencias se debian buscar en cada

posicién concreta (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de metilacion de CpG por grupo bioldgico. One-way ANOVA no paramétrico no significativo (p
>0,05).

Las CpG identificadas en la llamada de metilacién con un coverage mayor de 10 no eran

uniformes en todas las muestras. Si se considerara un punto de corte del 20%, hay tres muestras

gue no entrarian en el analisis (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de CpG con un coverage mayor que 10X.

La normalizacién se realizd con la funcién normalizeCoverage del paquete methylKit
implementado en R, que normaliza el coverage entre las distintas muestras. Por defecto, para

el andlisis se usan solo las bases con un coverage de al menos 10.
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El andlisis completo de los datos se realizd con el paquete methylKit, aplicandose el test exacto
de Fisher para obtener el p-valor y el g-valor de cada sitio diferencialmente expresado
detectado. Cuando se compararon los g-valores de cada sitio diferencialmente expresados en

las muestras de los tres grupos, no se observé una clara diferencia entre ellos (Figura 17).

CpG methylation PCA Analysis

0 _| N Nevus
0 H  Melanoma
PMI

o

o
ol
(&)
o

o B334721
ba=t=Eflpyi=g= 2RO7AN, o . 14B13206
o - o ‘1382 TS890 B uBeeen 1687048 FapibaRaLaH
o 1887 o 00B9136 o 17B25620 ]
ol 65 BEEE 95 °©
o 15812535
W o 10B8110
o 18B16343_Met
o 11B8865_reexir
=4 —
' T T T T
-10 o] 10 20
PC1

Figura 17. PCA del andlisis de metilacion de CpG de los tres grupos experimentales.

Solo se detectaron sitios hipermetilados (214 sitios) en algunos cromosomas con una

significancia de g-valor < 0,05 y una diferencia de metilacién del 10% (Figura 18).
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Figura 18. Porcentaje de metilacion por cromosoma.

El mapa de calor o heatmap realizado con los sitios significativos mostré que no habia una clara
separacion entre los grupos de nevus, TSPMI y melanoma. Este hecho puede deberse a que los
tumores melanociticos spitzoides ambiguos son un grupo heterégeneo, que presenta algunas

caracteristicas similares a los nevus y otras parecidas a melanoma (Figura 19).
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Figura 19. Heatmap que muestra los 214 sitios con mds del 10% de diferencia de metilacion respecto al control
(Nevus) con g-valor < 0,05 en la comparacion de los tres grupos bioldgicos.

Sin embargo, si Unicamente realizabamos el estudio de contraste partiendo de los grupos nevus
y melanoma, se observé que las diferencias entre los grupos estaban mas definidas (Figura 20)
y se detectaron 224 sitios, tanto hipometilados como. Se repitieron estos andlisis con todos los
grupos juntos y por separado, eliminando las tres muestras que no llegaban al 20% de diferencia
de metilacién y con un 10X de coverage, obteniéndose similares resultados, por lo que se

prosiguid con el estudio incluyendo todas las muestras.
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Figura 20. Heatmap que muestra los 224 sitios con mds del 10% de diferencia de metilacion respecto al control
(Nevus) con g-valor < 0,05 en la comparaciéon con melanoma.

Puesto que la finalidad del estudio es predecir como van a evolucionar los tumores spitzoides
diagnosticados como TSPMI en funcidén de sus similitudes respecto a los grupos nevus y/o
melanoma, se utilizé la comparacién diferencial entre estos dos grupos para construir los

modelos predictivos.

Partiendo del estudio bioinformatico, de los 224 sitios CpG diferencialmente metilados, se

seleccionaron 7 CpGs que eran significativos con un p-valor menor o igual que 0,02 (Tabla 18).
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Tabla 18. Informacion de los 7 CpGs diferencialmente metilados.

Cromosoma Posicion (cg) Gen Transcrito CpG ID NO.
17 31149610 MYO1D NM_015194 1
21 9826086 TEKT4P2 NR_038327 2
21 9825862 TEKT4P2 NR_038327 3
21 9825882 TEKT4P2 NR_038327 4
21 9826034 TEKT4P2 NR_038327 5
17 31149858 MYO1D NM_015194 6
1 156186376 PMF1-BGLAP NM_001199662 7

Cuatro de los siete sitios cg se encuentran en el gen TEKT4P2, dos sitios estan en el gen MYO1D

y el restante esta en PMF1-BGLAP.

MYO1D (Myosin ID) es un gen que codifica una proteina con el mismo nombre y se situa en el
exosoma extracelular. Se trata de una miosina no convencional que funciona como una proteina

motora basada en actina con actividad ATPasa. Participa en el trafico de proteinas endosémicas.

TEKT4P2 no es un gen sino un pseudogen (Tektin 4 Pseudogene 2), es decir, no es capaz de

codificar una proteina.

PMF1-BGLAP es un locus que se transcribe entre los genes PMF1 (Polyamin-modulated factor 1)
y BGLAP (Bone gamma-carbozyglutamate Gla protein). Participa en la mitosis celular y PMF1 es

un importante pardlogo de este gen.

Con el estudio estadistico descriptivo y predictivo de los 40 casos pudimos ver que los siete sitios
de metilacion efectivamente son significativos como buenos predictores del diagndstico,

observando que valores elevados de metilacion son predictores de melanoma (Tabla 19):
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Tabla 19. Descripcion de los sitios cg en funcion del diagndstico y su valor predictivo.
Prueba exacta de Fisher. * = (p-valor < 0,05); ** = (p-valor < 0,01)

Desviacion
CpG ID NO. Diagnéstico n Media Mediana Minimo Maximo p-valor
tipica (sd)
Melanoma 9 36,03 15,92 37,45 6,54 64,03
1 Nevus 12 10,23 15,22 0,51 0 43,22 0,0060**
TSPMI 19 38,07 33,46 35,74 0 100
Melanoma 9 36,394 15,643 37,278 7,904 54,93
2 Nevus 12 14,637 10,973 14,783 0,195 33,487 0,0126*
TSPMI 19 23,764 15,969 24,082 0,352 63,861
Melanoma 9 20,326 12,478 20,883 0,291 41,998
3 Nevus 12 5,35 7,096 1,404 0 22,063 0,0247*
TSPMI 19 10,191 10,256 9,405 0 32,002
Melanoma 9 28,74 13,46 28,62 11,76 54,17
4 Nevus 12 9,01 12,28 2,37 0 32,29 0,0292*
TSPMI 19 26,02 26,60 20,93 0 96
Melanoma 9 29,384 12,949 31,052 5,725 44,024
5 Nevus 12 12,151 9,319 14,089 0 30,764 0,0058**
TSPMI 19 17,305 11,036 20,154 0,133 43,539
Melanoma 9 20,01 8,09 20,86 5,77 31,25
6 Nevus 12 7,61 6,81 6,74 0 21,69 0,0117*
TSPMI 19 11,49 8,05 12,46 0 28,75
Melanoma 9 25,029 9,107 22,168 9,261 39,041
7 Nevus 12 12,296 7,968 10,018 4,122 27,348 0,0376*
TSPMI 19 19,464 12,048 20,274 0,103 40,735

Adicionalmente, se observdé una mayor metilacion en las lesiones diagnosticadas como

melanoma en comparacion con las lesiones nevus (Figura 21).
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Figura 21. Porcentaje de metilacion de los sitios diferencialmente metilados en funcidn del diagndstico. (A) cg31149610 - CpG ID NO 1.
(B) cg9826086 - CpG ID NO 2. (C) cg9825862 - CpG ID NO 3. (D) cg9825882 - CpG ID NO 4. (E) cg9826034 - CpG ID NO 5. (F) cg31149858 -
CpG ID NO 6. (G) cg156186376 - CpG ID NO 7.
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Se realizo el analisis de curvas ROC (Receiver Operating Charateristic curve) (Figura 22) de cada
uno de los sitios individuales para determinar su capacidad predictiva, asi como para determinar
el punto de corte de una escala continua en el que se consigue la sensibilidad y especificidad

mas alta y evaluar la capacidad discriminativa de los sitios cg (Tabla 20).

Tabla 20. Especificidad, sensibilidad y drea bajo la curva de los 7 sitios CpG individualmente.

CpG ID NO. cg Gen Especificidad | Sensibilidad AUC Cut-off
1 31149610 MYO1D 0,75 0,889 0,861 | 17,163
2 9826086 TEKT4AP2 0,75 0,889 0,861 | 21,219
3 9825862 TEKTAP2 0,833 0,778 0,852 | 11,014
4 9825882 TEKT4P2 0,667 1 0,833 | 10,007
5 9826034 TEKT4P2 0,917 0,778 0,861 | 21,041
6 31149858 MYO1D 0,75 0,889 0,852 | 10,554
7 156186376 | PMF1-BGLAP 0,75 0,889 0,852 | 15,235
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El punto de corte o cut-off define el valor de metilacién para el que se consigue la maxima

especificidad y sensibildad para cada CpG. La sensibilidad nos indica la capacidad de cada uno

de los CpGs para dar clasificar los melanomas, mientras que la especificidad nos marca la

capacidad de éstos para detectar los nevus. El drea bajo la curva (AUC) refleja que todos los cg

fueron efectivos a la hora de discriminar el diagnéstico ya que los valores estan contenidos entre

0,75y 0,9, considerando que un AUC igual a 1 significa la discriminacién perfecta y que un AUC

igual a 0,5 es la no discriminacidn.

A partir de los 7 sitios CpG con un p-valor £ 0,02, se construyeron dos modelos predictivos en R,

con la funcién glm del paquete stats, a partir de aproximaciones distintas:

1.

Modelo 1: Se escogieron los 7 sitios CpG con un p-valor £ 0,02 en los modelos
independientes para construir el modelo final predictivo. La ecuacién que calcula la

probabilidad de ser clasificado como modelo en el modelo 1 sigue la férmula:

1

P(Melanoma) = (1 + exp—(~342,3+3,44-103B+3,4C+8,9D+8,0E+11,0F-8,7G)

Donde los indices de A a G se corresponden con el porcentaje de metilacién encontrado
en cada uno de los 7 sitios incluidos en la ecuacién (A: CpG ID NO 3, B: CpG ID NO 4, C:
CpGIDNOS5,D: CpGIDNO2,E:CpGIDNO1, F: CpG IDNO 6, G: CpG ID NO 7).

Cuando se clasificaron las muestras de nevus y melanomas spitzoides utilizadas para la
construccion del modelo 1 creado, se pudo observar que era capaz de clasificar el 100%
de las muestras en el grupo correcto con un p-valor de 2e-4. Es decir, la firma epigenética
identificada permitia clasificar con una sensibilidad del 100% los casos de melanoma y
con una especificidad del 100% los casos de nevus, mejorando asi la clasificacion

individual de cada uno de los siete sitios (Tabla 21).

Tabla 21. Prediccion de las muestras spitzoides nevus y melanoma segtin el modelo 1.

Muestra Grupo Prediccion
1 Melanoma Melanoma
2 Melanoma Melanoma
3 Melanoma Melanoma
4 Melanoma Melanoma
5 Melanoma Melanoma
6 Melanoma Melanoma
7 Melanoma Melanoma
8 Melanoma Melanoma
9 Nevus Nevus
10 Nevus Nevus
11 Nevus Nevus
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12 Nevus Nevus
13 Nevus Nevus
14 Nevus Nevus
15 Nevus Nevus
16 Nevus Nevus
17 Nevus Nevus
18 Melanoma Melanoma
19 Nevus Nevus
20 Nevus Nevus
21 Nevus Nevus

En cuanto a la clasificacion de los tumores de potencial maligno incierto, de las que se
desconoce su estatus real, el modelo 1 las clasificd en funcidn de nevus o melanoma

segun la siguiente tabla (Tabla 22):

Tabla 22. Prediccion de las muestras spitzoides de potencial maligno incierto segun el modelo 1.

Muestra Grupo Prediccion
22 TSPMI Nevus
23 TSPMI Nevus
24 TSPMI Nevus
25 TSPMI Melanoma
26 TSPMI Nevus
27 TSPMI Melanoma
28 TSPMI Nevus
29 TSPMI Melanoma
30 TSPMI Melanoma
31 TSPMI Melanoma
32 TSPMI Nevus
33 TSPMI Melanoma
34 TSPMI Melanoma
35 TSPMI Melanoma
36 TSPMI Melanoma
37 TSPMI Nevus
38 TSPMI Nevus
39 TSPMI Nevus
40 TSPMI Nevus

Si obtenemos valores de P(Melanoma) < 0,4, el modelo 1 clasifica los tumores spitzoides
de TSPMI como muestras que se comportan como lesiones benignas y, por tanto, con
un grado bajo de malignidad. Por otro lado, se predice que las muestras TSPMI se
comportardn como muestras de melanoma spitzoide, con un grado alto de malignidad,

cuando los valores de P(Melanoma) son = 0,4.
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Mediante graficos heatmap del porcentaje de metilacién de los sitios CpGs utilizados
para el modelo 1 se pudo observar que las muestras nevus y melanoma spitzoide se
agrupaban (cluster) mejor cuando se separaban de los tumores de potencial maligno

incierto (Figura 23).
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Figura 23. Heatmaps de los sitios CpG usados para construir el modelo 1. (A) Todos los grupos. (B) Sélo los grupos
nevus y melanoma.

2. Modelo 2: Utilizando el paquete de R glmulti se obtuvo una estimacién de cudl era la

mejor combinacién de los siete sitios CpG significativos empleados en el modelo 1.
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Como resultado, se observd que la mejor combinacidon predictiva eran los sitios

cg31149610 (CpG ID NO 1) y cg9826086 (CpG ID NO 2).
La ecuacion que calcular la probabilidad de ser clasificado como melanoma en este

modelo sigue la siguiente férmula:
1

P(Melanoma) = (1 + exp—(-0.16-00124+0,014B))

Donde los indices de Ay B se corresponden con el porcentaje de metilacién encontrado

en sitios incluidos en la ecuacién (A: CpG ID NO 1, B: CpG ID NO 2).
Para evaluar el poder de clasificacion de este modelo se construyé la correspondiente

curva ROC para el diagndstico de melanoma (Figura 24):
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Figura 24. Curva ROC para el diagndstico de melanoma utilizando el modelo 2.

El andlisis de la curva ROC mostré un AUC de 0,903 (IC 95% 0,75-1,00), con un p-valor de

0,002, y establecié un valor de corte para prueba positiva en una probabilidad calculada

a partir del modelo en 0,5, la sensibilidad seria del 88,9% y la especificidad del 91,7%,

mejorando asi la clasificacién de cada uno de los siete sitios individuales, pero sin llegar

a las caracteristicas del modelo 1.

Las predicciones para las muestras nevus y melanoma utilizadas en la construccién del

modelo 2 son (Tabla 23):
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Tabla 23. Prediccion de las muestras spitzoides nevus y melanoma segun el modelo 2. En rojo se muestran las

predicciones que no coinciden con el diagndstico.

Muestra Grupo Prediccion
1 Melanoma Melanoma
2 Melanoma Melanoma
3 Melanoma Nevus
4 Melanoma Melanoma
5 Melanoma Melanoma
6 Melanoma Melanoma
7 Melanoma Melanoma
8 Melanoma Melanoma
9 Nevus Nevus
10 Nevus Nevus
11 Nevus Nevus
12 Nevus Nevus
13 Nevus Nevus
14 Nevus Nevus
15 Nevus Nevus
16 Nevus Melanoma
17 Nevus Nevus
18 Melanoma Melanoma
19 Nevus Nevus
20 Nevus Nevus
21 Nevus Nevus

Las muestras TSPMI, de las que se desconoce su estatus real, este modelo las clasificd
en nevus o melanoma, tal y como se indicaba en el modelo 1. Es decir, a valores
P(Melanoma) < 0,4 fueron clasificadas como nevus, mientras que a valores de

P(Melanoma) > 0,4 se clasificaron como melanoma (Tabla 24).
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Tabla 24. Prediccion de las muestras spitzoides de potencial maligno incierto segun el modelo 2.

Muestra Grupo Prediccion
22 TSPMI Nevus
23 TSPMI Nevus
24 TSPMI Melanoma
25 TSPMI Melanoma
26 TSPMI Nevus
27 TSPMI Melanoma
28 TSPMI Nevus
29 TSPMI Melanoma
30 TSPMI Melanoma
31 TSPMI Melanoma
32 TSPMI Nevus
33 TSPMI Melanoma
34 TSPMI Melanoma
35 TSPMI Melanoma
36 TSPMI Melanoma
37 TSPMI Nevus
38 TSPMI Melanoma
39 TSPMI Melanoma
40 TSPMI Nevus

Los heatmaps de metilacion de los dos sitios CpG para todas las muestras (Figura 25.A)

y para los grupos nevus y melanoma son (Figura 25.B):
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Figura 25. Heatmaps de los sitios CpG usados para construir el modelo 2. (A) Todos los grupos. (B) Sélo los grupos

nevusy melanoma.
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Por lo tanto, al comparar los dos modelos se observé que el modelo 1 predecia las muestras
segun el diagnéstico realizado por un patélogo, mientras que en el modelo 2 hay dos muestras
que categorizaba de forma distinta, por lo que ambos modelos predicen de forma idéntica el
90,48% de las muestras (Tabla 25.A). De los 19 tumores de potencial maligno incierto (Tabla
25.B), solo 3 reciben una prediccion diferente entre los dos modelos predictivos, por lo que la
similitud de los modelos a la hora de predecir el comportamiento de los tumores ambiguos es

del 84,21%.

Tabla 25. Prediccidn, segun los modelos 1y 2, de las muestras estudiadas (A) nevus y melanoma 'y (B) TSPMI por
RRBS. En rojo se muestran las predicciones que no coinciden.

A B

Muestra| Grupo |Prediccion 1 | Prediccion 2 Muestra | Grupo | Prediccion 1 | Prediccion 2
1 Melanoma | Melanoma | Melanoma 22 TSPMI Nevus Nevus
2 Melanoma | Melanoma | Melanoma 23 TSPMI Nevus Nevus
3 Melanoma | Melanoma Nevus 24 TSPMI Nevus Melanoma
4 Melanoma | Melanoma | Melanoma 25 TSPMI | Melanoma | Melanoma
5 Melanoma | Melanoma | Melanoma 26 TSPMI Nevus Nevus
6 Melanoma | Melanoma | Melanoma 27 TSPMI | Melanoma | Melanoma
7 Melanoma | Melanoma | Melanoma 28 TSPMI Nevus Nevus
8 Melanoma | Melanoma | Melanoma 29 TSPMI | Melanoma | Melanoma
9 Nevus Nevus Nevus 30 TSPMI | Melanoma | Melanoma
10 Nevus Nevus Nevus 31 TSPMI | Melanoma | Melanoma
11 Nevus Nevus Nevus 32 TSPMI Nevus Nevus
12 Nevus Nevus Nevus 33 TSPMI | Melanoma | Melanoma
13 Nevus Nevus Nevus 34 TSPMI | Melanoma | Melanoma
14 Nevus Nevus Nevus 35 TSPMI | Melanoma | Melanoma
15 Nevus Nevus Nevus 36 TSPMI | Melanoma | Melanoma
16 Nevus Nevus Melanoma 37 TSPMI Nevus Nevus
17 Nevus Nevus Nevus 38 TSPMI Nevus Melanoma
18 Melanoma | Melanoma | Melanoma 39 TSPMI Nevus Melanoma
19 Nevus Nevus Nevus 40 TSPMI Nevus Nevus
20 Nevus Nevus Nevus
21 Nevus Nevus Nevus

6.D. Methylation-Sensitive High Resolution Melting (MS-HRM)

Para validar los resultados obtenidos del estudio RRBS, se optd por estudiar los siete sitios de
metilacion con una técnica independiente. La empresa danesa MethylDetect, especializada en

estudios de metilacidn del ADN, se encargd del disefo de las sondas.

Los siete sitios CpG se encuentran en tres genes (1y 6 en el gen MYO1D; 2, 3,4y 5 en el gen
TEKT4P2;y 7 en el gen PMF1-BGLAP). Durante el estudio de las regiones para disefiar las sondas

especificas, se observd que los sitios CpG del gen MYO1D, al igual que en el gen TEKT4P2, se
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encuentran muy cerca unos de otros. Por lo tanto, finalmente se disefiaron Unicamente tres

sondas distintas, cubriendo cada una de ellas un gen de los anteriormente citados.

El analisis e interpretacidén de los resultados se realizé mediante el LightCycler® 480 Software
Version 1.5 (Roche). Los resultados de los Ct se obtuvieron a partir de la opcién “Abs Quant/2nd
Derivative Max”, mientras que las curvas de metilacion se estudiaron con los softwares “Tm
Calling” y “Gene Scanning”. Asi, se consiguieron los valores de Ct y se pudo observar los
diferentes niveles de metilacion. Para tratar los datos con objetividad, se utilizé el valor de la
altura de los picos obtenidos en las “Tm Calling”. Se generaron de forma manual dos picos: Tm1
(pico de no-metilacidn) y Tm2 (pico de metilacion) (Figura 26). En base a los valores obtenidos
para la altura de los picos y, utilizando los controles positivos de cada kit como recta patrdn, se

pudo interpolar los valores y obtener el porcentaje de metilacidn de las muestras.

Melting Peaks

107.024] g
97.024
87.024
77.024]
67.024
57.024-
47.024]
37.024
27.024]
17.024]

7.024 e

-(d/dT) Fluorescence (465-510)

66 68 70 72 74 7 78 80 8 84 8 8 90 92 9 B

Temperature (*C)
Manual TM
‘Vl M Tmi |79 97

O~ Tm2 |34 10

¥ Manual Tm Method

Figura 26. Captura del programa LightCycler®480 Software Version 1.5 (Roche). En la opcién “Tm Calling” se observan
los picos obtenidos. Se generan de forma manual dos picos, Tm1 (no metilacién, en color rojo) y Tm2 (metilacion, en
color verde).

Se llevd a cabo una primera fase para poner a punto la metodologia MS-HRM y comprobar la
eficiencia de las sondas disefiadas para los genes PMF1, MYO1D y TEKT4P2. Se realizaron un
total de 6 experimentos diferentes para observar la eficiencia de las sondas, utilizando
Unicamente los ADN control incluidos en el kit de MS-HRM de cada uno de los tres genes

estudiados.

De los resultados obtenidos para el gen PMF1 se pudieron observar diferentes niveles de
metilacion que correspondian a cada uno de los controles, en los que las curvas mas inferiores
se deben a niveles de metilacion menores o nulos, mientras que las curvas superiores

corresponden a niveles de metilacién elevados (Figura 27).
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Figura 27. Curvas normalizadas de melting obtenidas para el gen PMF1.

Si tenemos en cuenta los picos de metilacidn (Figura 28), los situados a la izquierda del grafico
corresponden a niveles de metilacion menores o nulos, y los de la derecha a niveles de

metilacién elevados.

—— B2: 0% Met ——— B3: 0% Met B8: 0% Met —— B9: 0% Met
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—— D2: Calibration Control 2 ——— D3: Calibration Control 2 D8: Calibration Control 2 —— DS: Calibration Control 2
- E2: Calibration Control 3 ——— E3: Calibration Control 3 ES: Calibration Control 3 —— E9: Calibration Control 3
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Figura 28. Picos de melting obtenidos para el gen PMF1.
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Se observé que los valores Ct obtenidos del gen PMF1 estaban comprendidos entre 32 y 37,
siendo mas elevados de lo estimado, ya que se considera que los valores de Ct deberian ser

inferiores a 30 (Figura 29).

Results
Inc  Pos MName Type CP Concentration
= Bz 0% Met Unknown 3382
= B3 0% Met Unknown 3323
= B8 0% Met Unknown 3345
= BY 0% Met Unknown 33.60
=) C2 Calibration Control 1 Unknown 3732
=) C3 Calibration Control 1 Unknown 36.22
=) C8 Calibration Control 1 Unknown 36.01
=) C8 Calibration Control 1 Unknown 36.76
=) D2 Calibration Control 2 Unknown 33.35
=) D3  Calibration Control 2 Unknown 3283
=) D8  Calibration Control 2 Unknown 3253
=) D5  Calibration Control 2 Unknown 32.89
=) E2 Calibration Control 3 Unknown 3276
=) E3 Calibration Control 3 Unknown 3294
=) EB  Calibration Control 3 Unknown 33.01
=) ES Calibration Control 3 Unknown 33.50
= F2  100% Met Unknown 3473
= F3  100% Met Unknown 36.39
= F& 100% Met Unknown 35.19
= F9  100% Met Unknown 38.14

Figura 29. Resultados de la técnica MS-HRM para el gen PMF1. Valores de Ct (CP) obtenidos para las muestras
controles.

Dado que los valores de Ct eran muy elevados para un analisis éptimo del porcentaje de la
metilacion y que la cantidad de ADN por muestra era muy limitada, se priorizaron los otros dos

genes y se descartd el estudio del gen PMF1.

Los valores de Ct que se obtuvieron para el gen MYO1D oscilaban entre 27 y 32, considerandose

aceptables para su posterior andlisis (Figura 30).

87



Results

Inc | Pos Name Type CcP Concentration
) B4 0% Met Unknown 337
) B5 0% Met Unknown 3210
E | B10 0% Met Unknown 30.78
B | B11 0% Met Unknown 3148
M | C4 Calibration Control 1 Unknown 3240
) C5  Calibration Control 1 Unknown 31.76
B | C10 Calibration Control 1 Unknown 3253
B | C11 Calibration Control 1 Unknown 33.10
M | D4 Calibration Control 2 Unknown 32.06
M | D5 Calibration Control 2 Unknown 3204
B | D10 Calibration Control 2 Unknown 3320
= D11  Calibration Control 2 Unknown 319
) E4 Calibration Control 3 Unknown 29.89
) E5S  Calibration Control 3 Unknown 30.30
i | E10 Calibration Gontrol 3 Unknown 30.32
B | E11 Calibration Control 3 Unknown 2948
ol F4  100% Met Unknown 2797
) F5  100% Met Unknown 2778
M | F10 100% Met Unknown 2781
=) F11  100% Met Unknown 2713

Figura 30. Resultados de la técnica MS-HRM para el gen MYO1D. Valores de Ct (CP) obtenidos para las muestras
controles.

Al igual que en el gen PMF1, se obtuvieron las graficas con las curvas (Figura 31) y los picos

(Figura 32) de melting para el gen MYO1D.
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Figura 31. Curvas normalizadas de melting obtenidas para el gen MYO1D.
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Metting Peaks
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Figura 32. Picos de melting obtenidos para el gen MYO1D.

Los resultados obtenidos para el gen TEKT4P2 en esta fase del estudio mostraron que era el gen

con mejores valores de Ct, entre 26 y 28 (Figura 33).

Rosults
Inc  Pos Namo Type CP  Concentraton
® | F2 Control1 Unroan 2838
® | F3 Controi2 Unikrown 2777
@ | F4 Control3 Unsrown %27
@ | F5 100% Met Uneroan 2639
@ | F6 Negative Control Unikrown

@ | Gt 0% Met Unikron 5%
@ | G2 Conol1 Unikrown 2878
® | G3 Controi2 Unikrown 2754
@ | G4 Contral3 Uniroown 2600
@ | G5 100% Met Unknown 2638
& | G6 Negathe Control Unknown

@ | HI 0% Met Urknown 2647
@  H2 Control1 Unknown 2858
@ | H3 Control2 Unknown 2796
@  H4 Contral3 Unknown 2589
@ | H5  100% Met Unknown 2671
@ | H6 Negative Control Unknown

Figura 33. Resultados de la técnica MS-HRM para el gen TEKT4P2. Valores de Ct (CP) obtenidos para las muestras
controles.

Se obtuvieron las curvas (Figura 34) y los picos (Figura 35) de melting para el gen TEKT4P2.
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Normalized Melting Curves
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Figura 34. Curvas normalizadas de melting obtenidas para el gen TEKT4P2.
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Figura 35. Picos de melting obtenidos para el gen TEKT4P2.

La segunda fase fue validar las muestras de parafina de pacientes con lesiones melanociticas

(nevus, TSPMIy melanoma). Se realizaron 4 experimentos de validacion.

En el primer experimento se queria comprobar que la técnica funcionaba con las muestras
parafinadas y éstas habian sido convertidas con bisulfito correctamente. Para ello partimos de
un total de 9 muestras, utilizando tres muestras de cada uno de los grupos bioldgicos, y
utilizando Unicamente las sondas del gen TEKT4P2, ya que era el gen que mejores resultados
brindd en la primera fase. Los resultados obtenidos fueron correctos, y mostraban una mayor
metilaciéon en las muestras de melanoma spitzoide (24,3%) respecto a los nevus (11,3%). El

porcentaje de metilacion de las lesiones TSPMI era de 18,76%.
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Visto que los resultados fueron correctos, se realizd el segundo experimento con 24 muestras
(8 nevus, 8 TSPMI y 8 melanomas) para los genes TEKT4P2 y MYO1D. Para el gen TEKT4P2, se
observé una mayor metilaciéon en las muestras de melanomas spitzoides (28,8%) que en las
muestras de lesiones spitzoides benignas (16,9%), siendo una diferencia estadisticamente
significativa con un p-valor < 0,0001. Las muestras del grupo de lesiones spitzoides ambiguas se
podrian distribuir segun tuvieran un comportamiento similar a nevus o a melanoma en funcién
del porcentaje de metilacién, siendo necesario establecer un punto de corte para poder

clasificarlas con seguridad (Tabla 26).

Tabla 26. Clasificacion de las lesiones TSPMI del segundo experimento MS-HRM en funcion del porcentaje de
metilacion de TEKT4P2.

TSPMI % promedio de metilacion Clasificacion

1 18,51 Nevus

2 23,77 Posible melanoma
3 22,14 Posible melanoma
4 14,27 Nevus

5 7,41 Nevus

6 16,73 Nevus

7 41,64 Melanoma

8 30,81 Melanoma

Por otro lado, los resultados obtenidos para el gen MYO1D mostraron que no habia diferencias
en los niveles de metilacion entre las muestras de nevus (9,2%), TSPMI (9,2%) y melanoma
(11,3%) spitzoides. El analisis estadistico para el valor de Tm1, correspondiente a los niveles no

metilados, no mostré diferencias significativas (p-valor = 0,4071).

Realizamos un tercer experimento, para aumentar el nimero de casos estudiados. Se analizaron
7 nuevas muestras de cada grupo biolégico (21 muestras en total). En esta prueba no se
obtuvieron resultados satisfactorios ya que todos los valores obtenidos parecian como no
metilados. Posiblemente, el proceso de tratamiento con bisulfito de las muestras fallé, y como

se utilizé todo el volumen de la muestra disponible, no se pudo repetir el experimento.

Por ese motivo, se seleccionaron nuevas muestras para realizar un cuarto experimento. Se
escogié una nueva cohorte de 8 nevus, 6 TSPMI y 6 melanomas (22 muestras en total), para
estudiar los niveles de metilacion de TEKT4P2 y MYO1D. Se confirmé la existencia de una mayor

metilacion en los tumores spitzoides malignos (9,4%) que en los benignos (1,6%), con una
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diferencia estadisticamente significativa (p-valor < 0,0006) cuando se estudié el gen PMF1. Las
lesiones TSPMI se podrian clasificar en funcion del porcentaje de metilacion en comportamiento
similar a nevus o a melanoma, siendo necesario establecer un punto de corte para poder

clasificarlas con seguridad (Tabla 27).

Tabla 27. Clasificacion de las lesiones TSPMI del cuarto experimento MS-HRM en funcion del porcentaje de
metilacion de TEKT4P2.

TSPMI % promedio de metilacion Clasificacion
9 2,7 Nevus
10 0,95 Nevus
11 8,77 Melanoma
12 5,48 Posible melanoma
13 2,44 Posible nevus
14 -0,27 Nevus
15 3,06 Posible nevus
16 8,55 Melanoma

En este nuevo estudio se observd que, al igual que en el segundo experimento, no existian
diferencias significativas en los niveles de metilacién entre las muestras nevus, TSPMI y

melanoma para el gen MYO1D (p-valor = 0,975).

6.E. PCR a tiempo real de genes

Dado que tanto el gen PMF1 como el gen MYO1D no pudieron ser validados mediante la técnica

MS-HRM, no fueron seleccionados para ser estudiados por PCR a tiempo real.

Los datos obtenidos tras la PCR cuantitativa del gen TEKT4P2 procedentes de las réplicas técnicas
se analizaron con el software “Design and Analysis”, dentro de la aplicacion ThermoFisher
Connect. Los datos se exportaron y se analizaron con el programa estadistico GraphPad Prism 9,

utilizando el gen 18S y GAPDH como controles enddgenos.

Se descartd el uso del gen GAPDH como control enddgeno porque no se amplificaba en muchas
de las muestras, y en aquellas en las que si presentaban una curva de amplificacién, el Ct era

muy elevado y no era uniforme.
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Se establecieron entonces unos valores umbral para los genes TEKT4P2 y 18S, y posteriormente
se realizé la cuantificacién relativa mediante el método 2-ACt (foldchange), utilizando el

promedio de Ct los valores obtenidos para ambos genes en cada una de las muestras.

Todas las muestras presentaron amplificacién para el gen control 18Sy el Ct promedio era 19,77.
Tres muestras no se amplificaron cuando se estudié el gen TEKT4P2 (dos muestras nevus y una
muestra TSPMI), y el Ct promedio para este gen fue 35,55. Se analizaron los datos mediante un
test Kruskal-Wallis para comparar el foldchange entre las muestras nevus, TSPMI y melanoma,
obteniendo que el estudio no es significativo (p-valor = 0,3749), por lo que no hay diferencias
en la expresion de ARN mensajero del gen TEKT4P2 entre los diferentes tipos de lesiones

spitzoides (Figura 36).
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Figura 36. Expresion del gen TEKT4P2 en funcidn del diagndstico.

6.F. PCR a tiempo real de miRNAs

Los datos obtenidos tras la PCR cuantitativa de los miRNAs estudiados procedentes de las
réplicas técnicas se analizaron con el software “Design and Analysis”, dentro de la aplicacién
ThermoFisher Connect, utilizando el gen RNU6B como control enddgeno. Se establecieron unos
valores umbral para cada uno de los miRNAs y posteriormente se realizd la cuantificacidon
relativa mediante el método 2-ACt, utilizando el promedio de los valores obtenidos para cada
uno de los miRNAs respecto con el promedio de expresion del gen endégeno RNU6B en cada

una de las muestras.

Se realizd un estudio de correlacidn entre los valores de foldchange de cada miRNA (Tabla 28),
observando que excepto en 2 casos, todas las correlaciones son positivas, es decir, que el
aumento de expresion de un miRNA conlleva el aumento de expresién de otro. Ademas, la

mayoria de correlaciones fueron significativas (p-valor < 0,05).
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Tabla 28. Correlacion entre los diferentes miRNAs, expresado como el coeficiente de correlacion rho y (p-valor).
** = (p-valor < 0,01); *** = (p-valor < 0,001)

miRNA miR-125 miR-137 | miR-182 miR-191 | miR-200c | miR-205 miR-21 miR-211 miR-221 miR-9
miR-125 0,3736 0,3887 0,662 0,3528 0,4287 0,546 0,2112 0,4252 0,2577
(0,0016**) |(0,0009***)|(0,0000***)| (0,0040**) [(0,0001***)|(0,0000***)| (0,3358) |(0,0002***)| (0,1192)
) 0,1644 0,2786 -0,2346 0,3971
miR-137 0,0822 (1) (0,7896) 0,0103 (1) | 0,0808 (1) (0,0641) (0,2239) |(0,0006%*%) -0,0824 (1)
miR-182 0,5495 0,913 0,851 0,2027 0,4945 0,3779 0,4584
(0,0000***)|(0,0000***)[(0,0000***)| (0,3812) |(0,0000***)| (0,0014**) |(0,0000***)
miR-191 0,5061 0,5599 0,6388 0,6143 0,5066 0,4397
(0,0000***)|(0,0000***) |(0,0000***) |(0,0000***) |(0,0000***) |(0,0001***)
3 0,9264 0,1628 0,4879 0,326 0,4175
miR-200c
(0,0000***)| (0,7896) [(0,0000***)( (0,0117*) [(0,0002***)
miR-205 0,2326 0,5302 0,4292 0,4144
(0,2239) |(0,0000***)((0,0001***)|(0,0003***)
miR-21 0,1675 0,5047 0,1265 (1)
(0,7896) |(0,0000***)[ ™
miR-211 0,2237 0,4823
(0,2616) |(0,0000***)
miR-221 0,1043 (1)
miR-9

La siguiente tabla recoge el estudio estadistico descriptivo para los miRNAs, y el valor predictivo

(p-valor) de éstos para predecir el diagndstico (Tabla 29):

Tabla 29. Descripcion de los miRNAs en funcion del diagndstico y su valor predictivo.
Prueba exacta de Fisher. * = (p-valor < 0,05); ** = (p-valor < 0,01)

Desviacion
Variable Diagnéstico n media Mediana Minimo Maximo p-valor
tipica (sd)
Melanoma 22 91,83 103,85 53,99 5,52 404,22
miR-125 Nevus 39 96,62 83,48 66,95 11,62 320,9 0,2906
TSPMI 44 124,59 111,43 108,32 5,89 495,93
Melanoma 22 0,117 0,155 0,0558 0,000457 0,547
miR-137 Nevus 39 2,27 4,9 0,14 0,00406 19,6 0,0048**
TSPMI 44 2,87 7,19 0,288 0,0024 37,1
Melanoma 22 | 0,79879 0,87769 0,37749 0,0207 3,01467
miR-182 Nevus 39 | 0,69358 0,69992 0,47074 0,00559 2,63902 0,0292*
TSPMI 44 1,44815 1,77141 0,92919 0,02239 9,84233
Melanoma 22 1449 160,7 75 38,3 698
miR-191 Nevus 39 113,1 68 84,7 234 317,1 0,058
TSPMI 44 167,4 123,6 125 20,3 680,8
Melanoma 22 25,5215 30,388 11,2358 0,0926 102,8215
miR-200c Nevus 39 22,9099 23,2912 17,0063 0,0434 99,5260 0,0739
TSPMI 44 | 43,5477 54,7318 24,5086 0,3792 289,8171
Melanoma 22 25,3 38,5 9,6 0,00306 149
miR-205 Nevus 39 21,8 22,6 18,2 0,00559 112 0,022*
TSPMI 44 43,9 48,3 28,3 0,119 190
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Melanoma 22 251 313 167 43,7 1.480
miR-21 Nevus 39 177 112 151 0,00894 464 0,1907
TSPMI 44 253 205 205 26,1 995
Melanoma 22 882,54 1.600,62 344,13 8,8 7.151,35
miR-211 Nevus 39 658,56 1.019,88 240,52 0,28 3.519,12 0,5024
TSPMI 44 | 1.072,07 2.055,17 302,07 2,36 10.854,44
Melanoma 22 20,168 39,606 7,932 1,036 192,538
miR-221 Nevus 39 12,739 12,698 9,422 0,791 73,364 0,0396*
TSPMI 44 24,795 27,113 15,331 1,040 135,298
Melanoma 22 0,807 1,0459 0,2364 0,0364 3,5113
miR-9 Nevus 39 0,7418 2,0174 0,2469 0,0863 12,7905 0,1309
TSPMI 44 1,2392 2,334 0,4371 0,0693 12,7905

Tras el analisis de los resultados obtenidos de expresion de los miRNAs analizados en todas las

muestras, se pudo observar que solo los niveles del miR-137, miR-182, miR-205 y miR-221

pueden servir como predictores del grupo bioldgico (nevus, TSPMI y melanoma) (Figura 37).

Observando la Tabla 32 podemos ver que los valores de medianas son menores en el grupo de

melanoma de aquellos miRNAs significativos, por lo que cuando el diagndstico es de mayor

malignidad, el valor de los miR-137, miR-182, miR-205 y miR-221 es menor. Es decir, valores

bajos de los 4 miRNAs apoyan el diagndstico de melanoma spitzoide.
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Figura 37. Expresion de los miRNA diferencialmente expresados en funcion del diagndstico. (A) miR-137 (B) miR-182 (C) miR-205
(D) miR-221.

Sin embargo, cuando intentamos identificar un punto de corte en los miRNAs que permitiera
clasificar las muestras TSPMI como nevus o melanoma vimos que no era posible. Se debe al
hecho de que, para la mayoria de los miRNAs, el rango de valores de nevus estd contenido o
contiene el de melanoma, es decir, no hay valores de corte que permitan sin lugar a dudas
identificar un caso como nevus o melanoma. Ademas, de forma general, el rango de valores de

TSPMI es el mas amplio y contiene a los valores de nevus y melanoma (Figuras 38-47).
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TSPMI 1 5.889 495.933
Nevus 1 11.624 320.905
Melanoma 1 5517 404.22
400 600
Figura 38. Valores minimo y maximo de miR-125b segtn diagndstico.
TSPMI A 0.002 A7-143
Nevus 1 0.004 19.589
Melanoma A
-10 20 30 40
Figura 39. Valores minimo y mdximo de miR-137 segun diagndstico.
TSPMI 1 0.022 9.842
Nevus 1 0.006 2655
Melanoma 1 0.021
8 12

Figura 40. Valores minimo y maximo de miR-182 segtn diagndstico.




TSPMI A 20.322 680.759
Nevus 1 23.442 ‘ & 3i7.145
Melanoma A 38.319 697.96
0 200 400 600 800
Figura 41. Valores minimo y mdximo de miR-191 segtin diagndstico.
TSPMI A1 0.379 289.817
Nevus 1 0.043 y ) 99.526
Melanoma 1 0.093 © 102.821
-100 0 100 200 300 400
Figura 42. Valores minimo y mdximo de miR-200c segun diagndstico.
TSPMI A 0.119 190.019
Nevus 1 0.006 @& 112.05
Melanoma 1 0.003 . € 149.5

0 100 200

Figura 43. Valores minimo y mdximo de miR-205 segtin diagndstico.
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TSPMI 1 26.1 994.619
Nevus 1 0.009 464.328
Melanoma 43.683 1483.719
0 500 1000 1500
Figura 44. Valores minimo y mdximo de miR-21 segun diagndstico.
TSPMI A 2.359 10854.444
Nevus 1 0.28 3519.118
Melanoma 1 8.803 7151.345
5000 10000
Figura 45. Valores minimo y mdximo de miR-211 segtn diagndstico.
TSPMI 1 1.04 135.298
Nevus 1 0.791 73.364
Melanoma 1 1.036 192,538
0 100 200
Figura 46. Valores minimo y maximo de miR-221 segtn diagndstico.
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TSPMI A 0.069 { 12.588

Nevus 1 0.086 ‘ 12.79

Melanoma 0.036 . 3511

Figura 47. Valores minimo y mdximo de miR-9 segun diagndstico.

6.G. Relacion entre metilacion y miRNAs

Para esta relacion, estudiamos Unicamente las 40 lesiones spitzoides de las que se hizo el estudio
de metilacion. Como hemos visto anteriormente en la Tabla 19, todos los cg diferencialmente
metilados estaban significativamente relacionados con la variable diagndstico, observando que,

a mayor grado de metilacién, mayor riesgo de melanoma.

Al realizar el estudio descriptivo y predictivo de los miRNAs para esta seleccion de casos, vimos

que solo cuatro fueron determinantes significativamente para el diagndstico (Tabla 30).
Tabla 30. Descripcion de los miRNAs en funcion del diagndstico y su valor predictivo en las 40 muestras estudiadas

por RRBS.
Prueba exacta de Fisher. * = (p-valor < 0,05); ** = (p-valor < 0,01)

Desviacion
Variable Diagnéstico n media Mediana Minimo Maximo p-valor
tipica (sd)
Melanoma 9 107,96 97,57 55,41 8,82 322,24
miR-125 Nevus 12 96 90,9 59,45 16,13 320,9 0,1654
TSPMI 19 172,6 139,1 124,5 16,29 495,93
Melanoma 9 0,123 1,73 0,0496 0,000457 0,523
miR-137 Nevus 12 0,546 1,04 0,128 0,0162 3,42 0,1143
TSPMI 19 1,43 3,37 0,182 0,00415 13,8
Melanoma 9 0,88751 1,0887 0,25774 0,07944 3,01467
miR-182 Nevus 12 | 0,59619 0,60375 0,50368 0,00559 2,00973 0,0021**
TSPMI 19 2,22227 2,23993 1,30224 0,42928 9,84233
Melanoma 9 216,7 216,1 136,7 47,8 698
miR-191 Nevus 12 146,2 95 114,2 23,4 317,1 0,0719
TSPMI 19 248,6 139,5 228,7 69,4 680,8
Melanoma 9 26,6237 37,8282 9,0945 0,0926 102,8215
miR-200c 0,0142*
Nevus 12 | 22,5517 25,1478 14,1578 0,0434 80,1706
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TSPMI 19 | 64,5890 68,3635 45,0983 10,3317 | 289,8171
Melanoma 9 26,4 38,7 9,69 0,00306 112
miR-205 Nevus 12 18,5 20,2 11,5 0,0059 64 0,0075**
TSPMI 19 67,7 60,4 41,6 7,71 190
Melanoma 9 394,6 438,2 271,7 90 1.483,7
miR-21 Nevus 12 193,4 108,9 158,2 48,7 422,3 0,2521
TSPMI 19 328,3 253,6 236,6 89,7 994,6
Melanoma 9 519,86 512,99 355,57 14,37 1.528,6
miR-211 Nevus 12 737,01 1.131,73 264,97 0,28 3.519,12 0,2069
TSPMI 19 | 1.639,68 2682,2 1.052,06 61,61 10.854,44
Melanoma 9 34,555 60,254 16,610 1,036 192,538
miR-221 Nevus 12 15,882 20,079 8,803 0,791 73,364 0,0821
TSPMI 19 30,948 30,439 18,164 2,3010 135,298
Melanoma 9 1,1463 1,2321 0,5779 0,0557 3,5113
miR-9 Nevus 12 0,3924 0,4328 0,2116 0,0863 1,5659 0,0105*
TSPMI 19 2,0793 3,2305 0,6954 0,3331 12,5882

Contemplando todas las muestras, los miRNAs predictores eran miR-137, miR-182, miR-205 y
miR-221. Sin embargo, estudiando las 40 muestras vimos que solo se mantienen como miRNAs
predictores el miR-182 y el miR-205; y, ademas, también lo eran el miR-200c y el miR-9. Con las
medianas, pudimos observar que valores bajos de miR-182, miR-205, miR-200c y miR-9 estaban

asociados a una mayor probabilidad de melanoma.

Dado que técnicamente el estudio de miRNAs es mas sencillo y podria introducirse de rutina en
los centros hospitalarios, se intenté averiguar si éstos podrian sustituir el estudio de metilacién

para diagnosticar de forma fiable.

Mediante el coeficiente de correlacidn de Spearman podemos estimar la relacién entre el grado
de metilacidn y los niveles de expresién de los miRNAs. Tras analizar la correlacion (rho) y el
valor de p (P) para el contraste cuya hipdtesis nula es que la correlacion es cero, pudimos ver
que las correlaciones mas altas y significativas se daban entre variables de la misma naturaleza,
es decir, sitios de metilacidon por una parte y miRNAs por otra (Tabla 31). Por lo tanto, no eran
variables relacionadas porque no habia correlaciones significativas entre una variable de

metilacion (ninguno de los siete sitios) y otra de miRNA.
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Tabla 31. Correlaciones significativas entre los sitios de metilacion y los miRNAs.

Variable 1 Variable 2 rho 95% IC P
miR200c miR205 0,94 [0,89 - 0,97] <0,001***
miR182 miR200c 0,94 [0,89-0,97] <0,001***
miR182 miR205 0,89 [0,80 - 0,94] <0,001***
miR191 miR211 0,78 [0,61-0,88] <0,001***

G9826086 G31149858 0,78 [0,61-0,88] <0,001***
miR125b miR191 0,73 [0,53-0,85] <0,001***
miR182 miR191 0,73 [0,53-0,85] <0,001***
miR191 miR205 0,72 [0,52-0,84] <0,001***

G31149858 G156186376 0,72 [0,51-0,84] <0,001***
miR191 miR200c 0,69 [0,48 - 0,83] <0,001***
miR125b miR205 0,68 [0,46 - 0,82] <0,001***

G9826034 G156186376 0,67 [0,44 - 0,81] <0,001***

G9825882 G156186376 0,66 [0,43-0,81] <0,001***
miR125b miR200c 0,66 [0,43-0,81] <0,001***

G9826034 G9826086 0,65 [0,42 -0,81] <0,001***
miR125b miR182 0,64 [0,40 - 0,80] < 0,001***

G9826086 G156186376 0,64 [0,40 - 0,80] 0,001**

G9825882 G9826034 0,63 [0,40-0,79] 0,001%*
miR191 miR21 0,63 [0,39-0,79] 0,001**
miR125b miR21 0,63 [0,38-0,79] 0,002**

G9826034 G31149858 0,63 [0,38-0,79] 0,002**
miR205 miR211 0,62 [0,37-0,78] 0,003**
miR182 miR9 0,62 [0,37-0,78] 0,003**

G9825862 G9826034 0,61 [0,36-0,78] 0,004**

G31149610 G156186376 0,60 [0,35-0,77] 0,005**

(G9825882 G9826086 0,59 [0,33-0,76] 0,008**

G9825862 G31149858 0,57 [0,31-0,75] 0,013*
miR182 miR211 0,57 [0,30-0,75] 0,014*
miR191 miR221 0,55 [0,28 - 0,74] 0,023*

G9825882 G31149610 0,55 [0,28 - 0,74] 0,025*

G9825862 G9826086 0,55 [0,28 - 0,74] 0,026*
miR200c miR211 0,55 [0,28 - 0,74] 0,027*

G9825882 G31149858 0,53 [0,26 - 0,73] 0,043*
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Ademas, mientras que individualmente ninguna variable de miRNA era una buena predictora
del diagnéstico en dos niveles (es decir, nevus vs melanoma), los niveles de metilacién de los
siete cg descritos si son buenos predictores. Asi, el disefio del estudio no permitié responder de
forma precisa a la fiabilidad de los miRNAs para diagnosticar las lesiones spitzoides en

sustitucion del estudio de los cg estudiados.

Dado que disponiamos de la prediccién bioinformatica de unos TSPMI segun su grado de
metilacion para su posible comportamiento como nevus o como melanoma, podiamos crear una
regla, hipotética y tedrica, de clasificacién de las lesiones ambiguas en funcién de los niveles de

miRNAs de esas muestras concretas.
Se procedid de la siguiente forma:

1. Se seleccionaron los 40 casos que disponiamos clasificados segun la prediccidon
bioinformatica del modelo 1.

2. Creamos una regla de clasificaciéon de estos 40 casos a partir de los miRNAs. Para ello,
se uso la técnica de arbol (Figura 48). El arbol visualiza la regla de clasificacion
identificada. Se observaron ocho nodos de divisidn a partir de cinco miRNAs: miR-182,
miR-137, miR-200c, miR-21 y miR-205. Esto dio lugar a nueve nodos finales, de los que
cuatro suponian el 80% de los casos (32 de los 40 casos):

e SimiR-182 < 2,6 y miR-137 2 0,1 y miR-21 < 624 y mir-205 < 49 (13 casos), las
lesiones ambiguas se clasifican como nevus.

e SimiR-182 < 2,6 y miR-137 < 0,1 y miR-200c < 26 y miR-182 > 0,067 (9 casos),
los TSPMI se clasifican como melanoma (89% de probabilidad).

e SimiR-182 > 2,6 (6 casos), los tumores atipicos se clasifican como melanoma.

e SimiR-182 < 2,6 y miR-137 < 0,1 y miR-200c = 26 y miR-137 < 0,033 (4 casos),
las muestras TSPMI se clasifican como nevus.

e Para el resto de nodos terminales, que suponen 8 pacientes restantes, se

procede de forma similar.
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Figura 48. Arbol de clasificacion diagnéstica hipotética para las lesiones TSPMI a partir de los miRNASs.

3. Determinamos la calidad de la clasificacién intra-muestral: Se observé que, de los 9
nodos finales, solo en uno (el segundo) persistian dos tipos de diagndstico, siendo el
mayoritario de este nodo el de melanoma (8 de los 9 casos). Es decir, si aplicamos la
regla de clasificacion a la misma muestra usada para su definicién, se producia un error
de un caso de 40 (2,5%). Si nos quedabamos con tres niveles de clasificacion (cinco
nodos terminales y cuatro variables de clasificacién), el error se daba en 3 de los 40
casos (10%). Esta regla de clasificacidn se realizd solo con 40 casos y no permite estimar
la calidad de la clasificacién ante nuevas observaciones. Debe tomarse, por tanto, como
un estudio preliminar y poco robusto.

4. Clasificamos el resto de casos TSPMI para los que no se disponia de su clasificacién
bioinformatica: usamos la regla de clasificacién generada para clasificar el resto de
diagndsticos TSPMI, es decir, aquellos casos ambiguos que no se habian estudiado por

RRBS. De los 25 casos predichos, 17 se catalogaron como nevus y 8 como melanoma.
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6.H. Relacion entre metilacidn y variables clinicas e histoldgicas

Se hizo un estudio para relacionar cada una de las variables de metilacién, es decir, los valores
de metilacidon de cada cg diferencialmente metilado encontrado en el analisis de RRBS, con el

resto de variables clinicas e histoldgicas.

En la siguiente tabla (Tabla 32) se muestran Unicamente aquellas variables significativas (p-valor
< 0,05) para los sitios de metilacion 1 (cg31149610 — Figura 49), 2 (cg9826086 — Figura 50), 3
(cg9825862 — Figura 51), 4 (cg9825882 — Figura 52), 5 (cg9826034 — Figura 53), 6 (cg31149858 —
Figura 54) y 7 (cg156186376 — Figura 55).

Tabla 32. Variables clinicas significativas para los sitios de metilacion.

Desviacion
CpG ID NO. Variable Tipo n | media tipica | Mediana | Minimo | Maximo p-valor
(sd)
T Si 7| 52 27 45,8 14,3 98,4
1 Mlto.:]sarr)r;)::lnda / 0,014*
g No 32 25 26,6 25,7 0 100
0-2 29| 20,147 15,734 17,798 0,195 63,861
Mitosis/mm?2 3-6 8 | 29,307 10,071 26,21 13,967 | 50,806 0,0491*
26 2 | 46,104 12,482 46,104 | 37,278 54,93
i Si 12| 32,83 13,533 29,03 13,967 54,93
Mitosis atipica 0,0081**
No 27| 19,147 15,604 17,651 0,195 63,861
Mitosis profunda / si 7 | 35,754 16,211 37,278 | 13,967 | 54,93 0.0370*
2 marginal No 32 | 20,645 15,04 20,713 | 0,195 | 63,861
Inflamacion si 7 | 10,393 8,064 9,042 | 0,298 | 23,969 0.024*
peritumoral No 25| 25,777 17,137 24,082 0,195 63,861 ’
Inflamacién si 9 | 10,886 9,09 9,042 | 0,298 | 24,082 0.0156*
intratumoral No 24| 27,53 16,769 26,188 | 0,195 | 63,861 ’
Esclerosis / Si 7 13,521 7,392 13,967 | 0,195 | 23,969 0.0370%
esmoplasia No 32| 25,509 16,798 25,665 0,298 63,861 ’
Si 12 | 18,467 11,599 18,418 0,291 41,998
3 Mitosis atipica 0,0049**
No 27| 7,344 9,33 1,854 0 32,002
Cabeza/ Cuello 3 | 40,049 15,653 32,286 | 29,795 | 58,066
Tronco 5| 5,166 7,592 0,238 0,062 17,2
E .
cupe :i‘;:i':;d::f:bms 10 | 28,647 21,813 28,749 | 0,138 | 64,048
Locallzac.u’)n dela 0,025*
lesion
4 E i
_ Extremidades 6 | 7,845 10,388 2,875 0 | 24,09
inferiores y cadera
No especificado 16 | 23,848 24,43 17,14 0 96
Si 13| 35,74 23,4 28,62 13,35 96
Propagacion pagetoide 0,0014**
No 26| 14,04 17,7 7,41 0 58,07
5 Mitosis/mm2 0-2 29| 14,56 11,3 14,57 0 43,54 0,0045**
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3-6 8 | 26,59 8,38 25,56 | 15,75 | 44,02
%6 2 | 32,13 13,9 32,13 | 22,31 | 41,9
Si 12| 27,74 8,84 2415 | 15,75 | 44,02
Mitosis atipica 0,0003***
No 27| 13,56 10,85 14,53 0 43,54
Mitosis profunda / Si 7 | 30,47 9,04 26,45 | 22,31 | 44,02 0.0013+%
marginal No 32| 15,18 11,01 15,62 0 43,54
Inflamacién Si 7| 7,477 6,088 7,313 | 0,032 | 15,748 0.0252*
peritumoral No 25 20,112 11,671 20,862 0 44,024 ’
Inflamacién si 9 | 8,453 6,962 7,313 | 0,032 | 20,098 0.0108"
intratumoral No 24 | 21,508 10,606 22,195 0 44,024 ’
Mujer 17| 8,84 8,54 5,77 0 31,25
Género 0,0154*
Hombre 11| 16,36 7,98 13,42 6,83 30,63
si 12| 17,27 9,14 17,33 1,84 | 31,25
Mitosis atipica 0,0115*
No 27| 9,69 7,68 7,5 0 28,75
Mitosis profunda / si 71 17,79 6,99 15,97 837 | 30,63 0.0308*
marginal No 32| 10,76 8,72 7,68 0 31,25
Inflamacién si 9| 4,62 4,35 4,29 0 13,25 0.0070%*
intratumoral No 24| 14,14 9,02 14,09 0 31,25 ’
Esclerosis / si 7| 5,59 4,92 5,77 0 14,08 0.0232°
desmoplasia No 32| 13,43 8,86 13,72 0 31,25 ’
Cabeza / Cuello 3 32,823 7,071 36,743 | 26,99 | 40,735
Tronco 5 | 8,417 6,835 7,692 | 2,704 | 19,973
Extremidades 10| 18,945 13,114 13,131 | 6,126 | 39,041
Localizaciéon de la superiores y hombros
*
lesion 0,0339
_ Extremidades 6 | 15,891 9,342 17,444 | 4122 | 27,438
inferiores y cadera
No especificado | 16 | 19,455 8,951 21,311 | 0,103 | 30,664
Mitosis profunda / Si 7| 29,34 9,178 30,664 | 18,935 | 40,735 0.0076+%
marginal No 32| 16,096 10,336 15,452 | 0,103 | 37,793
Si 23| 22,523 11,318 21,352 | 0,103 | 40,735
Atipia / Pleomorfismo 0,0094**
No 16 | 12,651 8,512 10,018 | 2,704 | 27,438
Inflamacién si 7 | 8,046 6 7,264 | 0,103 | 19,973 00217+
peritumoral No 25| 20,397 11,248 20,274 | 2,704 | 40,735 ’
Inflamacién Si 9 | 10,903 11,422 7,264 | 0,103 | 37,793 0.0815%
intratumoral No 24 | 20,095 10,264 19,863 | 2,704 | 40,735 ’
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Figura 49. Distribucion de las muestras segun el porcentaje de metilacion de cg31149610 respecto a la presencia de
mitosis profunda en funcion del diagndstico.

e
601 60
1]
el
40 40
e ©
-3 2
& &
g L] g . .
g ] ] o .
—al=
20 20
. ° L4
. '3 il —
.
0 P -
02 3.6 =6 o Si
Watasis por mm2 (raso) Mitosis atipica
o —
60 60

.
o .
4 g o
g 4
2
2
- ° —
20 20

=
b3
&
§' i_l_
.
o
: .
0 0 e
Mo Si No Si
Mitosis profunda Infitrado linfootano pentumoral
8 [
80 60
.
. »
40 40
= ®
& . & .
g o g
¢ i : T ——
20 20 by
. . ° ——
o
j,; 3
0 ., 3 0 -
No Si No Si
hitrada Irfocitario inratumoral Esderosis
® Nevus
® TSPMI
® Melanoma

Figura 50. Distribucion de las muestras segun el porcentaje de metilacion de cg9826086 respecto a la presencia de (A)
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intratumoral y (F) esclerosis en funcion del diagndstico.

107



——
40
— °
30
g ’ . -
% - ® Nevus
L =l . . ® TSPMI
é — ® Melanoma
- « e
10 « ®
— =
‘
b “embe :

=
o
)

Mitosis atipica

Figura 51. Distribucion de las muestras segtn el porcentaje de metilacion de cg9825862 respecto a la presencia de
mitosis atipica en funcion del diagndstico.
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diagndstico.

Se pudo observar que la metilacidn de seis sitios (todos excepto el CpG ID 4) estaba relacionada

con uno o varios pardmetros relacionados con la mitosis. A mayor porcentaje de metilacion se

ve un mayor nimero de mitosis, mas mitosis atipicas o mayor presencia de mitosis profundas.

Los CpG ID 2, 5, 6 y 7 influyen en la Infiltrado linfocitario peritumoral, la Infiltrado linfocitario
intratumoral o ambas. Se observd un menor porcentaje de metilacion de estos sitios en aquellas

muestras que muestran Infiltrado linfocitario.

Las muestras que presentan esclerosis tienen un grado de metilaciéon bajo de los CpG ID 2 y 6.
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Un elevado porcentaje de metilacién del CpG ID 4 se vio relacionado con un patrén pagetoide.

Las lesiones spitzoides con este cg hipermetilado suelen localizarse en la cabeza y cuello o en las

extremidades superiores y hombros.

Los hombres presentaban un porcentaje de metilacién alto del CpG ID 6 en comparacion con las

mujeres.

Una sobremetilacion del CpG ID 7 se relacionaba con lesiones situadas en la cabeza y cuello, y

con tumores con atipia o pleomorfismo celular.

Solo la relacién entre el nimero de mitosis y el porcentaje de metilacion del sitio cg9826034

(CpG ID 5) fue significativa (rho = 0,54; p-valor = 0,013) en el estudio realizado entre los sitios de

metilacion y las variables continuas.

6.1. Relacidn entre miRNAs y variables clinicas e histoldgicas

Al igual que con los sitios diferencialmente metilados, se estudio la relacidon de cada uno de los

miRNAs con el resto de variables clinicas e histoldgicas.

En la siguiente tabla se muestran Unicamente aquellas variables significativas (p-valor < 0,05)

para los diferentes miRNAs (Tabla 33):

Tabla 33. Descripcion de los sitios de metilacion en funcion de las variables clinicas e histoldgicas y su valor

predictivo.
miRNA Variable Tipo n media Dles.wacmn Mediana | Minimo | Maximo p-valor
tipica (sd)
Cabeza / Cuello 12 126,71 127,51 97,59 13,46 495,93
Tronco 13 | 172,59 125,83 155,09 26,58 481,7
Localizacién E)ftremldades 25 | 121,44 104,81 85,81 5,52 404,22 | 4 0296*
de la lesion superiores y hombros s
_ Extremidades 21 | 65,38 62,65 37,74 58 | 267,61
inferiores y cadera
No especificado 34 91,09 82,8 60,53 8,82 316,49
miR-125b
Atipia / Si 62 93,99 95,91 64,94 5,52 495,93 0.0420*
Pleomorfismo No 42 128,72 104,96 115,53 11,62 481,7 ’
Infiltrado si 27 | 124,85 105,23 94,29 13,21 404,22
linfocitario 0,0311*
intratumoral No 65 111,3 102,92 78,52 5,52 495,93
Consuncion Si 39 81,14 90,43 34,23 5,52 404,22
dela 0,0036**
epidermis No 65 | 124,14 103,62 89,14 11,62 495,93
Cabeza / Cuello 12 1,84 3,97 0,336 0,0024 14,1
miR-137 Localizacion Tronco 13 2,75 4,36 0,417 0,0328 11,9 0,0063**
de la lesion Extremidades ,
25 1,11 2,85 0,108 0,00406 12,5

superiores y hombros
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Extremidades

s 21| 0,185 0,403 0,0565 | 0,0039 1,85
inferiores y cadera
No especificado 34 3,77 8,61 0,119 0,000457 37,1
Si 96 | 2,25856 | 5,81169 | 0,17061 | 0,00339 | 37,14253
Simetria 0,0328*
No 8 | 0,07698 | 0,08718 | 0,05425 | 0,0024 | 0,27739
Esclerosis / Si 16 | 4,4379 6,6669 0,4709 | 0,0328 | 19,5894 .
: 0,0201
desmoplasia No 88 | 1,664 5,3316 0,1325 | 0,0024 | 37,1425
: Si 27 | 0,4878 | 0,65924 | 0,21198 | 0,00559 | 2,33918
Dermis 0,0005**
profunda No 75 | 1,23268 | 1,45994 | 0,75573 | 0,03815 | 9,84233
Patrén Si 38 | 1,2311 1,04963 | 0,81461 | 0,03815 | 4,42906 .
. 0,0145
pagetoide No 66 | 0,92995 | 1,46407 0,471 | 0,00559 | 9,84233
Formaci6n de Si 20 | 0,55895 | 0,69139 | 0,28521 | 0,00559 | 2,33918
miR-182 masa 0,0111*
expansiva No 84 | 1,15451 | 1,46407 0,471 | 0,00559 | 9,84233
Mitosis Si 13 | 1,05616 | 2,66028 | 0,24965 | 0,03312 | 9,84233
profunda / 0,0253*
marginal No 91 | 1,03767 | 1,04003 | 0,68825 | 0,00559 | 5,24158
Esclerosis / Si 16 | 0,58181 | 0,73188 | 0,14803 | 0,00559 | 2,33918 ,
: 0,0216
desmoplasia No 83 | 1,12329 | 1,39899 | 0,66801 | 0,0207 | 9,84233
Cabeza / Cuello 12 | 173,1 170,1 118,2 60 680,8
Tronco 13 | 2289 163 202,1 45,2 698
Localizacién Extremidades 25 | 1522 111,8 93,6 38,3 416,2 .
de Ia lesion |_Superiores y hombros 0,0194
miR-191 _ Extremidades 21 | 1142 82,6 85,6 20,3 336,9
inferiores y cadera
No especificado 34 109 77,2 82,5 23,4 353,9
Si 59 | 156,2 116,8 122,4 23,4 680,8
Maduracion 0,0344*
No 45 | 126,7 118,1 83,2 20,3 698
Dermis Si 27 | 14,8609 | 20,6989 6,9596 | 0,0434 | 73,2624 0,0006%+*
profunda No 76 | 38,3513 | 45,4817 | 26,4865 | 0,2112 | 289,8171
Patrén Si 38 | 39,5222 | 37,1451 | 31,4514 | 0,3595 | 161,5681 06,0195+
) ,0195
pagetoide No 66 | 28,3201 | 43,6271 | 16,1084 | 0,0434 |289,8171
Formacion de Si 20 | 15,1722 | 20,3575 8,7469 | 0,0434 | 73,2624
masa 0,0039**
expansiva No 84 | 36,5182 | 44,2553 | 24,5086 | 0,2112 |289,8171
miR-200c 0-2 84 | 32,2812 | 34,5779 | 21,4781 | 0,0434 | 164,3926
Mitosis/mm? 3-6 17 | 38,5764 | 68,456 11,5996 | 0,1626 |289,8171 | 0,0422*
>6 3 | 1,1842 1,2372 0,648 0,3057 | 2,5991
Mitosis Si 13 | 33,6941 | 78,5693 9,5467 | 0,1626 |289,8171
profunda / 0,0476*
marginal No 91 | 32,2302 | 33,9429 | 22,1924 | 0,0434 | 164,3926
Esclerosis / Si 16 | 17,1551 | 22,9266 | 2,7351 | 0,0434 | 73,2624 i
: 0,0170
desmoplasia No 88 | 35,1873 | 43,6162 | 21,4279 | 0,1626 | 289,8171
Dermi Si 27 15,9 25,2 7,41 0,00306 112
ermis 0,0006%**
profunda No 76 | 36,6 41,1 25,1 0,0289 190
miR-205 : Si 38 43,2 46,5 30,9 0,0851 190
Patro.n 0,0169*
pagetoide No 66 25,7 33,7 15,4 0,00306 184
Si 20 26,6 42,5 8,4 0,00306 128 0,0313*
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Formacion de

masa No 84 | 334 33,9 23,2 0,0289 190
expansiva
0-2 84 | 33,1 38,3 20,9 0,00559 190
Mitosis/mm? 3-6 17 32,6 47,8 16,2 0,00306 184 0,0191*
>6 3 | 0,0999 0,0766 0,0851 | 0,0318 0,183
Mitosis Si 13 23,8 50 7,41 0,00306 184
profunda / 0,028**
marginal No 91 33,3 38 19,5 0,00559 190
Consunci6n Si 39 26,9 40,3 9,69 0,00306 190
de la 0,0383*
epidermis No 65 35,2 39,1 24,7 0,0059 184
Esclerosis / Si 16 18,3 29,3 3,77 0,00559 112 i}
! 0,0196
desmoplasia No 88 | 346 40,8 19,4 0,00306 190
Cabeza/ Cuello 12 286 266 218 29,7 995
Tronco 13 361 355 236 85 1480
Localizacién Extremidades 25 | 19 141 176 | 0,00894 | 603 0.0468*
de la lesién superiores y hombros )
_ Bxtremidades 21| 1711 162 138 26,1 757
miR-21 inferiores y cadera
No especificado 34 203 156 176 24,6 826
Baja 13 | 103,9 61,2 90 24,6 233,5
Densidad Medio/baja 11 | 2525 122 320,5 48,6 422,3 i
0,0179
celular Medio/alta 26 | 2172 168,5 169,9 44,9 826
Alta 24 236 296,7 164,7 26,1 1483,7
Cabeza/ Cuello 12 | 495,67 586,02 185,9 6,76 1866,35
Tronco 13 | 1140,66 | 119503 | 599,66 20,66 | 3519,12
Localizacién Extremidades 25 | 1096,54 | 1850,09 | 522,03 236 | 715135 | ¢ 0115%
de la lesién superiores y hombros ,0115
_ Bxtremidades 21 | 10182 | 1560,11 | 309,12 | 23,17 | 6360,83
inferiores y cadera
No especificado 34 | 667,6 1914,68 62,69 0,28 | 10854,44
Dermis Si 27 | 703,22 1791,81 75,43 0,28 7151,35 0.0024%*
profunda No 76 | 876,22 | 1459,71 | 391,23 4,3 10854,44 |
miR-211 —
Mitosis Si 13 | 275,97 384,44 81,29 2,36 1286,29
profunda / 0,0499*
marginal No 91 | 974,38 | 1733,35 | 307,19 0,28 | 10854,44
Infiltrado Si 27 | 1749,58 2077,6 1060,11 | 20,66 | 7151,35
linfocitario 0,0007***
intratumoral No 65 | 655,16 | 1455,35 | 252,48 0,28 | 10854,44
Si 31 | 1721,5 | 2407,88 | 878,56 0,28 | 10854,44
Pigmentacion 0,0001 ***
No 73 | 532,74 | 1007,21 156,5 2,36 6677,07
Esclerosis / Si 16 | 325,42 867,07 50,27 0,28 3519,12 s
: 0,001
desmoplasia No 88 | 9892 1730,34 | 356,31 7,82 | 10854,44
Cabeza/ Cuello 12 | 31,324 40,103 11,929 3,057 | 135,298
Tronco 13 | 36,741 52,784 14,723 5367 | 192,538
Localizacion .
miR-221 » Extremidades 0,0252*
delalesion | guoerioresy hombros 25 | 20,418 16,835 16,668 2,736 73,364
Extremidades 21 | 9,111 7,392 7,116 1,04 34,969

inferiores y cadera
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No especificado 34 14,006 13,292 11,835 0,791 60,213
Si 2 58,268 21,349 58,268 43,171 73,364
Elastosis solar 0,0332*
No 102 | 18,764 26,297 11,893 0,791 192,538
Epiteloide 80 20,23 26,831 12,938 0,791 192,538
Tipo de célula Fusiforme 12 7,924 6,754 6,177 2,301 24,051 0,0173*
Mixta 12 26,416 35,376 15,513 5,922 135,298
Si 2 3,456 0,773 3,456 2,91 4,003
Necrosis 0,0386*
No 101 | 18,696 24,367 12,134 0,791 192,538
Infiltrado Si 27 | 1,416 2,4926 0,5278 | 0,1243 | 12,7905
linfocitario 0,0259*
intratumoral No 65| 09145 | 19525 | 0,3331 | 0,0364 | 12,5882
. Si 31 1,0053 1,132 0,5471 0,0911 4,1901
miR-9 | Pigmentacién 0,0351*
No 73 0,9516 2,2943 0,2736 0,0364 12,7905
: Si 16 0,4309 0,595 0,1573 0,0458 2,307
Esclerosis / 0,0431*
desmoplasia No 88 1,0652 2,1623 0,3772 0,0364 12,7905

Los miR-125b,

miR-137, miR-191, miR-21, miR-211 y miR-221 estan significativamente

expresados en mayor nivel en las lesiones situadas en el tronco. Los niveles de expresién de

éstos son practicamente similares para las extremidades superiores, hombros, cabeza y cuello,

pero una baja expresién se asocia a lesiones situadas en las extremidades inferiores y cadera.

Podemos ver que el miR-125b (Figura 56) esta relacionado también con la atipia celular, el

infiltrado linfocitario intratumoral y la consuncidn de la epidermis. Elevados valores de miR-125b

se asocian a células sin atipia o pleomorfismo, pero con infiltrado linfocitario intratumoral y

consuncion de la epidermis, en comparacién con una expresion menor de éste.
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Figura 56. Distribucion de las muestras segun la expresion de miR-125b respecto a la (A) localizacidn, (B) atipia, (C)
infiltrado linfocitario intratumoral y (D) consuncion de la epidermis en funcion del diagnéstico.

Una baja expresién de miR-137 se asocia a lesiones asimétricas y con esclerosis (Figura 57).
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Figura 57. Distribucion de las muestras segun la expresion de miR-137 respecto a la (A) localizacidn, (B) simetria y (C) esclerosis en
funcion del diagndstico.

Los niveles de miR-182 (Figura 58) son mas elevados en las lesiones que no presentan dermis
profunda, no forman masas expansivas ni tienen mitosis profundas ni esclerosis, pero si patron

pagetoide.

117



100 100 .
E E
25 < .. o . 25 o
> ) ° o .
d
.
00 00
e Desmis profundsa H Palren pagetoide
100 - 100 D
% 50 - g 50
E . E
ole .
55 ¢ 25
25 . 25 Ta . .
. (s o
() ¢ ol . al,
o e o0 i s ole
o Nido-masa H s MAtosis profunda
100
g . ® Nevus
£ ® TSPMI
® Melanoma
%= * .
L 00 .
00

Esclerasis

Figura 58. Distribucion de las muestras segun la expresion de miR-182 respecto a la (A) dermis profunda, (B) patron
pagetoide, (C) formacion de masa expansiva, (D) mitosis profunda y (E) esclerosis en funcion del diagndstico.

Ademas, la elevada expresion de miR-191 esta relacionada con una maduracion celular (Figura
59).
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Figura 59. Distribucion de las muestras segun la expresion de miR-191 respecto a la (A) localizacién y (B) maduracion
en funcion del diagndstico.

Unos niveles bajos tanto de miR-200c (Figura 60) como de miR-205 (Figura 61) se relacionan
significativamente con lesiones que afectan a la dermis profunda, sin patrén pagetoide pero con
formacion de masa expansiva, con una gran nimero de mitosis por mm?, mitosis profundas y
esclerosis. Ademas, la baja expresién del miR-205 también se asocia a consuncién de la

epidermis.
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Figura 61. Distribucion de las muestras segun la expresion de miR-205 respecto a la (A) dermis profunda, (B) patrén
pagetoide, (C) formacion de masa expansiva, (D) numero de mitosis (ratio), (E) mitosis profunda, (F) consuncion de
la epidermis y (G) esclerosis en funcion del diagndstico.

Una sobreexpresién de miR-21 estd relacionada con una alta densidad celular (Figura 62).
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Figura 62. Distribucion de las muestras segun la expresion de miR-21 respecto a la (A) localizacion y (B) densidad

celular en funcion del diagnéstico.

Una expresidn baja de miR-211 (Figura 63) se asocia con lesiones que afectan a la dermis
profunda, con mitosis profundas o marginales y esclerosis, pero sin infiltrado linfocitario

intratumoral ni pigmentacion.
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Figura 63. Distribucion de las muestras segun la expresion de miR-211 respecto a la (A) localizacion, (B) dermis
profunda, (C) mitosis profunda, (D) infiltrado linfocitario intratumoral, (E) pigmentacicén y (F) esclerosis en funcion
del diagndstico.

Si los niveles de miR-221 (Figura 64) son bajos, las lesiones se caracterizan por no tener elastosis
solary contener células fusiformes. Ademas, se puede observar que solo tienen necrosis algunos
tumores clasificados como melanoma spitzoide y la expresion de miR-221 en éstos es menor

respecto a los tumores sin necrosis.
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Figura 64. Distribucion de las muestras segun la expresion de miR-221 respecto a la (A) localizacién, (B) elastosis
solar, (C) tipo de célula y (D) necrosis en funcion del diagndstico.

Las lesiones con elevada expresion de miR-9 (Figura 65) suelen mostrar infiltrado linfocitario

intratumoral y pigmentacién, pero no esclerosis.
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Figura 65. Distribucion de las muestras segun la expresion de miR-9 respecto a la (A) infiltracion linfocitaria
intratumoral, (B) pigmentacion y (C) esclerosis en funcion del diagnéstico.

No hay relacidn significativa del 5% entre la expresion de los miRNAs y las variables continuas,
con la excepcién de Breslow y miR-182 (rho = -0,7296, p-valor = 0,0295) y para el tamafio de la
lesion y miR-205 (rho = -0,3762, p-valor = 0,0459). Ambas relaciones significativas tienen un
coeficiente rho negativo, por lo que a menor expresién del miR-182 y miR-205 habra un mayor

Breslow y tamafio de la lesidn, respectivamente.
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7. DISCUSION
Son multiples los estudios que durante la ultima década plantean buscar nuevos biomarcadores

gue puedan ser clave para mejorar la clasificacion, diagndstico y prondstico de las lesiones
spitzoides, y entre estos biomarcadores podrian destacar los cambios epigenéticos y, en
particular, la metilacion®?”-%, De hecho, ya se han realizado estudios de metilacion de ADN en
melanoma con el fin de encontrar marcadores para predecir la progresidon tumoral y que puedan

asimismo servir como dianas terapéuticas®®°

. Recientemente se ha descrito un patréon de
metilacion en el ADN de las lesiones melanociticas spitzoides si se comparan con los tumores
benignos y malignos convencionales®®, pero no hay estudios que intenten comparar los distintos
subtipos del espectro de las lesiones spitzoides. Puesto que nuestro fin es poder clasificar las
lesiones ambiguas segun su grado de malignidad necesitamos comparar los tres grupos de

tumores spitzoides, sin tener en cuenta las lesiones melanociticas convencionales.

Para realizar el estudio de metilacién seleccionamos la técnica “Reduced Representation
Bisulfite Sequencing” (RRBS). Con ella estudiamos 40 tumores spitzoides con la finalidad de
comparar el estado de metilacidon génica (tanto hipermetilacién como hipometilaciéon). Esta
metodologia ya se ha empleado previamente en el estudio de diferentes tipos de tumores, como

|81,82

el cdncer colorrectal®-®?, pulmdén® o de es6fago®, entre otros.

Tras el estudio de RRBS de los 3 grupos de tumores spitzoides, los analisis bioinformaticos
demostraron la existencia de 214 sitios cg hipermetilados con una diferencia de metilacion
minima del 10% y una significancia de g-valor < 0,05. Sin embargo, con el heatmap no se podian
agrupar las lesiones spitzoides en funcién de su diagndstico como nevus, TSPMI o melanoma.
Esto se debe a que los tumores ambiguos (TSPMI) son un grupo muy heterogéneo, con algunas

caracteristicas similares a los nevus y otras parecidas a los melanomas spitzoides.

Por este motivo decidimos realizar el estudio de contraste partiendo inicialmente Unicamente
de los grupos claramente diferenciados: nevus y melanomas spitzoides. Encontramos 224 sitios
diferencialmente metilados (hipermetilados o hipometilados), que permiten distinguir los
tumores benignos de los malignos con una mayor definicién. Marcando un p-valor < 0,02, se
seleccionaron siete sitios de metilacidon. Por lo tanto, era de esperar que todos ellos fueran
buenos predictores del diagndstico. Se comprobd ademas que los melanomas spitzoides tienen

un porcentaje de metilacion mucho mayor que los nevus.

Cuatro de los siete sitios cg se encuentran en el pseudogen TEKT4P2, dos sitios estan en el gen

MYO1D vy el restante esta en el locus PMF1-BGLAP.
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Creamos dos modelos bioinformdticos predictivos para primero distinguir las lesiones spitzoides
benignas (nevus) de las malignas (melanomas) pero también para aplicar esos mismos
algoritmos de metilacion génica para subclasificar los TSPMI en funcidén de su grado de
malignidad, del que se puede deducir su riesgo potencial de agresividad clinica, en funciéon de
un valor de probabilidad que hemos Ilamado P(melanoma). Por una parte, un riesgo bajo
significa que la probabilidad de que el tumor se comporte como un melanoma spitzoide es baja,
es decir, se predice un comportamiento de la lesién de tipo nevus cuando P(Melanoma) es
menor a 0,4. Por otra parte, cuando P(Melanoma) es mayor o igual a 0,4, la lesidn tiene un riesgo
alto de comportarse como un melanoma spitzoide. De esta forma, se adopta un caracter
conservador de falso positivo, es decir, que el modelo prefiere equivocarse diciendo que es
melanoma y no lo sea realmente, antes de que sea un melanoma spitzoide real y lo clasifique

cComo nevus.

Como los dos sitios CpG del modelo 2 estdn incluidos entre los 7 sitios del modelo 1, y visto el
poder de clasificacién del modelo 1 para las muestras conocidas, se puede concluir que los 2
sitios CpG que comparten ambos modelos (uno en el gen MYO1D y otro en TEKT4P2) explican la

mayor parte de la varianza en el modelo, y los 5 sitios CpG adicionales mejoran la clasificacién.

TEKT4P2 esta mas metilado en los melanomas spitzoides en comparacion con los nevus. Al ser
un pseudogen, es un ARN no codificante y no hay mucha informacién respecto a su implicacion
en neoplasias humanas en la literatura. En el melanoma convencional se ha descrito que
TEKT4P2 puede servir como biomarcador de progresion a metéstasis®®. Mas concretamente, hay
una infraexpresion de TEKT4P2 segin aumenta el estadio. Los niveles de este ARN no codificante
son menores en los estadios I/Il y IlI/IV respecto al estadio O (p-valor < 0,05 y < 0,01,
respectivamente)®®. En este mismo estudio, ademds, TETK4P2 se relaciona con varios miRNAs

(miR-193-3p, miR-194-3p, miR-194-5p, miR-3677-3p, miR-658 y miR708-5p)%°.

Nada se ha descrito previamente sobre la expresidn de TETK4P2 en los tumores melanociticos
spitzoides. Podria ocurrir que la metilacidn de TEKT4P2 provocara un silenciamiento y por este
motivo hubiese una menor expresién del ARN no codificante segin aumenta la malignidad de
las lesiones (tanto en melanoma maligno convencional como en el melanoma spitzoide).
Mediante la validacién de la RRBS con la MS-HRM pudimos confirmar que los melanomas
spitzoides tienen un mayor porcentaje de metilacion de TEKT4P2 que las lesiones benignas. No
obstante, cuando hemos estudiado los niveles de TEKT4P2 en nuestras muestras de parafina por
PCR a tiempo real no hemos visto diferencias significativas entre los grupos nevus, TSPMI y

melanoma spitzoide. Puede ocurrir que la metilacién de un gen no se correlacione con su
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expresion génica ya que sobre esta uUltima pueden influir otros factores®. Aunque un aumento
de la metilacion normalmente causa silenciamiento génico, las bases biolégicas y mecanismos
que permiten que la hipermetilacién no cause una expresion a la baja del transcrito todavia se
desconocen. Una posible explicacién es que la metilacidn, si estd en una region cerca del sitio
de inicio de la transcripcidn, conlleve una serie de cambios tridimensionales en la conformacidn
de la cromatina en esta area, resultando incluso en un aumento de la transcripcién®. Otra
opcidn es que la metilacién puede evitar la unién de represores que normalmente inhibirian la

expresién génica en las células normales®.

El gen MYO1D, al igual que TEKT4P2, estd mas metilado en los melanomas spitzoides que en las
lesiones benignas en el estudio de RRBS. Sin embargo, esta diferencia de metilacién no se pudo
corroborar por MS-HRM. La expresidn de este gen se ha descrito como un biomarcador con valor
prondstico tanto en el cancer urotelial (actuando como marcador de evolucidn desfavorable)
como en el cancer renal (marcador de evolucidn favorable)®. Ademds, se ha observado que
MYQO1D estd asociado al cancer de prdstata, ya que es uno de los genes diana de la actividad de
la histona H3K27me3%. En el cidncer de prdstata se produce una hiperactivacion de la histona
H3K27me3 en estadios avanzados, por lo que MYO1D sufriria una hipermetilacidon, es decir, a
mayor malignidad habria una mayor metilacién de MYO1D%. Sin embargo, en otros tipos
tumorales se han observado resultados contradictorios ya que MYO1D se une a proteinas de la
familia ErbB, sobretodo EGFR, y las anclan en la membrana plasmatica a través del citoesqueleto
de actina. Una sobreexpresién de MYO1D aumenta la motilidad y viabilidad celular mediante el
aumento de los niveles de EGFR en cancer colorrectal, por lo que una sobreexpresion de MYO1D
contribuye a la carcinogénesis en este tipo de tumores, considerdndose como un posible
oncogén®2. También se ha descrito que MYO1D regula EGFR y las sucesivas rutas oncogénicas en
leucemia mieloide aguda®. Se comprobd en modelos celulares que un knock-down del gen

MYO1D suprimia el crecimiento e invasién celular en cancer de pulmén y glioblastomas.%

Al igual que los sitios cg encontrados en TEKT4P2 y MYO1D, el locus PMF1-BGLAP esta
hipermetilado en las lesiones melanociticas malignas en comparacién con los nevus de Spitz. Se
ha predicho que tiene una localizacién intracelular pero no es especifica de ningin tejido®.
PMF1-BGLAP codifica la proteina nuclear PMF1, que estd regulada por poliaminas, y que es
necesaria para el alineamiento y segregacién correcto de los cromosomas durante la mitosis®.

Se ha descrito como un marcador de mal pronéstico en céncer renal y de higado®.
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Ademas, tal y como ocurre en los tumores spitzoides, se ha descrito que la metilacién del gen

PMF1 en céncer de vejiga se asocia con malignidad®®.

Paravalidar los siete sitios diferencialmente encontrados entre las lesiones spitzoides tipo nevus
y melanoma se realizé la técnica MS-HRM®. Se trata de un protocolo basado en la comparacion
de curvas de melting de productos de PCR, ya que van a tener temperaturas de fusién distintas
en funcién del grado de metilacidon. Aunque hay varios métodos para analizar los resultados,
nosotros seleccionamos la utilizacion de los picos de temperatura®. No se pudo validar por esta
técnica la diferencia de metilacion de PMF1-BGLAP, ya que no se obtenian valores de Ct
aceptables, lo que podria deberse a un mal disefio de los primers, que deben cumplir ciertas
condiciones®. No se observaron diferencias significativas en el grado de metilacién de MYO1D,
por lo que no serviria como indicador de la evolucion de las muestras. Como se ha mencionado
anteriormente, solo TEKT4P2 estaba diferencialmente metilado entre los nevus y melanomas
spitzoides, encontrando un mayor porcentaje de metilacién en las lesiones malignas. Esta
diferencia de los niveles de metilacion podria permitir clasificar las muestras pertenecientes al
grupo de TSPMI. Sin embargo, se deberia establecer un valor de corte para poder clasificar las

muestras como nevus o melanoma.

Aunque no hemos encontrado ningln pardmetro histoldgico ni clinico que se relacione con
todos los sitios diferencialmente metilados descritos, con la excepcién del sitio cg9825882
localizado en el TEKT4P2, el resto influyen en algin aspecto relacionado con la mitosis. Los
niveles de metilacidon eran mas elevados en lesiones que presentaban mayor nimero de mitosis,
mitosis atipicas o mitosis profundas. Las lesiones spitzoides benignas se caracterizan por tener
pocas o0 ninguna mitosis, mientras que tanto las lesiones ambiguas como las malignas, y
especialmente estas Ultimas que en nuestra serie presentan una mayor metilacidn, se

caracterizan por un mayor nimero de mitosis y suelen ser profundas, marginales o atipicas*?.

En cuanto al seguimiento clinico de nuestros pacientes solo dos de ellos desarrollaron metdstasis
(2/105). De estos, solo uno (1/105) murid a consecuencia de la enfermedad. Por este motivo, no
se han podido realizar estudios estadisticos relacionados con la supervivencia. Resulta inusual
que dado el niumero de lesiones ambiguas que disponemos, durante el seguimiento no haya mas
pacientes que hayan desarrollado metdstasis ganglionares, ya que se estima que el 30% de estos
pacientes puede desarrollar un ganglio centinela positivo aunque solo el 1% morird a
consecuencia de la enfermedad®*®°. El tiempo de seguimiento clinico promedio de nuestros
pacientes ha sido de 53 meses, con una mediana de 32 meses y una desviacidén estandar de

63,66. El paciente con mayor tiempo de seguimiento ha sido de 237 meses (equivalente a casi
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20 afos). En este sentido, y en linea con nuestros resultados, en un estudio longitudinal de 144
pacientes con lesiones spitzoides, entre nevus y tumores atipicos, con un tiempo de seguimiento

de nueve afios no notificaron ningun paciente con metéstasis'®.

Los miRNAs son conocidos marcadores epigenéticos estudiados en las lesiones melanociticas y
han sido utilizados tanto para clasificar los tumores ambiguos’* como para crear un perfil
diagndstico en las lesiones spitzoides’. Para este estudio, seleccionamos una serie de miRNAs
conocidos por estar desregulados en melanoma convencional'®*. Estos son miR-125, miR-137,

miR-182, miR-191, miR-200c, miR-205, miR-21, miR-211, miR-221 y miR-9.

Tras analizar sus niveles de expresion, vemos que hay diferencias significativas de los miRNA
miR-137, miR-182, miR-205 y miR-221 en funcién del diagndstico. Se observa que, de forma
global, tanto en los miRNAs que estan diferencialmente expresados de forma significativa como
los que no, hay una menor expresiéon de todos ellos en los melanomas spitzoides en
comparacién con los nevus. Tanto el miR-21 como miR-211 son excepciones, ya que estan
sobreexpresados (no significativamente) en el melanoma spitzoide, corroborando el resultado
obtenido en otro estudio’®. Aunque también se ha descrito que los melanomas spitzoides tienen
unos niveles de miR-200c mayores a los de las lesiones spitzoides benignas y ambiguas’, en
nuestros casos observamos que no hay practicamente diferencia en su expresion entre nevus y
melanomas spitzoides, mientras que los tumores de potencial maligno incierto presentan un

ratio de expresién mucho mayor.

Los miRNAs diferencialmente expresados en las lesiones spitzoides, miR-137, miR-182 y miR-
205, se encuentran entre los descritos previamente por nuestro grupo de investigaciéon con una
correlacién con diferentes criterios clinicopatoldgicos en melanomas convencionales primarios,
y los niveles de estos miRNAs van decreciendo segun progresa la enfermedad’®?. Observamos
también diferencias significativas en la expresiéon de miR-125b, miR-200c, miR-211 y miR-9, que
también hemos estudiado en las lesiones spitzoides. Se observé en melanoma convencional que
unos niveles de expresion bajos de los miR-205, miR-200c y miR-125b pueden servir como
biomarcadores moleculares prondsticos para seleccionar pacientes de melanoma con alto
riesgo de desarrollar metdastasis a distancial®?, y ademas, de forma independiente del estado

mutacional del gen BRAF%,

Por otra parte, también hay diferencias significativas en los niveles de miR-221, encontrando
una infraexpresion de este en los melanomas spitzoides en comparacién con los nevus. Sin
embargo, se han encontrado elevados niveles de este miRNA circulando en la sangre de

pacientes con melanoma cutaneo convencional cuando se comparaba con muestras de
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pacientes sanos, indicando ademas que miR-221 puede ser un biomarcador prondstico'®. miR-
221 esta relacionado con p27, que suele encontrarse en niveles bajos en melanoma, y funciona

1% Inhibiendo in vitro e in vivo la

como regulador del ciclo celular modulando la ciclina D
expresion del miR-221 mediante antagonistas especificos se observa una reduccién de la
progresion de las células de melanoma maligno'®, que podria explicar por qué las lesiones

spitzoides tienen un porcentaje bajo de metdstasis.

Intentamos identificar un punto de corte para los miRNAs a partir del cual se pudiesen
subclasificar los TSPMI como nevus o como melanoma spitzoide, tal y como realizamos con los
sitios de metilacién. Sin embargo, los valores de expresién de todos los miRNAs entre nevus y
melanoma se solapan, y el rango de TSPMI es mas amplio y contiene los valores de los grupos
benigno y maligno. En consecuencia, ninguno de los miRNAs estudiados puede servirnos como
biomarcador prondstico de evolucion de las lesiones melanociticas spitzoides de potencial
maligno incierto. Este hecho puede deberse a que la seleccion de los miRNAs se realizd
partiendo de estudios sobre melanoma maligno, debido a nuestros estudios previos, y seria mas
adecuado haber hecho una nueva seleccion basandonos en las lesiones spitzoides’ o realizar

un estudio de secuenciacién masiva, como miRNA-Seq'?’.

Como nuestro propdsito es conseguir un biomarcador diagndstico y prondstico para las lesiones
spitzoides, éste deberia ser accesible en la rutina clinica de los centros hospitalarios. El estudio
de RRBS es caro, lento y costoso, mientras que la técnica MS-HRM necesita unos
termocicladores concretos que pueden no estar en los laboratorios de biologia molecular de los
hospitales y su interpretacién es compleja. Por ese motivo, realizamos el estudio mediante PCR
en tiempo real del Unico biomarcador validado por MS-HRM, el pseudogen TEKT4P2 por RT-PCR,
pero como se ha explicado anteriormente, no se observan diferencias de expresién del ARN

mensajero de TETK4P2 entre nevus, TSPMI y melanoma spitzoides.

Asimismo, se intentd establecer una relacién entre los siete sitios diferencialmente metilados
con los 10 miRNAs, pero se observo que eran variables de caracteristicas no relacionables. No
obstante, creamos una regla de prediccion de las lesiones ambiguas en funcién de los niveles de
los miRNA, partiendo del modelo bioinformatico creado a partir de los resultados de RRBS. La
clasificacion creada mediante la técnica de arbol es hipotética, por lo que el resultado que
obtenemos no es posible compararlo con ninguna otra clasificacion, por lo que se trata

Unicamente de una aproximacién tedrica.

Como conclusion, con este trabajo hemos sido capaces de crear un algoritmo diagndstico

altamente efectivo para distinguir los tumores melanociticos spitzoides benignos (nevus de
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Spitz) de los malignos (melanomas spitzoides) en funcién de la metilacion de sitios de metilacidn
de TEKT4P2, MYO1D y PMF1-BGLAP. Asimismo, utilizando este mismo algoritmo hemos
propuesto subclasificar las lesiones spitzoides atipicas, de potencial maligno incierto, en dos
grupos, de bajo y alto grado de malignidad, segun la similitud de sus patrones de metilacidon con

los de los nevus o con los de los melanomas spitzoides, respectivamente.

Al tratarse de un resultado con un elevado potencial de traslacion clinica, nos pusimos en
contacto con la Unidad de Innovacidon de la Fundacién para la Investigacidon del Hospital Clinico
de la Comunidad Valenciana-INCLIVA y con la Oficina de Transferencia de Resultats
d'Investigacié (OTRI) de la Universitat de Valencia para realizar el estudio de patentabilidad. El
28 de junio del 2021 se solicité formalmente el registro del algoritmo descrito en la Oficina
Espafiola de Patentes y Marcas (OEPM) como patente europea con numero de solicitud
300414784, numero de aplicacion EP21382569.8 y con referencia EP3225.4, con titulo
“MOLECULAR TOOLS FOR THE DIAGNOSIS AND PROGNOSIS OF MELANOCYTIC SPITZOID
TUMORS.”. Ademas, el 27 de junio de 2022 se realizé la solicitud de patente internacional
(PCT), dentro del afio de prioridad, con nimero de solicitud 11071606, nimero de aplicacion
PCT/EP2022/067556. De esta forma, se aspira a ofrecer una solucion répida, precisa y
efectiva, para poner a disposicién de los sistemas nacionales de salud para su aplicacion

generalizada en la clinica diaria.

Con el fin de mejorar el poder diagndstico y prondstico del algoritmo descrito seria
necesario realizar el estudio de metilacién en un mayor nimero de lesiones spitzoides con
un seguimiento clinico amplio, y a ser posible, en el que un nimero significativo de pacientes
hayan desarrollado metastasis o hayan fallecido por la enfermedad. Ademas, se podrian
afiadir otros biomarcadores epigenéticos (como nuevos sitios de metilacion o miRNAs) y
genéticos (como mutaciones puntuales, ganancia o pérdida de genes y/o regiones
cromosomicas o fusiones). Toda la informacidn obtenida, tanto epigenética como genética,
se deberia relacionar con los parametros histopatoldgicos para asi poder abordar el manejo
y posibles tratamientos de las lesiones spitzoides de forma multidisciplinar, siempre

buscando en ultimo término el beneficio de los pacientes.
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8. CONCLUSIONES

1.

No existen actualmente criterios universalmente aceptados para el diagndstico y
clasificacidon de los tumores spitzoides y, en especial, para la subclasificacion de los
tumores atipicos de potencial maligno incierto (TSPMI).

Los patrones de metilacidon de los tumores spitzoides son diferentes en los benignos
(nevus) y los malignos (melanomas), mientras que en los TSPMI existe una una gran
heterogeneidad.

Los algoritmos de clasificacién bioinformaticos nos han permitido encontrar una firma
epigenética, en funcidn del estado de determinados sitios de metilacion de TEKT4P2,
MYO1D y PMF1-BGLAP, que permite distinguir los nevus de Spitz de los melanomas
spitzoides.

Esta firma epigenética permite asimismo subclasificar los TSPMI, por su similitud a los
benignos o malignos, en bajo y alto grado de malignidad.

Los miRNAs miR-137, miR-182, miR-205 y miR-221 estan infraexpresados en los
melanomas spitzoides respecto a las lesiones spitzoides benignas.

No existe correlacion entre los sitios de metilacion de la firma epigenética y la
expresion de los miRNAs estudiados en los tumores spitzoides.

La firma epigenética que proponemos debe ser corroborada y optimizada mediante
estudios adicionales en un mayor numero de tumores spitzoides con amplio
seguimiento clinico dada la baja prevalencia de efectos clinicos adversos,

especialmente en los TSPMI.
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