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RESUMEN

INTRODUCCION

El melanoma es la forma mas agresiva de cancer de piel y la principal causa de muerte por
tumores cutaneos, debido a su alta resistencia al tratamiento clasico y su tendencia intrinseca a
metastatizar. Las mutaciones frecuentes BRAFV®® (40-60%) y NRAS®®! (15-20%) son mutaciones
conductoras que persisten durante la diseminacién metastasica y que son de gran utilidad en la
monitorizacion de la enfermedad incluso en muestras de plasma. Sin embargo, una proporcion
considerable de pacientes carecen de estas mutaciones, por lo que existe la necesidad de encontrar

nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas.

En la Gltima década, se han detectado mutaciones en la region promotora del gen TERT (pTERT) en
un alto porcentaje de melanomas (70%) que generan un aumento de la expresion de la telomerasa. Esta
sobreexpresién se ha asociado con un caracter agresivo de la enfermedad y una peor supervivencia.
Ademas, otras alteraciones moleculares parecen estar implicadas en la sobreexpresion de TERT durante
el desarrollo tumoral, como la hipermetilacion del promotor, que se ha asociado con una peor
supervivencia en cancer. Sin embargo, se han publicado resultados contradictorios sobre el efecto de

estas alteraciones en la regulacion de TERT y su papel en melanoma.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Dada su alta frecuencia en melanoma y la existencia de diferencias entre unas investigaciones y
otras, entre los objetivos de este estudio se encuentra analizar el efecto de las mutaciones del promotor
de TERT (pTERT) en la expresion del ARNm en las diferentes etapas del melanoma y su relacion con
otras alteraciones como la hipermetilacion del promotor, la presencia o no de mutaciones conductoras
(BRAF y NRAS) v las caracteristicas clinicas e histolégicas de los pacientes; con el fin de esclarecer el
papel de TERT en la progresion y supervivencia del melanoma metastasico, asi como confirmar su
posible utilidad como un biomarcador pronéstico y/o predictivo de la enfermedad tanto en muestras de

tejido como de plasma.
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Por otro lado, existen pacientes con melanoma que carecen de mutaciones en BRAF, NRAS o
TERT y que demandan el desarrollo de nuevas herramientas para el seguimiento de la enfermedad. Dado
que casi la totalidad de los melanomas presentan aberraciones cromosémicas, otro objetivo adicional de
este estudio es valorar las ganancias y pérdidas cromosémicas como nuevos biomarcadores
potencialmente Gtiles en la monitorizacion del melanoma avanzado mediante su analisis con microarrays

tanto en muestras de tejido como de plasma.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron un total de 88 muestras de tejido FFPE pertenecientes a 53 pacientes
diagnosticados con melanoma avanzado (estadios 11 y IV) en el Hospital Universitario 12 de Octubre,
entre los afios 2002 y 2020. De estos pacientes, 35 participaron con muestras pareadas de melanoma
primario y metastasis. Ademas, se recogieron muestras de sangre periférica de 25 de los 53 pacientes

incluidos en el estudio antes del inicio del tratamiento sistémico.

El estado mutacional de pTERT se analiz6 mediante pirosecuenciacion y secuenciacion Sanger
en el ADN extraido de las muestras de tejido FFPE; y por PCR digital (ddPCR) en las muestras de ADN
circulante obtenido a partir de muestras de plasma. Las mutaciones (BRAF y NRAS) se detectaron
mediante PCR a tiempo real. Por su parte, el estado de metilacién de pTERT se evalu6 mediante PCR
especifica de metilacion (MS-PCR) y los niveles de expresion de ARNm de TERT se determinaron con
una PCR cuantitativa de transcripcion inversa (RT-qPCR). Por Gltimo, las aberraciones cromosomicas

se analizaron con microarrays de SNP en muestras de tejido y de plasma.
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran frecuencias de mutacion (69%) e
hipermetilacion (48%) para pTERT similares a las reportadas previamente, siendo la mutacién C250T
la més frecuente. Ademas, el estado mutacional y de metilacion de pTERT se mantuvo en el 77% y el

81% de los pacientes con muestras pareadas de melanoma primario y metastasis, respectivamente, lo
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que sugiere que las alteraciones de pTERT podrian aparecer de forma temprana durante la expansion

clonal de las células tumorales, siendo importantes para la progresion metastasica.

Asimismo, los niveles de expresién de ARNm de TERT también tendian a mantenerse en el
65,5% de los pacientes con muestras pareadas de melanoma primario y metastasis. En esta serie, se
observaron niveles altos de expresién de ARNm de TERT en tumores que carecen de mutaciones en
PTERT, lo que puede deberse a la presencia de otras alteraciones como la hipermetilacion. Al estratificar
los pacientes segln el tipo de mutacion de pTERT, se encontrd una asociacion estadisticamente
significativa entre la mutacién C250T y una mayor expresién de ARNm de TERT en comparacién con

la mutacion C228T, a diferencia de estudios previos en los que observaron lo contrario.

Por otro lado, se observaron altos niveles de metilacion en el 68% de los melanomas que
carecian de mutaciones de pTERT en comparacion con el 40% de las muestras con mutacién de pTERT.
Sin embargo, a diferencia de estudios previos, este hallazgo no se asocid estadisticamente con mayores
niveles de expresién de ARNm, probablemente debido a la baja proporcion de muestras wild type (WT)

en nuestra serie de pacientes con melanoma avanzado.

Por otra parte, se observo que la mutacion C250T de pTERT era més frecuente en los pacientes
con mutacion de NRAS, pero ambas se asociaban de manera independiente con altos nivles de expresion
del ARNm de TERT. Por lo tanto, parece existir una sinergia entre las mutaciones conductoras
BRAF/NRAS y TERT en pacientes con melanoma, explicada por la activacion del gen TERT promovida

por la sefializacion de la via MAPK.

Del mismo modo, se evalud la asociacién entre las alteraciones de TERT Yy las caracteristicas
clinico-patoldgicas, confirmandose que la mutacién C250T fue mas frecuente en melanomas con alto
grosor de Breslow (>4 mm) que a su vez mostraron niveles més altos de expresion de TERT. Este
aumento de actividad de la telomerasa podria desempefiar un papel en el crecimiento e invasion tumoral.
También se observd que los varones mostraron una mayor frecuencia de mutacion de pTERT y de BRAF

que las mujeres, pero las mujeres mostraron una mayor proporcion de la mutacién C250T, asi como
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mayores niveles de expresion de ARNm de TERT. Esta asociacion entre el sexo de los pacientes y las
alteraciones en TERT puede deberse a que su activacion es sensible a los estrégenos y androgenos, lo

gue podria tener relevancia en el enfogue de nuevas estrategias terapéuticas.

Los andlisis de supervivencia revelaron que la mutacion C250T estaba significativamente
relacionada con una peor supervivencia global (SG) y una peor supervivencia libre de progresion (SLP)
en los pacientes con melanoma. Ademas, los pacientes con altos niveles de expresion de ARNm de
TERT mostraron una peor SG y SLP que los pacientes con niveles bajos. Sin embargo, el ajuste de los
valores de P por el método de comparaciones multiple de Benjamini & Hochberg reveld gue solo el
estado de mutacion de pTERT se asocid significativamente con la SG y la SLP, donde la mutacion
C250T mostré el mayor efecto sobre la progresion y el desenlace en pacientes con melanoma avanzado.
Por tanto, los resultados de este estudio confirman que las mutaciones C250T y C228T no son
funcionalmente redundantes como indicaban los primeros estudios sobre TERT y la presencia de la
mutacion C250T podria ser un predictor significativo de una peor supervivencia y un peor prondéstico

en pacientes con melanoma avanzado (estadios 111y 1V).

Finalmente, se evaluaron las mutaciones de pTERT y las aberraciones cromosémicas como
biomarcadores potenciales en plasma para la monitorizacion de los pacientes con melanoma. Se
detectaron mutaciones en pTERT en el 52% de las muestras de plasma. Ademas, el estado de mutacién
de pTERT se mantuvo en el 56% de las muestras pareadas de tejido y plasma. Por su parte, se detectaron
alteraciones cromosémicas en el 25% de los plasmas analizados, observandose alteraciones en comun
con las detectadas en tejido. Estos hallazgos respaldan la hip6tesis de que las mutaciones de pTERT y
las aberraciones cromosomicas podrian servir como un valioso biomarcador en plasma, ademas de la

mutacion V600 de BRAF, para la monitorizacion de pacientes con melanoma avanzado.
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CONCLUSIONES

Nuestros hallazgos confirman la amplia prevalencia de mutaciones en pTERT en el melanoma
metastasico y sugieren que la mutacion C250T es mas agresiva que la mutacion C228T ya que se asocia
con niveles mas altos de expresiéon de ARNm de TERT, un mayor espesor de Breslow y una peor
supervivencia en estadios avanzados de la enfermedad, lo que parece indicar que ambas mutaciones no
son funcionalmente redundantes y tienen un papel diferente en la activacion transcripcional de TERT.
A su vez, la hipermetilacion de la region promotora parece desempefiar un papel en la progresion de los

pacientes que carecen de mutaciones en pTERT.

Ademas, se detectd una correlacion positiva entre las muestras pareadas de tumor primario y
metastésico en el estado de mutacion y de metilacion de pTERT, lo que indica que las alteraciones de
TERT aparecen de forma temprana durante la expansion clonal de las células tumorales. También se
observo una asociacion entre el estado mutacional de BRAF y NRAS vy las alteraciones en TERT, lo que
sugiere la existencia de una sinergia entre las mutaciones conductoras en la regulacion de TERT en el
melanoma. En particular, las mutaciones de pTERT, asi como las aberraciones cromosdmicas, podrian
utilizarse como biomarcadores en tejido o plasma para monitorizar pacientes en estadios avanzados que

son negativos para BRAF, NRAS y TERT.
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INTRODUCTION

Melanoma is the most aggressive form of skin cancer and the leading cause of death from skin
tumors, due to its high resistance to classical treatment and its intrinsic tendency to metastasize. The
frequent mutations BRAFV6% (40-60%) and NRAS®®! (15-20%) are driver mutations that persist during
metastatic dissemination and they are useful for monitoring disease even in plasma samples. However,
a significant proportion of patients lack these mutations, so there is a need to find new biomarkers and

therapeutic targets.

In the last decade, TERT promoter (pTERT) mutations have been detected in a high percentage
of melanomas (70%), which generate an increase in telomerase expression. This overexpression has
been associated with aggressive disease and worse survival. In addition, other molecular alterations
appear to be involved in TERT overexpression during tumor development, such as promoter
hypermethylation, which has been associated with worse survival in cancer. However, conflicting results

have been published on the effect of these alterations on TERT regulation and its role in melanoma.

HYPOTHESIS AND OBJECTIVES

Given its high frequency in melanoma and the existence of differences between some studies,
among the objectives of this study is to analyze the effect of TERT promoter mutations in mRNA
expression at different stages of melanoma and its relationship with other alterations such as promoter
hypermethylation, the presence or absence of driver mutations (BRAF and NRAS), and the clinical and
histological characteristics of patients; in order to clarify the role of TERT in the progression and survival
of metastatic melanoma, as well as to confirm its possible usefulness as a prognostic and/or predictive

biomarker of the disease in both tissue and plasma samples.

On the other hand, there are melanoma patients who lack mutations in BRAF, NRAS or TERT
and who demand the development of new tools to monitor the disease. Since almost all melanomas

present chromosomal aberrations, another additional objective of this study is to evaluate chromosomal
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gains and losses as new biomarkers potentially useful in the monitoring of advanced melanoma through

microarrays analysis in both tissue and plasma samples.

MATERIALS AND METHODS

A total of 88 FFPE tissue samples were analyzed from 53 patients diagnosed with advanced
melanoma (stages I11 and IV) at Hospital Universitario 12 de Octubre between 2002 and 2020. Of these
patients, 35 participated with paired samples of primary melanoma and metastasis. In addition, plasma

samples were collected from 25 of the 53 patients included in the study before systemic treatment.

pTERT mutational status was analyzed by pyro-sequencing and Sanger sequencing in DNA
extracted from FFPE tissue samples; and by digital PCR (ddPCR) in circulating DNA samples obtained
from plasma samples. BRAF and NRAS mutations were detected by real-time PCR. On the other hand,
pPTERT methylation status was evaluated by methylation-specific PCR (MS-PCR) and TERT mRNA
expression levels were determined with a quantitative reverse transcription PCR (RT-gPCR). Finally,

chromosomal aberrations were detected by SNP microarrays in tissue and plasma samples.

RESULTS AND DISCUSSION

The results obtained in this study show pTERT mutation (69%) and hypermethylation (48%)
frequencies similar to those previously reported, showing that C250T is the most frequent mutation. In
addition, pTERT mutation and methylation status was maintained in 77% and 81% of patients with
paired samples of primary melanoma and metastases, respectively, suggesting that pTERT alterations

may appear early during clonal expansion of tumor cells, being important for metastatic progression.

Likewise, TERT mRNA expression levels also tended to be maintained in 65.5% of patients
with paired samples of primary melanoma and metastases. In this series, high TERT mRNA expression
levels were observed in tumors that lack pTERT mutations, which may be due to the presence of other
alterations such as hypermethylation. When patients were stratified according to the pTERT mutation
type, a significant association was found between the C250T mutation and a higher expression of TERT

compared to the C228T mutation, unlike previous studies in which they observed the opposite.
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Moreover, high methylation levels were observed in 68% of melanomas lacking pTERT
mutations compared to 40% of pTERT mutated samples. However, unlike previous studies, this finding
was not statistically associated with higher mMRNA expression levels, probably due to the low proportion

of wild-type (WT) samples in the series of patients with advanced melanoma.

On the other hand, pTERT C250T mutation was more frequent in combination with NRAS
mutations, but both were independently associated with high TERT mRNA expression levels. Therefore,
there appears to be a synergy between BRAF/NRAS and TERT in patients with melanoma, explained by

TERT gene activation promoted by MAPK signaling.

Likewise, the association between TERT alterations and clinical-pathological characteristics
was evaluated, confirming that the C250T mutation was more frequent in melanomas with high Breslow
thickness (>4 mm) that in turn showed higher TERT expression levels. This increased telomerase activity
could play a role in tumor growth and invasion. It was also observed that men showed a higher frequency
of pTERT and BRAF mutations than women, but women showed a higher proportion of the C250T
mutation, as well as higher TERT mRNA expression levels. This association between the sex of the
patients and TERT alterations may be due to its activation being sensitive to estrogens and androgens,

which could have relevance in the approach of new therapeutic strategies.

Survival analyses revealed that the C250T mutation was significantly associated with worse
overall survival (OS) and worse progression-free survival (PFS) in melanoma patients. In addition,
patients with high TERT mRNA expression levels showed worse OS and PFS than patients with low
levels. However, P values adjustment by the Benjamini & Hochberg multiple comparison method
revealed that only pTERT mutational status was significantly associated with OS and PFS, where the
C250T mutation showed the greatest effect on progression and outcome in patients with advanced
melanoma. Therefore, the results of this study confirm that the C250T and C228T mutations are not
functionally redundant as indicated by the first studies on TERT and the presence of the C250T mutation
could be a significant predictor of worse survival and worse prognosis in patients with advanced

melanoma (stages Il and 1V).
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Finally, pTERT mutations and chromosomal aberrations were evaluated as potential plasma
biomarkers for monitoring melanoma patients. pTERT mutations were detected in 52% of plasma
samples. In addition, pTERT mutation status was maintained in 56% of paired tissue and plasma
samples. Chromosomal alterations were detected in 25% of the plasmas analyzed, showing alterations
in common with those detected in tissue. These findings support the hypothesis that pTERT mutations
and chromosomal aberrations could be used as valuable plasma biomarkers, in addition to the BRAF

V600 mutation, for monitoring patients with advanced melanoma.

CONCLUSIONS

Our findings confirm the high prevalence of pTERT mutations in metastatic melanoma and
suggest that the C250T mutation is more aggressive than the C228T mutation as it shows higher TERT
MRNA expression levels, higher Breslow thickness and poorer survival in advanced stages of the
disease, suggesting that both mutations are not functionally redundant and have a different role in TERT
transcriptional activation. In turn, pTERT hypermethylation appears to play a role in the progression of

patients lacking pTERT mutations.

In addition, a positive correlation was detected between paired primary and metastatic tumor
samples in the pTERT mutational and methylation status, indicating that TERT alterations appear early
during clonal expansion of tumor cells. An association was also observed between the BRAF and NRAS
mutational status and TERT alterations, suggesting the existence of a synergy between the driver
mutations and TERT regulation in melanoma. In particular, pTERT mutations, as well as chromosomal
aberrations, could be used as biomarkers in tissue or plasma for monitoring patients in advanced stages

that are negative for BRAF, NRAS and TERT alterations.
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1. TUMORES MELANOCITICOS

Los tumores melanociticos son un tipo de neoplasia originada en los melanocitos, que son
células pigmentadas con funcion protectora que se localizan en la epidermis (1-4). Los melanocitos
pueden proliferar de forma ordenada y controlada, generando lesiones benignas conocidas como nevus,

0 de manera descontrolada, dando lugar a lesiones malignas denominadas melanomas (Figura 1) (5,6).

A B -

Figura 1: Tipos de tumores melanociticos. A. Nevus melanocitico adquirido de tipo juntural. B. Nevus
melanocitico adquirido compuesto. C. Nevus melanocitico adquirido intradérmico. D. Nevus melanocitico
congénito. E. Tumor melanocitico maligno o melanoma (Imagenes obtenidas de AIM at Melanoma Foundation
en www.aimatmelanoma.org y de Garnacho y Moreno, Fotoproteccién. Pediatria Integral, 2012)(7,8)

Los nevus melanociticos son las neoplasias benignas mas comunes en el ser humano, por lo que
cada vez son mas frecuentes las consultas relacionadas con su potencial de malignidad, asi como sobre
la necesidad de tratamiento. Se ha comprobado que la exposicion solar intermitente provoca mutaciones
en las células madre melanociticas de la unién dermoepidérmica, dando lugar a los nevus cuando estas
células mutadas proliferan. A lo largo de su desarrollo podran experimentar cambios e incluso
malignizar, pero en general la mayoria de los nevus melanociticos no precisan tratamiento y un buen

seguimiento es mas que suficiente para estar tranquilos y convencidos de su benignidad (8-10).
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Los nevus melanociticos se clasifican segun el momento de su aparicién en nevus adquiridos y
en nevus congénitos. Los nevus adquiridos comienzan a aparecer habitualmente a partir de los 2 afios.
Luego aumentan en tamafio y nimero durante la infancia y adolescencia, hasta alcanzar un maximo en
latercera o cuarta década de la vida. Los nevus melanociticos adquiridos se producen por la proliferacién
de células névicas o nevocitos, que son melanocitos modificados que pierden su forma dendritica y
tienden a retener pigmento melénico. Pueden ser de tres tipos diferentes segiin como se distribuyan
dichas células: junturales (lesion plana), compuestos (lesion verrugosa o papular) o intradérmicos (lesion
cupuliforme) (Figura 1A, 1By 1C). Por su parte, los nevus congeénitos son aquellos que se encuentran
presentes en el momento del nacimiento o que aparecen antes de los dos afios de vida. Aumentan de
tamarfio con el tiempo, pudiendo ocupar grandes superficies de la piel, y tienden a engrosarse y arrugarse.

Dentro de ellos pueden aparecer nddulos proliferativos benignos (Figura 1D) (7,8,10).

Por su parte, el desarrollo de melanoma surge como resultado de una transformacion de caracter
maligno de los melanocitos, debido a la acumulacion de mutaciones génicas que alteran diferentes vias
de sefializacion celular, favoreciendo caracteristicas tumorales como la proliferacion y la supervivencia
(Figura 1E). Desde el punto de vista clinico y de salud puablica, los melanomas son el grupo mas
importante entre los canceres de piel, ya que, aungue son menos comunes que los tumores malignos
epiteliales, son mucho méas mortales debido a su tendencia intrinseca a metastatizar. La radiacion
ultravioleta intermitente en dosis altas es el principal factor de riesgo medioambiental, a menudo en

combinacion con factores endogenos, incluida la susceptibilidad genética (6).

2. MELANOMA

2.1 Incidencia y mortalidad

El melanoma afecta predominantemente a los caucasicos de piel clara, aunque también puede
presentarse en grupos étnicos caracterizados por una piel més pigmentada. Se ha observado un
crecimiento considerable en las tasas de incidencia de este tipo de cancer asociado principalmente al

aumento de la exposicion solar de tipo vacacional, aunque los datos recientes indican que esta tendencia
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podria estar estabilizandose debido a la concienciacion de la poblacion. Por tanto, la prevencion primaria
y la deteccion de lesiones tempranas se consideran el enfoque méas prometedor para la reduccién de la

mortalidad por melanoma (11,12).

Segun datos recientes, en la actualidad se diagnostican méas de 320 mil casos de melanoma al
afio en todo el mundo, de los cuales 150 mil ocurren en mujeres y 170 mil en hombres. La edad promedio
del diagndstico es a los 65 afios, aunque también pueden desarrollarse en personas mas jovenes, incluso

en menores de 30 afios. En pacientes jovenes, es mas comun en mujeres que en hombres (11,12).

El melanoma representa alrededor del 1% de todos los tipos de cancer de piel diagnosticados,
pero es el que produce la mayor cantidad de muertes. Durante el afio 2020, el melanoma fue la cuasa de
mas de 50 mil muertes en todo el mundo. La tasa de supervivencia a 5 afios es del 93%; esto se debe a
gue la mayoria de los pacientes se curan con cirugia inicial. Sin embargo, esta tasa disminuye al 68%
en aquellos en los que el melanoma se disemina a los ganglios linfaticos cercanos; y hasta alrededor de
un 30%, si se ha diseminado a distancia. No obstante, estos datos varian en funcion de las caracteristicas

del melanoma primario y de diferentes factores de riesgo (11,12).

2.2 Factores de Riesgo

Actualmente el melanoma se considera una enfermedad multifactorial en la que se da una
interaccién entre la susceptibilidad genética y la exposicién medioambiental, y ambos factores juegan
un papel importante en su etiologia. Entre los componentes familiares y genéticos se incluyen la edad,
el fototipo de piel, el nimero de nevus y si estos son atipicos; asi como los antecedentes familiares de
cancer de piel. Dichos factores predictivos son los mas importantes para estimar el riesgo de sufrir un
melanoma, pero son los factores externos o medioambientales, los que han tenido un mayor peso en el

aumento de la incidencia de melanoma en los ultimos 50 afios (13).

2.2.1 Factores genéticos

La edad es uno de los principales factores en el desarrollo de la enfermedad. El melanoma afecta

en mayor medida a la poblacién de edad media. En nifios es raro que aparezca y, si lo hace, su
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comportamiento suele ser benigno. Se ha podido comprobar, segun estudios estadisticos, que la
localizacion cutanea en la que se desarrolla la enfermedad puede venir determinada por la edad. Las
localizaciones de exposicion solar cronica se ven afectadas a edades tardias (cabeza y cuello), mientras

que las de exposicion solar intermitente lo hacen a edades méas tempranas (tronco y extremidades) (6,13).

Los antecedentes personales son también un factor a considerar. De manera que toda persona
que haya padecido un cancer de piel es mas propensa a desarrollar otro, debido a que las células de su
piel presentan dafios solares irreversibles. Ademas, las personas con algunas enfermedades de la piel
como la denominada xeroderma pigmentosum, la epidermodisplasia verruciforme o el albinismo, tienen
mayor riesgo de desarrollar un melanoma en edades tempranas. Asimismo, la infeccion por el papiloma
virus puede aumentar todavia mas este riesgo. Las personas con sistemas inmunes debilitados tienen
también mas probabilidades de desarrollar melanoma; como por ejemplo las personas con

inmunodeficiencia por trasplantes de 6rganos o las infectadas con virus (11,12,14).

También pueden tener importancia las lesiones precursoras, ya que tienen también mas riesgo
de desarrollar un melanoma a posteriori; por ejemplo, las personas que tienen multiples lunares (nevus)
o las personas con un nevus congénito gigante. En estos casos es obligatorio realizar revisiones

periddicas y extirpar toda lesion sospechosa (6,11,13).

Por ultimo, nos encontramos los antecedentes familiares. En el melanoma, la herencia juega un
papel muy importante. El riesgo es mayor si un pariente proximo (madre, padre, hermano o hijo) ha
padecido melanoma. Aproximadamente el 10% de los pacientes con melanoma tienen antecedentes en
la familia, seguin datos recientes de la Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC). En contrapartida,

otros tipos de tumores cutdneos no presentan carécter hereditario (6,11,12).

2.2.2 Factores ambientales

Aunqgue los factores genéticos pueden tener una mayor influencia en el riesgo de padecer
melanoma, practicamente todos los canceres de piel estan relacionados, al menos en parte, con la

exposicion a los rayos ultravioleta. La exposicion intermitente a la radiacion ultravioleta, UVR en sus
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siglas en inglés, es el principal factor de riesgo ambiental para desarrollar un melanoma, especialmente

si se combina con los factores endégenos como el tipo de piel o la predisposicion genética (13,14).

La luz solar es la principal fuente de rayos UV, pero también las lamparas solares. La exposicién
a los rayos UV estimula a los melanocitos a producir mas melanina lo que puede iniciar un dafio en las
células de la piel y en el ADN, por la formacién de dimeros de pirimidina. Exposiciones mas intensas a
dicha radiacién pueden provocar quemaduras solares, lo que indicaria muerte celular. Sin embargo, la
relacion entre la radiacion ultravioleta y el melanoma es ambigua, de manera que existen diferencias en
los riesgos asociados con la cantidad y forma en que se administra y el periodo (13,14).Otras causas
exodgenas menos frecuentes son las radiaciones ionizantes, los virus, la exposicion a ciertas sustancias

quimicas como el arsénico o el alquitran, el tabaquismo, la hipertermia o la irritacion cronica (11).

2.3 Diagnéstico

Ante una lesidn sospechosa, el primer paso que realizan los dermat6logos es una exploracion
visual de la piel. Por lo general, se siguen los criterios ABCDE, que se desarrollaron en 1985 para la
identificacion precoz de melanomas. El acrénimo ABCDE atiende a las caracteristicas fisicas que
pueden distinguirse en una lesion maligna: A (asimetria), B (bordes irregulares), C (color no
homogéneo), D (diametro > 6 mm) y E (evolucion o cambios con el paso del tiempo) (Figura 2). Al
adoptar estos criterios, la sensibilidad del examen oscila entre 57% y 90%. Otra herramienta parecida
es la lista de verificacién de 7 puntos de Glasgow, que incluye varios criterios en los que se evalGan
cambios de tamafo, forma, color y tacto; pero, debido a su sofisticacion, ha sido menos adoptada

(13,15,16).
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Figura 2: Criterios ABCDE para el diagnostico precoz del melanoma y su diferenciacion con los nevus
melanociticos benignos. El acronimo ABCDE atiende a las caracteristicas fisicas que pueden distinguirse en una
lesion maligna, siendo A la asimetria, B los bordes irregulares, C el color no homogéneo, D el didmetro > 6 mm y
E la evolucién o cambios con el paso del tiempo (Imagen obtenida y modificada de AIM at Melanoma Foundation
en www.aimatmelanoma.org)(7)

También se suele apoyar el diagnéstico en técnicas como la dermatoscopia, la microscopia
confocal de reflectancia (RCM) o la fotografia longitudinal. Estos son métodos no invasivos basados en
toma de imagenes que permiten la visualizacion de estructuras morfoldgicas que no son visibles a simple

vista, asi como posibles variaciones en la lesién que ayudan al seguimiento de su evolucion (13,15,16).

Una vez que se ha detectado la presencia de una lesién melanocitica presuntamente maligna, se
requiere una confirmacién diagnostica del melanoma, asi como la posterior estadificacion del mismo.
Para ello, se lleva a cabo una biopsia escisional, incluyendo la totalidad de la lesion. Se debe efectuar
con margenes ajustados, lo que sirve también como tratamiento basico, al extirparse quirdrgicamente el

tumor por completo (17,18).

Posteriormente, en aquellos casos en los que no exista evidencia clinica o pruebas de imagen
que sugieran la presencia de metastasis, podria llevarse a cabo la biopsia del ganglio linfatico centinela
(BGLC). Se llama centinela al primer ganglio linfatico de drenaje del territorio donde se localiza el
tumor. Este ganglio se extirpa selectivamente tras su marcaje con Tc-99. Si se encuentran células

tumorales en el analisis histolégico de la pieza, se realiza un analisis exhaustivo del pronostico del
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paciente, antes de decidir si se efectia una linfadenectomia regional, ya que esta puede aumentar la

morbilidad (17,18).

2.3.1 Examen anatomopatologico, factores prondsticos y estadificacion

Tras la obtencion de la muestra de tejido, esta se fija con formalina para preservar la estructura
proteica y del citoesqueleto, y después se embebe en parafina (tejido FFPE) para que pueda cortarse
mediante un microtomo. La valoracion diagnostica por parte de un dermatopatélogo se basa en el
analisis histoldgico, a partir de su visualizacion al microscopio en preparaciones de hematoxilina-eosina
(H&E) que tifien el tejido del corte histolégico. En cuanto a sus caracteristicas histologicas, el melanoma
es una lesion asimétrica, constituida por melanocitos atipicos, de tamafio y morfologia variable, con

figuras mitéticas, nucleos hipercromaticos y extension pagetoidea (Figura 3) (17-19).

Figura 3: Tincién con hematoxilina-eosina (H&E) que permite el diagndstico diferencial de lesiones benignas
y malignas, asi como caracterizar histolégicamente y estratificar los diferentes subtipos de melanoma
cutaneo. A. Melanoma de extension superficial. B. Léntigo maligno melanoma. C. Melanoma nodular (Imagenes
obtenidas de Duncan LMD, Oncology Clinics of North America, 2009)(20)
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Una parte del estadiaje del tumor se establece en base a las caracteristicas histologicas
observadas durante el examen anatomopatolédgico. Ademas de los factores clinicos especificos de cada
paciente (edad, sexo, entre otros), las caracteristicas especificas del tumor son consideradas factores
prondsticos que pueden ser predictivos de la progresion tumoral y la supervivencia del paciente (17—
19). EI méas importante de estos factores pronosticos es el espesor o indice de Breslow, que mide el grado
de invasion vertical del tumor. La profundidad se mide en milimetros desde el estrato granuloso hasta
la célula mel&nica tumoral mas profunda (Figura 4). Dependiendo del valor de este indice, existe menor
0 mayor riesgo de progresion y, por lo tanto, esta directamente relacionado con la supervivencia de los

pacientes (1,19,21):

e <1 mm: riesgo bajo, muy buen prondstico de supervivencia (96% a los 5 afios).
o 1-4 mm: riesgo medio de metastasis, pronostico entre el 87-70%.

e >4 mm: riesgo alto, muy mal pronéstico (inferior al 50%).
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Figura 4: Comparativa entre el indice de Breslow y los niveles de Clark como factores para medir la invasién
tumoral del melanoma en la piel (Imagen obtenida de Andrés-Lencina et al., Manual CTO de Medicinay Cirugia
11a Edicién) (1)

Otra forma de medir la invasion tumoral es mediante la clasificacion de Clark, que la relaciona
con la profundidad del tumor a nivel anatomico y se mide en niveles, tomando en cuenta las capas de la

piel que se ven afectadas o invadidas (Figura 4) (1,16):
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I: Region intraepidérmica o in situ, supervivencia a 10 afios muy alta (99%).

o |I: Atraviesan la membrana basal e invaden facilmente la dermis papilar (prondstico del 96%).
e 111: Rellenan la dermis papilar de forma completa. Muy buen prondstico (90%).

o |V: Infiltran la dermis reticular, supervivencia a 10 afios con riesgo elevado (67%).

o V: Infiltran la hipodermis y sistema vascular. Muy mal prondstico (35-25%).

Entre ambas clasificaciones, el indice de Breslow es actualmente el mas utilizado como
indicador local de pronostico, siendo el mas importante, ya que, a diferencia del nivel de Clark, es una

variable continua y por tanto mas precisa y fiable (16,19,21-24).

Otros factores prondsticos histologicos son la ulceracion y la tasa mitética. La ulceracion se
define como la pérdida de continuidad del epitelio o la ausencia total de espesor de la piel como
consecuencia del crecimiento tumoral. Esta relacionada con mayor agresividad tumoral y por tanto, se
asocia con un mal prondéstico. Por su parte, la tasa o indice mit6tico es una variable continua que indica
el nimero de mitosis por milimetro cuadrado en la porcién invasiva del tumor. Aquellos pacientes con
una tasa mitética alta tienen mayor riesgo de desarrollar una metastasis, por lo que es un factor predictivo
no solo de supervivencia, sino también de la afectacién de los ganglios linfaticos centinela. También
tienen relevancia en el diagndstico histopatolégico y la estadificacion tumoral otros factores como: el
subtipo histol6gico, la localizacién tumoral, la infiltracién linfocitaria, la invasion linfo-vascular,

presencia de satelitosis, y la afectacion ganglionar y/o visceral (1,16,19,23).

La estadificacion se basa en el sistema TNM, que ayuda a describir el cancer de forma detallada
y esta intimamente relacionado con los factores de riesgo y pronosticos observados en los examenes
clinicos e histopatoldgicos. En este sistema la T se refiere al tamafio y extension del tumor primario, la
N indica la diseminacion a los ganglios linfaticos cercanos y la M se refiere a la presencia de metéstasis
a distancia. En el caso del melanoma, segln la octava edicion del manual de estadificacion del cancer,
desarrollado por el Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer (AJCC, por sus siglas en inglés),

publicado en 2016 e implementado en 2018; ademé&s de tomarse en cuenta la presencia de afectacion
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ganglionar o metastasis a distancia, también tienen relevancia factores prondsticos como el espesor de
Breslow y la ulceracion, asi como otros marcadores de mal prondstico como los niveles de lactato

deshidrogenasa (LDH) en sangre (Figura 5) (24-27).

TNM del AJCC para el melanoma (8.° ed)

T ™ Tumor primario no puede ser determinado (tras curetaje...)
TO Sin evidencia de tumor primario
TS melanoma in situ
T1 < 1mm a (< 0,8 sin ulceracion)
b (< 0,8 mm con ulceracion o 0,8-1 mm con o Sin ulceracion)
T2 > 1mm-2mm a (sin ulceracion)
b (con ulceracion)
T3 > 2mm-4 mm a (sin ulceracion)
b (con ulceracion)
T4 > 4mm a (sin ulceracion)
b (con ulceracion)
N NX Afectacion ganglionar no puede determinarse (extirpacion previa por otro motive, habito
corporal...)
NO Ausencia de afectacion ganglionar clinica/radiologica
N1 N1a: micrometastasis en un ganglio linfatico (clinicamente oculto)

N1b: gangiio linfatico clinicamente detectado
N1c: metastasis en transito, satélites o microsatélites sin afectacton ganglionar

N2 N2a: micrometastasis en 2 o 3 ganglios (clinicamente ocultos)
N2b: metastasis en 2 o 3 ganglios linfaticos
N2c: metastasis en un ganglio (oculta o clinica) y metastasis en transito, satélites o
microsatélites

N3 N3a: 4 o mas micrometastasts en ganglios linfaticos
N3b: 4 o mas metastasis en ganglios linfaticos, al menos una de ella clinicamente evidente o
presencia de conglomerado adenopatico
N3c: 2 o mas micrometastasts o metastasis ganglionares clinicamente detectables o presencia
de conglomerado adenopatico y metastasis en transito, Satelites o microsatélites

M MO Stin evidencia de metastasis ganglionares

M1 M1a: metastasts a distancia en piel, tejidos blandos (Incluyendo misculo) y/o ganglios
linfaticos no regionales
- M1a(0): LDH normal
- M1a(1): LDH elevada
M1b: metastasis pulmonares con/sin M1a
- M1b(0): LDH normal
- M1b(1): LDH elevada
M1c: metastasts a distancla en organos distintos del SNC con/sin M1ay M1b
- M1¢(0): LDH normal
- M1c(1): LDH elevada
M1d: metastasts al SNC con/sin M1a, M1b o M1c
- M1d(0): LDH normatl
- M1d(1): LDH elevada

Sistema de estadificacion TNM del AJCC para el melanoma (8.2 ed.)

Tis NO Mo Estadio 0

T1a-T1b NO Mo Estadio A

T2a NO M0 Estadio IB

T2b-T3a NO Mo Estadio 1A
T3b-T4a NO MO Estadic 118
T4b NO Mo Estadio IIC
T0 Nib/1c Mo Estadio 1B
T0 N2b/2c, N3b/3c Mo Estadio C
T1a/b-T2a N1a, N2a M0 Estadio A
T1a/b-T2a N1b/1c, NZb Mmo Estadio 1B
T2b/T3a N1a-N2b Mo Estadio B
T1a/T3a N2c/N3a,b,c Mo Estadio C
T3b/T4a N1-N3 Mo Estadio mC
T4b N1a-N2c Mo Estadio C
T4b N3a/b/c Mo Estadio D
Cualquier T, Tis Cualquier N M1 Estadio w

Figura 5: Sistema TNM de estadificacion del melanoma segin la Octava Edicion del Manual de
Estadificacion del Cancer, desarrollado por el Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer (AJCC).
En el sistema TNM, las letras corresponden a los términos en inglés: tumor (T), node (N) y metastasis (M). La T
indica el tamafio y la extension del tumor primario, la N indica el nimero de ganglios linfaticos afectados y la M
indica la presencia de metéstasis hacia otras partes del cuerpo (Tabla obtenida de Cafiueto et al., Actas
Dermosifiliogr. 2017)(26)
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2.4 Clasificacion clinica e histoldgica

La forma clinica en que se presenta un melanoma depende principalmente de su patron de
crecimiento. La gran mayoria de los melanomas presenta inicialmente una fase de crecimiento radial u
horizontal, y posteriormente, una fase de crecimiento vertical. En la primera ocurre una proliferacién
celular intraepidérmica o dérmica focal, que se extiende lateralmente observandose como una lesion
plana. Por su parte, en la fase vertical, el crecimiento se da hacia la dermis, y por tanto hacia los vasos
sanguineos y linfaticos, de manera que aumenta la probabilidad de metastasis. La relacion entre la

duracion de ambas fases determinara la forma clinica.

En relacion a estos criterios clinicos e histoldgicos, el melanoma suele clasificarse en 4 subtipos

principales (6,13,28):

2.4.1 Melanoma de extension superficial (MES)

Es el subtipo de melanoma mas frecuente en los caucasicos, con una prevalencia del 70% y un
prondstico relativamente favorable. Suele aparecer en pacientes que tienen entre 40-50 afios. Se
caracteriza por ser una lesion pigmentada con multiples tonalidades y que presenta un crecimiento lento
y de forma horizontal o radial (Figura 6A). Se localiza principalmente en zonas de exposicién
intermitente al sol, como las piernas en el caso de las mujeres o la espalda en los hombres; y pueden

estar asociados a un nevus ya existente (13,20,28).

2.4.2 Melanoma nodular (MN)

Es el segundo subtipo mas comun y representa aproximadamente el 15 % de los melanomas. A
diferencia de los otros subtipos, no posee fase de crecimiento horizontal, sino que se manifiesta como
un nodulo polipoide de crecimiento rapido, con tendencia a ulcerarse y sangrar. Es el tipo mas agresivo
de melanoma, ya que se desarrolla en pocos meses. Suele ser una lesion pigmentada, aunque
ocasionalmente algunos pueden ser amelandticos (Figura 6B). A menudo se presenta en sitios del cuerpo
con exposicion intermitentemente a la luz solar como el tronco, la cabeza y el cuello; y en promedio

aparece en personas de entre 50-60 afios (13,20,28).
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2.4.3 Melanoma lentiginoso acral (MLA)

Es una variante distinta del melanoma cutaneo, que ocurre en las palmas de las manos, las
plantas de los pies y los sitios subungueales, y tiene un cuadro histoldgico caracteristico. Su prevalencia
es mucho mayor en la raza negra, hispana o asiatica. Se presenta como una lesién pigmentada con
diferentes tonos de marrdn, negro y azul; y con algunas zonas despigmentadas (Figura 6C). Su
frecuencia oscila entre el 5y el 10% de los casos totales de melanoma, y aparece generalmente en

pacientes mayores. Tienen un crecimiento lento y por tanto se suelen detectar tarde (13,28).

2.4.4 Léntigo maligno melanoma (LMM)

Es también un subtipo frecuente en la poblacion caucasica, con una frecuencia de un 5% en
general. Se desarrolla cuando surge una invasién dérmica por melanocitos atipicos en un lentigo
maligno. El lentigo maligno (LM) es una lesion generalmente de gran tamafio que se da en la piel con
exposicion crénica al sol, principalmente en la cara (Figura 6D). Es mas comln en personas de edad
avanzada y tiene un pronostico relativamente favorable. Posee un crecimiento muy lento, de alrededor

de 20 afios, y por tanto su deteccion suele ser tardia (11,13,28).

Figura 6: Subtipos principales de melanoma cuténeo segun diversos criterios clinicos e histolégicos. A.
Melanoma de extensién superficial. B. Melanoma nodular. C. Melanoma lentiginoso acral. D. Léntigo maligno
melanoma (Imagenes obtenidas de AIM at Melanoma Foundation en www.aimatmelanoma.org y de Rodrigo
Schwartz, Revista Médica Clinica Las Condes, 2011) (7,28)
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Sin embargo, se puede diferenciar otros tipos de melanoma no convencionales y poco frecuentes
como el melanoma desmoplésico (MD). Tiene una frecuencia de alrededor de un 2% y se suele
localizar en areas con dafio solar como la cabeza o el cuello. Su prevalencia es mayor en hombres y la
media de edad al momento del diagndstico es de entre 60-70 afios. Se caracteriza por altas tasas de
recidiva debido a su crecimiento altamente infiltrante y tiene una propensién escasa a metastatizar a los

pulmones. Ademas, suele ser amelanético (13).

Otras categorias de melanomas que tienen caracteristicas clinicas o histopatolégicas diferentes
son: el melanoma nevoide, el melanoma que surge sobre un nevus azul, el melanoma que surge de
un nevus congénito gigante y el melanoma infantil. Ademas, los melanomas pueden originarse en
zonas extracutaneas como el epitelio mucoso de las regiones anogenital, orofaringe o conjuntiva
(melanoma mucoso), o en los melanocitos de la Gvea, abarcando estructuras intraoculares como el iris,
el cuerpo ciliar y la coroides (melanoma uveal). Sin embargo, la mayoria de estos subtipos que han
sido descritos como extremadamente raros, podrian encajar en uno de los cuatro subtipos principales

(6,20).

Por altimo, existen una serie de lesiones melanociticas dificiles de diagnosticar denominadas
tumores de Spitz que abarcan un espectro de proliferaciones melanociticas que poseen un conjunto de
caracteristicas citolégicas y moleculares distintas a las de los nevus melanociticos convencionales y el
melanoma. Dentro de las lesiones spitzoides se incluyen tumores benignos (nevus de Spitz), intermedios
o0 indeterminados (tumor de Spitz atipico) y malignos (melanoma de Spitz). Existe una gran dificultad
en el diagnostico diferencial de estas variantes, pero debido a que suelen darse con mayor frecuencia en
edades tempranas, o como variante del melanoma infantil, la eficacia en su diagndstico es de gran

relevancia (29,30).

2.5 Alteraciones genéticas

La mayoria de las alteraciones genéticas que se asocian al desarrollo de melanoma son de tipo

somatico y se producen de forma aleatoria en los melanocitos. Algunos de los genes que se encuentran
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frecuentemente mutados son: BRAF, NRAS, NF1, C-KIT y PTEN. Asimismo, la presencia de mutaciones
en algunos de los genes de predisposicion al melanoma de alta penetrancia son un componente
importante de la aparicion de la enfermedad de carécter hereditario; entre los que se incluyen CDKN2A,

CDK4, BAP1y TERT (31).

Las mutaciones, somaticas o germinales, generan pérdidas y ganancias de funcién, afectando a
genes supresores de tumores y oncogenes, respectivamente. La acumulacion de estas mutaciones
conlleva un dafio genético, que incrementa la susceptibilidad de los melanocitos para convertirse en
células tumorales, debido la alta tasa proliferativa y la resistencia a muerte por apoptosis ante una
exposicion a radiacion UV. Asimismo, las alteraciones en la linea germinal no condicionan el desarrollo

de melanoma, pero incrementan notablemente el riesgo de aparicion (31,32).

Existen varias vias de sefializacion gque se encuentran desreguladas en el melanoma debido a la
presencia de estas mutaciones; y por lo tanto estadn involucradas en el inicio, proliferacion,
supervivencia, progresion e invasion tumoral (Figura 7). Destacan entre ellas: la cascada de sefializacion
de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK/ERK), la via de sefalizacion de la
fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K/AKT) y la via de la proteina del retinoblastoma (pRb), que regula el
ciclo celular a través de quinasas dependientes de ciclina (CDK). También estan relacionadas con el
melanoma las vias del factor de transcripcion asociado a la microftalmia (MITF) y del factor nuclear-

kappaB (NF«kB) (20,33).

El programa “Atlas del genoma del cancer” (TCGA, en sus siglas en inglés) establecié una
clasificacion en cuatro subtipos genémicos basados en el patron de los genes con las mutaciones
significativas mas prevalentes: BRAF mutado, NRAS mutado, NF1 mutado y triple-wild type o tipo

salvaje (WT); donde las mutaciones en C-KIT son las mas caracteristicas del subtipo salvaje (34,35).
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Figura 7: Principales vias de sefializacién molecular en melanoma. Vias de sefializacion que habitualmente se
encuentran desreguladas en el melanoma debido a la presencia de mutaciones, entre las que se encuentran las vias
MAPK/ERK, PI3K/AKT, pRb, MITF y NFkB, y que afectan diferentes procesos como la apoptosis, la
pigmentacion, la proliferacion, la supervivencia celular y la activacion por factores de transcripcion (Imagen
obtenida de Teixido et al., Cells, 2021)(33)

2.5.1 Mutaciones en BRAF, NRAS y NF1

Las principales mutaciones somaticas identificadas en el melanoma se encuentran en el codon
600 del gen BRAF, presente en el 40-60% de los tumores; y en el coddn 61 del gen NRAS, presente entre
un 15-20% de los casos. Las mas comunes son la mutacion BRAFV%E y J]a NRAS®6IR, [ as alteraciones
presentes en ambos genes estan implicadas en la desregularizacion de la via de sefializacion de MAPK
a través de su fosforilacion, generando la activacion sostenida de ERK, lo que conduce a un aumento de
la proliferacion celular, supervivencia, invasion, metéstasis y angiogénesis. El tercer gen que se muta
con mayor frecuencia en la via MAPK es el NF1, mutado en aproximadamente un 14% de los tumores.
Dicha alteracion supone una pérdida de su funcion inhibitoria y, por tanto, una forma alternativa de

activar la via de sefializacion (Figura 7) (20,33,34,36,37).
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Las mutaciones en BRAF y NRAS aparecen generalmente en etapas tempranas, siendo
detectables en la fase de crecimiento radial, y persisten a lo largo de la diseminacién metastasica. Son
mutuamente excluyentes y se han asociado con un caracter agresivo de la enfermedad y un mal
pronostico. Ademas, se les ha identificado como mutaciones impulsoras o “drivers” (mutaciones
necesarias para promover el proceso maligno), lo que ha contribuido al desarrollo de terapias inhibitorias
especificas de esta via, con buenas respuestas en la practica clinica. Sin embargo, se ha observado
también la presencia de estas mutaciones en lesiones benignas, como los nevus melanociticos o los
congeénitos; lo que sugiere que, aunque se active la via de sefializacion MAPK, no es suficiente para

desarrollar un melanoma (6,20,37-39).

2.5.2 Mutaciones en C-KIT

C-KIT es un receptor tirosina quinasa, responsable de la unidn a factores de crecimiento y la
activacion de las vias MAPK y PIBK-AKT (Figura 7). Se ha observado la presencia de mutaciones en
el gen C-KIT asociadas con el subtipo triple-wild establecido por la TCGA. Aunque estas mutaciones
son mucho menos frecuentes en los melanomas cutaneos que las que ocurren en los genes BRAF y
NRAS, son mas comunes en el melanoma de tipo mucoso (frecuencia entre el 20-30%) y el melanoma

acral (10-15%). Ademas, a veces van acompafiadas de un aumento en el nimero de copias (33,40).

C-KIT es diana terapéutica en los tumores de estroma gastrointestinal (GIST) que presentan
mutaciones activadoras, por lo que actualmente se estan realizando estudios para aplicar los inhibidores

de CKIT como un posible tratamiento de estos subtipos de melanoma (33,40).

2.5.3 Alteraciones en CDKN2A y CDK4

A diferencia de las mutaciones somaticas descritas con anterioridad, las alteraciones que se dan
en CDKN2A y CDK4 son de tipo hereditario, es decir, de linea germinal. Aunque, también se han
observado mutaciones somaticas en estos genes en algunos melanomas esporadicos (menos del 5%). Se
considera al inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 2A (CDKN2A) como un gen de alta

penetrancia en el melanoma familiar, con una predisposicién de entre el 20-40% de los casos. Ademas,
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también se ha identificado como un gen de baja penetrancia, ya que confiere un mayor riesgo de

melanoma en la poblacidn general (24,31,33).

CDKNZ2A, localizado en el cromosoma 9p21, codifica para las proteinas p16 y p14. Estas tienen
una funcion supresora de tumores al interferir con la actividad de los complejos ciclina/CDK,
inhibiéndolos, y por tanto estan relacionadas con el control del ciclo celular (Figura 7). Entre las
alteraciones que puede presentar el gen CDKN2A en el melanoma estén las deleciones cromosomicas,
las mutaciones o la hipermetilacion del promotor. Por su parte, CDK4 puede encontrarse mutado o
amplificado. Todas estas alteraciones conducen a una disminucion de la funcién supresora y por tanto a
una progresion sin control a través del ciclo celular, lo que se asocia con un mayor potencial de
proliferacion e invasion tumoral. Por tanto, podria ser posible la orientacién terapéutica de estas

alteraciones a partir del desarrollo de nuevos inhibidores selectivos de CDK4 (31,33,39).

2.5.4 Alteraciones en TERT

La transcriptasa reversa de la telomerasa (TERT) es un gen localizado en el cromosoma 5
(p15.33) que codifica la subunidad catalitica de la telomerasa, proteina que se encarga del
mantenimiento de la longitud de los telémeros cromosémicos. La longitud telomérica y la inmortalidad
celular estan directamente relacionadas. Aungue en las células sométicas normales TERT se mantiene
silenciado, en el 90% de los tumores de caracter agresivo este adquiere una expresion aberrante. Las
mutaciones presentes en la region promotora del gen (pTERT) son las alteraciones genéticas mas
frecuentes que se producen, y se asocian con un incremento entre el doble y el cuadruple de la actividad
de la telomerasa. Esto se debe a que dichas mutaciones crean sitios de union CCGGAA/T para factores
de transcripcion ETS/TCF (del inglés: E-twenty-six/ternary complex factors), que promueven la
expresion de TERT, de manera que la regulacion de la proteina y su actividad se ven alteradas,

confiriendo a las células tumorales una capacidad proliferativa ilimitada (41-44).

Algunas de las mutaciones en pTERT aparecen en la linea germinal asociadas al melanoma

familiar. La mas importante se detectd en la posicion -57pb (chr5:1,295,161 A>C) del sitio de inicio de
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la transcripcion, siendo poco frecuente, pero de alta penetrancia. Aquellos pacientes que poseen dicha
mutacion desarrollan melanoma a edad temprana y sufren un rapido avance de la enfermedad. Sin
embargo, en el melanoma esporédico, las mutaciones somaticas més habituales estan localizadas en las
posiciones -124pb (chr5:1,295,228 C>T) y -146pb (chr5:1,295,250 C>T), denominadas C228T y C250T
respectivamente. Estas mutaciones son mutuamente excluyentes y se ven favorecidas por factores
ambientales como la radiacion UV (41,42). Ademas, también se han detectado, con menor frecuencia
(10% de los casos), mutaciones en tdndem en las posiciones -124/-125pb (chr5:1,295,228 y
chr5:1,295,229 CC>TT) y -138/-139pb (chr5:1,295,242 y chr5:1,295,243 CC>TT), sugiriendo como
etiologia la radiacion ultravioleta (44-46). Por otra parte, se ha observado la presencia de un
polimorfismo dentro de pTERT a -245 pb del sitio de inicio ATG. Dicho polimorfismo rs2853669
provoca la desaparicion de un sitio de unién preexistente para el factor de transcripcion ETS2 y esta
asociado con un mayor riesgo de susceptibilidad general al cancer. Algunos estudios han identificado
un posible efecto modificador de rs2853669 sobre las mutaciones en pTERT, lo que sugiere que podria

ser importante para evaluar el valor prondstico de las mismas (Figura 8) (44,47).
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Figura 8: Localizacion de las principales mutaciones y elementos reguladores presentes en el promotor de
TERT. En naranja se representa la region promotora central de TERT que engloba varios sitios de unién a factores
de transcripcion. En rojo se incluyen las 2 mutaciones mas comunes en el melanoma esporadico (C228T y C250T)
y la més comdn en el melanoma familiar (A161C). Estas mutaciones crean sitios de union CCGGAA/T para
factores de transcripcion ETS/TCF. En verde se observa el polimorfismo rs2853669 que genera la desaparicion de
un sitio de union preexistente para el factor de transcripcion ETS2. En naranja se resalta el sitio TSS, que marca
el lugar de comienzo de la transcripcion del gen (Imagen obtenida de Heidenreich y Kumar, Mutat Res, 2017)(46)
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En el melanoma, las mutaciones en pTERT presentan una alta prevalencia (entre 50-70%) y se
relacionan con formas adversas de la enfermedad. Por ejemplo, se les asocia con estadios avanzados,
pacientes de mayor edad y marcadores de mal pronéstico, tales como el aumento del grosor de Breslow,
la ulceracién y la tasa mitotica (43,45,46,48). Asimismo, dichas mutaciones se relacionan con una mayor
agresividad tumoral, pues son méas frecuentes en melanomas de rapido crecimiento, y estan asociados
con una peor supervivencia (45,48,49). Ademas, aunque presentan una mayor prevalencia que las
mutaciones en otros genes, es mas probable que se den en combinacién con mutaciones en BRAF, NRAS
0 CDKN2A, que de forma aislada (41,44,45,48). Incluso, se ha detectado que aquellos sujetos que poseen
alteraciones en pTERT y en BRAF o NRAS simultineamente presentan pardmetros clinicos e

histopatoldgicos de peor prondstico, ademas de una menor tasa de supervivencia (49-52).

En la actualidad, existen varias publicaciones en las que se ha analizado el papel de TERT en
relacion a la progresion del melanoma (43-45,53,54). No obstante, algunos de estos estudios presentan
resultados controvertidos al respecto. Por un lado, algunos estudios han indicado que parece existir una
relacion entre la presencia de mutaciones en pTERT y un estadio avanzado de la enfermedad, asociado
a un mal pronostico (43-45). Sin embargo, otros estudios translacionales en tumores primarios y
melanomas in situ han determinado que la presencia de las mutaciones en pTERT es un evento temprano
en la progresiéon del melanoma, ocurriendo en fases bastantes iniciales de la enfermedad (53,54). La
existencia de diferencias entre unas investigaciones y otras, sugiere la necesidad de nuevos estudios en
melanoma que profundicen en el papel que tienen las mutaciones de pTERT en relacion a la progresion

tumoral y a las caracteristicas clinicas e histolégicas de los pacientes.

Ademés de las mutaciones en pTERT, existen otros mecanismos genéticos y epigenéticos que
pueden estar implicados en la sobreexpresion del gen en pacientes con cancer. Algunos de los que se
han descrito son: hipermetilacion del promotor, reordenamientos cromosémicos, amplificacion en el
nimero de copias de ADN, fusiones transcripcionales, entre otros. Ademas, la acetilacion y la
desacetilacion de histonas pueden contribuir a la regulacion de la expresion del ARNm; asi como

también pueden estar implicados los mecanismos de "splicing" del ARNm y los microARN (55-57).
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Varios estudios recientes se han centrado en el papel que tiene la hipermetilacion de la region
pTERT en la sobreexpresion génica. A diferencia de la mayoria de los genes, TERT se expresa cuando
una region especifica del promotor est4 hipermetilada, pues esto evita la union del factor represor de
unién CCCTC (CTFC) (58). Esta regién gendmica, que tiene 433 pares de bases, esta ubicada
inmediatamente antes del promotor y cubre 52 sitios CpG. Se le definié como la Regidn Oncoldgica
Hipermetilada de TERT (THOR) y se observo que la metilacion estaba incrementada en muestras
procedentes de varios tipos de cancer en comparacion con las muestras normales, lo que se asocié a su

vez con una peor supervivencia (Figura 9) (57,59-61).
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Figura 9: Localizacidn de la Regién Oncol6gica Hipermetilada de TERT (THOR). La region THOR abarca
433 bp que comprende 52 sitios CpG (chinchetas negras) y se ubica aguas arriba de las mutaciones mas comunes
C228T y C250T (tridngulos purpuras). La region delimitada como UTSS abarca 5 sitios CpG dentro de THOR en
donde se ha observado una relacion entre la hipermetilacion del promotor de TERT y la expresion elevada del gen
en varios tipos de cancer. La metilacién promedio del promotor TERT en células normales se muestra en azul y la
de las células cancerosas en rojo (Imagen obtenida de Lee DD et al., Int J Cancer, 2019)(61)

En base a esto, algunos autores han tratado de entender el mecanismo de metilacion de pTERT
en el cancer y su interaccion con otros mecanismos reguladores, como la presencia de mutaciones, pero
los resultados no han sido concluyentes (62,63). Esto resalta la necesidad de continuar la investigacion
sobre la regulacion del gen TERT y su importancia en el desarrollo y progresion tumoral, especialmente

en el melanoma metastésico.
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2.6 Técnicas inmunofenotipicas y moleculares

Aunque el diagnostico inicial de las lesiones melanociticas se basa principalmente en los
exadmenes histolégicos realizados por los dermatopatélogos, en la mayoria de casos se requiere de
técnicas complementarias que permitan una mejor comprensién de la patogénesis molecular del tumor.
Esto no solo mejora el diagnostico diferencial del melanoma, sino también la estadificacion del mismo,

la evaluacion del pronostico de la enfermedad y el establecimiento de nuevos enfoques terapéuticos.

2.6.1 Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica (IHC por sus siglas en inglés) es la herramienta méas utilizada para
apoyar el diagndstico histologico de las lesiones melanociticas, debido a su amplia disponibilidad y

mayor rentabilidad, en comparacion con otras técnicas (64,65).

Los marcadores inmunohistoquimicos que se adoptan con mayor frecuencia para el diagndstico
del melanoma son: S100, CD34/S0OX10, HMB-45, Melan AIMART-1, Ki67/Mib-1, PRAME, p53, p16
entre otros (Figura 10). Algunos de estos marcadores se utilizan en general en la dermatopatologia para
determinar la estirpe o diferenciacién de una neoplasia (epitelial, mesenquimal, neuroectodérmica o
hematopoyética). Otros se emplean para diferenciar procesos neoplasicos benignos de malignos, ya que
a veces no es posible guiarse solo por los criterios morfoldgicos del examen histoldgico. Otra utilidad
de algunos de estos marcadores es la identificacion de subtipos histoldgicos especificos que son dificiles

de diagnosticar, como los melanomas desmoplasicos o los tumores de Spitz (23,24,65-67).
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Figura 10: Imégenes de hematoxilina-eosina (H&E) y marcadores inmunohistoquimicos en tumores
melanociticos. A. H&E de un melanoma desmoplasico con desmoplasia marcada, células fusiformes atipicas y
mitosis raras. B. Doble tincién inmunohistoquimica con CD34/SOX10 (CD34: marron, SOX10: rojo), positivo
para SOX10 y ausencia de invasién linfo-vascular. C. Marcaje positivo con S100. D. Marcaje positivo con p53.
E. H&E de un nevus ganglionar intra-capsular que se asemeja histolégicamente a un melanoma, con nucleos
blandos y ausencia de mitosis. F. Marcaje positivo para SOX10. G. Doble tincién inmunohistoquimica con
MART-1/Ki67 (Ki67: marron, MART-1: rojo), positivo para MART-1 que muestra ausencia de células
melanociticas proliferantes y presencia de linfocitos proliferantes positivos para Ki67 dentro de los foliculos
linfoides. H. Marcaje positivo con p16. (Imagenes obtenidas de Ricci et al., Int J Mol Sci, 2022)(65)

Por ultimo, la IHC también puede utilizarse para la identificacion de subtipos histolégicos que
estan caracterizados por alteraciones moleculares especificas (expresion excesiva y/o aberrante de una
proteina), y que, a su vez, pueden ser posibles dianas terapéuticas. Algunos ejemplos de estos
marcadores son: BRAF V600E, c-KIT/CD117, ROS1, ALK, NTRK, BAP-1, B-catenina 'y NF1 (Figura
11). Sin embargo, la IHC se adopta de manera general solo como técnica de deteccidn rapida, y son las
técnicas de biologia molecular las que se utilizan para confirmar y ampliar la informacion, pudiendo
detectar mutaciones especificas en estos genes, asi como reordenamientos cromosémicos,
amplificaciones, deleciones, fusiones y demas alteraciones que pueden ser Utiles en el tratamiento y el

pronostico de los pacientes (22,65,68).
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Figura 11: Iméagenes de Hematoxilina-eosina (H&E) y marcadores inmunohistoquimicos en tumores
melanociticos. A. H&E de un nevus de Spitz con una morfologia plexiforme caracteristica que sugiere una
translocacion de ALK. B. Marcaje positivo con ALK. C. H&E de un nevus de Spitz con crestas y nidos lobulados
gue sugiere una translocacion NTRK1. D. Marcaje positivo con NTRK1. E. H&E de un nevus cutaneo con
morfologia que sugiere una penetracién profunda. F. Marcaje positivo (citoplasmatico y nuclear) para p-catenina.
G. H&E de un léntigo maligno melanoma con melanocitos atipicos Unicos y anidados H. Doble tincién
inmunohistoquimica con HMB-45/PRAME (PRAME: marron, HMB-45: rojo), positivo para HMB-45
(citoplasmatico) y PRAME (nuclear) (Iméagenes obtenida de Ricci et al., Int J Mol Sci, 2022)(65)

2.6.2 Técnicas moleculares y citogenéticas

Las técnicas de biologia molecular y citogenética pueden servir como método complementario
para la diferenciacion entre lesiones melanociticas malignas tipo melanoma, y benignas tipo nevus. Para
ello se utilizan técnicas como microarrays, la hibridacion in situ fluorescente (FISH, por sus siglas en
inglés), la PCR cuantitativa (QPCR, por sus siglas en inglés) o la secuenciacion de nueva generacién
(NGS, por sus siglas en inglés). Ademas, las técnicas moleculares también pueden servir como pruebas
pronosticas en pacientes con melanoma, permitiendo predecir el riesgo de metastasis. No obstante, al
ser métodos complementarios, siempre deben interpretarse en conjunto con los datos clinicos e

histopatolégicos (22,23).

- Arrays de SNPs: Microarrays basados en la deteccién de sondas localizadas en polimorfismos de

nucledtido tnico (SNPs, por sus siglas en inglés) que permiten el analisis a gran escala del genoma para

detectar variaciones en el nimero de copias cromosémicas (CNV, por sus siglas en inglés). Es de gran
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utilidad en el diagnostico diferencial de melanomas y nevus, cuando el examen histopatoldgico no es
concluyente. Esto se debe a que las aberraciones cromosémicas estan presentes en mas del 90% de los
melanomas, pero se observan con muy baja frecuencia en los nevus melanociticos. Ademas, también
tiene especial utilidad en el diagnostico de tumores de spitz benignos o malignos, debido a sus

caracteristicas histologicas ambiguas (23,69-72).

Las CNV méas cominmente detectadas en el melanoma incluyen pérdidas de material genético
en las regiones 9p, 9q, 10q, 64, 11q, 13q y 10p; y ganancias en las regiones 6p, 7p, 79, 1q, 8q, 17q y
20q; con frecuencias que oscilan entre el 20 y el 50%, siendo la pérdida de la region 9p la mas habitual,
observandose en casi el 60% de los pacientes con melanoma (Figura 12). En algunos casos puede
detectarse una delecion homocigota en la citobanda 9p21, en la que se localiza el gen CDKN2A (p16),
lo que supone la pérdida de su funcion supresora tumoral y, por tanto, es un indicativo de mal prondstico.
También pueden observarse aberraciones cromosémicas en citobandas que contienen otros genes
supresores u oncogenes implicados en el desarrollo y progresion tumoral, como MYB (6g23.3), MYC

(8424.21), RREB1 (6p24.3) y CDK4 (12q14.1) (70,71,73,74).
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Figura 12: Alteraciones cromosdmicas en melanomay nevus. En el eje Y se muestra la proporcidn de ganancias
en verde y de pérdidas en rojo en el nimero de copias de cada cromosoma. En el eje X se muestran 22 pares de
cromosomas, sin inculir los sexuales (X e Y). En los melanomas se puede observar como las alteraciones mas
comunes son la ganancia de los cromosomas 1p, 6p, 7, 8q, 17q y 20q, y la pérdida de los cromosomas 6q, 8p, 9
(9p en homocigosis), 10 y 11q. En los nevi solo se observa como alteracion mas comun la ganancia en la region
11p (Imagen obtenida de Bastian et al., American Journal of Pathology, 2003)(74)

En los nevus no suelen observarse CNVs, detectdndose en ellos menos de 3 alteraciones
cromosOmicas. Las principales alteraciones observadas son la pérdida de la citobanda 3p21y la ganancia

de la region 11p (Figura 12). La ganancia del brazo corto del cromosoma 11 puede estar asociada con
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la presencia de mutaciones en el gen HRAS, localizado en la citobanda 11p15.5, y se le relaciona mas
especificamente con los nevus de Spitz. Por su parte, la pérdida de material genético en 3p21 supone la
delecion del gen BAP1, y esta relacionada con tumores melanociticos epitelioides esporadicos (asociada
con la presencia de mutaciones BRAF'®F) o con tumores epitelioides familiares de Spitz, también

Ilamados bapomas o nevus de Wiesner (asociada con mutaciones germinales en BAP1) (29,70,71,73,74).

- FISH: La hibridacion in situ fluorescente también se utiliza para detectar alteraciones en el nimero de
copias cromosomicas, pero a diferencia de los microarrays de SNPs solo analiza loci gendémicos
especificos, por lo que su sensibilidad y especificidad es menor, sobre todo en lesiones con aberraciones
poco comunes. Sin embargo, tiene algunas ventajas en comparacion con los microarrays, al tener una
mayor disponibilidad, un tiempo de respuesta mas rapido y un menor coste. Ademas, permite analizar
zonas concretas dentro de un tumor heterogéneo, mientras que con los microarrays se requiere una
mayor pureza, por lo que se suelen seleccionar previamente las zonas a estudiar a partir de preparaciones

de H&E (23).

En 2009, Gerami et al. disefiaron y validaron un panel de sondas de FISH para su uso en rutina
en el diagndstico diferencial del melanoma a partir de muestras de tejido FFPE. El panel se baso en los
datos existentes sobre alteraciones recurrentes en el nimero de copias de ADN detectadas por
Hibridacion Genémica Comparada (HGC) o arrays de SNPs; incluyéndose 4 sondas dirigidas a 6p25

(RREB1), 6q23 (MYB), Cep6 y 11q13 (CCND1) (Figura 13) (75,76).
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Figura 13: Hibridacion in situ fluorescente (FISH) en el diagndstico de tumores melanociticos ambiguos. A.
Existen 4 sondas fluorescentes cominmente utilizadas en el diagndstico de melanoma que se unen a regiones
cromosomicas espcificas: 6p25 (RREB1, rojo), 6923 (MYB, narnanja), Cep6 (cyan) y 11q13 (CCND1, verde). Se
observa una célula normal sin pérdidas y ganancias cromosomicas al detectarse 2 sefiales de cada sonda. B. Se
observa una célula con aberraciones cromosémicas que afectan a las regiones de unién a las sondas FISH. Se
distinguen 4 sefiales cyan pertenecientes a Cep6 que sirven como control, 1 sefial roja (6p25), 3 sefiales verdes
(CCND1) y 1 sefial naranja (6g23). C. Ejemplo de FISH de un melanoma que muestra varios nlcleos celulares
con un namero variable de sondas, lo que indica la presencia de aberraciones cromosémicas (Imagenes obtenidas
Wiesner et al., Pathology, 2016)(73)

Existen dos conjuntos de criterios y puntos de corte para el diagnostico positivo de melanoma
por FISH mediante estas sondas: el de Gerami y el del fabricante Abbott (Wiesbaden, Alemania) (Figura
14). Ambos criterios se basan en contar y registrar sefiales individuales en al menos 30 nucleos en
diferentes areas clonales de una muestra tumoral; y permiten diagnosticar melanomas y nevus benignos
con una alta sensibilidad y especificidad. Con la combinacion de ambos se detectan el 78% de los
melanomas, disminuyéndose asi la tasa de falsos negativos, pero aumentando los falsos positivos entre
las lesiones de carécter ambiguo. Para mejorar este aspecto, se esta estudiando combinar los criterios
clasicos con la deteccion por sondas de 9p21 (CDKN2A) y 8924 (MYC), ya que son regiones

comUnmente alteradas en el melanoma (77,78).
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Figura 14: Criterios comunmente utilizados en la interpretacién del FISH de melanoma. Ambos criterios se
basan en contar y registrar sefiales individuales en al menos 30 nlcleos anormales en diferentes areas clonales de
una muestra de piel sospechosa de tumor. Para considerar una muestra de melanoma positiva por FISH deben
cumplirse al menos 1 de los 4 criterios propuestos por el fabricante Abbott (Wiesbaden, Alemania) o al menos 1
de los 4 criterios propuestos por Gerami et al., indicados en la tabla (Tabla obtenida de Kerl et al., American
Journal of Dermatopathology, 2012)(79)

- gPCR: La PCR cuantitativa se utiliza para la identificacion de mutaciones somaticas que pueden tener
importancia en el diagnéstico y prondstico del melanoma. Las mutaciones en el codén V600 de BRAF
son las méas importantes, ya que estan asociadas con una mayor sensibilidad al tratamiento con
inhibidores de BRAF y MEK, por separado o combinados. En concreto, la mutacién mas comun, V600E,
es la que tiene mejor respuesta (1,22,33,37). Por lo tanto, suele ser la primera en estudiarse por técnicas
de deteccion rapida como la IHC, para posteriormente ser confirmada por métodos basados en gPCR,
como los sistemas COBAS o Idylla; o en su defecto, por técnicas de secuenciacion como Sanger,
pirosecuenciacion o NGS. Sin embargo, el andlisis de mutaciones en BRAF solo esta indicado para
pacientes en estadios avanzados de la enfermedad, ya que son los que pueden beneficiarse de las terapias
dirigidas (22,23,33,68). En pacientes con estadios avanzados de la enfermedad, y que no tienen
mutaciones en el codén V600 de BRAF, la Ultima actualizacion de las guias de la National
Comprehensive Cancer Network (NCCN) recomienda un estudio genémico mas amplio en el que se
incluyan otros codones de BRAF y otros genes como C-KIT y NRAS, el cual debe orientarse segun las

caracteristicas clinicas del tumor (22,40).

- NGS: La secuenciacion de nueva generacion permite realizar un estudio de mutaciones mas amplio en
los pacientes sin mutaciones BRAF'®%, ya que es capaz de secuenciar muchos genes simultaneamente,
lo que disminuye el tiempo de respuesta. Ademas, también puede detectar alteraciones en el nimero de
copias cromosomicas, inserciones, deleciones, fusiones y reordenamientos, por lo que es probable que

tenga cada vez mas relevancia en el diagnostico y el prondstico del melanoma. Algunas de las
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alteraciones poco frecuentes en melanoma que puede detectar la NGS son las fusiones en NTRK1,
NTRK 2, NTRK 3, ALKy ROSL1, las cuales pueden relacionarse con una buena respuesta al tratamiento

con diferentes inhibidores (22,23).

2.6.3 Biopsia liquida

La biopsia de tejido es el procedimiento estandar en el diagnostico de melanoma, ya que permite
realizar el estudio histopatoldgico, y a su vez proporciona el material necesario para llevar a cabo las
pruebas moleculares y de IHC. Sin embargo, su uso puede tener ciertas limitaciones a la hora de evaluar
el desarrollo y prondstico de la enfermedad, debido a la heterogeneidad tumoral y al dinamismo de su
perfil molecular. Ademas, es una técnica invasiva para el paciente, lo que supone una mayor dificultad
para obtener suficiente cantidad de muestra y para realizar muestreos de manera seriada que permitan

llevar un seguimiento de la evolucion del tumor (80,81).

En los ultimos afios, diversos estudios han demostrado que la sangre de los pacientes con cancer
contiene varios componentes asociados con el tumor, como células tumorales circulantes (CTCs),
células epiteliales del 6rgano donde se localiza el tumor, células endoteliales y &cidos nucleicos (ADN,
ARNmM y microARN). Estos Gltimos pueden estar formando un complejo con proteinas (nucleosomas),
incluidos en vesiculas circulantes (exosomas) o pueden circular libres, habiendo sido liberados al
torrente sanguineo por células necréticas o apoptéticas (Figura 15). Estos acidos nucleicos circulantes
contienen alteraciones genéticas y epigenéticas especificas relacionadas con el tumor (mutaciones,
metilacion y CNVs) y que, por tanto, son relevantes para el desarrollo y progresion de la enfermedad.
De hecho, las CTCs y los acidos nucleicos circulantes tienen un papel fundamental en la diseminacion

metastasica del tumor a 6rganos distantes (81-86).
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Figura 15: Alteraciones genéticas detectables en el ADN tumoral circulante. Las células tumorales pueden
liberar material tumoral a la circulacién a través de los vasos sanguineos por multiples mecanismos como la
secrecion, la apoptosis o la necrosis. EI material tumoral puede liberarse en forma de células tumorales circulantes
(CTCs), exosomas, ADN circulante tumoral (ADNCct), entre otros. Se pueden detectar alteraciones genéticas
asociadas al tumor en el ADNct, tales como: mutaciones puntuales, variaciones del nimero de copias,
reordenamientos cromosomicos, etc (Imagen obtenida de Diaz y Bardelli, Journal of Clinical Oncology, 2014)(84)

Exosome

A partir de estos conocimientos surge lo que hoy se conoce como biopsia liquida, que sirve
como método complementario a la biopsia de tejido convencional, e incluso en los casos en los que no
hay tejido disponible puede servir como método sustitutivo para el diagndstico e identificacion de
biomarcadores. Lo mas frecuente es que esta biopsia liquida provenga de la sangre periférica de los
pacientes (plasma o suero), pero también existen otros fluidos corporales que pueden contener
informacién molecular derivada de los tumores: la orina, el liquido cefalorraquideo (LCR), la saliva 'y

los derrames pleurales (81,87).

65



INTRODUCCION

En melanoma, se han estudiado multiples marcadores serolégicos como S100B, MIA, CRO,
PD-L1, IL-8, TIL, osteopontinay YKL-40; pero la mayoria de estos estan asociados con otros procesos
como la inflamacion, infecciones, enfermedades autoinmunes e incluso otros cénceres; por lo que su
utilidad clinica es limitada. Actualmente, el Gnico marcador liquido validado clinicamente para
monitorizar la respuesta al tratamiento y el pronostico es LDH, aungue su sensibilidad y especificidad
son insuficientes (88). El nivel de LDH en suero esta considerado como un marcador de mal prondstico

cuando se encuentra elevado en sangre, y esta incorporado dentro del sistema de estadificacion (22,25).

En la actualidad, los estudios de biopsia liquida en melanoma se centran en el analisis de ADN
circulante tumoral (ADNct) en plasma como herramienta sensible para monitorizar la respuesta
terapéutica en pacientes metastasicos e incluso para predecir posibles recaidas (89,90). Los niveles
elevados de ADNCct podrian servir como factor prondéstico independiente de la progresion de la
enfermedad en comparacion con los niveles séricos de S100 y LDH. Ademaés, un cambio en estos niveles
podria predecir la respuesta al tratamiento, asi como la progresion de la enfermedad incluso antes que

las exploraciones radiol6gicas de rutina (88,90).

Sin lugar a dudas, la utilidad clinica mas importante del analisis del ADNCct en plasma de
pacientes con melanoma es la de evaluar el estado mutacional de BRAF, ya que es obligatorio su estudio
en estadios avanzados de la enfermedad, para decidir el tratamiento (22). Aunque por regla general dicho
analisis se lleva a cabo en muestras de tejido, en ocasiones este puede tener una calidad deficiente o no
haber disponibilidad del mismo. Por tanto, diversos estudios se han centrado en evaluar la concordancia
entre pruebas de deteccion en tejido y en plasma, obteniéndose ratios de deteccion en el analisis de la
mutacion BRAF V600E en ADNCct por encima del 75%, al utilizar técnicas de alta sensibilidad basadas

en PCR (91-93).

De esta manera, el analisis mutacional de BRAF, detectable en el ADNct de pacientes con
melanoma metastasico, podria utilizarse para monitorizar la progresion de la enfermedad, asi como la
respuesta al tratamiento con inhibidores de BRAF/MEK (91-93). Sin embargo, solo la mitad de los

pacientes con melanoma presentan estas mutaciones, por lo que existe la necesidad de encontrar nuevos
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marcadores que puedan detectarse en plasma y que sirvan como complemento en el diagnéstico y
monitorizacion de la enfermedad. Una de las opciones que se estan estudiando es la deteccidn de
mutaciones en pTERT en el ADNct, dada su alta prevalencia en el melanoma; obteniéndose tasas de
deteccidn en plasma entre un 50 a 70%, utilizando métodos altamente sensibles como la PCR digital
(ddPCR, por sus siglas en inglés). Esto sugiere que las mutaciones de pTERT podrian representar un
biomarcador valioso para la monitorizacién de pacientes con melanoma, y ser incluidas en las pruebas

de rutina, en conjunto con la deteccion de mutaciones en BRAF y NRAS (94,95).

2.7 Tratamiento

El tratamiento de los pacientes con melanoma se ve condicionado por la estadificacion del tumor
en el diagndéstico inicial. Para los melanomas primarios en estadios tempranos o para lesiones
sospechosas, el primer paso es llevar a cabo la cirugia del tumor. Dependiendo de su grosor y ubicacion
variara el tamafio de los margenes quirargicos recomendados para la escision. Por su parte, los factores
prondsticos como el espesor de Breslow, la presencia de ulceracion y de mitosis, seran importantes a la
hora de decidir realizar o no la biopsia del ganglio linfatico centinela (BGLC). El resultado de la BGLC
no solo proporciona informacion prondstica de la supervivencia del paciente, sino que también influye
en la decision terapéutica (linfadenectomia completa y/o terapia adyuvante) y en la recomendacion de

un seguimiento activo (ecografia o estudios de imagen) (1,22,24).

Para los pacientes con metastasis ganglionar con alto riesgo de recidiva o para algunos tipos
histologicos especificos (Iéntigos malignos con cirugia contraindicada o melanomas desmoplésicos de
alto riesgo), estaria indicada la terapia adyuvante con radiacion (radioterapia). Tiene como objetivo
mejorar el pronostico de los pacientes, pero debido a su toxicidad su uso debe ser sopesado. En el caso
de los pacientes con metéstasis a distancia se puede realizar una radiocirugia estereotéctica (RCE) en la
que la radiacion se focaliza sobre un area pequefia y especifica. Esta puede utilizarse como tratamiento
primario o adyuvante, sobre todo en metastasis cerebrales (22). Sin embargo, en general la radioterapia

tiene un uso principalmente paliativo en aquellos pacientes con maltiples metastasis y sintomaticos. Al
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igual que ocurre con la quimioterapia (dacarbazina), estos tratamientos no suponen un gran aumento en

la supervivencia a largo plazo y sus potenciales efectos secundarios son bastante altos (1,24).

En los Gltimos afios, el tratamiento de los pacientes con melanoma metastasico ha ido cambiando
a medida que se han descubierto farmacos basados en terapias dirigidas o en la inmunoterapia, lo que
ha mejorado considerablemente el prondstico de estos pacientes y ha supuesto una disminucion en el
uso de la quimioterapia. Las terapias dirigidas en el melanoma metastasico (estadios Il y 1V) se basan
en la administracion de farmacos inhibidores de la proteina BRAF (vemurafenib, dabrafenib o
encorafenib) en aquellos pacientes que presentan mutaciones en el codén V600 de BRAF, siendo la
mutacion V600E la que tiene mejor respuesta al tratamiento (1,22,33,37). Estos medicamentos se
caracterizan por tener una respuesta rapida y efectiva, pero de corta duracion, debido al desarrollo de
mecanismos de resistencia, ademas de provocar efectos secundarios, como el desarrollo de otras
neoplasias cutaneas. Por tanto, se suelen combinar con inhibidores de la proteina MEK (trametinib,
cobimetinib o binimetinib), que también se dirigen a la via de MAPK, para intentar disminuir la pérdida
de respuesta a corto plazo (1,22,24,33,96). Actualmente hay varios estudios y ensayos clinicos en
marcha para intentar entender los posibles mecanismos implicados en la resistencia a estos

medicamentos, debido a la activacion de las vias MAPK y PI3K-AKT (24,33,96).

Sin embargo, la terapia individual o combinada de estos farmacos solo beneficia a
aproximadamente la mitad de los pacientes con melanoma metastésico, por lo que los investigadores
continlian trabajando en desarrollar otros tipos de tratamiento que sean mas duraderos y estén enfocados
a la mayoria de los pacientes (96). Uno de ellos es la inmunoterapia, basada en la inhibicién de los
Ilamados puntos de control inmunitario, que suelen ser manipulados por las células tumorales como
mecanismo para evadir la respuesta del sistema inmune. Los inhibidores de puntos de control
inmunitarios (ICl, por sus siglas en inglés) utilizados en el melanoma metastasico son los anticuerpos
anti-PD1/PDL1 (nivolumab y pembrolizumab) y los anti-CTLA4 (ipilimumab). Ambos son receptores

inhibitorios que regulan la respuesta inmunitaria por diferentes mecanismos. Estos farmacos estimulan
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la respuesta inmunitaria al bloquear la unién de ligandos a estos receptores que esta generando una sefial

de tolerancia a las células cancerigenas (1,24,33).

El tratamiento con los ICI ha supuesto un aumento en la supervivencia de los pacientes y su uso
combinado se considera actualmente como el estdndar de atencion en el tratamiento del melanoma
avanzado, tras observarse una actividad clinica superior (mejores tasas de respuesta, aumento de la
supervivencia y respuestas duraderas). Sin embargo, a pesar de estos datos prometedores, existen
complicaciones clinicas debido a su mecanismo de accion en el sistema inmunitario, lo que genera
efectos secundarios graves como pueden ser las afecciones inflamatorias en la piel, el tracto

gastrointestinal y los 6rganos endocrinos (24,33).

También se han empezado a realizar ensayos clinicos para valorar el uso de la terapia triple en
aquellos pacientes con mutacion en BRAF'®®, combinando la terapia dirigida y la inmunoterapia. Los
datos obtenidos en estudios preclinicos sugirieron que los inhibidores de BRAF y MEK provocan
cambios en el microambiente tumoral que pueden mejorar la sensibilidad a los IC1 (33,96). Sin embargo,
actualmente no existen marcadores fiables que permitan predecir la respuesta a la inmunoterapia y
estratificar a los pacientes entre respondedores, no respondedores (mecanismos de resistencia innata) y
los que responden inicialmente, pero luego progresan (resistencia adquirida). La ausencia de estos
marcadores puede suponer en ocasiones el fracaso de la terapia, y ya que son tratamientos costosos y
con efectos secundarios que pueden ser graves, actualmente existe un gran interés en encontrar estos
biomarcadores predictivos (33,96,97). Existen estudios prometedores en los que firmas de expresion
génica que estan asociadas con la respuesta a la inmunoterapia pueden predecir la resistencia y la
respuesta al tratamiento, como por ejemplo la via de la g-catenina y la del interferdn-gamma (IFNG)
(33). Ademas, sigue siendo prioritario la busqueda de otras dianas terapéuticas diferentes, con el fin de
obtener un tratamiento mucho mas personalizado. Algunas de las alteraciones que se estan estudiando

y se proponen como candidatas a la terapia dirigida son: NRAS, C-KIT, GNAQ, GNA11y SF3B1 (24,33).
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1. JUSTIFICACION

El melanoma es considerado como la forma més agresiva de cancer de piel y es la principal causa
de muerte por tumores cutaneos, debido a su tendencia intrinseca a metastatizar y a su resistencia a los
tratamientos clasicos (6,11,12). La tasa de supervivencia de la enfermedad es muy alta cuando el
diagndstico es temprano y el tumor se extirpa por completo. Sin embargo, esta tasa disminuye
notablemente cuando el melanoma se ha diseminado a los ganglios linfaticos o ha producido metéastasis
adistancia (11,12,17). Estas caracteristicas, en conjunto con la alta incidencia en adultos jovenes, ponen
de manifiesto la importancia de llevar a cabo un diagndéstico precoz y certero de la enfermedad, y que
se disponga de buenos marcadores prondsticos que permitan predecir la agresividad de la misma y
monitorizar a los pacientes tras el tratamiento.

El descubrimiento de mutaciones conductoras altamente frecuentes en BRAF y NRAS en el
melanoma (40-60% y 15-20%, respectivamente), favorecio el desarrollo de terapias con inhibidores
especificos, con buenas tasas de respuesta en la practica clinica y el aumento de la supervivencia global
de los pacientes (36,37). Ademas, estas mutaciones aparecen en etapas tempranas y persisten a lo largo
del tiempo en la diseminacion metastasica (38), por lo que su deteccion en el plasma de los pacientes
con melanoma sirve para monitorizar, de forma no invasiva, la progresién de la enfermedad y la
respuesta al tratamiento (91-93). Sin embargo, una proporcién considerable de pacientes carece de
mutaciones conductoras conocidas y un alto porcentaje de ellos desarrollan resistencia al tratamiento
(24,33,96), por lo que existe la necesidad de encontrar nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas que
puedan detectarse en plasma y que sirvan como complemento en el diagndstico y monitorizacion de la
enfermedad.

En la Gltima década, se han detectado dos mutaciones (C228T y C250T) en la regién promotora del
gen TERT en un alto porcentaje de melanomas (70%), tanto en muestras de tejido (41,42,44,45), como
de plasma (94,95). Ambas mutaciones son responsables de la activacion del promotor al contener un
sitio de unidn para factores de transcripcion ETS, por lo que generan un aumento de la expresion de la

telomerasa en las células de melanoma. Esta sobreexpresion se ha asociado ampliamente con un caracter
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agresivo de la enfermedad y una peor supervivencia (42—-45,48,49,98-100). Ademas, otras alteraciones
genéticas y epigenéticas parecen estar implicadas en la sobreexpresién de TERT durante el desarrollo
tumoral, como la hipermetilacion de la region THOR (region oncolégica hipermetilada TERT)
(55,57,58), asociada con una peor supervivencia en maltiples tipos de cancer (59,60,101). Sin embargo,
se han publicado resultados contradictorios sobre el efecto de las alteraciones del promotor en la
regulacién de TERT y cdmo se asocia con la progresion y el desenlace de los pacientes con melanoma
(43,46,48,53,62,63); lo que sugiere la necesidad de nuevos estudios que profundicen en el papel de

TERT en dichos tumores, especialmente en el melanoma metastasico.

2. HIPOTESIS

Dada su alta frecuencia en melanoma y la existencia de diferencias entre unas investigaciones y
otras(44,48,61,63,102), este trabajo pretende analizar las mutaciones de pTERT en las diferentes etapas
del melanomay su relacién con otras alteraciones como la hipermetilacion del promotor, la presencia o
no de mutaciones conductoras y las caracteristicas clinicas e histologicas de los pacientes; con el fin de
confirmar si podria servir como un biomarcador pronéstico y/o predictivo de la enfermedad tanto en

muestras de tejido como de plasma.

Por otro lado, existen pacientes con melanoma que carecen de mutaciones en BRAF, NRAS o TERT
y que demandan el desarrollo de nuevas herramientas para el seguimiento de la enfermedad. Dado que
casi la totalidad de los melanomas presentan aberraciones cromosomicas (69,71,74), nuestro estudio
propone las ganancias y pérdidas cromosémicas como marcadores para la monitorizacién de los
pacientes. Estas alteraciones podrian ser detectadas mediante el estudio con Arrays de SNPs en ADN

circulante extraido a partir de muestras de plasma de pacientes con melanoma metastasico.
3. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es profundizar en el papel de las alteraciones en la region
promotora de TERT (pTERT) en el desarrollo y progresion del melanoma, asi como en su posible

relacion con la supervivencia de los pacientes. Ademas, se valoraran las mutaciones en pTERT y las
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aberraciones cromosomicas como nuevos biomarcadores candidatos en plasma para la monitorizacion

de los pacientes con melanoma metastéasico.

Como objetivos especificos se establecen los que se detallan a continuacion:

1. Detectar las mutaciones méas frecuentes en la region promotora de TERT en muestras pareadas de
tejido de tumor primario y metastasico pertenecientes a pacientes con melanoma avanzado, y

analizar su efecto en la expresion del ARNm de TERT

2. Determinar el estado de metilacién del promotor de TERT en muestras pareadas de tejido de tumor
primario y metastasico pertenecientes a pacientes con melanoma avanzado, y correlacionarlo con

los niveles de expresion del ARNm de TERT.

3. Analizar la coexistencia de las alteraciones en el promotor de TERT con la presencia de mutaciones

conductoras en BRAF y NRAS; y su efecto en la expresion del ARNm de TERT en el melanoma.

4. Relacionar las alteraciones en la regién promotora y los niveles de expresion de TERT en las
muestras de tejido con diferentes parametros clinicos e histoldgicos, asi como con la supervivencia

de los pacientes con melanoma avanzado.

5. Detectar la presencia de mutaciones en el promotor de TERT y de aberraciones cromosémicas en el
plasma de pacientes con melanoma avanzado, y establecer el grado de concordancia con las

alteraciones detectadas en tejido.
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1. SELECCION DE CASOS Y CONTROLES

Se recopilaron un total de 88 muestras de tejido fijado con formal y embebido en parafina
(FFPE, de las siglas en inglés formaldehyde fixation with paraffin embedding) pertenecientes a 53
pacientes diagnosticados con melanoma avanzado en estadios 111 y IV segun el AJCC, el Hospital
Universitario 12 de Octubre entre los afios 2002 y 2020. De estos pacientes, 35 participaron con muestras
pareadas de melanoma primario y sus correspondientes metastasis. De los 18 restantes, solo se disponia

de una muestra por paciente (3 melanomas primarios y 15 melanomas metastasicos).

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico y de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital
12 de Octubre y todos los pacientes firmaron el consentimiento informado para ser incluidos en el
mismo. Se utilizaron las muestras sobrantes del diagnéstico y el excedente fue almacenado en el

Biobanco del Hospital 12 de Octubre.

Con el fin de confirmar y seleccionar las regiones mas representativas del tumor, dos
dermatopatdlogos evaluaron las muestras de tejido FFPE mediante tincion con hematoxilina-eosina
(H&E) para descartar aquellas muestras con grandes cantidades de melanina o necrosis que pudieran
interferir con las técnicas moleculares, y evitar las areas con piel normal adyacente. Ademas, se
recogieron muestras de sangre periférica de 25 de los 53 pacientes incluidos en el estudio antes del inicio

del tratamiento sistémico.

Ademas, se incluyeron en el estudio 7 muestras de piel normal y 6 muestras de nevus
melanocitico benigno como tejido control. También se incluyeron como control 6 muestras de lineas
celulares de melanoma (LC SKMEL, LC #4, LC #3, LC #2, LC #10y LC #17) cedidas por el Grupo de

Melanoma de la Dra. Maria S. Soengas del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO).
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2. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

2.1 A partir de muestras de tejido

Se cortaron en el microtomo entre 5 y 15 secciones de tejido FFPE de unas 5um de espesor,
realizando macrodiseccion del tumor en los casos donde fue necesario. Se extrajo el ADN utilizando el
kit CLART HPV4 (Macherey Nagel, Diiren, Alemania), siguiendo el protocolo del fabricante. Para
desparafinar las muestras se afiadieron 600 ul de aceite mineral (Mineral oil, M-3516-1L; Sigma-
Aldrich, Misuri, EE.UU) por tubo y se realizé una incubacion a 90 °C durante 2 minutos. Posteriormente,
se centrifugaron las muestras para eliminar el aceite y la parafina (sobrenadante), y quedarnos con el
tejido desparafinado en el fondo del tubo (pellet). A continuacion, se realizé una incubacion con 200 pl
de buffer de lisis y 20 ul de proteinasa K durante toda la noche a 56 °C. Al dia siguiente se llevo a cabo
una incubacidén a 70 °C durante 10 minutos para inactivar la enzima. Finalmente, se purific6 el ADN
utilizando minicolumnas con membranas de silice y una serie de tampones de lavado y alcoholes en
diferentes proporciones que permiten la eliminacion de sales y otros contaminantes, quedando el ADN
retenido en la columna. Finalmente, el ADN se eluy6 en 20 pl de agua destilada y se almacend a -20 °C
para su posterior utilizacion.

Para la extraccion del ARN, se llevaron a cabo los mismos pasos manteniendo las muestras y
reactivos a 4 °C durante todo el proceso y omitiendo el paso de desactivacion de la proteinasa K a 70°C,

debido a la inestabilidad del ARN a altas temperaturas.

La cuantificacién de los acidos nucléicos se realiz6 utilizando el fluorimetro Qubit 2.0 (Thermo
Fisher Scientific, Delaware, EE.UU), con el kit Qubit dSDNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La calidad de las muestras se analizé con el espectrofotometro

NanoDrop ND-2000 de (Thermo Fisher Scientific).
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2.2 A partir de muestras de sangre periférica
2.2.1 Extraccion de plasma

Se extrajeron entre 10 y 20 ml de sangre total en tubos EDTA y se mantuvieron a 4 °C durante
un maximo de 3 horas hasta la obtencion del plasma. La extraccién del plasma se realizé centrifugando
la sangre total a 1900 x g durante 10 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes se transfirieron cuidadosamente,
sin perturbar la capa leucocitaria, a tubos Falcon de 15 ml de base cdnica. Posteriormente, se realizé una
segunda centrifugacion a 16000 x g durante 10 minutos a 4 °C, tras la cual se descart6 el pellet y se
recogio el sobrenadante (plasma) en un tubo Eppedorf, que se congel6 a -80 °C hasta su utilizacion para

extraccion de ADN circulante.
2.2.2 Extracciéon de ADN circulante

Para la extraccion de ADN circulante libre de células (cFDNA, por sus siglas en inglés) a partir
de plasma sanguineo se utilizé el kit QlAamp Circulating Nucleic Acid (Qiagen, Hilden, Alemania),
siguiendo el protocolo del fabricante. Se parti6é de 2-5 ml de plasma y se incubaron durante 30 minutos
a 60 °C con 200 pul de proteinasa K y 1,6 ml de buffer de lisis. Posteriormente, se afiadieron 3,6 ml de
tampon de unién a los lisados, se incubaron durante 5 minutos en hielo y se transfirieron a minicolumnas
con membrana de silice. La purificacion se realizé utilizando un colector de vacio (QIAvac 24 Plus;
Qiagen) y una bomba capaz de producir un vacio de -800 a -900 mbar (Qiagen Vacuum Pump); en la
que se llevaron a cabo 3 lavados con tampones a diferentes proporciones de alcohol. Finalmente, se
eluyé el ADN circulante en 20 pl de agua destilada y se conservo en tubos Eppedorf a -20 °C hasta su
posterior utilizacién. EI proceso que se siguié para la cuantificacion y el analisis de la calidad de este

fue el mismo que el descrito en la extraccion de ADN a partir de tejido FFPE.
3. PIROSECUENCIACION

Se analizaron por pirosecuenciacion las mutaciones mas comunes presentes en el promotor del

gen TERT (pTERT) en las muestras de ADN obtenido a partir de biopsias de tejido. Las mutaciones
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analizadas fueron: C228T y C250T, correspondientes a las posiciones -124 y -146 pb del sitio de inicio

ATG. El resto de mutaciones menos comunes fueron analizadas por secuenciacion sanger.

Se llevé a cabo la amplificacién a través de PCR de un fragmento de ADN de 110 pares de
bases que contiene las posiciones gendmicas mencionadas. Para ello, se utilizé el kit PyroMark PCR Kit
(Qiagen), siguiendo las instrucciones de fabricante, y el termociclador Applied Biosystems Veriti 96-
Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific). Para la amplificacion se partio de 200 ng totales de
ADN vy se utilizaron un cebador foward y un cebador reverse marcado con biotina, a una concentracion
de 10 pmol/ul. EI kit comercial incluye una master mix que contiene las cantidades 6ptimas de enzima
ADN polimerasa, nucleétidos (dNTPs) y MgCl, para llevar a cabo la PCR; un tampo6n con colorante de
carga (Coral Load) y el reactivo Q Solution, que permite mejorar la amplificacion de regiones ricas en
nucleétidos G/C, como la del promotor de TERT. Los cebadores utilizados (Eurofins Genomic,
Ebersberg, Alemania) y el programa de amplificacion se describen en la Tabla 1. Finalmente, la calidad

de los productos amplificados se comprobd mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Tabla 1: Disefio del ensayo de pirosecuenciacion para la deteccion de mutaciones de pTERT.

Secuencia cebadores PCR y Pirosecuenciacion Programa PCR
Forward 5’-CCCTTCACCTTCCAGCTCC-3’ 95°C 15 min 1 ciclo
Reverse Biotina-5’-AAAGGAAGGGGAGGGGTG-3’ 95°C 30 seg
Secuenciacion 5*-ACCCCGCCCCGTCCCGACCCC-3’ 60°C  30seg oo
Disefio Pirosecuenciacién 72°C 30 seg
Se;#;?;;? a TYCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCYTCCG | 72°C  10min  1ciclo
digprgﬁ:agfén ATCGATCCGCACGCCGTC 4°C w w

Los productos amplificados se inmovilizaron con microesferas de Sepharosa-estreptavidina

(Cytiva, Massachusetts, EE. UU) y se lavaron y purificaron con diferentes tampones en la estacion de
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vacio PyroMark Q24 Vacuum Workstation (Qiagen). Los productos purificados se desnaturalizaron a
80 °C para obtener ADN monocatenario, que servid de molde para el proceso de pirosecuenciacion. Se
empled un cebador de secuenciacion a una concentracion de 20 pmol/pl, que hibrida en la region

inmediatamente anterior a la primera posicion genémica a analizar (se describe en la Tabla 1).

Finalmente, para la reaccion de pirosecuenciacién se utilizaron los reactivos PyroMark Gold
Q24 (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Entre ellos se incluye una mezcla con las
enzimas DNA polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa y apirasa, y una mezcla de sustratos que incluye
adenosina 5-fosfosulfato (APS) y luciferina. Ambas mezclan se incubaron con las muestras dentro del
pirosecuenciador PyroMark Q24 instrument (Qiagen) y se afiadié a la reaccién los 4 tipos de
desoxirribonucle6tidos trifosfato (ANTPs: ATP, GTP, CTP y TTP), de uno en uno, siguiendo un orden
de dispensacion especifico que fue previamente disefiado con el fin de permitir la identificacion de todas
las posibles mutaciones incluidas en el amplicdn. La secuencia de dispensacion se muestra en la Tabla
1. La ADN polimerasa va incorporando los dNTPs complementarios segun la secuencia de la hebra
molde. En cada incorporacién se libera un pirofosfato (PPi) en una cantidad equimolar a la cantidad de
nucledtido incorporado. Tras varias reacciones en cadena en las que participan el resto de enzimas y
sustratos, se genera luz visible en cantidades que son proporcionales a la cantidad de dNTPs
incorporados, que es detectada por el instrumento y se registra como un pico, formandose un pirograma
(Figura 16) (103). Los resultados obtenidos se analizaron mediante el software PyroMark Q24 2.0.6

Build 20 (Qiagen).

En cada carrera se dispuso de un control negativo (pTERT de tipo salvaje, WT), un control
positivo para las mutaciones mas frecuentes (C228T y C250T) y un control sin muestra o blanco (NTC

por sus siglas en inglés).
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Figura 16: Esquema ilustrado del procedimiento de la pirosecuenciacion. A. Tras la amplificacion por PCR y
la purificacion, el ADN monocatenario marcado con biotina sirve de molde para la reaccidn de pirosecuenciacion
que lleva a cabo la enzima polimerasa. B. A medida que los nucledtidos se incorporan a la cadena de ADN se
libera un pirofosfato que se convierte en ATP por la accion de la sulfurilasa y la luciferasa en dos reacciones en
cadena. EI ATP generado impulsa la reaccién de luz que se visualiza como un pico en el pirograma. C. La enzima
apirasa degrada los nucle6tidos no incorporados antes de que se dispense el siguiente nucleétido (Imagen obtenida

de Kreutz et al., Current protocols in molecular biology, 2013)(103)

4. SECUENCIACION SANGER

La secuenciacion Sanger se utilizd para confirmar los resultados de la pirosecuenciacion que

fueron dudosos o no valorables, asi como para detectar mutaciones menos comunes en pTERT, como
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las mutaciones en tindem CC242-243TT y CC228-229TT en las posiciones -138/-139 pb y -124/-125
pb del sitio de inicio ATG, respectivamente. Para ello se utiliz6 el mismo producto de PCR obtenido en
la amplificacion realizada para la pirosecuenciacion. Los productos de PCR se purificaron en
minicolumnas con membrana de silice con el kit QIAquick PCR Purification 50 (Qiagen) y se comprob6

su calidad mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.

Posteriormente se realizo la reaccion de secuenciacion con el kit BigDye Terminator v3.1
(ThermoFisher Scientific), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Dicha reaccién se llevé a
cabo en una unica direccion, es decir, utilizando solo el cebador Forward a una concentracion de 3,2
pmol/ul (Tabla 1), ya que al emplear el producto de PCR de la pirosecuenciacion la hebra antisentido
estaba biotinilada en 5. El kit comercial incluye un tampon de reaccion a concentraciéon 5X y una master
mix que incluye la enzima polimerasa, los dNTPs y los didesoxinucledtidos (ddNTPs) marcados con
fluorescencia, que funcionan como terminadores. El programa consistié en una desnaturalizacién a 96°C
durante 3 minutos; seguida de 25 ciclos de desnaturalizacion a 96°C durante 10 segundos, union del
cebador a 50°C durante 5 segundos y extension a 60°C durante 4 minutos; y fue llevado a cabo en el

termociclador Applied Biosystems Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific).

Los productos obtenidos se purificaron con el kit BigDye XTerminator de Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, las muestras se
cargaron en el secuenciador Applied Biosystems 3130 XL (Thermo Fisher Scientific). Los
cromatogramas obtenidos se analizaron empleando el software Chromas 2.5.1 (Technelysium Pty Ltd,

South Brisbane QLD 4101, Australia).

5.PCR ATIEMPO REAL

Se utilizo la tecnologia automatizada Idylla System (Biocartis, Mechelen, Bélgica), que esta
basada en PCR a tiempo real, para detectar las mutaciones de los genes BRAF y NRAS en aquellos
pacientes de los que no disponiamos de datos moleculares previos. Para ello se utiliz6 un corte de 10
um de espesor de las muestras de tejido FFPE. Se emplearon los cartuchos Idylla™ ctBRAF-NRAS

Mutation Test que cubren 18 mutaciones en los exones 2, 3y 4 de NRAS, asi como 5 mutaciones en el

85



MATERIAL Y METODOS

codon 600 de BRAF. Estos cartuchos fueron cargados segun las especificaciones del fabricante y

analizados por el instrumento Idylla Console (Biocartis).

6. PCR ESPECIFICA DE METILACION (MS-PCR)

Se analizé el estado de metilacion de 4 islas CpG en la region pTERT mediante la realizacion
de una PCR especifica de Metilacion (MS-PCR, por sus siglas en inglés), de acuerdo con las condiciones
previamente descritas por Xin et al (104). Tres de las cuatro islas a analizar se encuentran dentro de la

region definida como THOR por Lee et al. (61), tal y como se muestra en la siguiente figura:

TERT promoter region sequence

. Island CpG
Primers Foward MS-PCR 1,295,824

GGTGGTTTGCTCATGGTGGGGACCC CTCGCCGCCTGAGAACCTGCAAAGAGAAATGA.GGCCTGTGTCAA

GGAGCCCAAGTCGCGGGGAAGTGTTGCAGGGAGGCACTCCGGGAGGT CCCGCGTGCCCGTCCAGGGAGCAA
Island CpG Island CpG Island CpG
1,295,737 1,295,731 1,295,725

TGEBTCCTBBGGTTEBTCCCCAGCCGCGTCTACGCGCCTCCGTCCTCCCCTTCACGTCCGGCATTCGTGGT
- Pril:rs Re\erse?S-l’CR
GCCCGGAGCCCGACGCCCCGCGTCCGGACCTGGAGGCAGCCCTGGGTCTCCGGATCAGGCCAGCGGCCAAA
GGGTCGCCGCACGCACCTGTTCCCAGGGCCTCCACATCATGGCCCCTCCCTCGGGTTACCCCACAGCCTAG
GCCGATTCGACCTCTCTCCGCTGGGGCCCTCGCTGGCGTCCCTGCACCCTGGGAGCGCGAGCGGCGCGCGG
GCGGGGAAGCGCGGCCCAGACCCCCGGGTCCGCCCGGAGCAGCTGCGCTGTCGGGGCCAGGCCGGGCTCCC
AGTGGATTCGCGGGCACAGACGCCCAGGACCGCGCTTCCCACGTGGCGGAGGGACTGGGGACCCGGGCACC
CGTCCTGCCCCTTCACCTTCCAGCTCCGCCTCCTCCGCGCGGACCCCGCCCCGTCCCGACCCCT.CCGGGT
C250T
CCCCGGCCCAGCCCCETCCGGGCCCTCCCAGCCCCTCCCCTTCCTTTCCGCGGCCCCGCCCTCTCCTCGCG
C228T
GCGCGAGTTTCAGGCAGCGCTGCGTCCTGCTGCGCACGTGGGAAGCCCTGGCCCCGGCCACCCCCGCGATG

THOR
(321,753)

Figura 17: Secuencia de la region promotora de TERT con las 4 islas CpG incluidas en el analisis de
metilacién. Se muestra la region promotora de TERT (pTERT) aguas arriba del codén de iniciacion ATG (marcado
en rosa claro). En gris se resaltan las dos secuencias de las zonas que hibridan con los cebadores o primers de la
PCR especifica de metilacion, que a su vez incluyen las 4 islas CpG que son analizadas en este estudio (indicadas
por su posicién cromosémica y remarcadas en colores azul, rojo, morado y verde). Tres de las 4 islas CpG forman
parte de la regién conocida como THOR (Region Oncoldgica Hipermetilada de TERT), sefialada con un corchete
azul a la derecha. También se incluyen las 3 mutaciones mas comunmente detectadas en pTERT (resaltadas en
color fucsia, amarillo y verde claro).

Primero se realiz la conversion con bisulfito partiendo de entre 500 y 1000 ng de ADN
gendmico proveniente de tejido, en un volumen de 20 pl, utilizando el kit EpiTect Bisulfite Kit 48
(Qiagen) y siguiendo las instrucciones del fabricante. El proceso de conversion consistié en un primer
ciclo de desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos, 25 mintos a 60 °C, 5 minutos a 95 °C y 85 minutos
a 60 °C. Posteriomente se realizé un segundo paso de desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos y una

incubacion a 60°C durante 2 horas y 55 minutos, mantiendo las muestras a 20 °C hasta su posterior
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purificacion. Este proceso de conversion se llevo a cabo en el termociclador Applied Biosystems Veriti
96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific). Finalmente, el ADN tratado con bisulfito se

almacend a -20 °C hasta su utilizacion en un periodo méaximo de un mes.

Posteriormente se realizé la amplificacion de un fragmento de 131-133 pb, en el que se incluyen
las islas CpG anteriormente indicadas (Figura 17), utilizando el termociclador Applied Biosystems
Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) y empleando una PCR de tipo “Touchdown”
en la que se va disminuyendo la temperatura de anillamiento del cebador de dos en dos grados
centigrados durante los primeros 4 ciclos, con el fin de reducir la posibilidad de uniones inespecificas.
Se empled el reactivo GoTag G2 Hot Start Colorless Master Mix (Promega, Wisconsin, EE.UU), que
contiene las cantidades 6ptimas de enzima ADN polimerasa, nucledtidos (ANTPs) y MgCl, para llevar
a cabo la amplificacion; y dos parejas de cebadores que se unen especificamente cuando la secuencia se
encuentra metilada (citosinas sin convertir) o cuando no hay metilacion (citosinas convertidas a uracilo),
ambos a una concentracion de 15 pmol/pl. Las secuencias de los cebadores (Eurofins Genomic) y el

programa de PCR utilizado se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 2: Disefio del ensayo de la PCR especifica de metilacion para el anélisis de metilacién de pTERT

Secuencias de Cebadores MS-PCR Programa PCR
Foward 95°C  15min 1 ciclo
95°C 30s
5>-TTGAGAATTTGTAAAGAGAAATGAC-3’ .
o 59°C 30s 2 ciclos
Metilacién
Reverse 72°C 30s
95°C 30s
5’-TAAAAACGAACCCGAAAACG-3’
57°C 30s 2 ciclos
Foward 72°C 30s
95°C 30s
5’-TTGAGAATTTGTAAAGAGAAATGATG-3’ .
No 55°C 30s 36 ciclos
metilacion Reverse 72°C 30s
72°C 7 min 1 ciclo
5’-ACTAAAAACAAACCCAAAAACACA-3’ 10
e} e}

MS-PCR = PCR especifica de metilacion
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En cada carrera se incluyeron los siguientes controles: una muestra sin tratar con bisulfito, un
ADN metilado comercial (Merck, Darmstadt, Alemania), uno no metilado (Qiagen) y un NTC. Los
niveles de metilacion detectados en las muestras de piel normal se utilizacion para establecer una linea
base de metilacién de pTERT, ya que en estudios anteriores se observé que pTERT se encuentra
normalmente hipometilado o no metilado en los tejidos normales (104). Los productos de PCR se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 3%, en el que se comprobo la presencia de banda de
amplificacién para los cebadores de metilacion y los de no metilacion, pudiendo observarse muestras
metiladas, no metiladas o parcialmente metiladas (amplificacion con ambos cebadores). La intensidad
de dichas bandas de amplificacién se mididé utilizando el programa Imagel (versién 1.53e para
Windows; NIH, Bethesda, Maryland) y con los valores obtenidas se realizé una doble normalizacion.
Primero una normalizacion interna entre las bandas de metilacién y no metilacion, pertenecientes a cada
muestra, y posteriormente una normalizacion externa con la media de las muestras de piel normal;
obteniéndose asi un valor numérico para el estado de metilacién de pTERT. A partir de estos valores,
las muestras se distribuyeron en dos grupos: hipermetiladas e hipometiladas, utilizando como punto de

corte la mediana de los niveles normalizados de metilacion de pTERT de las muestras de melanoma.

7. PCR CUANTITATIVA DE TRANSCRIPCION INVERSA (RT-QPCR)

Para medir los niveles de expresion de TERT a partir del ARN mensajero (ARNm) de muestras
de tejido FFPE, realizamos una PCR de transcripcion inversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés) para
sintetizar el ADN complementario (ADNCc). Se utilizé para ello el kit de sintesis de SuperScript VILO
cDNA de Invitrogen (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se parti6 de
10 ng de ARNm en un volumen méaximo de 7 ul, a los que se les afiadi6 la master mix incluida en el kit
a concentracion de 1X, que contiene los cebadores aleatorios, dNTPs y MgCI2 necesarios para la
reaccion, y una mezcla de enzima retrotranscriptasa e inhibidor de ARNasa. Para sintetizar el ADNc se
sometio dicha mezcla a un programa de 30 minutos a 42 °C y 85 °C durante 5 minutos en el termociclador
Applied Biosystems Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific), y se mantuvo a 10 °C

hasta su posterior utilizacion.
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La expresion del ARNm de TERT se evalu6 por triplicado en una PCR cuantitativa (QPCR, por
sus siglas en inglés) mediante el uso del sistema 7500 Fast Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific)
y utilizando el gen GAPDH como control enddgeno. Las sondas Tagman utilizadas fueron: TERT
Hs00972650_m1 TagMan 20X y GAPDH Hs99999905 m1 TagMan 20X de Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific). Se partié de 2 ul de ADNc a una concentracion de entre 100-1000 ng y
cada muestra se analizo por triplicado. Se afiadieron cada una de las sondas por separado y la mezcla de
reaccion TagMan Fast Advanced Master Mix 2X (Thermo Fisher Scientific), segun las indicaciones del
fabricante. La master mix contenia una ADN polimerasa AmpliTaq Fast, la enzima uracilo-N glicosilasa
(UNG), dNTPs con dUTP y un tampon optimizado para la reaccién de qPCR. Las condiciones para la
amplificacion fueron las siguientes: 2 minutos de incubacion a 50 °C, 2 minutos de activacion a 95°Cy
posteriormente 40 ciclos de desnaturalizacion durante 3 segundos a 95 °C y 30 segundos de extension a
60 °C.

Dado que los niveles de ARNm de TERT fueron indetectables por RT-qPCR en las muestras
control de piel normal y nevus melanocitico, los valores relativos de la expresiéon de ARNm de TERT se
obtuvieron con el método ACT en lugar del método AACT (Livak) utilizando tnicamente los niveles de
expresion del gen enddégeno GAPDH. A partir de los valores obtenidos, las muestras se distribuyeron en
dos grupos: alta y baja expresion, utilizando como punto de corte la mediana de los niveles normalizados

de expresion de TERT de las muestras de melanoma.
8. PCR DIGITAL (ddPCR)

Las mutaciones de pTERT en el ADN circulante de muestras plasmaticas fueron analizadas por
PCR digital (ddPCR, por sus siglas en inglés). Ademas, esta técnica también se empled para confirmar
algunos resultados discordantes en muestras de tejido FFPE. Se utilizaron sondas fluorescentes para
detectar especificamente las mutaciones C228T (dHsaEXD72405942) y C250T (dHsaEXD46675712)
(Biorad, Hércules, California). Las sondas especificas de las mutaciones estaban marcadas con el
fluoréforo FAM, vy las de tipo salvaje (wild type), dirigidas a la misma regién, con HEX. Se utilizaron

10 ng totales de ADN aproximadamente en un volumen de 8 pl, que se hibridaron por duplicado con 2
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pl de una mezcla optimizada de cebadores y sonda especificos para cada region a estudiar, y con 11 pl
de una supermix que contiene las cantidades éptimas de enzima ADN polimerasa, nucleétidos (ANTPs)
y sales. Ademas, se incluyeron en cada tanda un control negativo (pTERT WT), un control positivo para

cada mutacion estudiada (C228T y C250T) y un NTC.

A continuacion, se afiadi6 en cada reaccién 70 pl de aceite Droplet Generation Qil for Probes
(Biorad) y se cargaron en el QX200 AutoDG Droplet Generator (Biorad) con el fin de generar gotas que
contenian un solo fragmento de ADN. Posteriormente se llevé a cabo una amplificacién en el
termociclador C1000 Touch Thermal Cycler, siguiendo las condiciones de PCR previamente descritas
por McEvoy et al (95). Cada fragmento de ADN amplificado se detectd en el lector de gotas QX200
Droplet Reader (BioRad) y el andlisis de los fragmentos se realizé con el software QuantaSoft (BioRad),
siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante. Cada gota formada se considerd como un evento.
Los resultados no se consideraron valorables en aquellos casos en gque el nimero de eventos totales era
menor a 10000. Para confirmar la presencia de una mutacion se estimo la deteccion de un minimo de

cinco eventos para cada sonda.

9. MICROARRAYS DE SNPs

El andlisis de las variaciones en el nimero de copias cromosémicas (ganancias, pérdidas y
amplificaciones) de las muestras de ADN obtenido a partir de biopsias de tejido FFPE y plasma se
realiz6 mediante microarrays, utilizando el kit OncoScan FFPE Assay Kit (Affymetrix, California,
EE.UU), siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. Este ensayo se basa en el uso de sondas
de inversion molecular (MIP, por sus siglas en inglés) y también permite el estudio de mutaciones

somaéticas en 9 genes (BRAF, EGFR, IDH1, IDH2, KRAS, NRAS, PIK3CA, PTEN Y TP53).

Cada sonda MIP contiene en los extremos una region homoéloga a una region diana del ADN
genomico (ADNg), que tras hibridar dejan un espacio de un solo nucleétido en donde se localiza un
SNP, generando una forma circular incompleta (Figura 18a) (105). Cada region homdloga es de 20 pb
de longitud, por lo que el conjunto de sondas puede hibridar ADNg fragmentado de hasta 40 pb, como

en el caso del obtenido a partir de tejido FFPE.
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Figura 18: Ensayo de microarrays basado en sondas de inversion molecular. A. Estructura de la sonda de
inversion molecular (MIP) con sus dos regiones homélogas de union al ADN gendémico (1), dos regiones de unién
a cebadores (2 y 4), una region de hibridacién con el microarray (5) y dos sitios de corte especificos (3 y 6). Una
vez se da el anillamiento del ADNg con la sonda, se genera una forma circular incompleta y queda un espacio para
un Unico nuclettido. B. Duplicacién del ensayo afiadiendo nucledtidos A/T o G/C para rellenar el espacio. C.
Digestion con exonucleasa. D. Digestion con enzima especifica que corta en el sitio 1 para la apertura e inversion
de la sonda. E. Amplificacidn de la sonda por PCR vy biotinilacién. F. Escision con enzima de restriccion en el
sitio 2 para liberar la secuencia de etiqueta o codigo de barra G. Hibridacidn con el microarray y posterior tincion
con ficoeritrina a través de la interaccion biotina-estreptavidina. H. Escaneo de la sefial de fluorescencia del array.
Los colores amarillo y blanco indican la presencia y ausencia de sefial, respectivamente (Imagen obtenida de Jung
et al., Applied Cancer Research, 2017)(105)
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Se parti6 de 80 ng totales de ADNg, y se hibridaron durante 16 a 18 horas con una mezcla de
sondas MIP a 58 °C en un termociclador Applied Biosystems Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo
Fisher Scientific). Después de la hibridacion, cada muestra se dividié en dos tubos y en cada uno se
afiadié una mezcla de nucleétidos Ay T o G y C. De esta forma, en el tubo donde estan presentes los
nucledtidos correspondientes, se rellena el hueco con el nucleétido correspondiente y se forma una
estructura circular completa, mientras que en los tubos donde no se rellena el hueco en el ADN, las
sondas contintan con su forma circular incompleta, para ser eliminadas posteriormente mediante un
paso de digestion con exonucleasa (Figura 18b y 18c). A continuacidn, se realizé una digestion con una
enzima que reconoce un sitio de escisién en las sondas MIP, generando una forma lineal con dos
secuencias de unién a cebadores en sus extremos y, por tanto, permite llevar a cabo una amplificacion
por PCR. Durante dicha PCR, se incorporaron nucleétidos marcados con biotina en el producto lo que
permite su posterior tincion (Figura 18d y 18e). El producto amplificado se sometié a otra digestidn con
el fin de separar una parte de la sonda que contiene una secuencia de etiqueta o codigo de barras, lo que
permite identificar la region especifica de ADN gendmico; y es la que posteriormente se hibrida con las
secuencias diana que hay en los microarrays durante 16 a 18 horas a 59 °C (Figura 18f y 18g) (105). Se
utilizaron dos arrays por muestra, uno para los productos de reaccion tras la unioén con nucleétidos A/T

y otro para los obtenidos tras la reaccion con la mezcla de nucleétidos G/C.

Para lavar y tefiir los arrays se utilizo la plataforma GeneChip Fluidics Station 450 (Affymetrix).
Durante este proceso se eliminan los posibles residuos utilizando tampones de lavado y se tifien las
sondas mediante una tincién en serie con un conjugado de streptavidina-ficoeritrina y un anticuerpo
biotinilado anti-streptavidina (Figura 18g) (105). Finalmente, se escanea la sefial de fluorescencia de los
arrays empleando el escaner GeneChip Scanner 3000 (Affymetrix) (Figura 18h). Los datos
proporcionados por este Ultimo fueron procesados a través del OncoScan Console Software

(Affymetrix) y se analizaron con el Chromosome Analysis Suite (ChAS) (Affymetrix).

Para confirmar el catalogar un tumor melanocitico como maligno se considero la deteccion de

mas de 3 alteraciones cromosomicas, segun los criterios de J. Bauer y B. Bastian (72).
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10. ANALISIS ESTADISTICO Y DE SUPERVIVENCIA

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando pruebas de independencia de
Chi-cuadrado basadas en tablas de contingencia para las variables categoricas. El tamafio del efecto se
estimo utilizando el Odds Ratio (OR) y un 95% de intervalo de confianza (IC). Se realizaron analisis de
varianza mediante ANOVA unidireccional y bidireccional, comparaciones por medio de la prueba t-
Student (T-test) y regresiones lineales, para las variables continuas. Los analisis de supervivencia se
realizaron mediante curvas de Kaplan-Meir, comparaciones por medio de la prueba de Log-Rank y
modelos de regresion de Cox univariantes y multivariante. Se consideraron estadisticamente
significativos los valores de P < 0,05. Estos analisis se realizaron con los programas GraphPad Prism,
GP (version 8.0.1 para Windows, San Diego, California), SPSS Statistics (version 21.0.0 para Windows,
IBM, Nueva York, EE.UU.) y R statistical analysis software (version 4.0.3 para MacOS, Viena,

Austria).
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1. DATOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes incluidos en el estudio para recoger sus datos
clinicos (sexo, edad, fecha de diagndstico y localizacién del melanoma primario, fecha de deteccion y
localizacion de las metastasis, supervivencia global y libre de progresién, estatus vivo o muerto) e
histologicos (tipo histologico, nivel de Clark, espesor de Breslow, presencia de ulceracion, regresion e

infiltrado inflamatorio) relevantes para el estudio. Estos datos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 3: Datos clinicos e histoldgicos de 53 pacientes con melanoma metastasico

Datos clinicos e histoldgicos Numero (%)
Sexo

Hombres 28 (53%)
Mujeres 25 (47%)

Edad al diagnéstico (afios)*

Media (Rango) 58 (13-91)
<70 31 (59%)
>70 15 (28%)

Tipo histolégico

Melanoma de extension superficial (MES) 22 (42%)
Melanoma nodular (MN) 15 (28%)
Léntigo maligno melanoma (LMM) 1 (2%)
Melanoma lentiginoso acral (MLA) 2 (3%)
Otras variantes histolégicas? 2 (4%)

Localizacion del melanoma primario*

Piel acral 2 (3%)
Piel no acral 38 (72%)
Mucosas 2 (3%)

Espesor de Breslow (mm)*

Media (Rango) 3.14 (0.52-28.0)
Bajo (0.01-1.00) 4 (8%)

Medio (1.01-3.99) 22 (42%)

Alto (> 4.00) 14 (26%)
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Nivel de Clark*

|

1

1]

v

\

Ulceracion*

Presencia

Ausencia

Respuesta inflamatoria*
Presencia

Ausencia

Tasa mitdtica (mitosis/mm?)*
<1

>1

Localizacion de la metastasis
Ganglio linfatico

Piel acral

Piel no acral

Otras?

Supervivencia (meses)*

Supervivencia libre de progresion (SLP)

Media (rango)
Progresion a los 45 meses
Supervivencia global (SG)
Media (rango)

Progresion a los 45 meses

Estatus en el Gltimo seguimiento

Vivo

Muerto

0 (0%)

1 (2%)
14 (26%)
17 (32%)
7 (13%)

17 (32%)
21 (40%)

8 (15%)
22 (42%)

5 (9,5%)
17 (32%)

20 (38%)
0 (0%)

19 (36%)
14 (26%)

19.4 (0.8-182.6)

41 (77%)

715 (3.6-232.1)
20 (38%)

25 (47%)
28 (53%)

* Los nimeros no siempre suman el total (N=53) debido a la falta de datos.
1 Otras variantes histolégicas incluyen melanoma spitzoide y desmoplasico.
2 Otras localizaciones de metastasis incluyen partes blandas y 6rganos distantes.
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2. MUTACION DEL PROMOTOR DE TERT EN MELANOMA

2.1 Estado mutacional

Para evaluar el estado mutacional de pTERT como potencial biomarcador en melanoma, se
analizaron 88 muestras de tejido FFPE por pirosecuenciacion y secuenciacion Sanger. Se detectaron
mutaciones en pTERT en el 69% (61/88) de las muestras analizadas, siendo la proporcion de casos
mutados pTERT similar en el grupo de los melanomas primarios (66%, 25/38) y en el grupo de los
melanomas metastasicos (72%, 36/50). En cuanto al tipo de mutacion detectada, la mutacion C250T
estaba presente en el 59% (36/61), la mutacion C228T en el 38% (23/61) y la mutacion CC228-229TT
en el 3% (2/61) de los melanomas mutados (Anexo 1). No se observaron mutaciones de pTERT en las 7
muestras control de piel normal y en las 6 muestras de nevus melanocitico. Por su parte, se detectaron
mutaciones de pTERT en el 83% (5/6) de las lineas celulares analizadas. Los datos obtenidos se detallan

en la siguiente tabla:

Tabla 4: Frecuencias de mutacion del promotor de TERT en muestras de melanoma (primario y metastasis) y
muestras control (piel normal, nevus y lineas celulares) analizadas por pirosecuenciacion.

Muestras de melanoma Muestras de control
pTERT Primario® Metastasis! ~ Piel normal  Nevus Lineas celulares
(n=38) (n=50) (n=7) (n=16) (n=16)
Wild Type 13 (34%) 14 (28%) 7(100%)  6(100%) 1 (17%)
Mutado 25 (66%) 36 (72%) ; ; 5 (83%)
C250T 15 (60%) 21 (58%) - - 2 (40%)
- 9 (36%) 14 (39%) . ; 2 (40%)
CC228-229TT 1 (4%) 1 (3%) - - -
CC242-243TT - - - - 1 (20%)

1 La secuenciacion Sanger se utilizé para confirmar los resultados discordantes entre muestras pareadas del mismo paciente
(tumor primario vs metastasis).
PTERT = promotor de TERT

A continuacion, se muestran algunos ejemplos de las mutaciones detectadas por

pirosecuenciacion y secuenciacion Sanger:
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Figura 19: Ejemplo de mutaciones en el promotor de TERT detectadas mediante pirosecuenciacion y
secuenciaciéon Sanger. A. Pirograma de una muestra de melanoma analizada mediante pirosecuenciacion en la
gue no se detecta mutacion en pTERT B. Pirograma de una muestra de melanoma en la que se detecta la mutacion
C228T. C. Pirograma de una muestra de melanoma en la que se detecta la mutacion C250T. D. La mutacion en
tandem CC228-229TT, menos frecuente en melanoma, detectada por secuenciacion Sanger (sefialada con fechas
amarillas). E. Deteccion de la mutacidn en tandem CC242-243TT por secuenciacion Sanger en una muestra de

linea celular de melanoma (sefialada con flechas amarillas).
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2.2 Mutacion de pTERT en muestras pareadas de melanoma primario y metéstasis

Se analiz6 el estado mutacional de pTERT en 35 de los 53 pacientes incluidos en el estudio de
los que se disponia de muestras pareadas de tumor primario y metastasis. Se observé que la mutacion
de pTERT se mantenia en el tumor primario y en su correspondiente metastasis en el 77% (27/35) de los
pacientes, mostrando una correlacion positiva estadisticamente significativa (x> OR 16.0, 95% intervalo
de confianza [IC] 2.56-100.08, p = 0.001). En cuanto al tipo de mutacion identificada, la mutacién
C250T se dectect6 en el 31% (11/35), la mutacion C228T en el 20% (7/35) y la mutacion CC228-229TT
en el 3% (1/35) de los pacientes. En los 16 pacientes restantes, la mitad eran pTERT no mutado o wild
type (WT) (23%, 8/35) y la otra mitad mostraron un estado mutacional de pTERT discordante entre el
tumor primario y la metastasis: El 62,5% (5/8) adquirié la mutacion, el 25% (2/8) la perdid y el 12,5%
(1/8) la cambid en el tumor metastasico (Anexo 1). Para descartar un posible problema de sensibilidad
en los casos discordantes, se utilizé una técnica adicional mas sensible como la PCR digital, en la que
se obtuvieron los mismos resultados. A continuacion, se detallan los resultados obtenidos en las

muestras pareadas de tumor primario y su metatastasis:

Tabla 5: Frecuencias de mutacion del promotor de TERT en muestras pareadas en muestras de tejido de tumores
primarios y sus metastasis pertenecientes a 35 pacientes de melanoma.

. Tumores metastasicos
Estado mutacional

PTERT? wild Type C250T C228T CC228-229TT
(n=10) (n=15) (n=9) (n=1)

Tumores primarios

Wild_Type 8 (23%) 4 (11%) 1 (3%) 0 (0%)
(n=13)
g]2=510?3 1 (3%) 11 (31%) 1 (3%) 0 (0%)
c(ﬁzg)T 1 (3%) 0 (0%) 7 (20%) 0 (0%)
CCZ(Zr?j?gTT 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(3%)

1 El estado de mutacion de pTERT se analizd por Pirosecuenciacion. Se utilizo la secuenciacion Sanger para confirmar los
resultados discordantes entre muestras pareadas del mismo paciente (primario vs metastasis).
PTERT = promotor de TERT
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2.3 Coexistencia de mutaciones en BRAF o NRAS y pTERT

Se analiz6 la coexistencia de mutaciones en los genes BRAF o NRAS y pTERT en los 53
pacientes de la serie de melanoma en estudio. Se detectaron mutaciones en BRAF y NRAS en el 62%
(33/53) y el 27% (14/52) de los pacientes, respectivamente. Después de excluir a los pacientes con
resultados discordantes para la mutacion pTERT entre el tumor primario y la metastasis (8/53) o no
valorables para BRAF/NRAS (1/53), se observo la coexistencia de mutaciones en BRAF y en pTERT en
el 47% (21/45) de los pacientes, de los cuales el 57% (12/21) presentaron la mutacion C250T y el 43%
(9/21) la mutacién C228T. Por su parte, las mutaciones en NRAS y pTERT coexistian en un 18% (8/44)
de los pacientes, de los cuales, el 88% (7/8) presentaron la mutacion C250T y el 12% (1/8) la mutacion
CC228-229TT. No se encontraron casos mutados en NRAS con la mutacion C228T. Ademas, en 4 de
los 5 (80%) pacientes que tenian BRAF y NRAS WT, se identificd la mutacion C228T, siendo el paciente
restante pTERT WT (20%). Por lo tanto, se observé una asociacion estadisticamente significativa entre
el estado de mutacion de BRAF o NRAS, y la posicién de la mutacion presente en pTERT (C250T o
C228T), siendo la mutacion C250T la méas frecuente en los pacientes con mutacién de NRAS (y? OR 2.0,

95% IC 1.34-2.98, p = 0.017):

Tabla 6: Coexistencia de mutaciones del promotor de TERT y mutaciones de BRAF/NRAS en muestras de tejido
de 44 pacientes con melanoma.

. Estado mutacional de BRAF / NRAS 2
Pacientes con melanoma

(n=44)1 Wild Type BRAF mutado NRAS mutado
(n=4) (n=27) (n=13)
Estado mutacional de pTERT 2
W(':]‘ilT%’)pe 1(2%) 6 (14%) 5 (11%)
8]2:5105 0 (0%) 12 (27%) 7 (16%)
%2:218;) 3 (7%) 9 (21%) 0 (0%)
CCZ?S;ZSQ’TT 0 (0%) 0 (0%) 1(2%)

1 Se ha excluido del analisis a los pacientes con resultados discordantes para la mutacion de pTERT (8/53) o no valorables para
la deteccion d mutaciones de BRAF o NRAS (1/53).

2 El estado de mutacion de pTERT se analizé mediante pirosecuenciacion. Se utiliz6 la secuenciacion Sanger para confirmar
los resultados discordantes entre muestras pareadas del mismo paciente (primario vs metastasis).

3 El estado de mutacion de BRAF y NRAS fue analizado mediante PCR cuantitativa (QPCR).

pTERT = promotor de TERT
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3. METILACION DEL PROMOTOR DE TERT EN MELANOMA

3.1 Estado de metilacion

Para entender la regulacion del gen TERT en melanoma, ademas de las mutaciones, se analizaron
los niveles de metilacion de la regidn promotora de TERT en los 53 pacientes de la serie y en las muestras
control mediante MS-PCR. A continuacion, se muestra un ejemplo de los resultados obtenidos tras

analizar los productos de la MS-PCR por electroforesis en gel de agarosa:

Sample 33-PT Sample 20-M

Figura 20: Deteccion del estado de metilacién del promotor de TERT mediante PCR especifica de metilacion
y electroforesis en gel de agarosa. Se muestra un ejemplo de un gel de agarosa en donde se han cargado tres
tumores primarios (PT), dos melanomas metastasicos (M) y dos muestras de control (nevus y piel normal [NS]).
U y M denotan la amplificacién de genes no metilados y metilados, respectivamente. Se utiliz6 un ADN metilado
comercial como control positivo (control M) y ADN no metilado comercial como control negativo (control UM).
También se incluyeron como controles de la PCR una muestra sin tratar con bisulfito (non-BT) y un blanco (NTC).
Después de realizar una doble normalizacion (descrita en Materiales y métodos), observamos que tres de las
muestras mostraron hipermetilacion (44-M, 4-PT y 20-M), dos mostraron hipometilacion (Nevus y 29PT) y la
muestra de piel normal no estaba metilada. La muestra de 33-PT no tuvo resultado valorable.

Se observaron niveles mas altos de metilacion de pTERT en las muestras y en las las lineas
celulares de melanoma que en las pieles normales y los nevus melanociticos, tal como se muestra en la

siguiente figura:
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Figura 21: Niveles de metilacion del promotor de TERT en muestras control y de melanoma. Valores
normalizados de metilacién de pTERT en muestras de piel normal (n=5), nevus (n=6), melanoma (n=78) y lineas
celulares (n=6). Los niveles de metilacion de pTERT se obtuvieron mediante una PCR especifica de metilacion
(MS-PCR) y una doble normalizacidn, utilizando muestras de piel normal como referencia. Las muestras control
mostraron niveles mas bajos de metilacién de pTERT que las muestras de melanoma, mientras que los niveles de
metilacién mas altos corresponden con las lineas celulares.

Después de excluir del analisis aquellas muestras que fueron descartadas por no tener cantidades
suficientes de ADN para realizar la técnica o que tuvieron un resultado no valorable (8/88), se dividio
la serie en dos grupos como se detalla en Materiales y Métodos, detectandose hipermetilacion de pTERT
en el 48% (38/80) e hipometilacion en el 52% (42/80) de las muestras de melanoma, tal como y como
se muestra en la Figura 22, siendo la proporcion de casos hipermetilados similar en el grupo de los

melanomas primarios (50%, 17/34) y en el grupo de los melanomas metastasicos (46%, 21/46).
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Figura 22: Estratificacion de pacientes con pTERT hipermetilado e hipometilado. Para definir los dos grupos
se utilizé como punto de corte la mediana de los niveles de metilacién normalizados de pTERT perteneciente a la
serie de 80 muestras de melanoma.
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3.2 Estado de metilacién en muestras pareadas de melanoma primario y metastasis

El 81% de los casos con resultado valorable (25/31) para la metilacion de pTERT mantuvieron
los niveles de metilacion entre muestras pareadas de melanoma primario y metastasis, con una
correlacion positiva estadisticamente significativa (3> OR 17.33, 95% IC 2.92-103.02, p=0.001). De
manera que el 39% (12/31) de los casos mostraron hipermetilacion de pTERT mientras que el 42%
(13/31) tenian pTERT hipometilado, en ambas lesiones. El 19% (6/31) restante mostré un resultado
discordante, tal que la mitad de los casos (3/6) tenian pTERT hipermetilado solo en el tumor primario,

y la otra mitad solo en la metastasis (3/6) (Anexo 1).

3.3 Estado de metilacién en muestras BRAF o NRAS y/o pTERT mutadas

Se observaron altos niveles de metilacion en el 68% (15/22) de los melanomas que carecian de
mutaciones de pTERT en comparacion con el 40% (23/58) de las muestras pTERT mutadas. Estas
diferencias fueron estadisticamente significativas, por lo que los melanomas sin mutaciones en pTERT
tenian mas probabilidades de presentar hipermetilacion del promotor (3> OR 3.2, 95% CI 1.15-9.09, p
= 0.023) (Anexo 1). Esta correlacion es independiente de la posicion de la mutacion, C250T o C228T,

tal como se detalla en la siguiente figura:
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Figura 23: Asociacién entre el estado mutacional y de metilacion del promotor de TERT en el melanoma.
Se observé una correlacion positiva entre el estado de metilacion de pTERT (hipo e hipermetilado) y el estado
mutacional (WT, C228T y C228T) en las muestras de melanoma de la serie a partir de una prueba de Chi-cuadrado
(x2) con p =0.023. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, y ****P< 0.0001.

105



RESULTADOS

Asimismo, se detectd hipermetilacién de pTERT en el 54% (26/48) de las muestras mutadas en
BRAF, en comparacién con el 32% (7/22) de las muesytas con mutacion en NRAS que mostraron
hipermetilacion. Por su parte, en las muestras WT para BRAF/NRAS se observd un 44% (4/9) de
muestras con hipermetilacion de pTERT. Sin embargo, no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas (BRAF: ¥ OR 1.62, 95% IC 0.45-5.81, p = 0.461; NRAS: y* OR 1.97, 95% IC 0.79-4.91,

p = 0.144), como se observa en la figura:

== Hipermetilado
== Hipometilado

ns

100

% Pacientes melanoma

Figura 24: Asociacion entre la metilacion del promotor de TERT y el estado mutacional de BRAF y NRAS
en melanoma. No se detectd correlacion entre el estado de metilacion de pTERT (hipometilado e hipermetilado)
y la presencia de mutaciones conductoras (BRAF y NRAS) en los pacientes de melanoma a partir de una prueba de
Chi-cuadrado (x2) (BRAF: p = 0.461; NRAS p = 0.144). ns = no significativo.

4. EXPRESION DE TERT EN MELANOMA

4.1 Niveles de ARN mensajero (ARNm)

Se analizaron los niveles de expresion de TERT mediante el estudio del ARNm por RT-qPCR
en los 53 pacientes de melanoma de la serie y en las muestras control incluidas en el estudio. Se
detectaron niveles de ARNm mas altos en las muestras de melanoma y en las lineas celulares en
comparacion con las muestras control de piel normal y nevus melanocitico, en las que no se detectaron

niveles de expresion de TERT. El resultado de esta comparativa se muestra en la siguiente figura:

106



RESULTADOS

12
i
o 104 *
-
E 8-
&
< 64
g ®
g 4—
=
g 2q
w
0 — —— —
T T T T
\ 2 o %
S K
& QS"Q o@"’ ‘ 6@"’ &
° &V
Q® ¥ &

Figura 25: Niveles de expresion del ARNm de TERT en muestras control y de melanoma. Valores relativos
de expresién del ARNm de TERT en muestras de piel normal (n=5), nevus (n=5), melanoma (n=76) y lineas
celulares (n=6); detectados a partir de PCR cuantitativa de transcripcion inversa (RT-gPCR), utilizando GAPDH
como como control enddgeno. No se detect6 expresion de TERT en las muestras control de piel normal y nevus,
mientras que la media de los niveles de expresién de TERT fue mayor en las lineas celures que en las muestras de
melanoma.

En el estudio de expresion se excluyeron aquellas muestras de las que no se disponia de la
cantidad suficiente de &cidos nucleicos para hacer el analisis o que tuvieron un resultado no valorable
(12/88). Posteriormente, la serie de melanoma se dividié en dos grupos siguiendo el procedimiento
descrito en Materiales y Métodos. De esta manera, se detect6 una alta expresion de ARNm en el 49%
(37/76) y una baja expresién en el 51% (39/76) de las muestras., tal y como se muestra en la Figura 26.
Esta proporcion cambia ligeramente entre las muestras de melanoma primario (45%, 14/31 con alta
expresion) y melanoma metastasico (62%, 28/45 con alta expresion), sin observarse diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (3> OR 2.0, 95% IC 0.83-5.09, p = 0.141; t-student

test p = 0.237, no se muestra gréfica).
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Figura 26: Estratificacion de pacientes segun los niveles de expresion del ARNm de TERT en melanoma.
Para definir los dos grupos de expresion de TERT (alta y baja) se utilizé como punto de corte la mediana de los
niveles de expresion normalizados de ARNm perteneciente a 76 muestras de melanoma de la serie.

4.2 Niveles de expresion en muestras pareadas de melanoma primario y sus metastasis

Los niveles de expresién de ARNm de TERT se mantuvieron en el 65,5% (19/29) de los
pacientes con muestras pareadas de melanoma primario y su correspondiente metastasis, aunque dicha
correlacion positiva no fue estadisticamente significativa (x> OR 4.3, 95% CI 0.84-21.76, p = 0.071).
De estos pacientes, el 31% (9/29) mostraba niveles altos y el 34,5% (10/29) niveles bajos de expresion
de TERT tanto en el melanoma primario como en su metéastasis, existiendo un 34,5% (10/29) de casos
discordantes. EI 70% (7/10) de los pacientes con resultado discordante mostraba niveles de expresion
altos en la metastasis, pero no en el tumor primario, mientras que el 30% (3/10) restante mostraba

hipermetilacion de pTERT en el tumor primario, pero no en la metastasis (Anexo 1).

4.3 Efecto de la mutacién y/o metilacion de la region promotora en los niveles de expresion

El 50% (26/52) de las muestras mutadas en pTERT y el 46% (11/24) de las muestras pTERT
WT mostraron altos niveles de expresion de ARNm, sin detectarse diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos (x> OR 1.2, 95% IC 0.45-3.12, p = 0.736; t-student test p = 0,627).
Sin embargo, al analizar los niveles de expresion en cada tipo de mutacion de forma independiente,

observamos que la mutacién pTERT C250T se asocid con mayores niveles de expresion de ARNm de
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TERT en el 59% (19/32) de las muestras, en comparacion con el 28% (5/18) de las muestras con alta
expresion y la mutacion C228T (y* OR 3.8, 95% IC 1.09-13.26, p = 0.032; t-student test p = 0.041).

Ambas comparativas se muestran en la siguiente figura:
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Figura 27: Asociacion entre los niveles de expresion del ARNm de TERT y el estado mutacional de la regién
promotora. A. Comparacién de la media+/- la desviacion estandar (DE) de los niveles de expresién del ARNm
de TERT entre las muestras de melanoma con pTERT WT (n=24) y pTERT mutado (n=52). Prueba t de student no
significativa (ns) con p = 0.627 B. Comparacién de la media +/- DE de los niveles de expresion del ARNm de
TERT entre muestras de melanoma con la mutacién C228T de pTERT (n=18) y la mutacion C250T (n=32).
Correlacion significativa por prueba t de student con p = 0,041. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, y ****P<
0.0001.

Por su parte, el 49% (20/41) y el 51% (21/41) de las muestras de melanoma que presentaban
hipometilacion en pTERT mostraban baja y alta expresion de ARNm respectivamente, mientras que el
53% (16/30) y el 47% (14/30) de las muestras hipermetiladas tenian baja y alta expresion de TERT,
respectivamente. Por tanto, no se detectd una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles
de metilacion y los niveles de expresion de ARNm de TERT en nuestra serie (x> OR 0.8, 95% IC 0.32—

2.10, p = 0.705; t-student test p = 0.796), tal y como se muestra en la Figura 28:
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Figura 28: Asociacion entre la expresion del ARNm de TERT y la metilacion del promotor en melanoma.
No se detecto correlacion entre el estado de metilacion de pTERT (hipometilado e hipermetilado) y los niveles de
expresién del ARNm de TERT en los pacientes de melanoma de la serie a partir de una prueba t-student p = 0.796.
ns = no significativa.

4.4 Efecto de la mutacién en BRAF o0 NRAS en los niveles de expresién de TERT

Al analizar en conjunto los niveles de expresién de ARNm de TERT en relacidon con el estado
de mutacién de BRAF/NRAS, observamos que el 46% (21/46) y el 73% (16/22) de melanomas con
mutaciones en BRAF o NRAS, respectivamente, mostraron una alta expresion de TERT, mientras que
ninguna de las 8 muestras con BRAF/NRAS WT mostr6 una alta expresion de TERT,; siendo estas
diferencias estadisticamente significativas (x> OR 4.2, 95% IC 1.41-12.41, p = 0.007; ANOVA p =

0.001), tal y como se observa en la figura 29.

Teniendo en cuenta que la mayoria de las muestras en las que coexisten mutaciones de NRAS y
PTERT presentan la mutacion C250T, se realizd un analisis bidireccional para examinar si ambas
variables se afectan entre si al influir en la expresién de ARNm de TERT. Este andlisis revel6 que no
existe interaccion entre el estado mutacional de NRAS y el tipo de mutacion presente en pTERT (C250T
0 C228T) por lo que ambos factores tienen un efecto independiente sobre la expresion de TERT

(ANOVA bidireccional P valor interaccion = 0,971).
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Figura 29: Asociacion entre el estado mutacional de NRAS y BRAF y los niveles de expresion del ARNm de
TERT. Comparacion de la media +/- la desviacion estandar de los niveles de expresion del ARNm de TERT entre
las muestras de melanoma con BRAF mutado (n=48), NRAS mutado (n=22), y de tipo salvaje (WT) para ambos
genes (n=8). Prueba de ANOVA significativa con p = 0.0007. Prueba de comparaciones multiples: NRAS mutado
vs BRAF mutado (p = 0,046); BRAF mutado vs WT para ambos genes (p = 0,031), y NRAS mutado vs WT para
ambos genes (p = 0,0001). *P < 0.050, **P < 0.010, ***P < 0.001, y ****P< 0.0001.

5. RELACION DE LAS ALTERACIONES MOLECULARES EN TERT
CON LAS CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOLOGICAS DE LOS
PACIENTES CON MELANOMA

Se analizé la relacion entre las alteraciones en TERT (mutacion, hipermetilacion vy
sobreexpresidn) y las caracteristicas clinicas e histol6gicas de los pacientes, entre las que se incluyeron:
sexo, edad en el momento del diagndstico, tipo histoldgico y localizacién anatémica del tumor primario,
espesor de Breslow, nivel de Clark, ulceracion, respuesta inflamatoria, indice mitético, y localizacion y
namero de metéstasis (Tabla 3). Se observo que el sexo de los pacientes y el indice de Breslow del tumor
primario fueron los Unicos parametros clinicos e histolégicos significativamente relacionados con
alguna de las alteraciones moleculares analizadas en TERT. En este analisis no fueron incluidos aquellos
pacientes que mostraron resultados discordantes entre las muestras de melanoma primario y sus

metastasis para la mutacion en pTERT, la metilacion y/o la expresion.
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5.1 Sexo de los pacientes

Se observé una posible relacion entre el estado de mutacion de pTERT y el sexo de los pacientes
con melanoma, de manera que el 58% (11/19) de las mujeres y el 84% (21/25) de los hombres mostraron
mutacion en pTERT, respectivamente, aungue estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
(x> OR 3.2,95% IC 0.81-12.91, p = 0.089). Ademas, en las pacientes mujeres se observé una tendencia
a presentar una mayor proporcién de la mutacion C250T (82%, 9/11) en comparacion con los pacientes
varones (48%, 10/21) (x> OR 0.2, 95% IC 0.04-1.17, p = 0.061). También se detect6 que el 71% (12/17)
de las mujeres tenian una alta expresion de ARNm de TERT, mientras que so6lo el 30% (6/20) de los
hombres mostraron alta expresion. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (x> OR 0.2,
95% IC 0.04-0.74, p = 0.014). Asimismo, se observd que los hombres tienden a mostrar mas
hipermetilacion en pTERT (63%, 12/19) que las mujeres (35%, 8/23) (x> OR 3.2, 95% IC 0.91-11.41, p
= 0.067). Por otro lado, también se detectd una asociacion positiva entre el estado mutacional de
BRAF/NRAS con el sexo de los pacientes, existiendo una mayor proporcion de varones con BRAF
mutado (91%, 20/22) en comparacion con las mujeres, en las que BRAF y NRAS estaban mutados de
forma similar (x® OR 9.2, 95% IC 1.90-44.61, p = 0.0045) (Anexo 1). En la siguiente figura se muestran

estas cuatro comparaciones:
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Figura 30: Asociacion entre la presencia de alteraciones en TERT, BRAF o0 NRAS y el sexo de los pacientes
con melanoma. A. Se observé una mayor frecuencia de mutacion en el promotor de TERT (pTERT) en los
pacientes varones en comparacién con las mujeres, pero en las mujeres la mutacién C250T era més frecuente que
la C228T. Estas diferencias no fueron significativas segun la prueba de Chi-cuadrado (¥2) (p = 0.089 y p = 0.061).
B. Los hombres tendieron a mostrar mas hipermetilacién en pTERT que las mujeres, pero las diferencias no fueron
significativas segun la prueba y2 con una p = 0,067. C. Se detectaron niveles méas altos de expresion del ARNm
de TERT en las mujeres que en los hombres, con una correlacion positiva segun la prueba x2 (p = 0,014). D. Se
observé que los hombres mostraban una mayor frecuencia de mutacion de BRAF que de NRAS en comparacion
con las mujeres (y2 positiva con p = 0,004). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, y ****P< 0.0001.
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5.2 Espesor de Breslow del tumor primario

Se observo que todos los pacientes (3/3) con melanoma de bajo indice de Breslow (<1,0mm) en
su tumor primario carecian de mutaciones en pTERT, en comparacion con el 74% (14/19) de pacientes
de indice medio (1,0-4,0mm) o el 77% (10/13) de casos de alto indice de Breslow (>4,0mm) que
mostraban mutaciones en pTERT (3> OR 1.4, 95% IC 0.96-1.98, p = 0.006). Ademas, la mutacion
C250T fue més prevalente en pacientes con espesor de Breslow alto (80%, 8/10) en comparacion con
aquellos con riesgo medio (50%, 7/14). Asimismo, los melanomas de alto indice de Breslow tendian a
presentar niveles mas altos de expresion de ARNm de TERT que los pacientes con indice medio y bajo
(x> OR 1.6, 95% IC 0.94-2.74, p = 0.070) (Anexo 1). Sin embargo, no se observé una asociacion
estadisticamente significativa entre el espesor de Breslow y el estado de metilacion de pTERT (¥ OR
1.4,95% IC 0.61-2.57, p = 0.619). Estas tres comparaciones se muestran en la figura 31. Por tltimo, no
se observaron diferencias significativas entre la frecuencia de mutacion de BRAF/NRAS y el espesor de

Breslow del tumor primario (p valor =0,272; no se muestran los datos).
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Figura 31: Asociacion entre la presencia de alteraciones en TERT Yy el espesor de Breslow en melanoma
primario. A. Los melanomas con grosor de Breslow medio y alto mostraron una mayor proporcion de mutacién
en el promotor de TERT (pTERT) que los tumores con Breslow bajo. Ademas, en los tumores de mayor grosor la
mutacion C250T era mas frecuente que la C228T. Estas diferencias fueron significativas segun la prueba de Chi-
cuadrado (¥2) (p = 0.006). B. No se observo asociacion entre la metilacion en pTERT y el espesor del Breslow
segln la prueba x2 con una p =0, 619. C. Se detectaron niveles mas altos de expresion del ARNm de TERT en los
tumores que tenian mayor espesor de Breslow, pero esta relacién no fue significativa segun la prueba 2 (p =
0,070). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, y ****P< 0.0001; ns = asociacion no significativa.
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6. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

El analisis de supervivencia se realizé con el fin de evaluar el potencial efecto de las alteraciones
moleculares de TERT (mutacion, hipermetilacion y/o sobreexpresion) en la supervivencia global (SG)
y la supervivencia libre de progresién (SLP) de los pacientes con melanoma. Primero se realizé un
andlisis de regresion de Cox univariante en el que también se incluyeron las variables clinicas,
histologicas y moleculares que mostraron una relacion con las alteraciones en TERT y/o que son
consideradas como factores prondésticos en el sistema de estadificacion TNM del melanoma; para
confirmar cuéles de estas variables tenian un efecto en la supervivencia y la progresion de los pacientes
con melanoma. Posteriormente, para entender como se comportaba cada factor que el analisis de
regresion de Cox univariante revel6 como predictor de la supervivencia y la progresion de los pacientes
con melanoma, se utiliz6 el método de estimacion de Kaplan-Meier. En ambos estudios estadisticos se
incluyeron Gnicamente los pacientes de los que se disponia de datos de SG y SLP (46/53) y se excluyeron
los pacientes con resultados discordantes entre las muestras pareadas de melanoma primario y su

metéstasis, para la mutacion en pTERT, la metilacion y/o la expresion de ARNm (Anexo 1).

6.1 Variables clinicas e histolégicas

A partir de los andlisis de regresion de Cox univariante se observo que la edad en el momento
del diagnéstico (<70 afios o >70 afios) estaba significativamente relacionada con la SG (Tabla 7).
Asimismo, el modelo de Kaplan-Meier revel6 que los pacientes que tenian 70 afios 0 mas cuando se les
diagnosticé la enfermedad mostraban una peor SG (promedio de 49 meses) que los pacientes que tenian
menos de 70 afios (promedio de 106 meses) (Log rank test P valor=0,033), tal y como se observa en la
figura 32. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas al analizar la SLP (Log rank test P

valor=0,301; no se muestran los datos).
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Figura 32: Efecto de la edad al momento del diagndéstico en la supervivencia de los pacientes con melanoma.
Anélisis de supervivencia global (SG) de Kaplan-Meier entre pacientes de melanoma con menos de 70 afios al
momento del diagndéstico (n=31) y mas de 70 afios (n=15). Los pacientes que se les diagnostic6 el melanoma con
70 afios 0 mas mostraron una peor SG (media de 49 meses) que los de menores de 70 afios (media de 106 meses).
Prueba Log-Rank estaditicamente significativa (p = 0.033). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, y ****P<
0.0001

Por su parte, la ulceracion en el tumor primario (ausencia o presencia) también se asocio
significativamente con la SG a partir del analisis de regresién de Cox univariante (Tabla 7). A su vez,
la curva de supervivencia de Kaplan-Meier indico que aquellos pacientes con presencia de ulceracion
en su tumor primario mostraban una peor SG (promedio de 42 meses) que los pacientes que no tenian
ulceracion (promedio de 81 meses) (Log rank test P valor=0,014), tal y como se observa en la figura 33.
No obstante, no se observaron diferencias significativas al analizar la SLP (Log rank test P valor =

0,060; no se muestran los datos).
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Figura 33: Efecto de la ulceracién en la supervivencia de los pacientes con melanoma. Analisis de
supervivencia global (SG) de Kaplan-Meier entre pacientes de melanoma con presencia (n=16) y ausencia (n=21)
de ulceracion en el tumor primario. Los pacientes con ulceracién mostraron una peor SG (media de 42 meses) que
los que no tenian ulceracion (media de 81 meses). Prueba Log-Rank estaditicamente significativa (p = 0.014). *P
< 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, y ****P< 0.0001
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Por otro lado, el analisis de regresion de Cox univariante revel6 que el espesor de Breslow (bajo,
medio o alto) se asocio significativamente con la SLP (Tabla 7). Ademas, a partir del modelo de Kaplan-
Meier se observo una tendencia a que los pacientes con un espesor de Breslow alto en el tumor primario
mostraran una peor PFS (media de 13 meses) en comparacion con los que tenian un espesor de Breslow
medio (media de 23 meses) o bajo (media de 118 meses) (Log rank P valor=0,122), como puede
observarse en la Figura 34. Sin embargo, con el método de Kaplan-Meier, no se detect6 un efecto
significativo del espesor de Breslow en la SG de los pacientes con melanoma (Log rank P valor=0,264;

no se muestran los datos).
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Figura 34: Efecto del espesor de Breslow del tumor primario en la supervivencia de los pacientes con
melanoma. Andlisis de supervivencia libre de progresion (SLP) de Kaplan-Meier entre pacientes con melanoma
primario con espesor de Breslow bajo (n=4), medio (n=20) y alto (n=13). Los pacientes con mayor espesor de
Breslow en su tumor primario tendieron a mostrar una peor SLP (media de 13 meses) que los de Breslow medio
(media de 23 meses) o bajo (media de 118 meses). Prueba Log-Rank no significativa (ns) (p = 0.122).

Finalmente, el sexo de los pacientes no se asoci6 significativamente con la SG ni la SLP a partir
del andlisis de regresion de Cox univariante. Los resultados obtenidos para todas las variables clinicas

e histologicas se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 7: Anélisis de regresion de Cox univariante incluyendo las variables clinicas e histolégicas de 53 pacientes
con melanoma.

Variables HR IC 95% pP* P ajustada’

Supervivencia Global (SG)?

Datos clinicos e histoldgicos

Edad al diagndstico  2.492 1.043-5.953 0.040* 0.126
Sexo 0.721 0.314-1.656 0.440 0.538

Espesor de Breslow 1.648 0.779-3.486 0.191 0.323
Ulceracion 3.076 1.194-7.929 0.020* 0.088

Supervivencia libre de progresion (SLP) 2

Datos clinicos e histolégicos

Edad al diagndstico 1.611 0.647-4.015 0.306 0.449
Sexo 0.421 0.159-1.115 0.082 0.164

Espesor de Breslow 2.347 1.011-5.449 0.047* 0.129
Ulceracion 2.603 0.923-7.337 0.060 0.154

* Valores de P < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Se resaltan en negrita.

1 Los valores de P se ajustaron mediante el método de Benjamini-Hochberg (BH).

2 No se incluyeron los pacientes que no tenian datos clinicos, histolégicos y de supervivencia disponibles.
HR= Hazard ratio; IC =Intervalo de confianza; pTERT = promotor de TERT

6.2 Variables moleculares

Los andlisis de regresion de Cox en los que se incluyeron las variables moleculares, revelaron
que el estado de mutacion de pTERT (WT, C228T o C250T) era un predictor significativo de la
evolucion clinica y la progresion tumoral. Ademas, el efecto sobre la supervivencia de las mutaciones
C250T y C228T de pTERT se analiz6 por separado, siendo la mutacién C250T la Unica que se asocid

de forma significativa con la SG y la SLP.

Del mismo modo, las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier indicaron que los pacientes con
mutacion en la posicién C250T tenian una peor SG (media de 36 meses) que los pacientes mutados en
la posicién C228T (media de 106 meses) o los pacientes con pTERT WT (media de 223 meses) (Log

rank P valor=0,001). Ademas, los pacientes con la mutacion C250T mostraron una peor SLP (media de
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5 meses) que aquellos con la mutacion C228T (promedio de 23 meses) 0 pTERT WT (promedio de 55

meses) (Log rank P valor=0.004). En la siguiente figura se muestran ambos resultados:
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Figura 35: Efecto de la mutacion del promotor de TERT en la supervivencia de pacientes con melanoma. A.
Anadlisis de supervivencia global (SG) de Kaplan-Meier entre pacientes de melanoma con mutacién C250T de
pTERT (n=14), mutacion C228T (n=12) y de tipo salvaje 0 WT (n=11). Los pacientes con mutaciéon C250T
mostraron una peor SG (media de 36 meses) que los pacientes con mutacion C228T (media de 106 meses) o que
carecian de mutaciones en pTERT (media de 223 meses). Prueba Log-Rank estaditicamente significativa (p =
0.001). B. Analisis de supervivencia libre de progresion (SLP) de Kaplan-Meier entre pacientes de melanoma con
mutacién C250T de pTERT (n=13), mutacion C228T (n=11) y de tipo salvaje 0 WT (n=11). Los pacientes con
mutacién en pTERT mostraron una peor SLP que que los pacientes que carecian de mutaciones, siendo la mutacion
C250T la que se asocio6 con la peor SLP (media de 5 meses). Prueba Log-Rank estaditicamente significativa (p =
0.004). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, y ****P< 0.0001

Por su parte, el nivel de expresion de mRNA de TERT (bajo o alto) también se asoci6
significativamente con la SG y la SLP a partir del analisis de regresion de Cox univariante. A su vez,
las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier indicaron que aquellos pacientes con altos niveles de
expresion de ARNm de TERT mostraron una peor SG (media de 51 meses) que aquellos pacientes con
bajos niveles de expresion de ARNm (media de 88 meses). Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (Log rank P valor=0,041). Ademas, aquellos pacientes con una alta expresion de ARNm
de TERT desarrollaron metastasis en una media de 8 meses, mientras que aquellos con una baja
expresion de ARNm lo hicieron a los 20 meses, siendo estas diferencias estadisticamente significativas

(Log rank P valor=0.028). Las curvas de supervivencia se muestran en la siguiente figura:
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Figura 36: Efecto de la expresion del ARNm de TERT en la supervivencia de pacientes con melanoma. A.
Anélisis de supervivencia global (SG) de Kaplan-Meier entre pacientes de melanoma con alta expresion de ARNm
de TERT (n=14) y baja expresion (n=18). Los pacientes con altos niveles de expresién mostraron una peor SG
(media de 51 meses) que los pacientes con baja expresion de TERT (media de 88 meses). Prueba Log-Rank
estaditicamente significativa (p = 0.041). B. Anélisis de supervivencia libre de progresion (SLP) de Kaplan-Meier
entre pacientes de melanoma con altos niveles de expresién de ARNm de TERT (n=13) y bajos niveles de expresion
(n=16). Los pacientes con expresion de TERT alta mostraron una peor SLP (media de 8 meses) que los pacientes
con bajos niveles (media de 20 meses). Prueba Log-Rank estaditicamente significativa (p = 0.028). *P < 0.05,
**P < (.01, ***P < 0.001, y ****P< 0.0001

Por Gltimo, el estado de metilacion de pTERT y el estado mutacional de BRAF y NRAS no se
asociaron significativamente con la SG ni la SLP a partir del analisis de regresion de Cox univariante.

Los resultados obtenidos para todas las variables moleculares se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 8: Analisis de regresion de Cox univariable incluyendo las variables moleculares de 53 pacientes con
melanoma.

Variables HR IC 95% p* P ajustada’

Supervivencia Global (SG) 2

Datos moleculares®

Estado mutacional de BRAF  1.354 0.572-3.204 0.491 0.569
Estado mutacional de NRAS  0.884 0.322-2.424 0.810 0.849
Estado mutacional de pTERT 2.825 1.417-5.631 0.003* 0.033*

Mutacién C250T 5.854 2.134-16.056 0,001* 0.022*
Mutaciéon C228T 0.625 0.252-1.554 0.312 0.429
Metilacion de pTERT 0.771 0.300-1.983 0.589 0.648
Expresion ARNm de TERT 2.744 1.004-7.504 0.049* 0.120
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Supervivencia libre de progresion (SLP) 2

Datos moleculares 3

Estado mutacional de BRAF  2.016 0.793-5.124 0.141 0.259
Estado mutacional de NRAS 0.517 0.172-1.556 0.241 0.379
Estado mutacional de pTERT 3.387 1.529-7.505 0.003* 0.022*

Mutacién C250T 5.106 1.663-15.677 0.004* 0.022*
Mutacién C228T 1.040 0.388-2.784 0.938 0.938
Metilacion de pTERT 0.641 0.222-1.852 0.412 0.533
Expresion ARNm de TERT  3.594 1.064-12.139 0.039* 0.143

* Valores de P < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Se resaltan en negrita.

1 Los valores de P se ajustaron mediante el método de Benjamini-Hochberg (BH).

2 No se incluyeron los pacientes que no tenian datos de supervivencia disponibles.

3 Se excluyeron los pacientes con resultados discordantes para mutacion de pTERT, metilacion y/o expresién de ARNm
HR= Hazard ratio; IC =Intervalo de confianza; pTERT = promotor de TERT

Por otro lado, al no observar relacion entre la presencia de mutaciones conductoras (BRAF o
NRAS) y la supervivencia y progresion de los pacientes con melanoma, se analizo el efecto conjunto que
podian tener cuando coexistian con las mutaciones de pTERT. Se observo una tendencia a que los
pacientes en los que BRAF o NRAS y pTERT estaban mutados mostraran una peor SLP (media de 5
meses y 11 meses, respectivamente) que aquellos en los que BRAF o NRAS eran WT (media de 26
meses), tal y como se observa en las curvas de supervivencia representadas en la Figura 37. Sin embargo,
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Log rank P valor=0,056). Tampoco se

detectaron diferencias significativas en la SG (Log rank test P valor=0,500; no se muestran los datos).
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Figura 37: Efecto de la coexistencia de mutaciones en pTERT y BRAF o NRAS en la supervivencia de los
pacientes con melanoma. Andlisis de supervivencia libre de progresion (SLP) de Kaplan-Meier entre pacientes
de melanoma con mutacién en el promotor de TERT (pTERT) que tienen BRAF mutado (n=15), NRAS mutado
(n=7) y de tipo salvaje (WT) para ambos genes (n=3). Los pacientes en los que coexisten las mutaciones en pTERT
con las mutaciones conductoras (BRAF y NRAS) tienden a una peor SLP (media de 5 meses y 11 meses) que
aquellos que carecen de estas mutaciones (media de 26 meses). Prueba Log-Rank no significativa (ns) (p = 0.056).

También consideramos el riesgo combinado que podrian tener en la supervivencia de los
pacientes la mutacion y la hipermetilacion en pTERT, ya que ésta Gltima no se asocié de forma
independiente con la SG y la SLP segun el analisis de regresion de Cox. EI modelo de Kaplan-Meier
revel6 una tendencia a que los pacientes con pTERT mutado, independientemente de si la region pTERT
estaba hipometilada o hipermetilada, tenian una peor SLP (media de 8 meses y 13 meses,
respectivamente) que aquellos con pTERT WT (media de 55 meses). Por otro lado, la hipermetilacién
parecia tener un efecto sobre la SLP para aquellos pacientes con pTERT WT (media de 55 meses vs 95
meses). Estas tendencias se pueden visualizar en la Figura 38. Sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Log rank P valor=0.061). Por su parte, no se observaron diferencias

significativas en la supervivencia global (Log rank test P valor=0,250; no se muestran los datos).
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Figura 38: Efecto combinado de las alteraciones en el promotor de TERT en la supervivencia de los pacientes
con melanoma. Analisis de supervivencia libre de progresion (SLP) de Kaplan-Meier entre pacientes de
melanoma con mutacién e hipermetilacion en el promotor de TERT (pTERT) (n=6), con mutacion en pTERT y el
promotor hipometilado (n=12), pacientes que carecen de mutaciones y el promotor esta hipermetilado (n=7); y
gue no disponen de alteraciones en el promotor (n=3). Los pacientes con pTERT mutado tienden a una peor SLP
con independencia del estado de metilacion del promotor (media de 8 meses y 13 meses). Aquellos que carecen
de mutaciones, pero el promotor esta hipermetilado tienden a mostrar una peor SLP (media de 55 meses) que los
que no tienen alteraciones (media de 95 meses). Prueba Log-Rank no significativa (ns) (p = 0.061).

6.3 Ajuste del analisis de regresion de Cox por el método de Benjamini & Hochberg

Al realizar el andlisis de regresion de Cox univariante de forma repetida en un total de 22 variables
diferentes (clinicas, histol6gicas y moleculares) y considerar un nivel de significancia de P < 0.05, existe
un 5% de probabilidad de aparicion de falsos positivos, por lo que es necesario realizar un ajuste de los
valores de P. En este estudio se corrigieron los valores de P por el método de comparaciones multiples
de Benjamini & Hochberg (BH). Tras realizar este ajuste se observd que unicamente el estado de
mutacion de pTERT se asociaba significativamente con la SG y la SLP, donde la mutacién C250T

mostré el mayor efecto sobre la progresion y el desenlace en pacientes con melanoma avanzado.

7. NUEVOS BIOMARCADORES EN BIOPSIA LIQUIDA PARA LA
MONITORIZACION DE LOS PACIENTES CON MELANOMA

7.1 Mutacion de pTERT

Para evaluar el papel de pTERT como potencial biomarcador en el seguimiento de los pacientes

con melanoma, se analiz6 el estado mutacional de pTERT por PCR digital (ddPCR, en sus siglas en
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inglés) en 25 de los 53 pacientes de la serie que tenian muestra de plasma disponible. Se detectaron
mutaciones en pTERT en el 52% (13/25) de los pacientes, de tal forma que el 31% (4/13) de los casos
mutados presentaban la mutacion C250T y el 69% (9/13) la mutacién C228T. A continuacion, se

muestra un ejemplo de los resultados obtenidos por ddPCR:
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Figura 39: Deteccién de mutaciones en el promotor de TERT mediante PCR digital. A. Gréfico de barras en
el que se muestra el nimero de eventos detectados por PCR digital (ddPCR) para la sonda especifica de mutacion
en pTERT (azul) y la sonda de tipo salvaje (WT, en verde) en cada muestra. Se considera positivo a partir de 5
eventos, por lo que las muestras 1, 2 y el control positivo tienen mutacion en pTERT, mientras que el control
negativo es WT y en el blanco no se detecta amplifiacion B. Graficos 2D de dos muestras mutadas en C228T y
C250T en las que se observan dos poblaciones: una que muestra sefial FAM de unidn a la sonda mutada en pTERT
(azul) y una con sefial HEX de unién a la sonda WT (verde). C. Graficos 1D en los que se muestra un ensayo
completo en el que se incluyen varias muestras y controles. Las positivas muestran sefial FAM y sefial HEX,
mientras que las negativas solo presentan sefial HEX. El control negativo marca el punto de corte (linea rosa).

Se observé que el estado de pTERT (mutado o wild type) se conservaba en el 56% (14/25) de
las muestras de tejido (melanoma primario, metastasico o ambos) y plasma para el mismo paciente.

Ademas, el tipo de mutacion de pTERT (C228T o C250T) se mantenia en el 69% (9/13) de las muestras
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pareadas de plasma y tejido que estaban mutadas. Esta correlacion fue estadisticamente significativa (i
OR 2.67, 95% IC 1.09-6.52, p = 0.038). En total, 11 de los 25 pacientes analizados presentaron
resultados discordantes entre la muestra de tejido y plasma, de los cuales el 64% (7/11) mostr6 la
mutacion solo en el tejido y el 9% (1/11) solo en el plasma, mientras que en el 27% (3/11) restante se
detect6 una mutacion diferente en cada muestra (Anexo 1). En la siguiente tabla se incluyen las

frecuencias de mutacién obtenidas en este analisis:

Tabla 9: Frecuencia de mutacion del promotor de TERT en muestras pareadas de tumores de tejido primario o
metéstasis, y plasma de 25 pacientes con melanoma analizadas por PCR digital (ddPCR).

) Muestras de plasma
Estado mutacional

PTERT ! Wild Type C250T C228T
(n=11) (n=4) (n=9)

Muestras de tejido 2

Wild Type

(n=6) 5 (21%) 0 (%) 1 (4%)
812;51()1; 4 (17%) 4 (17%) 3 (13%)
C(rzég)T 2 (8%) 0 (%) 5 (21%)

1 Un paciente (1/25) tuvo que ser excluido de la tabla cruzada porque se observaron dos tipos diferentes de mutacion de
PTERT en sus muestras emparejadas de tumor primario y metastasis (C228T y C250T). Este paciente no mostr6 ninguna
de las mutaciones en la muestra de plasma, por lo que se incluye dentro de los casos discordantes (11/25).

2 Se analizé el estado mutacional de pTERT en muestras de tejido mediante pirosecuenciacion. Se utilizé la ddPCR para
confirmar los resultados discordantes entre muestras emparejadas del mismo paciente (tejido vs plasma).

PTERT = promotor de TERT

7.2 Alteraciones cromosomicas

Con el objetivo de comprobar la posible aplicacién de los microarrays o arrays de SNPs en el
seguimiento clinico de los pacientes con melanoma, sobre todo en aquellos que no presentan mutacion
V600 de BRAF o mutaciones en pTERT, se estudiaron las alteraciones cromosomicas presentes en el
tejido y plasma de los pacientes. El andlisis se realizd en 16 de las 25 muestras disponibles de plasma
que tenian la concentracion minima de ADN circulante requerida para realizar la técnica, y se

compararon con los resultados obtenidos en el tejido.
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Se detectaron mas de tres alteraciones cromosomicas en el 25% (4/16) de los plasmas analizados,
mientras que el 50% (8/16) no mostrd alteraciones. El 25% (4/16) restante no cumplid con los criterios
de calidad minimos para obtener un resultado valorable. Por su parte, se analizaron las muestras de tejido
pertenecientes a los 12 pacientes con resultado valorable en la muestra de plasma. Se detectaron mas de
tres alteraciones cromosdmicas en el 75% (9/12) de las muestras, mientras que en el 17% (2/12) se
detectaron menos de tres alteraciones o ninguna. En la muestra restante (8%, 1/12) no se pudo obtener

concentracion suficiente de ADN para la realizacion de la técnica (Anexo 1).

El anélisis de las alteraciones cromosomicas por arrays de SNP en las muestras de plasma revel6 la
presencia de multiples ganancias y pérdidas de citobandas o de cromosomas complentos, entre las que
destacan las ganancias de 1q, 6p, 8¢, cromosomas 7 y 13; y las pérdidas de 6q, cromosomas 10y 11. La
alteracion mas frecuentemente detectatada fue la pérdida de la region 9p, en concreto la delecion de la
citobanda 9p21.3 en la que se localiza p16. También se observaron algunas amplificaciones y pérdidas
de heterocigosidad (LOH) en los cromosomas anteriormente mencionados. Por su parte, en las muestras
pareadas de tejido se detectaron alteraciones cromosémicas coincidentes con las observadas en plasma,
como la ganancia de 1q, 6p, cromosomas 7 y 10; asi como las pérdidas de 6¢, cromosoma 10y 11g. La
delecion en la region 9p21.3 también se observé en varios tejidos. Por otro lado, los arrays de SNP

permitieron la deteccion de mutaciones como BRAF V600E e IDH2 R140Q en ambos tipos de muestras.

Los resultados obtenidos en las cuatro muestras de plasma en las que se detectaron alteraciones
cromosomicas (casos 15, 42, 43 y 44), asi como la comparacion con las alteraciones detectadas en las
muestras de tejido perteneciente al mismo paciente, se detallan en las figuras que se muestran a

continuacion:
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Figura 40: Genoma completo de la muestra de plasma del caso 41 obtenida a partir del andlisis por
microarrays de SNP. En el panel superior de cada apartado se observan las variaciones en el nimero de copias
(CNV) de todos los cromosomas del paciente, que se localizan en el eje x y estan codificados por colores. En el
panel inferior, se observa la B-Allele Frequency (BAF) que informa sobre los desequilibrios alélicos. Se detectan
multiples CNV vy pérdidas de heterocigosidad (LOH), entre las que destacan la amplificacién de las citobandas
1g21.1 (11 Kb) y 8913.3 (77 Kb). La muestra pareada de tejido, no se incluyo en el analisis al no obtenerse
concentracion suficiente de ADN para la realizacion de la técnica.
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Figura 41: Analisis comparativo de las aberraciones cromosémicas detectadas en tejido y plasma de un
paciente con melanoma a partir de microarrays de SNP (caso 15). En el panel superior de cada apartado se
observan las variaciones en el nimero de copias (CNV) de todos los cromosomas del paciente, que se localizan en
el eje x y estan codificados por colores. En el panel inferior, se observa la B-Allele Frequency (BAF) que informa
sobre los desequilibrios alélicos. A. Genoma completo de la muestra de plasma del caso 15. Se observan maltiples
CNV, entre las que destacan la amplificacion de la citobanda 3p14.1-12.3 y la pérdida en homocigosis de 9p21.
B. Genoma completo de la muestra de tejido del caso 15 en la que se observan multiples CNV que coinciden con
las detectadas en la muestra de plasma, entre las que destacan la ganancia de 1p, 6p, cromosomas 8 y 13, asi como
la pérdida en homocigosis de 9p21.
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Figura 42: Analisis comparativo de las aberraciones cromosémicas detectadas en tejido y plasma de un
paciente con melanoma a partir de microarrays de SNP (caso 43). En el panel superior de cada apartado se
observan las variaciones en el nimero de copias (CNV) de todos los cromosomas del paciente, que se localizan en
el eje x y estan codificados por colores. En el panel inferior, se observa la B-Allele Frequency (BAF) que informa
sobre los desequilibrios alélicos. A. Genoma completo de la muestra de plasma del caso 43. Se observa multiples
alteraciones cromosémicas como la ganancia de las regiones 3925.32 y 8q, la pérdida de 9p21.3, y varias pérdidas
de heterocigosidad (LOH) B. Genoma completo de la muestra de tejido del caso 43 en la que se observan multiples
CNV, de las cuales, la ganancia de 8q y la pérdida 9p21.3 son coincidentes con las detectadas en la muestra de
plasma, y destaca la amplificacion de la citobanda 7931.1.
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Figura 43: Analisis comparativo de las aberraciones cromosémicas detectadas en tejido y plasma de un
paciente con melanoma a partir de microarrays de SNP (caso 46). En el panel superior de cada apartado se
observan las variaciones en el nimero de copias (CNV) de todos los cromosomas del paciente, que se localizan en
el eje x y estan codificados por colores. En el panel inferior, se observa la B-Allele Frequency (BAF) que informa
sobre los desequilibrios alélicos. A. Genoma completo de la muestra de plasma del caso 46. Se observan multiples
CNV entre las que destacan la ganancia de las citobandas 5p13.32 'y 7g31.2, y la pérdida en homocigosis de 9p21.3
B. Genoma completo de la muestra de tejido del caso 46 en la que detecta una ganancia en la regién 7g31.2 en
muy baja frecuencia que coincide con la observada en el plasma.

Por su parte, en los 8 pacientes (casos 2, 16, 21, 28, 35, 39, 45 y 50) en los que no se detectaron
alteraciones cromosomicas en el plasma por arrays de SNPs, se analizaron las muestras pareadas de
tejido (melanoma primario 0 metastasis) y se observd en ellas la presencia de varias alteraciones como:
ganancias y/o pérdidas de fragmentos cromosémicos, LOH o mutaciones. En la siguiente figura se

muestra un ejemplo de los resultados obtenidos en plasma vy tejido:
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Figura 44: Andlisis comparativo de las aberraciones cromosdmicas detectadas en tejido y plasma de un
paciente con melanoma a partir de microarrays de SNP (caso 2). En el panel superior de cada apartado se
observan las variaciones en el nimero de copias (CNV) de todos los cromosomas del paciente, que se localizan en
el eje x y estan codificados por colores. En el panel inferior, se observa la B-Allele Frequency (BAF) que informa
sobre los desequilibrios alélicos. A. Genoma completo de la muestra de plasma del caso 2. No se detectan
alteraciones cromosomicas B. Genoma completo de la muestra de tejido del caso 2 en la que se detectan varias
CNV que no se visualizan en el plasma, como la ganancia de 1q, 6p y 7q y las pérdidas de 6q, 8p y 9p.

7.3 Mutacion de pTERT vs alteraciones cromosémicas en plasma

Finalmente, se compararon los resultados obtenidos en plasma para la determinacion de las
mutaciones de pTERT vy las alteraciones cromosoémicas con el fin de valorar su utilidad en la
monitorizacion de los pacientes con melanoma avanzado. Mientras que con los arrays de SNPs mas de
la mitad de las muestras de plasma fueron descartadas por su baja concentracién o no tuvieron un
resultado valorable (52% ,13/25), con la ddPCR se pudo valorar el estado mutacional de pTERT en todas
ellas (25/25). Ademas, con los microarrays, en un 67% (8/12) de las muestras de plasma con resultado
valorable, no se observaron alteraciones cromosomicas. Sin embargo, la ddPCR detecté mutaciones en

la region pTERT en el 50% (4/8) de las mismas, siendo esto un indicativo de la presencia de ADNCct.
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1. LA MUTACION DEL PROMOTOR DE TERT COMO EVENTO
TEMPRANO EN LA PROGRESION METASTASICA DEL MELANOMA

Se detectaron mutaciones de pTERT en el 66% y el 72% de las muestras de melanoma primario y
metastasico, respectivamente, siendo la mutaciéon C250T la méas frecuente. Como se esperaba, las
muestras de piel normal y nevus melanocitico benignos utilizadas como control no mostraron
mutaciones en pTERT. Por su parte, el 83% de las lineas celulares mostré6 mutacién en pTERT. Los
resultados obtenidos en este trabajo muestran frecuencias de mutacion para pTERT similares a las
reportadas previamente en muestras de melanoma metastasico y en lineas celulares de melanoma
(41,42,44). Sin embargo, la frecuencia de mutacion en las muestras de melanoma primario fue
considerablemente superior a la reportada en estudios anteriores (66% vs 35%) (41,42,44). Este aumento
en la prevalencia de la mutacion de pTERT apoyaria la posible asociacion del estado de mutacion de
PTERT con una enfermedad mas agresiva, ya que los pacientes de nuestra serie se encuentran en estadios

avanzados de la enfermedad (l11 y 1V, segun el AJCC) (44,45,48,49,99).

Ademas, se analizaron muestras pareadas de melanoma primario y sus correspondientes metastasis,
pertenecientes a 35 pacientes. Se observé que la mutacion de pTERT se mantenia en el 77% de los
pacientes en la muestra de melanoma primario y su metastasis. Esto sugiere que las mutaciones de
pTERT podrian aparecer de forma temprana durante la expansién clonal de las células tumorales, siendo
importantes para la progresion metastésica (42,53,54). Sin embargo, a diferencia de estudios previos
con muestras pareadas de tumor primario y metastasis (106-108), se observo que mas de la mitad de los
casos discordantes de mutacién en pTERT (5 de 8 casos; 62%) presentaban mutacién en la lesion
metastésica y no en su tumor primario. Estos datos apoyan la hipétesis de que las mutaciones de pTERT
estan relacionadas con un comportamiento de la enfermedad mas agresivo y pueden desempefiar un
papel relevante en la progresion metastasica de las lesiones en estadios 111y 1V (44,45,49,99). Por otro
lado, en el 25% (2/8) de los pacientes con resultado discordante, no se detecté mutacion de pTERT en

la metéastasis, pero si en el tumor primario. Esto puede deberse al hecho de que la mayoria de los

133



DISCUSION

pacientes de nuestra serie tenia mas metastasis en otras localizaciones anatomicas que podian presentar
mutaciones de pTERT y que no pudieron analizarse en nuestro estudio. Otra posibilidad es que el tejido
metastasico no se originase del tumor primario que analizamos, sino de otro tumor primario desconocido

u oculto.

2. PAPEL DE LA HIPERMETILACION DEL PROMOTOR EN LA
REGULACION DE TERT Y LA PROGRESION DEL MELANOMA

En nuestro estudio, los mayores niveles de metilacion de pTERT se detectaron en las muestras de
melanoma y en las lineas celulares con respecto a las muestras control (piel normal y nevus

melanocitico), tal y como se ha descrito previamente en otros trabajos (57,63).

Como novedad, estudiamos el estado de metilacion (hiper o hipometilado) en las muestras pareadas
de tejido de melanomas primarios y sus correspondientes metéstasis, observandose que en el 81% de los
casos se mantenian los niveles de metilacion en el primario y la metastasis, tal y como se observé en el
analisis del estado mutacional de pTERT en muestras pareadas. Esto sugiere que al igual que la mutacion,
la metilacién de la regién promotora de TERT también puede tener un papel importante en la regulacién
del gen durante el transcurso de la enfermedad. Ademas, ambos resultados apoyan el hecho de que las
alteraciones en pTERT ocurren prematuramente durante la expansion clonal de las células tumorales y

son persistentes en la progresion metastasica (42,53,54).

Por otro lado, estudios recientes han asociado la presencia de hipermetilacion en la region THOR
con la ausencia de mutaciones en pTERT (63,109). Nuestros resultados confirman estos hallazgos, ya
que las muestras que carecen de mutacion en pTERT mostraron niveles de metilacion més altos que las
muestras mutadas. Esto sugiere que la sobreexpresion de TERT, en las muestras que no presentan
mutaciones en pTERT, podria estar relacionada con la metilacion de la region promotora, pudiendo jugar

un papel importante en la progresion tumoral (57,63,109).

Asimismo, estudios recientes han demostrado altos niveles de expresion de TERT en tumores

con hipermetilacion en la region promotora, demostrando que la metilacion funciona como un
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mecanismo epigenético de activacion de la telomerasa (59-61,101). En nuestro estudio, las muestras
gue carecen de mutaciones en pTERT mostraron altos niveles de metilacidn. Sin embargo, a diferencia
de estudios previos (57), este hallazgo no se asociaba estadisticamente con mayores niveles de expresion
de ARNm, probablemente debido a la baja proporcidén de muestras con ausencia de mutacion en pTERT
en nuestra serie. Por tanto, seria necesario estudiar el efecto que la hipermetilacion tiene en la
sobreexpresion de TERT independientemente de la mutacion, en una serie mas grande de pacientes con
melanoma. Ademas, algunos estudios sugieren gque, aungue la hipermetilacién en THOR puede ser un
mecanismo activador de la telomerasa prevalente en el cancer, otros mecanismos epigenéticos como la

accesibilidad de la cromatina son necesarios para la expresion del ARNm de TERT (63,109).

3. LA SOBREXPRESION DE TERT EN EL MELANOMA AVANZADO Y
SU RELACION CON LA MUTACION DEL PROMOTOR

Se observo gue la expresion de ARNm de TERT estaba presente en las muestras de melanoma y en
las lineas celulares, mientras que los controles de piel normal y nevus no mostraron expresion. Esto
coincide con lo descrito en el trabajo de Baltzarsen et al., asi como con lo que otros estudios anteriores

han observado usando inmunohistoquimica (110,111).

Ademas, los niveles de expresion de ARNm de TERT mostraron una tendencia a mantenerse en
muestras pareadas de melanoma primario y su correspondiente metastasis en el 65,5% de los pacientes.
De acuerdo con lo observado en los casos discordantes de mutacion en pTERT que presentaban mutacion
en la lesién metastasica y no en su tumor primario, el 70% de los casos discordantes mostraba altos
niveles de expresion en el tumor metastasico en comparacion con la lesion primaria, lo que puede
confirmar la relacién entre la sobreexpresion de TERT y una mayor agresividad en la enfermedad, al

tener un papel importante en la progresion tumoral (44,45,49,99,111).

Por otro lado, se analizaron los niveles de expresion de TERT en relacion con las mutaciones en
la region promotora de TERT. A diferencia de otros estudios publicados con anterioridad, no se

encontraron diferencias significativas entre los niveles de expresion transcripcional mostrados por las
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muestras con pTERT mutado y los observados en muestras con ausencia de mutacion en pTERT. No
obstante, la mayoria de estos trabajos previos se realizaron con lineas celulares de melanoma y no con
pacientes (41,42,112), mientras que otros se realizaron solo con pacientes jovenes (60,98). En nuestra
serie, se detectaron niveles altos de expresién de ARNm de TERT en tumores que carecen de mutaciones
en pTERT, lo que podria explicarse por la presencia de otras alteraciones como la hipermetilacion del
promotor, reordenamientos cromosémicos, amplificaciones o fusiones transcripcionales (55,57). Es
posible que algunas de estas alteraciones que se activan por factores ambientales no estén presentes en
las lineas celulares o0 no se manifiesten todavia en pacientes jovenes, como la metilacion del pTERT,

que se ha demostrado que aumenta con la edad (104).

Al contrario de lo observado en estudios previos (34,51), si estratificamos a los pacientes segun
el tipo de mutacion detectada en pTERT, encontramos una asociacion estadisticamente significativa
entre la mutacion C250T y unos niveles de expresion de ARNm de TERT mas altos en comparacién con
los niveles de expresién detectados en las muestras con la mutacion C228T. En 2015, Li et al.
demostraron que la mutacion C250T en pTERT, a diferencia de la C228T, requiere de la sefializacion
no canonica de NF«kB en cooperacidn con factores ETS para activar de manera eficiente la transcripcién
de TERT en tumores de glioblastoma multiforme (113). Por tanto, sabiendo que la expresion de TERT
puede depender de la participacién de eventos genéticos y epigenéticos, seria conveniente realizar
estudios funcionales para explicar el diferente papel de las mutaciones C250T y C228T en la activacion

transcripcional de TERT en el melanoma.

4. RELACION DE LAS MUTACIONES CONDUCTORAS DE BRAF Y
NRAS CON LAS ALTERACIONES EN TERT.

Se analizd la coexistencia de mutaciones en pTERT y BRAF o NRAS, al tratarse de mutaciones
conductores o “driver” del melanoma (39). Se observd una coexistencia de estas mutaciones en
proporciones mas altas que las reportadas en estudios previos (48% vs 25%, para el caso de BRAF y

pTERT) (44,48-50), probablemente debido a que nuestra serie se compone de pacientes con melanoma
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en estadios avanzados. La coexistencia de dichas mutaciones se ha asociado en estudios previos con un

aumento del crecimiento tumoral y un peor prondstico de la enfermedad (48-52).

Ademas, en nuestra serie, observamos una asociacion significativa entre el estado de mutacion de
BRAF o NRAS vy la posicién de la mutacién de pTERT (C250T o C228T), ya que se encontrd que las
mutaciones de NRAS coexisten en mayor proporcion con la mutacién C250T de pTERT que con la
mutacion C228T, a diferencia de las mutaciones en BRAF que se dan junto a ambas mutaciones en
proporciones similares. Ademas, se observaron altos niveles de expresion de ARNm de TERT en los
casos que mostraban mutaciones en NRAS, y se confirmd que esta asociacion era independiente de la
presencia de la mutacion C250T de pTERT, que en nuestro estudio se asocio también con una mayor
expresion. Curiosamente, Manrique-Silva et al. observaron en su serie de pacientes que las mutaciones
de NRAS tenian un mayor efecto en la supervivencia cuando coexistian con mutaciones de pTERT (52).
Ademas, en nuestra serie, los pacientes con BRAF o NRAS mutado mostraban niveles de expresion de
TERT mas altos que los que carecian de mutaciones conductoras. Por lo tanto, parece existir una sinergia
entre BRAF/NRAS y TERT en pacientes con melanoma, que podria explicarse por la activacién del gen
TERT debido a la unién de factores de transcripcién cuando la region promotora estd mutada, siendo
estos factores promovidos por la sefializacion de la via MAPK (52,114). Estudios actuales han
relacionado esta sinergia con la respuesta al tratamiento con inhibidores BRAF/MEK, teniendo la
mutacion pTERT un papel importante, lo que podria sugerir un nuevo enfoque en las estrategias

terapéuticas (115-119).

5. ASOCIACION DE LAS ALTERACIONES EN TERT CON LAS
CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOLOGICAS

Las caracteristicas clinicas e histologicas de los pacientes con melanoma incluidos en nuestra serie
son similares a las descritas en la la literatura (11-13,19,20), por lo tanto, se trata de una serie altamente
representativa de melanoma desde el punto de vista epidemiolégico que valida los resultados obtenidos

en los diferentes analisis realizados en este trabajo.
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Ademaés, se analizé estadisticamente la asociacion entre estas caracteristicas y las alteraciones
moleculares en pTERT (mutacién, metilacion o sobreexpresion), detectdndose una relacion entre el
estado mutacional y el sexo de los pacientes. Se observé que la frecuencia de mutacion en pTERT fue
mayor en los pacientes varones que en las mujeres, como se describié en estudios previos (120,121).
Sin embargo, las mujeres fueron las que presentaron mayores niveles de expresion de ARNm de TERT,
posiblemente debido a una mayor proporcién de mutacion C250T y de mutaciones en NRAS en este
grupo de pacientes, ya que en nuestro estudio ambas se asocian de forma independiente con unos
mayores niveles de expresion en comparacion con la mutacién C228T o las mutaciones en BRAF.
También se observaron mayores niveles de metilacion en pTERT en los pacientes varones. Estudios
previos han correlacionado la metilacion de pTERT con la sobreexpresion de TERT solo en muestras
que carecen de alteraciones somaticas como las mutaciones en el promotor (57). Los pacientes varones
en este estudio tienen una alta frecuencia de mutacion en pTERT, lo que explicaria que no tengan

mayores niveles de expresion como consecuencia de la hipermetilacion de la regién promotora del gen.

Estudios recientes proponen que el estado mutacional de pTERT podria servir como biomarcador
especifico del sexo en pacientes con cancer, ya que los pacientes varones con mutacion en pTERT podian
ser candidatos a beneficiarse del tratamiento con inmunoterapia, especialmente en melanoma (121). Se
conoce que la activacion de TERT es sensible tanto a los estrégenos como a los andrégenos (120), por
lo que las alteraciones en pTERT podrian tener un papel importante en las diferencias observadas en el
pronostico y prediccion de la respuesta al tratamiento entre hombres y mujeres. Sin embargo, en nuestro
estudio, en el analisis estadistico realizado posteriormente no se observé una relacion significativa entre
el sexo y la supervivencia de los pacientes o la progresion de la enfermedad. Se necesitan mas estudios
con series de pacientes de mayor tamafio para clarificar la asociacion del sexo con las alteraciones en
TERT y su posible implicacion en el tratamiento con inmunosupresores, asi como la posibilidad de

nuevas estrategias terapéuticas como la terapia anti-hormonal por privacion de andrégenos (120,121).

Cuando evaluamos la asociacion entre las alteraciones genémicas en TERT vy las caracteristicas

clinico-patoldgicas, confirmamos que la presencia de mutaciones en pTERT se correlacionaba con un
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mayor indice de Breslow, como indican estudios previos (44,45,48,52,100,110), lo que es indicativo de
un peor pronostico (1,19,21). En particular, observamos que la mutacion C250T era mas frecuente en
melanomas con mayor grosor de Breslow (>4 mm), que a su vez se asocian con un alto riesgo de
recidiva. Asimismo, mayores espesores de Breslow también se asociaron a niveles altos de expresion
de ARNm de TERT, lo que puede explicarse por la mayor proporcion de mutacion C250T que, en
nuestro estudio, tiene un efecto independiente en la sobreexpresion del gen. Estos resultados sugieren
gue las mutaciones mas comunes en pTERT, C228T y C250T, pudieran no ser funcionalmente
redundantes, a pesar de ser mutuamente excluyentes, como indicaban los estudios iniciales sobre
mutaciones en pTERT en cancer (41,42). Estudios anteriores en modelos de ratén sugieren que el
aumento de la expresion de TERT, como consecuencia de las mutaciones en el promotor y, debido al
aumento de actividad de la telomerasa, puede desempefiar un papel en el crecimiento e invasion tumoral,
lo que explica su asociacién con el indice de Breslow (44,110,122). Por lo tanto, futuros estudios
funcionales en series mas amplias permitirian conocer si los diferentes tipos de mutacion en pTERT,
C228T y C250T, tienen un papel diferente en la propagacién local del melanoma primario, siendo esta

un factor de riesgo para la posterior progresion metastasica.

6. EFECTO DE LAS ALTERACIONES MOLECULARES EN TERT EN
LA SUPERVIVENCIA DE LOS PACIENTES CON MELANOMA

Los analisis de supervivencia en los que se analizaron las variables clinicas e histol6gicas de los
pacientes de la serie revelaron que la edad al diagnostico, la ulceracion y el espesor de Breslow estaban
asociados con la supervivencia de los pacientes. En concreto, aquellos pacientes a los que se les habia
diagnosticado su tumor primario cuando tenian més de 70 afios tendian a mostrar una peor supervivencia
global que los de menor edad, mientras que los pacientes con indice de Breslow alto tendian a progresar
antes que los de grosor medio o bajo. Por su parte, la presencia de ulceracién en el tumor primario se
asocié también con una peor supervivencia global. Estas tendencias coinciden con lo descrito en estudios
anteriores, ya que estas tres variables son consideradas como factores clinicos e histoldgicos de mal

pronostico (6,13,19). No obstante, tras realizar el método de comparaciones multiples de Benjamini &
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Hochberg (BH), se observd que la asociacion de estas variables clinicas e histolégicas con la

supervivencia no era estadisticamente significativa en nuestra serie.

Por su parte, los analisis de supervivencia en los que se incluyeron las variables moleculares
confirmaron que la presencia de mutaciones en pTERT vy los altos niveles de expresion de ARNm de
TERT se correlacionaban con un peor pronostico de la enfermedad, como se ha descrito en estudios
previos (44,45,49,100,110). En particular, en nuestro estudio se observo que la mutacion C250T se
relacionaba con una peor supervivencia global (SG) y una peor supervivencia libre de progresion (SLP)
en comparacién con la mutacién C228T. Ademas, tras ajustar el andlisis estadistico de Cox por el
método BH, se confirm¢ que entre todas las variables analizadas Unicamente el estado de mutacion de
pTERT se asocié significativamente con la SG y la SLP, siendo la mutacion C250T la que mostro el

mayor efecto sobre la progresion y el desenlace en pacientes de la serie.

Estos resultados confirman la hipotesis de que ambas mutaciones en pTERT (C250T y C228T) no
son funcionalmente redundantes, como indicaban los estudios de Horn et al. y Huang et al (41,42). De
hecho, otros estudios recientes también han observado diferencias en cuanto al efecto de ambas
mutaciones sobre la supervivencia del paciente y la actividad transcripcional de TERT. Por un lado,
Andrés-Lencina et al. y Chang et al. observaron que la mutacion C228T se relacionaba con una peor
supervivencia y un peor prondstico, en comparacion con los pacientes con mutacion C250T, al contrario
gue en nuestro estudio (47,51). Sin embargo, ambos estudios se realizaron con una gran mayoria de
pacientes en estadios tempranos de la enfermedad (estadios | y II), mientras que en nuestra serie se
incluyeron pacientes con melanoma en estadios avanzados (111 y IV). Estos resultados son consistentes
con los resultados obtenidos por Del Bianco et al., que analizaron muestras de pacientes de melanoma
metastasico con BRAF mutado en los que asociaron la mutacion pTERT C250T con una peor
supervivencia y un peor pronostico (115). En la misma linea, Blateau et al. observaron que la presencia
de la mutacion pTERT C228T era un marcador de buen pronéstico en pacientes con BRAF mutado que
tienen marcadores de mal prondstico (presencia de metastasis cerebrales y aumento de LDH) (116). Por

lo tanto, esto sugiere que las mutaciones C250T y C228T de pTERT tienen diferentes efectos en la
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supervivencia de los pacientes y la progresion de la enfermedad. En particular, nuestros resultados
confirman que la presencia de mutacion C250T podria ser un predictor significativo de una peor

supervivencia y un peor pronéstico en pacientes con melanoma avanzado (estadios 111y V).

Por otro lado, debido a la asociacion detectada entre las mutaciones en pTERT y la supervivencia y
progresion de los pacientes con melanoma en nuestro estudio, se analizd si la coexistencia con
mutaciones conductoras en BRAF o NRAS podia tener un efecto diferente. Se observé una tendencia de
los pacientes con pTERT mutado en los que coexistian mutaciones en BRAF o NRAS a tener un peor
prondstico que los pacientes que carecian de mutaciones conductoras, como se ha descrito en estudios
anteriores (48,50,52). Curiosamente, Manrique-Silva et al. observaron que el grupo de pacientes con
melanoma en los que coexistian mutaciones en pTERT y NRAS se asociaban con la peor supervivencia
global y supervivencia libre de progresion (52). Estos resultados podrian apoyar nuestros hallazgos
sobre el efecto independiente que tienen las mutaciones de NRAS en la sobreexpresion de TERT, asi
como su asociacién con la mutacion C250T, que en nuestro estudio muestra una peor supervivencia y
progresion. Se necesitan estudios en series mas amplias de pacientes para aclarar como afecta esta
aparente sinergia entre las mutaciones conductoras y las mutaciones en pTERT a la progresién del

melanoma y como influye en las estrategias terapéuticas que sugieren estudios anteriores (115-119).

Del mismo modo, se analiz6 el impacto combinado de las alteraciones de la region promotora de
TERT (hipermetilacién y mutacion) en la supervivencia de los pacientes con melanoma. Se observé una
tendencia en aquellos pacientes con mutacion en pTERT a tener una peor supervivencia libre de
progresion, independientemente del estado de metilacion del promotor. Ademas, los pacientes que
carecian de mutaciones pero que tenian hipermetilacién en pTERT, mostraron una tendencia a tener una
peor SLP que aquellos que tenian niveles mas bajos de metilacion. Estos resultados concuerdan con los
publicados en estudios previos sobre la combinacion de alteraciones genéticas y epigenéticas de TERT
en cancer, que sugieren que la presencia de alteraciones en la region promotora (mutaciéon o
hipermetilacién) aumenta el riesgo de recurrencia en diferentes tipos de tumores (59,62,101). Debido a

nuestra limitada serie de casos no obtuvimos diferencias estadisticamente significativas, por lo que seria
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necesario estudios futuros en series mas amplias para confirmar si los melanomas en los que coexisten
ambas alteraciones en pTERT estan asociados con una peor supervivencia y progresion, como sugieren

estudios anteriores (62).

7. LA MUTACION DE pTERT COMO BIOMARCADOR EN PLASMA
PARA LA MONITORIZACION DE PACIENTES CON MELANOMA
METASTASICO.

Actualmente, las mutaciones en genes conductores como BRAF/NRAS detectadas en ADNCct estan
siendo ampliamente estudiadas para su utilizacién en el seguimiento de pacientes con melanoma
metastasico(91-93,123). Sin embargo, en un porcentaje considerable de los pacientes con melanoma
estas mutaciones no estan presentes (40-50%)(36), por lo que los esfuerzos futuros en los estudios sobre
melanoma deben dirigirse a la deteccion de nuevos biomarcadores en biopsia liquida por técnicas
altamente sensibles y su implementacion en la rutina asistencial para el diagndstico y monitorizacion de

los pacientes.

Dada su alta frecuencia en melanoma (alrededor del 70%) (41,42,44,45), se analiz6 el estado
mutacional de pTERT en muestras de plasma por ddPCR, pertenecientes a 25 de los 53 pacientes de la
serie, con el fin de confirmar si podria servir como biomarcador para el seguimiento de los pacientes
con melanoma avanzado. Se detectaron mutaciones de pTERT en plasma que se correlacionaron
positivamente con el estado de mutacion de la muestra de tejido perteneciente al mismo paciente, en
proporciones similares a las detectadas en estudios previos (50 a 70%) (94,95). Estos hallazgos respaldan
la hip6tesis de que las mutaciones de pTERT podrian servir como un valioso biomarcador en plasma,
ademas de la mutacion V600 de BRAF, para la monitorizacion de pacientes con melanoma avanzado
(89,94,95). La incapacidad para detectar mutaciones de pTERT en el plasma del 64% (7/11) de los
pacientes con resultado discordante, puede explicarse por la liberacion variable de material tumoral por
parte del tumor al torrente circulatorio. Por otro lado, la presencia de mutaciones diferentes en pTERT
entre plasma y tejido en el 27% (3/11) de los casos discordantes puede deberse a la heterogeneidad

tumoral que puede existir en las muestras de tejido y que se puede evitar analizando las muestras de
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plasma (88,124). Aun asi, considerando que las tasas de deteccion plasmética de mutaciones en pTERT
son mas bajas que las de otros genes conductores como BRAF (>80%) (91,92,125), seria necesario
realizar estudios en series mas amplias de pacientes para poder confirmar su utilidad como potencial

biomarcador en melanoma.

Aunque en nuestro estudio se obtuvo una cantidad limitada de cfDNA, puede ser de gran utilidad
analizar las mutaciones conductoras (BRAF y NRAS) en las muestras plasmaticas para confirmar que el
cfDNA de las muestras es representativo del tumor, ya gue estas son consistentes durante la progresién
del melanoma y solo cambian después del tratamiento con inhibidores (38). Ademas, esto nos permitiria
saber si la deteccion de mutaciones en pTERT puede tener utilidad en el gran porcentaje de muestras en
las que las mutaciones “driver” no estan presentes y que a priori no se les puede hacer seguimiento por

biopsia liquida (91,92,94,95).

8. LAS ALTERACIONES CROMOSOMICAS COMO BIOMARCADOR
ALTERNATIVO EN PLASMA PARA LA MONITORIZACION DE
PACIENTES CON MELANOMA METASTASICO

Técnicas como FISH o los microarrays permiten realizar un diagnéstico diferencial mas certero en
aquellas muestras de melanoma y nevus melanocitico en las que el estudio histopatolégico no es
concluyente. Dichas técnicas se basan en la deteccion de alteraciones cromosémicas, que estan presentes
con gran frecuencia en los melanomas, pero no en los nevus. Ambas técnicas son realizadas
habitualmente en material procedente de muestras de tejido FFPE (23,69-71). En este estudio se llevd
a cabo una primera aproximacion experimental para detectar las alteraciones cromosémicas en el ADNct
procedente de muestras de plasma utilizando la técnica de microarrays, con la finalidad de comprobar
si pudiera utilizarse en un futuro para monitorizar la respuesta terapéutica a partir de muestras menos
invasivas y con una mayor disponibilidad, en los pacientes con melanoma metastasico que no disponen

de mutaciones en BRAF, NRAS o TERT e incluso para predecir posibles recaidas (81,89,90).
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De manera interesante, se logré detectar mas de tres alteraciones cromosomicas en las muestras de
ADNCct procedente del plasma de 4 pacientes con melanoma metastasico. Muchas de estas alteraciones
coinciden con las mas cominmente detectadas en melanoma, como por ejemplo la pérdida de 9p21
donde se localiza p16 (70,71,74). Ademas, en su mayoria se asemejan a las observadas en las muestras
pareadas de tejido provenientes del mismo paciente. Estos hallazgos suponen una novedad en el uso de
la biopsia liquida para el diagndstico y seguimiento de los pacientes con melanoma, demostrando que
los microarrays o arrays de SNP podrian ser una técnica adecuada para el analisis del ADNct, asi como
para la monitorizacion de aquellos pacientes que carecen de mutaciones conductoras (BRAF/NRAS)

detectables en plasma.

No obstante, solo se pudo analizar la mitad de las muestras de plasma disponibles en nuestra serie
(12/25), debido a que la técnica de microarrays se realizo a partir de la tecnologia Oncoscan (Affymetrix)
gue requiere un cantidad y calidad minimos de ADN para poder obtener un resultado valorable. Se
esperaba que las concentraciones de ADNct fuesen dptimas, ya que los pacientes en estadios avanzados
de la enfermedad cuentan con un gran namero de células tumorales necréticas y por tanto tienen mas
ADNCt en plasma, siempre que la muestra se recoja después del desarrollo de metéastasis, pero antes del
tratamiento sistémico (80). Sin embargo, se obtuvieron concentraciones variables de ADN, algunas por
debajo de 1 ng/ul, lo que puede deberse a que el tamafio del tumor es diferente en cada una de las
muestras, ya que estudios anteriores han correlacionado los niveles de ADNct con el volumen tumoral
(80,126,127). Ademas, en cada tumor la liberacion o desprendimiento del material tumoral al torrente
circulatorio es variable, lo que se conoce como “tumor shedding”, que puede provenir de células no

tumorales vivas (linfocitos), apoptoticas, necréticas o CTCs (85,88,124,127).

Por otro lado, la tasa de deteccion en este estudio fue considerablemente baja (33%), ya que de las
12 muestras de plasma que fueron analizadas solo se observaron pérdidas y ganancias cromosoémicas en
4 de ellas, mientras que en las 8 muestras restantes no se observé ninguna alteracion. Se sabe que los
melanomas metastasicos presentan multiples alteraciones cromosdmicas, por lo que la incapacidad para

su deteccidén en estas muestras puede deberse a un enmascaramiento de los acidos nucleicos libres no

144



DISCUSION

tumorales presentes en el plasma, también conocido como cfDNA (82,85). Sin embargo, se llevo a cabo
el estudio del estado mutacional de pTERT en las muestras de plasma para valorar su utilidad como
potencial biomarcador de mal pronostico. Este anlisis reveld que en la mitad de los casos en los que no
se observaron alteraciones por la técnica de microarrays (4/8), se detectaron mutaciones en pTERT por
PCR digital, siendo este un indicativo de la presencia de ADNct. Estos resultados sugieren que la técnica
de microarrays no tiene la sensibilidad suficiente para detectar cantidades bajas de ADNct que estan

enmascaradas por el cfDNA, a diferencia de la ddPCR.

9. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Entre las limitaciones de este estudio se encuentran el pequefio tamafio muestral, asi como la
incapacidad de obtener muestras de sangre periférica de todos los pacientes de la serie. Ademas, algunos
pacientes fueron diagnosticados inicialmente en otros centros, por lo que no se disponia de todos los
datos clinicos e histologicos de los mismos para poder realizar los analisis estadisticos y de
supervivencia. Por tanto, seria conveniente realizar estudios prospectivos en series mas amplias de

pacientes con melanoma avanzado para confirmar los resultados obtenidos en el presente trabajo.

145






CONCLUSIONES






CONCLUSIONES

Las mutaciones en el promotor de TERT aparecen de forma temprana durante la expansion
clonal de las células tumorales y son importantes para la progresion metastasica del melanoma.
Ademés, las mutaciones frecuentes C228T y C250T no son funcionalmente redundantes y
tienen un papel diferente en la activacién transcripcional de TERT.

El estado de metilacién de pTERT tiene un papel importante en la regulacion del gen durante el
transcurso de la enfermedad, estando relacionada con la progresion tumoral de los pacientes que
carecen de mutaciones en pTERT. Sin embargo, no se descarta la influencia de otros

mecanismos genéticos adicionales en la sobreexpresion de TERT.

Existe una sinergia entre las mutaciones conductoras de BRAF/NRAS vy la regulacion de TERT
en el melanoma, lo que podria tener relevancia en el enfoque de las estrategias terapéuticas con
inhibidores BRAF/MEK.

La mutacion C250T muestra un efecto independiente sobre la supervivencia global de los
pacientes y se asocia con un mayor indice de Breslow, lo que sugiere que la mutacién C250T
es mas agresiva que la C228T vy, por tanto, su deteccidn podria usarse como un biomarcador

potencial de mal prondstico en pacientes con melanoma avanzado.

Las mutaciones de pTERT podrian servir como un valioso biomarcador en plasma para la
monitorizacion de pacientes con melanoma avanzado que carecen de mutaciones conductoras
de BRAF/NRAS. Mientras que el analisis de aberraciones cromosémicas con microarrays
podrian ser una técnica alternativa para la monitorizacion de pacientes que son negativos para

BRAF, NRAS y TERT.
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Anexo 1: Recopilacién de los datos clinicos, histologicos y moleculares de los 53 pacientes con
melanoma avanzado incluidos en el estudio

Cada paciente esta representado en una columna, en la que se incluyen los datos clinicos e histoldgicos relevantes
para el estudio; y los resultados obtenidos en sus muestras pareadas de tejido FFPE de melanoma primario y
metastasis; y, si procede, su biopsia liquida (plasma). Los datos se agrupan de acuerdo con el estado de mutacién
de pTERT (mutado en C250T, C228T o C228-229TT; o de tipo salvaje, WT).
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ANEXOS

Anexo 2: Publicacidn cientifica relacionada con los resultados de la tesis doctoral

Blanco-Garcia L, Ruano Y, Blanco Martinez-lllescas R, Cubo R, Jiménez Sanchez P, Sanchez-Arévalo
Lobo VJ, Riveiro Falkenbach E, Ortiz Romero P, Garrido MC, Rodriguez Peralto JL. pTERT C250T
mutation: A potential biomarker of poor prognosis in metastatic melanoma. Heliyon. 2023 Aug 6;9(8):
€18953. doi: 10.1016/j.heliyon.2023.e18953. PMID: 37609429; PMCID: PMC10440525.
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ARTICLE INFOD ABSTRACT
Kirwards Belanoma is the most aggressive form of slin cancer and the leading cause of death from cuta-
Meligaoma

neviss tumors. Several studies bave associated alterations in the TERT promoter reglon (pTERT)

. with gene overexpression, aggressivensss and poor prognosis of the disease. The aim of this snsdy
E:l:’;“iz ::::5’]""'“' wits ta clarify the role of pTERT molecular status in padred samples of primary melanoma and
Bi I“"3 metastasis using tisswe and plasma io establish a correlation with disease progression and
sarvival.

A todal of 88 FFPE tissue samples from 53 padents with advanoed melanoma were analyzed. OF
these, 35 had paired samples. We also examined cfDNA samples from plasma of 25 patienis. We
detected a good correlation befwesn primary tumors and metastases in pTERT muiation and
methylation status. We were also able to identify pTERT mutations in plasma samples that
carrelated with mutational stanes in tisene samples. [Imterestingly, the CES0T mutation was
assoclated with worse survival and higher TERT mENA expression, compared io the other most
comman mutation: CXEST. In addition, hyper-methylation of the promoter region seems oo be
relabed io the progression of pTERT wild type (WT) patientis. These results suggest that TERT gene
alterations plays an impartant role during fumaor progression, with the detection of the CESOT
muiation in tissue and plasma as a potential biomarker of poor progmosis in patients with
advanced melanoma.

TERT prosioler ssuralions
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