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Abstract

Cutaneous melanoma accounts for approximately 10% of skin tumors and is recognized
as the most aggressive form. At the molecular level, the primary pathway involved in
carcinogenesis is driven by mutations that constitutively activate the MAPK pathway,
which regulates cell proliferation, growth, and migration. This pathway is often
hyperactivated in various cancers. In cutaneous melanoma, the most common mutation

occurs in the BRAF gene, found in 52% of patients.

Currently, the main approved systemic therapies for advanced cutaneous melanoma
with BRAF mutations include immunotherapy, based on immune checkpoint inhibitors,
and targeted therapy, which involves the combination of BRAF and MEK inhibitors. The
choice between immunotherapy and targeted therapy remains controversial and is
primarily guided by clinical criteria. Identifying biomarkers to optimize the selection of the

most appropriate first-line therapeutic option is a crucial objective of this thesis (Study I).

Another significant challenge in these patients is the acquisition of resistance to
BRAF+MEK inhibitors. Although genetic clonal selection is undeniably involved, recent
studies have highlighted the importance of non-genetic mechanisms of resistance, with
phenotype switching being one of the primary mechanisms described. Investigating the
transcriptomic mechanisms underlying resistance to targeted therapy, with the aim of
identifying new biomarkers that could serve as therapeutic targets after resistance

develops, constitutes another key objective of this project (Study II).

Differential gene expression analysis in patients with metastatic BRAF-mutated
melanoma, exhibiting varying levels of therapeutic response to targeted therapy or
immunotherapy, has identified several candidates (CCL21, GHR, and CXCL8) as
potential biomarkers for selecting the most effective personalized therapeutic option.
Given the recent changes in melanoma treatment practices during this project, with an
increasing number of patients receiving adjuvant immunotherapy, the recruitment of
patients in the metastatic setting for the validation cohort was limited. Nonetheless, the
biomarker signature was examined in a subgroup of patients treated with adjuvant
immunotherapy, with CCL21 emerging as a potential biomarker indicating a high clinical

benefit for adjuvant immunotherapy.

In the investigation of non-genetic transcriptional mechanisms associated with acquired
resistance to targeted therapy, we observed in an in vitro model that the acquisition of
resistance involves the depletion of cellular clones expressing genes associated with
melanoma differentiation and the enrichment of clones expressing genes characteristic
of invasive and mesenchymal-like cell phenotypes. Through the application of various

selection criteria, both statistical and bibliographic, the SPOCK1 gene, which was



Abstract

overexpressed in resistant cells, was identified as a potential biomarker. Functional in
vitro analyses revealed that inhibiting the SPOCK1 gene did not reverse resistance to
BRAF+MEK inhibitors, suggesting that SPOCK1 does not directly contribute to the
molecular processes underlying resistance acquisition. However, inhibiting SPOCK1
resulted in reduced cell proliferation, migration, and invasion, supporting its role in the
development of a mesenchymal cell phenotype and suggesting its potential as a

therapeutic target in the context of resistance to targeted therapy.
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Resum

El melanoma cutani representa un 10% dels tumors cutanis perd n’és el més agressiu.
Molecularment, la via de carcinogénesi principal és la preséncia de mutacions drivers
que activen constitutivament la via de les MAPK, la qual regula la proliferacid, el
creixement i la migracié cel-lular i esta sovint hiperactivada en diversos tipus de cancer.
En el melanoma cutani, la mutacié més comuna és en el gen BRAF, present en el 52%
dels pacients. Actualment, les terapies sistémiques principals aprovades per al
melanoma cutani avangat BRAF mutat inclouen la immunoterapia, basada en inhibidors
dels punts de control del sistema immune, i la terapia dirigida, que combina inhibidors
de les proteines BRAF i MEK. La decisi6é sobre si administrar immunoterapia o terapia
dirigida és controvertida i actualment es regeix principalment per criteris clinics. Es
crucial identificar biomarcadors per seleccionar la millor opcidé terapeutica en primera

linia, objectiu principal de I'estudi | d’aquesta tesi.

Una altra complicacié important en aquests pacients és la resisténcia adquirida als
inhibidors de BRAF+MEK. Encara que la seleccié clonal genética té un paper
inqUestionable, estudis recents corroboren la importancia de la resisténcia no genética,
essent el canvi de fenotip cel-lular un dels principals mecanismes descrits. L'estudi dels
mecanismes transcriptomics que causen resisténcia a la terapia dirigida, amb I'objectiu
de trobar nous biomarcadors que puguin ser dianes terapéutiques després de

'esmentada terapia, és un altre dels objectius principals d’aquest projecte (estudi ).

L’analisi de I'expressio génica diferencial entre pacients amb melanoma metastatic
BRAF mutat, amb diferents nivells d’eficacia terapeutica al tractament amb terapia
dirigida o immunoterapia, ha permés identificar un conjunt de candidats (CCL21, GHR i
CXCL8) com a biomarcadors per a la seleccio de la millor opcié terapéutica
personalitzada. Atés que el maneig del tractament del melanoma ha canviat durant el
transcurs d’aquest projecte i molts pacients es tracten amb immunoterapia adjuvant, el
nombre de pacients reclutats en el marc metastatic, amb teixit no préviament tractat amb
immunoterapia adjuvant, va ser escas en la cohort de validacid, fet que impedia una
validacié precisa dels biomarcadors en aquest escenari. No obstant aixo, es va estudiar
la signatura en el subgrup de pacients tractats amb immunoterapia adjuvanti CCL217 es
va postular com un potencial biomarcador d’alt benefici clinic al tractament amb

immunoterapia adjuvant.

En l'estudi dels mecanismes transcripcionals no genétics de resisténcia adquirida a
terapia dirigida, hem observat, en un model in vitro, que durant 'adquisicio de resisténcia
es produeix un empobriment de clons cel-lulars amb expressié de gens associats amb

la diferenciacié del melanoma i, d’altra banda, un enriquiment de clons que expressen
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gens caracteristics de fenotips cel-lulars de tipus “invasiu” i “mesenquimal’. Amb
diferents criteris de seleccid estadistics i bibliografics, hem identificat el gen SPOCK1,
sobreexpressat en les cél-lules resistents, com a potencial biomarcador. Mitjangant
analisis funcionals in vitro, no hem observat que la inhibicié del gen SPOCKT revertis la
resisténcia als inhibidors de BRAF+MEK, per tant, no s’ha pogut demostrar la seva
implicacio directa en els processos moleculars d’adquisicié de resisténcia a la terapia.
Tanmateix, la inhibicié del gen si reduia la proliferacio, la capacitat de migracio i la
invasié cel-lular, reforgcant el paper de SPOCK1 en el desenvolupament d’'un fenotip
cel-lular de tipus mesenquimal i posicionant-lo com una potencial diana terapéutica en

el context de la resisténcia a terapia dirigida.



Introduccio






Introduccid

1. EL MELANOMA CUTANI

El melanoma és una malignitat dels melandcits, els quals es troben al llarg del cos i es
caracteritzen per ser cél-lules productores de pigment. EI melanoma cutani és el
subtipus de melanoma més comu, ja que suposa un 90-95% del total (1) (Figura 1).
S’inicia a partir de transformacions de caracter maligne dels melandcits que es troben
en la capa basal de I'epidermis de la pell, representa un 10% del total dels tumors cutanis
i n'és el més agressiu. D’altra banda, els melanomes no cutanis sorgeixen dels
melandcits de I'Uvea, les mucoses, els genitals, el tracte gastrointestinal, el sistema

urinari o les meninges, entre d’altres localitzacions (2).

Uveal melanoma ~5% Primary intracranial and Mucosal melanoma ~1%
meningeal melanomas ~1%

Frequent GNAQ/GNA11 mut

D — Lo D — e
Features Treatment options Features Treatment options
* Rarely UV-induced * AntiCTLA-4 + Anti PD-1 * Rarely UV-induced * VEGFR inhibitor + Anti PD-1
* 90% from choroids + AntiPD-1/L1 * Poor prognosis * Anti CTLA-4 + Anti PD-1
* Light-colored eyes * AntiCTLA-4 * Locoregional nodal * KT inhibitor
* Usual liver involvement * Chemotherapy involvement * AntiPD-1
* MEK 1/2 inhibitor * AntiCTLA-4
A i D id Acral Cutaneous melanoma ~ 90-95%
2-8% 4% <2% 1%
™B
~70% ~ 72-93% ~15% ~13-3a% Mutations -
Features Treatment options

* UV-induced
* Fair-skinned
* Age 59-65 years

* Anti CTLA-4 + Anti PD-1 and

BRAF + MEK inhibitors

* AntiPD-1

* AntiCTLA-4

~0-6% ~9-21%

Melanomas of unknown primary (MUP) 2-5%
Frequent BRAF and NRAS mut

Unusual primary sites of melanoma (UPSM)
Dermis, lymph nodes, esophagus, breast, etc.

Figura 1. Esquema representatiu dels diferents tipus de melanomes, amb percentatges
d’incidencies i caracteristiques moleculars i cliniques (1).

1.1. Incidéncia i mortalitat del melanoma cutani

La incidéncia del melanoma cutani el 2022, d’acord amb les dades del Global Cancer
Observatory (GCO), va ser de 331.649 nous casos 'any, arreu del mén, en homes i
dones. La mortalitat anual d’aquest tipus de cancer va ser de 58.644 casos. La ratio
d’incidéncia mundial estandarditzada per edat (age standarized incidence rates (ASRI))
del melanoma cutani arriba a una mitjana de 3,2 per cada 100.000 casos i és més
elevada en homes (3,7 per cada 100.000 casos) que en dones (2,9 per cada 100.000
casos). Aixi mateix, la incidéncia varia geograficament, Australia i Nova Zelanda son els
paisos amb les incidéncies més elevades, i I'’Asia Sud-central i I'’Africa Occidental, les
més baixes. La ratio de mortalitat mundial estandarditzada per edat (age standarized

mortality rates (ASRm)) del melanoma cutani és de 0,53 per cada 100.000 casos de
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mitjana, amb un 2,5 per a cada 100.000 casos la mitjana meés elevada, en les zones de

major incidéncia (3) (Figura 2).

Age-Standardized Rate (World) per 100 000, Incidence, Males and Females, in 2022 Age-Standardized Rate (World) per 100 000, Incidence and Mortality, Both sexes, in 2022
Melanoma of skin Melanoma of skin

UN Regions Males Females UN Regions Incidence Mortality

Australia-New Zealand Australia-New Zealand

Northern America Northern Europe
Northern Europe Northern America
Western Europe

Southern Europe

Western Europe
Southern Europe
Eastern Europe Eastern Europe
Southern Africa Southern Africa
South America South America
Polynesia Melanesia
Melanesia Polynesia
Central America Western Asia
Western Asia

Middle Africa 4

Central America
Middle Africa

Caribbean 0.92 § 0.56 Eastern Africa

Eastern Africa 0.64 §1.0 Caribbean
South-Eastern Asia 0.530.40 Western Africa
Northern Africa 0.46 | 0.45 Northern Africa
Eastern Asia 0.40(0.38 South-Eastern Asia
Western Africa 0.35]0.64 Eastern Asia
South Central Asia 0.33(0.29 South Central Asia

60 50 40 30 20 10 10 20 30 40 50 60 0 40 30 20 10 10 20 30 40 50
ASR (World) per 100 000 ASR (World) per 100 000

Figura 2. Grafics representatius a nivell mundial de: ratio d’incidéncia estandarditzada per edat
(ASRIi) del melanoma cutani, estratificada per sexe (esquerra) i comparacié de la ASRi amb la
ratio de mortalitat estandarditzada per edat (ASRm) del melanoma cutani (dreta) (3).

1.2. Causes i factors de risc

El principal factor de risc ambiental associat al desenvolupament del melanoma cutani
és I'exposicio a la radiacio de la llum ultraviolada (UV). De fet, I'espectre UV-B, el qual
compren longituds d’ona d’entre 290 i 320 nm, és el més carcinogen per a la pell (2,4).
Aquestes longituds d’ona sén absorbides per les cél-lules de la pell i hi interaccionen
mitjancant I'estrés oxidatiu, el qual altera els melanocits (5,6). A més a més, també hi ha
un dany indirecte d’aquesta radiacié que dona lloc al mal funcionament de la reparacio
de I'ADN, fet que provoca I'aparicié de noves mutacions que indueixen la carcinogénesi,

transformant cél-lules normals en cél-lules tumorals (7,8).

D’altra banda, hi ha altres factors de risc relacionats amb les caracteristiques propies de
l'individu, com el fet de tenir nevus pigmentats, factors genétics com el color de la pell,
o un historial familiar de melanoma (9,10). Aproximadament un 25% dels melanomes
cutanis es desenvolupen a partir d’'un nevus, i el risc augmenta depenent no només del
nombre sin6 també de la mida i del tipus (4,11,12). Pel que fa al tipus de fenotip de la
pell, les persones que tenen la pell clara, amb cabell pel-roig o ros, la cara pigada i els
ulls clars tenen més risc a I'hora de desenvolupar melanoma cutani, ja que sén més
sensibles a la llum ultraviolada (2). Finalment, aproximadament el 7-15% dels casos de
melanoma estan relacionats amb un historial familiar (13). La mutacié en el gen
CDKNZ2A és la més comuna en les families que tenen un historial per melanoma cutani
i, de manera menys frequient, la mutacié en el gen que codifica per la proteina CDK4
(14-17).
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1.3. Factors de pronostic

La prognosi del melanoma cutani esta associada a parametres clinics, histopatoldgics,
demografics i moleculars. Els factors de prondstic que han mostrat més valor sén els
que s'han anat integrant al sistema d'estadificacié del melanoma, el TNM de la American
Joint Committee on Cancer (AJCC) 8a edicié (18). De fet, a consequéncia d’aixo,
I'estadificacio del tumor és el principal factor de pronodstic del melanoma (I'estadifiacio

del melanoma cutani esta explicat més extensament a 'apartat 1.5).

1.3.1. Parametres clinics i histopatologics

Pel que fa al melanoma cutani localitzat (estadi | i 1), els dos factors de pronodstic més
importants sén el gruix de Breslow i la ulceracio; quan hi ha disseminacié ganglionar
(estadi Ill) els factors de pronodstics més rellevants sén el numero de ganglis afectats, la
mida de les metastasis ganglionars i la seva localitzacié. Finalment, els principals factors
de pronostic en fase metastatica (estadi IV) sén la localitzacié de les metastasis i els

nivells de lactat deshidrogenasa (LDH) en sang (19).

Melanoma localitzat (estadi | i Il)

» Gruix de Breslow
Alexander Breslow, I'any 1970, va proposar un métode que es basava en mesurar la
profunditat en mil-limetres de la infiltracié tumoral de les diferents capes de la pell (20).

Segons aix0, el gruix de Breslow es classifica en els seglents estadis:

e Estadil: 0,75 mm (estadi | AJCC)

o Estadill: 0.76-1.5 mm (estadi Il AJCC)

e Estadilll: 1.51-2.25 mm (estadi Il AJCC)
e EstadiIV: 2.26-3 mm (estadi IV AJCC)

e Estadi V: >3 mm

Breslow va demostrar que els melanomes de menys gruix tenien millor prondstic i menys
risc de metastasi, ja que permet la prediccid de quins havien de ser ressecats (20).
Diversos estudis, inclos el que va donar lloc a la base de dades de I'AJCC, han
corroborat I'index de Breslow com el factor de pronostic més important per al melanoma
cutani localitzat (20-23).

» Laulceracié
La ulceracié es defineix com l'abséncia del gruix total d’'una epidermis intacta sobre
qualsevol proporcié del tumor primari amb una reacci6 inflamatoria de I'hoste associada
en l'observaciéo microscopica (24) i es relaciona amb més agressivitat clinica i pitjor

supervivéncia del pacient (25,26).
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> Altres parametres histopatologics
La localitzacié del tumor primari es considera un factor de prondstic independent ja que
es va observar que el risc de mort en els pacients amb melanoma cutani es duplicava
quan el tenien localitzat en zones axil-lars o de cap i coll (27). Una altra mesura que
s’utilitza per predir la prognosi en la peca tumoral de melanoma cutani és el nivell de
Clark, que es tracta d’'una classificacié basada en la penetracid histologica del tumor
(28):

e Nivell 1: les cél-lules de melanoma només es troben a 'epidermis.

¢ Nivell 2: algunes cél-lules de melanoma han envait la dermis papil-lar.

¢ Nivell 3: les cél-lules de melanoma s’han expandit per la dermis papil-lar.
¢ Nivell 4: les cél-lules de melanoma han envait la dermis reticular.

e Nivell 5: les cél-lules de melanoma han envait el greix subcutani.

Posteriorment, es va descriure que una alta proliferacié de les cél-lules tumorals,
calculada com el nombre de cél-lules que es troben en mitosi en una certa quantitat de
teixit (index mitotic), tenia també rellevancia pronostica (29,30). Alguns estudis també
han descrit I'abséncia de limfocits infiltrants en el tumor (TILs) com un factor de pronostic
independent de I'aparicié de metastasis (31,32). Finalment, altres factors que es tenen
en compte en el pronostic son: el subtipus histologic, la invasié limfovascular i la invasio

perineural, que determinen un prondstic pobre, al contrari que la regressié tumoral (19).
Melanoma cutani localment avangat amb afectacié ganglionar (estadi lil)

A part dels factors descrits anteriorment, en els casos amb afectacié ganglionar, les
principals variables que determinen el pronodstic son el nombre de nodes limfatics
afectats, preséncia de micrometastasis o macrometastasis en aquests nodes i la

localitzacio dels nodes afectats (33).
Melanoma cutani metastatic (estadi IV)

Els factors de pronostic principals son la localitzacié de les metastasis i els nivells sérics
de LDH. Els pacients que tenen les metastasis distants a la pell, al teixit subcutani o als
nodes limfatics distals, tenen un millor prondstic comparats amb aquells que tenen
metastasis al pulmo o en qualsevol altra localitzacio visceral distant. Pel que fa als nivells
de LDH, els pacients que en tenen uns elevats nivells en sérum presenten un pitjor
pronostic (33). Breument, la LDH és un enzim metabdlic que catalitza la conversio del
piruvat al lactat quan la glicolisi aerobica esta incrementada. La glicolisi aerdbica és la
via principal responsable de proveir I'energia metabdlica necessaria a les cél-lules

tumorals per qué aquestes proliferin rapidament i produeixin metastasis (34).
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1.3.2. Parametres demografics

Alguns estudis han demostrat que 'edat és un factor de mal prondstic en els pacients
diagnosticats amb melanoma cutani (35). Aix0 és degut al fet que amb l'increment de
I'edat del pacient, el gruix del tumor i la ulceracié son més elevats (36). Un altre factor
que es va relacionar amb una supervivencia menor era el sexe masculi (37). Una de les
hipotesis per explicar aquest fet era la localitzacié del tumor primari, ja que es va
observar que en els homes apareixien més sovint en el cap i el coll, associats a un

pronodstic més dolent (38).

1.3.3. Parametres moleculars

Finalment, a causa del desenvolupament dels inhibidors de BRAF, s’ha estudiat el valor
de prognosi de tenir el gen BRAF mutat i s’ha determinat que la preséncia d’aquesta
mutacio esta associada a un pronostic pitjor que els que no la tenen (wild type), encara
que la terapia dirigida pugui anul-lar els efectes perjudicials de la mutacié (19,39,40).
Les mutacions en BRAF estan associades a localitzacions anatdmiques sense exposicio
solar i a pacients més joves (41,42). A més a més, es va associar I'expressié del gen
BRAF a tumors més gruixuts, ulceracié i estadis més avancats segons la classificacio
AJCC (43).

D’altra banda, els tumors amb mutacié en el gen NRAS s’han associat a tumors més
agressius, lesions més gruixudes, index mitotic elevat i alts indexs de metastasis en
nodes limfatics si els comparem amb els altres subtipus (44,45). En el camp epigenétic,
alguns estudis suggereixen el paper de l'estat de metilacid d’alguns gens amb el
pronostic de la malaltia. En aquest context, Vizoso et al. van demostrar que la
hipometilacié de TBC1D16 s’associava amb el procés de metastasis (46). Aixi mateix,
altres estudis com Wouters et al. van descriure perfils amb valor pronostic, com la
metilacio del gen PONS3, o relacionats amb el desenvolupament del melanoma, com la
metilacio del gen HOXA9 (47).

1.4. Patogénesi i alteracions moleculars en el melanoma cutani
1.4.1. Carcinogénesis: fases i mutacions driver

El procés de carcinogénesi del melanoma cutani és el resultat de I'acumulacio

d’alteracions genétiques, epigenétiques i alteracions en el microambient del tumor.

Segons el model de Clark, es tracta d’'un procés lent perd constant que es dona a partir
de nevus de melandcits benignes i que evoluciona finalment a cél-lules melanocitiques
tumorals, a partir de canvis moleculars que donen lloc a canvis de fenotip cel-lular. Les

diferents fases d’aquest procés son les seguents (Figura 3): i) nevus benignes, els quals
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es caracteritzen per un increment en la proliferacié dels melandcits; ii) nevus displastics,
els quals tenen caracteristiques morfologiques diferents als nevus normals; iii) fase in
situ de creixement radial, on la lesid6 és maligna perd el creixement tumoral queda
restringit a I'epidermis; iv) fase “infiltrant” de creixement vertical, caracteritzada per una
invasié nodular de la dermis i v) fase metastatica, la qual es distingeix per la infiltracio
de ceél-lules tumorals al corrent sanguini, envaint altres zones cutanies o altres organs
(48-50).

Procés de carcinogénesi del melanoma cutani

uve UVA

S 40
\"J Melanoma cutani
|

' 1) Nevus benigne : Il) Nevus displasic : Ill)Faseinsitu : IV)Faseinfiltrant : V) Fase metastatica

Node limfatic; Q
cancerigen\!

@

'
' '

i '
!\:
\  Vas sanguini -
\
i
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Figura 3. Esquema del procés de carcinogénesi del melanoma cutani, on es mostren les diferents
fases de desenvolupament i les mutacions associades. Figura realitzada amb BioRender.
Adaptada de (48).

Molecularment, la via de carcinogénesi principal s la preséncia de mutacions driver que
causen l'activacio constitutiva de la via de les mitogen-activated protein kinase (MAPK)
i la via de phosphoinositol-3-kinase (PI3K)/protein kinase B (AKT) (51).

La via de les MAPK regula la proliferacio, el creixement i la migracio cel-lular i es troba
freqlentment hiperactivada en diferents tipus de cancer. En el melanoma cutani,
mutacions en els gens BRAF, NRAS, NF1 i KIT son les principals responsables de

I'activacio anormal d’aquesta via (52,53).

El perfil mutacional associat al procés de carcinogénesi pot variar segons I'exposicio
cronica al dany solar o cumulative sun damage (CSD). En aquest context, els
melanomes cutanis es poden classificar en dos subtipus segons si el seu origen és

causat pel CSD o no (54). En el cas dels melanomes associats a un baix CSD,
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presenten freqientment mutacions en el gens BRAF (V600E), TERT, CDKN2A, PTEN i
P53. Els tumors associats amb alt CSD solen tenir una elevada carrega mutacional i
alberguen mutacions en els gens NRAS, BRAF (no tipus V600E) o NF1. A més a més,
aquests tumors es localitzen en arees anatdmiques normalment exposades a la radiacio

UV, com el cap, el coll o superficies dorsals de les extremitats distals (54-56).

A més de les alteracions genétiques, les alteracions epigenétiques tenen un paper
important en la progressié tumoral, especialment mitjangcant la inactivacié epigenética
d’alguns gens supressors tumorals. N'és un exemple la metilacié de 'ADN de regions
promotores de gens com PTEN (metilat en ~60% dels melanomes), SYK (metilat en el
30% dels melanomes), TNFSF10D i LOX (metilat en el 80% i el 50% dels melanomes) i
COL1A2 (metilat en 80% dels melanomes) (57).

1.4.2. Classificacié genomica del melanoma cutani

La classificacié genomica del melanoma cutani es va determinar I'any 2015, segons la
qual els tumors es podien dividir en 4 subtipus: BRAF mutats, RAS mutats, NF1 mutats

i triple wild type (52).

» Mutaci6 en el gen BRAF
De les causes genétiques responsables de I'activacié anormal de la via de les MAPK, la
meés frequent en el melanoma cutani és la mutacié somatica del gen BRAF (53).
D’aquesta mutacio, el subtipus més freqlient és la substitucié d’'un aminoacid valina per
acid glutamic al codd 600 (V600E) que condueix a I'activacié constitutiva de 'activitat
quinasa de la proteina i, en consequéncia, de la via MAPK. Aquesta mutaci6 és de tipus
missense i es troba en un 52% dels pacients amb melanoma cutani (52). Tot i que V600E
és la més comuna en melanoma cutani (representa el 85% de mutacions a BRAF), altres
variants com V600K, V600D i V600R tenen una representacié del 12%, 5% i 1%,
respectivament (58,59). Les mutacions de BRAF en melanoma s’expliquen amb més

detall a 'apartat 3 de la introduccio de la tesi.

» Mutacié en el gen NRAS
La segona causa d’activacié aberrant de la via de les MAPK és la mutacio en el gen
NRAS, el qual esta mutat en el 15-30% de casos de melanoma cutani (41,52). Les
mutacions missense en els codons 12, 13 i 61 (aquesta ultima representa el 80% dels
casos) promouen l'estat GTP-actiu de la proteina, provocant I'activacio constitutiva de
les vies MAPK i PIBK/AKT (53,60,61). S’ha de destacar que les mutacions en els gens
NRAS i BRAF son, en la majoria dels casos, mutuament excloents. Encara que

actualment els tumors NRAS mutats no tenen una terapia dirigida eficag (62),
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recentment s’ha descrit la proteina STK19 com un activador de NRAS susceptible

d’ésser bloquejat com a estrategia terapeutica per aquest subtipus de melanoma (63).

» Mutacio en el gen NF1
La tercera mutaciéo més frequent és a I'NF1, un gen supressor de tumors que es troba
mutat en el 10-15% dels melanomes cutanis. La proteina NF1 és la responsable de la
inhibicié de RAS. Per tant, la pérdua de funcié de la primera condueix a la hiperactivacio
de la segona i la subseguent activacié constitutiva de la via de les MAPK i PI3K/AKT
(64—66). Actualment, no existeix una terapia especifica dirigida a aquest subtipus de

melanoma.

» Triple wild type
Els tumors triple wild type representen el 25-35% de tots els melanomes cutanis i es
caracteritzen per la manca de mutacions en els gens BRAF, NRAS i NF1. Curiosament,
aquests tumors presenten una major recurréncia de mutacions i amplificacions en els
gens KIT, PDGFR i VGFR2 (52,67).

> Altres alteracions genétiques
A més de les alteracions principals descrites anteriorment, n’hi ha d’altres de rellevants
en la progressio del melanoma. Les mutacions i amplificacions en el gen KIT estan
involucrades en 'augment de la proliferaci6 i supervivéncia de les cél-lules de melanoma
a través de les vies PI3K/AKT i MAPK. Es troben en el 2-8% de tots els melanomes
malignes i en una major freqiéncia en els melanomes acrals o els relacionats a una
major exposicio solar (68,69). Un altre dels mecanismes caracteristics de la progressio
del melanoma cutani és la desregulacio del cicle cel-lular, com per exemple a causa de
mutacions en el gen CDKN2A, que implica una progressio incontrolada del cicle cel-lular
ja que impedeix la funcié correcta de les proteines RB1 i p53 (70). De manera similar, la
pérdua de PTEN condueix a l'activacié de la proteina AKT, que regula negativament la
via de l'apoptosi de les cél-lules del melanoma (71). Les alteracions en PTEN sén
mutuament excloents amb les de NRAS perd coexisteixen frequentment amb les de
BRAF (53). Cal destacar també la mutacié en el promotor del gen TERT, el qual codifica
per la subunitat catalitica de la telomerasa. Aquest enzim, en les cél-lules normals, es
troba en un nivell baix i té una relacié directa amb I'envelliment i la mort cel-lular. Aixd
no obstant, les cél-lules de melanoma amb mutacions en TERT tenen una activitat
elevada de les telomerases, fet que inhibeix I'apoptosi i I'envelliment, per tant, aquestes

mutacions es relacionen amb un mal pronostic de la malaltia (72,73).
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1.4.3. Classificacio transcriptomica

Paral-lelament a la classificaci6 genomica, Akbani et al. també van descriure 3
subclasses trancriptdmiques de melanoma cutani: el subtipus “immune”, el subtipus
“queratina” i el subtipus “baix MITF”. El subtipus “immune” presenta sobreexpressio de
gens associats amb cél-lules immunes (cél-lules T, cél-lules B i Natural Killers (NK)),
molécules de senyalitzacié immune, proteines coestimuladores i coinhibidores de punts
de control del sistema immunitari i quimiocines. D’altra banda, el subtipus “queratina”
es caracteritza per una alta expressio de gens associats amb queratines, pigmentacio i
I'epiteli, aixi com un pitjor prondstic comparat amb els altres dos subgrups. Finalment, el
subtipus “baix MITF” expressa un baix nivell de gens associats amb la pigmentacio i
I'epiteli, inclosos aquells involucrats en I'adhesi6 cel-lular, migracio i matriu extracel-lular.
A més a més, aquest subgrup expressa gens associats amb el sistema nervios i
desenvolupament neuronal (52). La proteina microphtalmia-associated transcription
factor (MITF) juga un paper fonamental en el desenvolupament i la plasticitat del

melanoma, la importancia del qual es descriu tot seguit:

» Factor de transcripcié MITF
El factor de transcripcid MITF regula el desenvolupament, la funcio i la supervivéncia
dels melandcits i com que té una funcio en la diferenciacio d‘aquests, es postula com a

un dels promotors de malignitat del melanoma (74,75).

Cal destacar que la proteina MITF esta amplificada en un 20% dels melanomes cutanis
i la seva expressio s’ha correlacionat amb un decrement de la supervivéncia global als
5 anys, comparat amb els que no la sobreexpressen (75). En la Figura 4 esta descrita
la via de MITF.

S’ha descrit ampliament que els melanomes cutanis sén molt heterogenis i comprenen
diversos tipus de subpoblacions cel-lulars, determinades, en gran part, per I'expressio
de MITF. S’han definit dues subpoblacions principals: una poblaci6 amb elevada
replicacié perd amb baix potencial d’invasio i alta expressié de MITF i una altra que es
caracteritza per una proliferacié lenta perd amb un alt potencial invasiu i baixa expressio
de MITF (76). Tot i aixd, ambdues poblacions poden donar lloc a la formacié de tumors
i no estan determinades genéticament sind que sorgeixen per canvis transcripcionals de

plasticitat cel-lular que es tradueixen en canvis fenotipics (77).
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Figura 4. Via de senyalitzacié de I'eix MITF. Figura de (78).

Aixi doncs, Goding et al. van proposar un model anomenat “rhoestat model”, per tal
d’explicar el paper paradoxal de MITF en el control de la proliferacio, supervivéncia i
plasticitat cel-lular. Breument, una alta expressié de MITF promou la diferenciacio, un
nivell mig, la proliferacid, una baixa expressié determina un increment d’'un fenotip
invasiu i, finalment, 'abséncia d’expressié de MITF causa senescéncia i mort cel-lular
(79-81) (Figura 5).

Factors que influeixen
l'activitat MITF Activitat transcripcional Programes cel-lulars

Alteracions
genétiques diferenciacio

proliferacio
supervivencia
Modificacions vies invasio
senyalitzacio stemness
senescencia

Epigenética

Microambient

Figura 5. Representacio grafica del “rhoestat model” per explicar el paper de I'expressié de MITF
en la plasticitat cel-lular en melanoma. Figura realitzada amb BioRender. Adaptat de (82).
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1.5. Diagnostic i estadificacio

Els procediments per tal de diagnosticar el melanoma cutani sén, en primer lloc,
'examen fisic de la pell, on es busquen indicis de lesions cutanies susceptibles a
esdevenir un melanoma. En cas que alguna lesié sigui sospitosa, se’'n fa una bidpsia
per tal de determinar la preséncia de cél-lules malignes, a partir de I'estudi histologic i
tincié d’immunohistoquimica, basat en la tincié positiva de S100, HMB45, Melan-A,
tirosinasa, MITF i SOX10 (83). Una vegada s’ha realitzat el diagnostic patologic de

melanoma, es procedeix a |'estadificacio.

L’estadificacié del tumor és una eina essencial a la practica clinica per determinar el
pronostic dels pacients i el tractament més apropiat. La metodologia utilitzada per a la
classificacio patoldgica del melanoma cutani és el sistema TNM (tumor, node, metastasi)
de la Union for International Cancer Control (UICC) i la AJCC. Aquest sistema mesura
el grau d’infiltracié del tumor primari, tenint en compte el gruix i la ulceracié (T), la
propagacié als nodes limfatics adjacents (N) i la preséncia de metastasis a distancia (M).

Les caracteristiques de cada estadi estan definides a la Taula 1 (18,84,85).

Malgrat actualment s’utilitza el métode TNM per a I'estadificacio, el gruix de Breslow i,
en menor mesura, el nivell de Clark, encara serveixen per guiar el tractament i predir la

supervivéncia (84,86,87).

Addicionalment, en estadis Il i IV, es realitza un test molecular per tal de determinar
I'estat de la mutaciéo BRAF"®% i guiar el potencial tractament amb terapia dirigida. En els
casos que no presenten la mutacid, anomenats BRAF wild type (BRAF-wt), es recomana
determinar 'estat de les mutacions en C-KIT i NRAS (88-90).
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Taula 1. Criteris d’estadificacié del melanoma cutani segons 'AJCC.

Criteris d’estadificacié del melanoma cutani segons ’'AJCC

AJCC TNM Descripcio
0 Tis NO MO El tumor esta confinat a I'epidermis (Tis). No s’ha propagat als ndduls limfatics (NO) ni a
altres teixits de I'organisme (MO).
| T1/T2a NO El tumor no mesura més de 2mm de gruix i pot estar o no ulcerat (T1 o T2a). No s’ha
MO propagat als noduls limfatics (NO) ni a altres teixits de I'organisme (MO).
Tob/T3/T4 El tumor mesura més d’1mm de gruix (T2b o T3) i pot mesurar més de 4mm (T4). Pot estar
Il NO MO 0 no ulcerat. No s’ha propagat als ndduls limfatics (NO) ni a altres teixits de 'organisme
(MO).
T1/T2a El tumor no mesura més de 2mm de gruix i pot estar o no ulcerat (T1 o T2a). S’ha propagat
1A N1a/N2a Mo a 1-3 nodes limfatics adjacents perd només son visibles al microscopi (N1a o N2a). No s’ha
propagat a altres teixits de I'organisme (MO0).
No hi ha signes de tumor primari (TO).
T0 N1b/N1c . S’ha propagat a 1 node limfatic adjacent (N1b)
MO . S’ha propagat a petites arees de la pell adjacent (tumors satél-lit) o als canals
limfatics de la pell que envolta el tumor sense arribar als nodes limfatics (N1c).
No s’ha propagat a altres teixits de 'organisme (MO).
1B T1T2T3 El tumor no mesura més de 4mm de gruix i pot estar o no ulcerat (T1, T2 o T3).
N1ao . S’ha propagat a 1 nodul limfatic adjacent (N1a o N1b)
N1b/N1c/N2a . S’ha propagat a petites arees de la pell adjacent (tumors satél-lit) o als canals
o N2b limfatics de la pell que envolta el tumor sense arribar als nodes limfatics (N1c).
MO e S’ha propagat a 2 6 3 nodes limfatics adjacents (N2a o N2b).
No s’ha propagat a altres teixits de I'organisme (MO).
No hi ha signes de tumor primari (TO).
. S’ha propagat a 2 o més nodes limfatics adjacents, dels quals almenys 1 es pot
TON2b o veure o tocar (N2b o N3b).
N3b/N2G o e S’ha propagat a petites arees de la pell adjacent (tumors satel-lit) o als canals
N3c/N3b o limfatics de la pell que envolta el tumor i ha arribat als nodes limfatics adjacents
N3c MO (N2c o N3c).
. S’ha propagat als nodes limfatics adjacents, els quals s’han agrupat entre ells
(N3b o N3c).
No s’ha propagat a altres teixits de 'organisme (MO).
El tumor no mesura més de 4mm de gruix i pot estar o no ulcerat (T1, T2 o0 T3).
T1T2/T3 e S’ha propagat a petites arees a la pell adjacent (tumors satél-lit) o als canals
N2¢ o N3¢/ limfatics de la pell que envolta el tumor i ha arribat als nodes limfatics (N2c o
N2a o N2b N3c). ) o ,
11[e; MO e  S’ha propagat a 4 o més nodes limfatics adjacents que s’han agrupat entre ells
(N2a o N2b).
No s’ha propagat a altres teixits de 'organisme (MO).
El tumor mesura entre 2 i 4mm de gruix i esta ulcerat (T3b) o mesura menys de 4mm de
T3b o T3a gruix perd no esta ulcerat (T4a). S’ha propagat a 1 o més noduls limfatics adjacents i/o s’ha
=N1 MO propagat a petites arees a la pell adjacent (tumors satéel-lit) o als canals limfatics de la pell
que envolta el tumor (N1 o >). No s’ha propagat a altres teixits de I'organisme (MO).
El tumor mesura menys de 4mm i esta ulcerat (T4b).
. S’ha propagat a 1-3 nodes limfatics adjacents que no s’han agrupat entre ells
T4b N1a/b o (N1a/b o N2a/b).
N2a/b/N2c o e S’ha propagat a petites arees de la pell adjacent (tumors satél-lit) o als canals
N1c MO limfatics de la pell que envolta el tumor i pot haver arribat (N2c) o no (N1c) a un
node limfatic adjacent.
No s’ha propagat a altres teixits de I'organisme (MO).
El tumor mesura menys de 4mm i esta ulcerat (T4b).
e  S’ha propagat a 4 o més nodes limfatics adjacents (N3a o N3b).
T4b N3a o e  S’ha propagat als nodes limfatics adjacents que s’han agrupat entre ells (N3b).
1D N3b/N3b/N3c e S’ha propagat a petites arees a la pell adjacent (tumors satél-lit) o als canals
MO limfatics de la pell que envolta el tumor i ha arribat a almenys 2 nodes limfatics
adjacents o als nodes limfatics que estan agrupats entre ells (N3c)
No s’ha propagat a altres teixits de 'organisme (MO).
El tumor pot ser de qualsevol gruix i pot estar o no ulcerat (T). El cancer es pot haver
v TNM1 propagat o no als nodes limfatics adjacents (N). S’ha propagat a nodes limfatics distants o

a altres organs com pulmons, fetge o cervell (M1).
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2. EL TRACTAMENT DEL MELANOMA CUTANI

Recentment, la supervivéncia global (SG) i la supervivéncia lliure de progressié (SLP)
dels pacients amb melanoma cutani han millorat radicalment amb [l'aparicié de
tractaments basats en la terapia dirigida o la immunoterapia (91). Fins 'any 2011, la SG
dels pacients metastatics era d’aproximadament 9 mesos i aquests es tractaven amb
quimioterapia basada en agents alquilants com dacarbacina (92), fotemustina (93) i
temozolamida (94-96), amb una taxa de resposta al voltant del 7%, aixi com la
interleuquina 2 (91,97). En el régim de terapia adjuvant, el tractament estandard era
l'interferd alfa-2b, amb un baix benefici clinic i unes altes taxes de toxicitat. A la Figura
6 estan descrites de manera cronologica les diferents terapies per al tractament del

melanoma cutani (98).

Tractament sistémic malaltia metastatica
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Figura 6. Cronologia de les terapies aprovades per al tractament del melanoma cutani. A la part
superior estan representades les terapies per al tractament en estadis metastatics i a la part
inferior el tractament adjuvant i neoadjuvant, aixi com els principals assajos clinics. Figura
adaptada de (98). Figura realitzada amb BioRender.

Actualment, les principals terapies sistémiques aprovades per al melanoma cutani
avancat son la immunoterapia, basada en inhibidors dels punts de control del sistema
immune (ICl), en els estadis lll i IV de la malaltia, independentment de I'estat mutacional
de BRAF, aixi com la terapia dirigida, basada en la combinacié d’inhibidors de les
proteines BRAF i MEK, en els casos BRAF% mutats (88,91,99) (Figura 7). Una altra
terapia possible és [Ilaplicacié intratumoral de particules viriques oncolitiques,
genéticament dissenyades per expressar inhibidors de punts de control del sistema

immune en les cél-lules de melanoma, forgant la producci6 i I'alliberament d'antigens
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tumorals i del factor estimulant de la colonia de granulocits (GM-CSF) per impulsar la

resposta immunitaria de les cél-lules T i induir la lisi de les cél-lules tumorals (100).

Tractament del melanoma cutani avangat

Terapia dirigida Immunoterapia

Inhibidors de punt de control:
e Anti-CTLA4
e Anti-PD1
e Anti-PD-L1

Millora activitat cel-lules T
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Figura 7. Visi6 general de les terapies aplicades actualment per al tractament del melanoma
cutani en fase avancada. Abreviatures: T: Limfocits T; APC: cél-lula presentadora d'antigen;
CTLA-4: proteina associada a limfocits T citotoxiques-4; PD-1: proteina de mort cel-lular
programada 1; PD-L1: lligand PD 1. Figura realitzada amb BioRender. Adaptat de (101).

A continuacid, s’expliquen amb més detall les dues terapies sistémiques principals en el

tractament del melanoma avangat, els inhibidors de BRAF+MEK i els ICI.

2.1. Els inhibidors de BRAF i MEK

El millor coneixement de la importancia de la mutacié en el gen BRAF en 'evolucio del
melanoma cutani, present en un 52% dels pacients, va conduir al desenvolupament de

farmacs inhibidors especifics dirigits contra aquesta mutacié (102).

El primer inhibidor especific de BRAFV8%F aprovat el 2011 per la American Food and
Drug Agency (FDA) pel melanoma metastatic va ser el vemurafenib, gracies als estudis
clinics fases I-lll BRIM 1-3, que van mostrar una resposta global al farmac de més del
50% i una milloraen la SLP ila SG en comparacié amb la quimioterapia estandard (103).
Posteriorment, l'inhibidor selectiu de BRAFY®%E dabrafenib va ser aprovat gracies a
'estudi de fase Il BREAK-3, demostrant a més, activitat contra els casos mutats en
BRAF"% j aquells amb metastasis cerebrals (104). Tant vemurafenib com dabrafenib,
s’uneixen especificament al lloc d’uni6 de I’ATP del domini quinasa de BRAF i inhibeixen
la seva activitat, fet que condueix al bloqueig de la fosforilacié de I'extracellular signal-
regulated kinase (ERK), la inhibicié de la proliferacio, segrest del cicle cel-lular i induccio
de I'apoptosi (Figura 8). De manera similar, 'encorafenib és un inhibidor ATP-competitiu
del domini quinasa de la familia de proteines RAF i va ser I'Gltim inhibidor aprovat, a

través de I'assaig de fase Ill Columbus, amb una eficacia equivalent a vemurafenib en
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primera linia de tractament (105,106). Tots aquests inhibidors van millorar la
supervivéncia dels pacients perd la resisténcia a la terapia apareixia després de 6-7
mesos de tractament en la meitat dels pacients tractats amb inhibidors de BRAF en

monoterapia (107).

A causa que els principals mecanismes de resisténcia que es produeixen son resultat
de la reactivacio de la via MAPK (108), es va postular I'estratégia d’utilitzar inhibidors de
la proteina MEK1/2 en combinacié amb els inhibidors de BRAF per obtenir un bloqueig
de la senyalitzacié de ERK més duradora (109,110) (Figura 8). De fet, trametinib, el
primer inhibidor selectiu de I'activacio de MEK1/2 i la seva activitat quinasa (111) aprovat
per la FDA, va demostrar en I'assaig METRIC, una baixa eficacia en monoterapia (112).
En canvi, quan es va combinar amb dabrafenib va mostrar un efecte sinérgic, amb una
millor resposta global i millors taxes de supervivéncia, en comparacio amb ambdds
agents separats en monoterapia (113). No obstant aix0, els inhibidors de MEK inhibeixen
la senyalitzacido d’ERK tant en les cél-lules tumorals com en les normals, la qual cosa
provoca toxicitats off-target i en limita la dosi administrable (114,115). Altres inhibidors
de MEK aprovats per la FDA sén el binimetinib, en combinacié amb encorafenib (116) i
cobimetinib en combinaci6 amb vemurafenib (117), amb mecanismes similars als
descrits anteriorment. En els apartats 2.3 i 2.4, es parlara amb més detall d’aquestes
combinacions entre inhibidors de BRAF+MEK.

Other RTKs
\/

®l®
&

Vemurafenib BRA
Dabrafenib
" fenib + Cobimetinib
£ Vemurafenib + Cobimetini
MEK1/2
Trametinib C:) Dabrafenib + Trametinib
Encorafenib + Binimetinib

v
(ERK1/2)

Cell growth,
survival

Figura 8. Esquema de la via de les MAPK i punt d’actuacié dels inhibidors aprovats en terapia
dirigida per al tractament del melanoma cutani. Figura realitzada amb BioRender.
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2.2. Els inhibidors dels punts de control del sistema immune (ICl)

En I'dltima década, la immunoterapia basada en els ICl ha millorat radicalment la
supervivéncia dels pacients amb melanoma cutani (118). El tractament amb ICI
representa una terapia oncologica innovadora, ja que potencia la resposta immune de
I'hoste en el propi tumor, desencadenant I'activacié de les propies cél-lules immunes
(119).

L’activacio i regulacié de les cél-lules T, les quals regulen la resposta immune de I'hoste,
és el primer punt de control i es basa principalment en la interaccié entre el receptor de
les cel-lules T (TCR) i el péptid derivat de I'antigen tumoral presentat per I'al-lel del
complex major d’histocompatibilitat (MHC), que es troba a la superficie de les cél-lules
presentadores d’antigen (APC) (118,120). Quan es dona el reconeixement de I'antigen,
CD28 amplifica la senyalitzacié de TCR per activar les cél-lules T i mobilitzar-les cap al
tumor. Tot i aix0, el receptor CTLA4 juga un paper crucial en aquesta regulacio ja que
actua com un competidor antagonista de la interaccié CD28 amb els seus lligands CD80
i CD86 (120,121), inhibint el senyal d’activacio de les cél-lules T (122) (Figura 9A).

En aquest context, l'ipilimumab, un anticos monoclonal anti-CTLA4, va sorgir com a
farmac antitumoral per bloquejar aquesta senyalitzacio inhibitoria i restaurar I'activacié
de les cel-lules T (120). L’ipilimumab va ser aprovat I'any 2011 gracies a I'estudi MDX-
010, que va demostrar una millor SLP i SG que la vacuna gp100 en primera linia de
tractament del melanoma metastatic (123). Encara que les respostes es perllongaven
en el temps, només es produien en un 10% dels casos, fet que va fer evident la
necessitat de buscar noves estratégies terapeutiques en el camp de la immunoterapia.
Posteriorment, I'arribada dels anticossos en contra del receptor de mort programada 1
(programmed death 1 (PD-1)) va revolucionar el tractament del melanoma en fases
avancades, demostrant superioritat en monoterapia davant l'ipilimumab en I'estudi
Checkmate-067 (124,125). El rol principal de PD-1 en la membrana de les cél-lules T
actives és inhibir-ne l'activitat en els teixits periférics en el moment que es dona una
resposta inflamatodria a una infeccio, per a limitar 'autoimmunitat (120,126-128). En el
context del melanoma, els senyals inflamatoris indueixen I'expressio dels lligands de
PD-1 en el teixit tumoral: Programmed death-ligand 1 (PD-L1) i Programmed death-
ligand 2 (PD-L2), els quals inhibeixen l'activitat antitumoral del sistema immune mediat
per cél-lules T (120) (Figura 9B). Per tant, el bloqueig de la interaccié entre PD-1 i PD-
L1 amb anticossos impedeix la inactivacio de les cél-lules T, que podran continuar

atacant les cél-lules tumorals quan el microambient sigui 'adequat (129).
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En aquest context, primer el nivolumab seguit del pembrolizumab, ambdés anticossos
anti-PD-1, van ser aprovats en el tractament del melanoma metastatic i recentment en
terapia adjuvant (130,131). Es parlara amb més detall del paper d’aquestes terapies en

el tractament del melanoma cutani en els apartats 2.3 i 2.4.
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Figura 9. Mecanisme d’accio6 dels ICI. A) Mecanisme d’accié dels CTLA4. La regulacié de les
cél-lules T té lloc a partir de la interaccio CD28:B7 i per la unié del TCR amb I'antigen MHC classe
I. CTLA4 actua com un competidor per inhibir I'activacio de les cél-lules T. B) Mecanisme d’accié
del sistema PD-1, el qual regula la resposta inflamatoria mitjangant la interaccié amb els seus
ligands PDL-1 i PDL-2. Figura extreta de (120).

2.3. Tractament de la malaltia localitzada o localment avangada

2.3.1. Reseccio quirurgica

La reseccidé quirurgica del tumor és el tractament principal pel melanoma cutani
localitzat. A més a més, en aquells pacients que tenen un tumor de gruix superior a 0,8
mm, o de Breslow inferior perd que presenten ulceracio, es realitza una tincié de
contrast. Posteriorment, si els ganglis sentinelles donen positiu per tincid, es realitza una
biopsia i s’analitza patologicament. Si aquests donen positiu per cél-lules de melanoma,
s’acostumava a fer-ne una reseccié mitjangant una limfadectomia. Actualment, a causa
dels resultats dels assajos MSLT-Il i DeCOG-SLT (132,133), que demostraven que la
disseccié completa del node limfatic no tenia impacte en la supervivéncia, no es

recomana aquest tractament (134).
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2.3.2. Tractament neoadjuvant

La terapia neoadjuvant és I'administracié d’'un farmac abans de la cirurgia. En el context
del melanoma cutani, assajos clinics com OpACIN (fase 1), OpACIN-neo (fase Il) i
PRADO (fase IlI) van avaluar el tractament amb ipilimumab + nivolumab en terapia
neoadjuvant en estadis Ill (135-137), i van demostrar que s’obtenia una millor resposta
quan s’administrava abans de la cirurgia que en tractament adjuvant i que, a més,
optimitzava la terapia posterior. L’any 2022, I'assaig clinic SWOG S1801 va demostrar
que els pacients en estadis de lIB a IV susceptibles de reseccidé que havien estat tractats
amb pembrolizumab neoadjuvant, i amb terapia adjuvant post-cirurgia, tenien millor
supervivencia que aquells que només havien estat tractats amb pembrolizumab
adjuvant (138). En el mateix context, actualment hi ha I'estudi NADINA (fase lll) en
marxa, el qual avalua la combinacid ipilimumab + nivolumab neoadjuvant vs nivolumab
adjuvant (139). Tenint en compte aquests estudis, la immunoterapia neoadjuvant ha
passat a ser una estratégia de tractament per als melanomes cutanis localment

avancats.

Respecte a la combinacié d’inhibidors de BRAF+MEK, en l'assaig clinic fase Il
NeoCombi van avaluar el tractament amb dabrafenib + trametinib neoadjuvant en
melanomes en estadis Il i van observar una elevada proporcié de pacients amb

respostes completes (140).

2.3.3. Tractament adjuvant

La terapia adjuvant és aquell tractament que s’administra després de la cirurgia per
reduir el risc de recaiguda. A causa de les bones respostes dels inhibidors de
BRAF+MEK en el context del melanoma metastatic BRAF mutat, aquests es van
estudiar en el marc del tractament adjuvant, inicialment en pacients en estadi Ill amb
afectacié regional, que tenen un alt risc de recaiguda després de la reseccio (141). En
'assaig clinic COMBI-AD es va avaluar l'eficacia de la combinacié de dabrafenib +

FV60%EK mutat en estadi Ill amb el resultat

trametinb en pacients amb melanoma BRA
d’'una millora en l'interval lliure de recaiguda (ILR) en 5 anys, que va ser del 65%, en el
cas del brag tractat amb la combinacio, i del 58% en el brag placebo (142—144). Un altre
assaig clinic en aquesta linia va ser el BRIM8, que va comparar vemurafenib vs placebo
en estadis Il de melanoma cutani, perd no va ser positiu en I'objectiu primari de ILR ni

en SG (145).

Paral-lelament, I'any 2015, la FDA va aprovar lipilimumab com a terapia adjuvant en
pacients en estadi lll ressecats, basant-se en els resultats de I'assaig clinic de fase Il

EORTC 18071, on es comparava ipilimumab vs placebo (146). Posteriorment, en
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I'assaig clinic de fase Il Checkmate238, es va comparar nivolumab vs ipilimumab i es
va observar una eficacia superior del primer, tant en pacients BRAF mutats com BRAF-
wt, el qual va portar a I'aprovacié de nivolumab per la FDA en el context de terapia
adjuvant (147—-149). L’assaig clinic que va desencadenar I'aprovacio de pembrolizumab
adjuvant en estadi Ill va ser I'estudi de fase Il Keynote 054, on es va comparar
pembrolizumab vs placebo, que va mostrar una millor supervivéncia lliure de recaiguda
(SLR) en la branca de tractament (150,151).

Recentment, I'assaig clinic en fase IIl CheckMate 76K va demostrar que el nivolumab
adjuvant en pacients en estadi 1IB/C reduia el risc de recurréncia en un 58%, si es
comparava amb el placebo (152). En la mateixa linia, I'assaig clinic en fase Ill Keynote-
716 també va avaluar pembrolizumab adjuvant en pacients en estadis |IB/C i va
demostrar la reducci6 del risc de recurréncia en els pacients tractats, comparat amb el
placebo (153). Actualment, també hi ha en marxa I'estudi EORTC-2139/COLUMBUS
AD que compara encorafenib + binimetinib adjuvant vs placebo, en pacients mutats en
BRAF%%¢ gn estadis 11B/C (154).

Tenint en compte aquests estudis, la terapia adjuvant ha passat a ser una estratégia de
tractament clau per al melanoma cutani, tant en els estadis Il com els |IB. Encara que
tant la immunoterapia com la terapia dirigida han demostrat benefici, a Espanya, I'inic
tractament aprovat fins ara, I'any 2024, és el basat en immunoterapia en els estadis Il i

I, principalment per I'alt cost de les terapies basades en inhibidors de BRAF+MEK.

2.4. Tractament de la malaltia metastatica

En el cas dels melanomes metastatics, si son susceptibles de reseccio i/o donen

simptomes, es realitza cirurgia (84,88), de forma paral-lela al tractament sistémic.

2.4.1. Opcions de tractament en primera linia

El tractament sisttmic de la malaltia metastatica no susceptible de reseccié del
melanoma en primera linia inclou la immunoterapia i, en el cas del melanoma BRAF
mutat, també la terapia dirigida. Ambdues terapies van significar un canvi en el
paradigma del tractament del melanoma cutani, millorant drasticament la resposta global

i la supervivéncia, tant de SLP com de SG.

Tal i com es mostra a la Figura 6, 'any 2011 aquests agents es van introduir com a
terapia estandard en la malaltia metastatica. Respecte a la immunoterapia, l'ipilimumab
va demostrar superioritat en eficacia quan es va comparar amb la quimioterapia classica
(155,156). No obstant aixo, a partir de I'any 2014, aquesta opcio va ser substituida pels
inhibidors de PD-1, tant nivolumab (131,157) com pembrolizumab (130,158).
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Posteriorment, i gracies a l'estudi CheckMate-067, la combinacié ipilimumab +
nivolumab va demostrar superioritat als agents anti-PD1 en monoterapia, convertint-se
en una de les terapies estandard en primera linia del melanoma cutani metastatic,
independentment de I'estat mutacional de BRAF (124,159). Els criteris de seleccid per
aquesta terapia no sén concloents, ja que I'expressioé tumoral de PD-L1 no és un bon
marcador. Tot i aixi, alguns estudis han proposat alguns marcadors d’eficacia com el

nivell séric de LDH i el comptatge de limfocits, leucocits o eosinodfils (160).

En el context del melanoma cutani metastatic amb mutacié de BRAF, a partir de I'any
2014 i després d’haver estat aprovats en monoterapia (veure apartat 2.1), la combinacio
d’'inhibidors de BRAF+MEK va ser aprovada també com a tractament estandard en
primera linia. Els estudis clinics que van demostrar la seva superioritat terapéutica
respecte als inhibidors en monoterapia van ser: a) estudis COMBI-v i COMBI-d, per a
dabrafenib + trametinib (143,144,161), b) estudi coBRIM per a vemurafenib +
cobimetinib (117,162) i, finalment, c) I'estudi Columbus per encorafenib + binimetinib
(106,163). Amb aquestes combinacions, es van assolir respostes globals de més del
70%, amb una SLP mitjana del voltant d’'un any. Actualment, es recomana tractar amb
aquestes combinacions, a excepcié que hi hagi alguna contraindicacio per als inhibidors

de MEK, a causa de la seva toxicitat (88).

Cal destacar que alguns assajos clinics com IMspire 150 (164,165), IMspire 170 (166)
i COMBI-l (167,168) van avaluar I'estratégia de combinar els inhibidors de BRAF+MEK
amb els ICI. L'IMspire 170 i COMBI-I no van assolir el seu objectiu primari (165,166) i
en el cas de IMspire 150, es va concloure que afegir atezolizumab (anti-PDL1) a la
terapia dirigida era segur i que millorava la supervivéncia lliure de progressié dels
pacients BRAF mutats metastatics (167,168).

Aixi doncs, els pacients amb melanoma cutani BRAF mutat en fase metastatica,
actualment tenen dues opcions possibles de tractament en primera linia, amb una
eficacia equivalent. La decisié de si administrar immunoterapia o terapia dirigida és
controvertida i en l'actualitat es regeix majoritariament per criteris clinics, com l'estat
ECOG" del pacient, els nivells sérics de LDH o la carrega tumoral. En general, la
immunoterapia seria una bona estratégia per als pacients amb un bon estat general que
poden esperar el seu efecte, que és més tarda perd més durador en el temps. Perd en
aquells casos que els pacients necessiten una resposta rapida, atés el seu estat ECOG

o alta LDH, aixi com l'alta carrega tumoral, una millor estratégia podria ser la terapia

1 L’estat ECOG del pacient és un criteri estandarditzat per mesurar de quina manera impacta la malaltia en
la qualitat de vida del pacient.
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dirigida, que provoca respostes més rapides, encara que generalment menys duradores.
De fet, la qUestio de quina pot ser la millor seqiiéncia terapéutica entre ambdues terapies

va ser avaluada en els assajos clinics SECOMBIT i DREAMseq.

L’assaig clinic SECOMBIT comparava tres sequéncies de tractament: A) encorafenib +
binimetinib en primera linia, seguida d’ipilimumab + nivolumab en segona linia, quan
s’arribava a la progressié tumoral (PD); B) ipilimumab + nivolumab en primera linia,
seguida d’encorafenib + binimetinib en segona linia, quan s’arribava a la PD; i C) brag
sandwitch on es tractava durant 8 setmanes amb cada combinacié: encorafenib +
binimetinib seguit de ipilimumab + nivolumab en primera linia fins arribar a la PD. La SG
als 4 anys determinava una tendéncia a una millor supervivéncia quan s’administrava la
sequéncia B (169,170) (Figura 10A). D’altra banda, l'assaig clinic DREAMseq
comparava, de forma similar a I'anterior, les seqiéncies de combinacié de dabrafenib +
trametinib en primera linia seguida de nivolumab + ipilimumab en segona linia, i
viceversa. La SG als dos anys va ser del 71.8% en el brag tractat amb immunoterapia
en primera linia respecte al 51.5% en el bra¢ de la terapia dirigida (Figura 10B). Per
tant, es va fer la recomanacio de tractar amb immunoterapia en primera linia, seguida
de la terapia dirigida en segona linia (171). No obstant aixo, en ambdds estudis es va
observar un efecte oposat a l'inici de les corbes de supervivéncia, de manera que,
inicialment, els pacients es beneficiaven més de la terapia dirigida que de la
immunoterapia. Cal destacar la importancia de poder-los identificar, ja que s’ha
demostrat que aquells pacients metastatics que es poden considerar com a llargs
supervivents en ambdues terapies, fins i tot en casos en quée la malaltia ha desaparegut,
son pacients que han experimentat una resposta completa com a millor resposta en
primera linia (172), i que aquest fet reforga la necessitat d’'identificar biomarcadors de
seleccio de la millor opcié terapéutica en primera linia, un dels objectius principals

d’'aquesta tesi doctoral.
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Figura 10. Corbes Kaplan-Meier dels assajos clinics SECOMBIT i DREAMSeq (169,171).
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De forma resumida, a la Taula 2, estan resumits els assajos clinics més rellevants que
van demostrar I'eficacia dels ICl i dels inhibidors de BRAF+MEK. A la Figura 11 es
representa 'algoritme per a la terapia sistémica per al tractament del melanoma cutani
segons les guies de la American Society of Clinical Oncology (ASCO) (173).

Taula 2. Assajos clinics rellevants de fase Il en melanoma cutani no susceptible a reseccié o

metastatic per demostrar I'eficacia dels ICl i dels inhibidors de BRAF+MEK. Taula adaptada de
(129,176).

Resultats Referéncia

Grups tractament

Tractament noeadjuvant

Nivo + ipi neoadjuvant

NADINA . . [ En curs (139)
Vs nivo adjuvant
Tractament adjuvant
Dabra + trame vs RFS 5y =
COMBI-AD placebo i 52% vs 36% (142)
CheckMate . - . RFS 5y =
238 Nivo vs ipi HIB/C i IV ressecats 50% vs 39% (147-149)
Keynote RFS 3.5y =
054 Pembro vs placebo ] 59,7% vs (150,151)
41,4%
CheckMate . RFS 1y =
76K Nivo vs placebo 1IB/C 89% vs 79% (152)
Keynote  Pembro vs placebo IIB/C NR (153)
Tractament sistémic
Nivo + Placebo vs. . . _
CheckMate Placebo + HilVvno suscc_aptlble 0s=37,5 (131,157)
066 D . de reseccio vs. 11,2
acarbazine
. . . Localment avancgat no
dizsliktn - bk R = e susceptible de (124,125)
067 Nivo alone, vs. Ipi - o
reseccidé/metastatic
Pembro 10 g2w vs. _
Ke())((;\gte Pembro 10 q3w vs. Ipi OVSS _1 22557 (130,158)
3 q3w T
COMBI-v Dabra + Trame vs. HNCilV no susc_gpnble OS =NR vs. (159,161)
Vem de reseccio 17,2
Dabra + Trame vs. IIC i IV no susceptible 0S =25,1
CcowmBl-d Dab de reseccio vs. 18,7 (174)
. Localment avancgat no _
coBRIM  COPi *Vemu vs. Vemu susceptible de O = 223 (175)
+ Placebo ., o vs. 17,4
reseccidé/metastatic
Encora + Bini vs Localment avancgat no 0S =33,6
Columbus ) susceptible de vs. 23,5 vs. (105,106)
Encora vs. Vemu - "
reseccidé/metastatic 16.9
Atezo + Vemu + Cobi . . _
IMSpire150 vs. Placebo + Vemu +  C 11V no susceptible  RFS =151 154 465y
de reseccio vs 10,6

Cobi

Abreviacions: nivo: nivolumab; ipi: ipilimumab; pembro: pembrolizumab; dabra: dabrafenib; trame: trametinib; cobi:
cobimetinib; vemu: vemurafenib; encora: encorafenib; bini: binimetinib; atezo: atezolizumab
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Figura 11. Algoritme de les terapies aprovades per al tractament del melanoma cutani. Figura adaptada de (173).
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3. LAMUTACIO DE BRAF I LA VIA DE SENYALITZACIO DE LES MAPK

3.1. Mutacié de BRAF i impacte en Pancancer

Una alteracié frequentment present en diferents neoplasies és la desregulacio i
I'activacio constitutiva de la via de les MAPK, originades per mutacions en algun dels
components de la propia via, com la mutacié en el gen que codifica per la proteina
citosolica BRAF (177). Es tracta d’'una mutacié en el domini serina/treonina quinasa de
la proteina, que s’ha classificat segons la seva activitat quinasa, dependéncia de les
proteines de la familia RAS i si s’activa per dimeritzacio6 (Taula 3) (90,178).

Taula 3. Classificacio de la mutacié de BRAF segons la seva activitat quinasa, dependéncia de
la familia RAS i activacié per dimeritzacio.

Activitat Dependéncia

Dimeritzaci6  Mutacions missense
V600E, V600K, V600D,

Classificacio quinasa de RAS

Classe | Alta Independent Monomer VBOOR, etc.
Classe Il Intermédia/alta Independent Dimer NEDTE, Gi?gv’ ClgEn,
G466V, G466A, G466E,
Classe lll Basal Dependent Dimer D594, G596, N581l,
N581S, etc.

La mutacio del gen BRAF es troba en, aproximadament, un 7% dels diferents tipus de
cancer (179) i és especialment comuna en el melanoma cutani, ja que representa el
52% dels casos (180). D’aquests casos mutats, el 80-90% presenten la mutacio
BRAF®%% el 10% la BRAF"®%K j el 0,2% la BRAF"°%R (52). Paral-lelament, també es
detecta en un 45% de cancers de tiroides (59), un 10% de cancers colorectals (179) i

entre un 2-5% dels cancers de pulmé de cél-lula no petita (58,181).

3.2. Estructura de la mutacio de BRAF

La quinasa BRAF pertany a la familia de les proteines RAF (ARAF, BRAF, CRAF) i la
seva funcio es basa en la transferéncia de senyals per fosforilacio dins de la via de les
MAPK, que esta involucrada en la proliferacié cel-lular, diferenciacio i resisténcia a la
mort cel-lular programada (182). El mecanisme pel qual s’activa, té lloc a partir de la
interaccié amb la proteina RAS unida a GTP (RAS-GTP), que provoca una disrupcio del

seu estat d’inactivacio, que causa la dimeritzacio de RAF i la seva activacio (183).

La familia de RAF comparteix tres regions conservades: CR1, CR2 i CR3. Breument,
CR1 conté el domini RBD (RAS binding domain), responsable de I'activacié mitjangant
la unié de RAS-GTP. La regiéo CR2 actua com una articulacio flexible entre CR1i CR2 i

esta composta per una area rica en Ser/Thr que regula negativament 'activitat de RAF.
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Finalment, la regié6 CR3 esta constituida per una regié P-loop N-terminal que és crucial
per al manteniment de la conformaci6 inactiva de BRAF. A més, també té una regié C-
terminal que promou la transferéncia de 'ATP als substrats de BRAF, on exerceix la
seva acci6 catalitica (183-187) (Figura 12).

Regulatory domain Kinase domain

CR1 CR2 CR3

A | A
r 1 r 1 r \

Activating loop

B-RAF < (BRS ( RBD ((CRD( (S/T< G\l-lobe(( C-lobe ( O

Negative regulator of RAF I I bi,};‘;}%";;ta
v

activity P loop DFG

T RAF
IN out dimerization
blocks ATP binding

BRAF activation

Figura 12. Estructura de la proteina de BRAF i les regions conservades. BRAF té dos dominis
principals: el domini regulador, que inclou CR1 i CR2, i el domini quinasa, que conté CR3. La
regié CR3 conté un loop activador amb una zona DGF que conté una regié c-terminal que té
dues conformacions possibles, la conformacié inactiva que bloqueja la zona d'unié de I'ATP i
la conformacio activa que condueix a la fosforilacio del loop activador.

3.3. Via de senyalitzacio de les MAPK

El mecanisme de senyalitzacio de la via de les MAPK s’activa a causa d’estimuls
externs, com el factor de creixement epidermic (EGF), que activen els seus
corresponents receptors tirosina quinasa (RTK) i que condueixen a la unié de RAS-GTP
al domini RBD de BRAF, el qual porta a la disrupcié de I'autoinhibicié de la proteina.
Quan BRAF esta activa, pot homodimeritzar i heterodimeritzar amb altres membres de
la familia RAF, fet que promou la fosforilaci6 de la proteina MEK1/2, seguida de
l'activacio de la proteina ERK1/2, que es transporta al nucli i fosforila substrats

responsables de la regulacié de la proliferacié i el creixement (180,182,188).

La via de les MAPK és fonamental per al creixement i la diferenciacioé de les cél-lules
normals. Aquestes, per evitar una activacié persistent d’aquesta via, compten amb
mecanismes compensadors que produeixen una retroalimentacio negativa per inactivar
aquesta via. S6n aquests mecanismes els que queden alterats en les cél-lules amb el
gen BRAF mutat, fet que condueix a una activacié constitutiva de la proteina i, en

consequéncia, d’aquesta via i, finalment, a una proliferacié incontrolada (189).
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4. MECANISMES DE RESISTENCIA A INHIBIDORS DE LA VIA DE LES
MAPK

4.1. Mecanismes moleculars implicats en la resisténcia terapéutica

Generalment, I'aparicié de resisténcia a la terapia s’ha explicat per una evolucié genética
clonal (190), que consisteix a seleccionar els clons cel-lulars amb més possibilitats de
supervivéncia davant la pressidé terapéutica, a causa d’alteracions genétiques
preexistents (resisténcia primaria o intrinseca) o bé a l'aparicié de novo al llarg del

tractament (resisténcia secundaria o adquirida) (Figura 13) (191).

Tot i que la seleccio clonal genética té un rol inqliestionable en el procés de resisténcia
als inhibidors de BRAF+MEK, treballs recents corroboren I'important paper també de la
resisténcia no genética (192—194), com l'estudi de Hugo et al. en mostres de pacients
amb melanoma, on va identificar que el 40% de casos de resisténcia adquirida no es
podien explicar mitjiangant mecanismes genétics (193). Els mecanismes no genétics
inclouen l'expressido d’'un programa transcriptdomic concret que ofereix resisténcia
intrinseca al farmac o bé la reconfiguracié de I'expressié génica de les cél-lules per
adaptar-se a la pressio de la terapia, aixi com mecanismes epigenétics (Figura 13)
(191,195). De fet, els mecanismes genétics i no genétics no sén mutuament excloents i
el meés probable és que coexisteixin en un grau meés o menys elevat en un mateix procés

de resisténcia (191).

Curiosament, es pot establir una analogia entre els models de resisténcia descrits

anteriorment i els mecanismes d’adaptacié darwinians i lamarckians:

El model darwinia fa referéncia a la possibilitat que un clon cel-lular resistent
relativament estable, que existia abans del tractament, se seleccioni en preséncia del
farmac perqué és avantatjos per a la supervivencia. Els clons cel-lulars amb aquesta
alteracid, sigui genética (Figura 13A) o no genética (Figura 13C), es van enriquint al
llarg de la pressio terapeutica fins que el tumor resulta resistent de forma estable
(195,196). Tanmateix, es podria tractar d’un procés d’adquisicid de resisténcia poc
eficient ja que les cel-lules se seleccionarien perd no s’adaptarien a la influéncia del
farmac. Per tant, una possibilitat més plausible seria la combinacié d’'un model de
seleccié darwinia amb una induccié lamarckiana de la resisténcia, on la plasticitat
epigenética i transcriptomica té un rol rellevant. En aquest cas, les cél-lules supervivents
a la pressio del farmac, a priori, no tindrien la capacitat d’iniciar o propagar el tumor. Ara
bé, mitjancant la reprogramacié adaptativa, aquests clons a diferents nivells: a) podrien

adquirir noves alteracions tant genétiques com no genétiques, que els donessin
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avantatge per sobreviure (Figura 13B i D); b) podrien adquirir caracteristiques
fenotipiques propies de les cél-lules mare tumorals (CSCs), fet que permetria la
proliferacio cel-lular sota la preséncia del tractament (191). Per tant, una subpoblacio
inicial seria capag¢ d’iniciar canvis epigenétics per adaptar-se a la pressio del farmac, el

que acabaria provocant un canvi de fenotip de les cel-lules (195).
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Figura 13. Models de resisténcia a la terapia basats en alteracions genétiques vs no genétiques.
A) Mecanismes gencétics de resisténcia a farmacs pels quals una mutacio preexistent al tumor és
avantatjosa per a la supervivéncia sota pressio terapéutica conferint la seva seleccio clonal i la
resisténcia a una terapia. B) Addicionalment, les cel-lules tumorals poden adquirir una mutacié
avantatjosa durant el transcurs del tractament que provoca I'adquisicié de resisténcia. C)
Mecanismes no genétics que resulten en I'expressié d’'un programa transcripcional concret que
dona lloc a una resisténcia intrinseca, fet que provoca la seva seleccié clonal sota un farmac
concret i 'adquisicié de resisténcia. D) Les cél-lules tumorals s’adapten a la pressio del farmac
mitjangant la reprogramacio de I'expressié d’alguns gens que els ofereixen avantatge selectiu en
el context de la terapia i desemboquen en I'adquisicié de resisténcia. Figura de (191).
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4.2. Tipus de resisténcia a la terapia

La resisténcia als farmacs contra el cancer es classifica en resisténcia intrinseca
(primaria) o adquirida (secundaria). La resisténcia intrinseca es dona quan no hi ha
resposta clinica després d’administrar el farmac a causa de les caracteristiques del
tumor ja presents inicialment, que el tornen refractari a aquella terapia. En canvi, la
resisténcia adquirida presenta una resposta clinica inicial, perd posteriorment hi ha una

reaparicié o progressio de la malaltia al llarg del tractament.

4.2.1. Resisténcia intrinseca o primaria

Malgrat la millora en les taxes de resposta gracies a I'aparicié de la terapia dirigida en el
tractament del melanoma, el 20% dels pacients amb malaltia BRAF mutada no responen
d’'inici a la combinacié d’inhibidors de BRAF+MEK i presenten una resisténcia
terapéutica intrinseca del tumor (197). Les cél-lules tumorals que formen el melanoma
s6n molt heterogénies i poden desenvolupar resisténcia al tractament a causa de
diferents mecanismes moleculars ja preexistents, que inclouen mutacions genétiques,

canvis epigenétics i alteracions en vies de senyalitzacio (46,57).

A la Taula 4 estan descrits els principals mecanismes moleculars de resisténcia
intrinseca a inhibidors de BRAF+MEK en melanoma BRAF mutat. Breument, la majoria
de mecanismes pels quals les cél-lules tumorals de melanoma esquiven I'efecte de la

inhibicié de BRAF son deguts a una reactivacio de la via de les MAPK.

Paral-lelament, Amaria et al. van observar que I'estudi del perfil transcriptomic de
mostres de melanoma basals dels pacients tractats amb dabrafenib + trametinib
neoadjuvant i adjuvant, que presentaven resposta completa (RC), presentaven una
sobreexpressido de gens associats a les cél-lules T citotoxiques CD8*. A més, els
pacients que no experimentaven aquesta resposta presentaven un bloqueig incomplet
de la via de les MAPK i nivells més alts d'immunomoduladors negatius expressats per
les cél-lules T CD8*, com Tim-3 i Lag-3 (198). De fet, s’ha demostrat I'efecte de la
inhibicié de BRAF en la modulacié immune, on les cél-lules tumorals de melanoma amb
aquesta mutacié creen un microambient immunoevasiu, amb una reduccié de
presentacio d’antigens tumorals, aixi com una sobreexpressio de molécules inhibidores

de la funcié de les cél-lules T, com el receptor PD-L1 (199).
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Taula 4. Mecanismes de resisténcia intrinseca a terapia dirigida en el melanoma BRAF mutat.

Alteracions moleculars Referéncies = Mecanismes d’accio

Alteracions en cél-lules tumorals

PTEN és un regulador negatiu d’AKT i la seva expressié dona lloc a una sobreactivacié de la senyalitzacié

0, o~ —
10% perdua de PTEN (200-202) 4o PI3K/AKT i a Ia proliferacié cel-lular, encara que BRAF estigui inhibit.

NF1 és un supressor de senyalitzacié de RAS i la seva pérdua desencadena la reactivacio de la via de les
MAPK.

La ciclina D1, que esta codificada pel gen CCND1, s’uneix a CDK4 i CDK6 per tal de regular la proliferacio.
L’activacio de la ciclina D1 per la via de les MAPK/PI3K dona lloc a la transicié del cicle cel-lular de la fase

4% pérdua de NF1 (66,203)

17% amplificacio de CCND1

i delecio de CDKN2A (66,204) G1 ala S. Per tant, quan CCND1 esta amplificada condueix a la proliferacié cel-lular i a una supervivéncia
incontrolada, tot i la preséncia d’inhibidors de BRAF+MEK.
| . . e . PS29
4-9% mutacié a RAC (205-207) RAQ1 s una GTPgsa que quan sh!per_actllvgumltjangant mgtacpps hotspot (RAC1PS2%) dona lloc a la
proliferacio cel-lular i a la migracié, tot i la inhibicié de la senyalitzacié de BRAF.
5% mutacions a MEK1 (208,209) MEK1 és un membre de la via de les MAPK que se situa per sota de RAF i que promou la fosforilacié de

ERK. Quan MEK1 esta mutat, la via de les MAPK es manté activa tot i la inhibici6 de BRAF+MEK.

USP28 és un enzim desubiqitinant que regula els nivells de proteina de BRAF, MEK i ERK. La pérdua de
Pérdua de USP28 (210) USP28 condueix a I'increment dels nivells de BRAF, MEK i ERK, el qual promou el creixement tumoral i la
supervivéncia, tot i la inhibicié de BRAF i MEK.

Alteracions en el microambient tumoral

La secreci6 del factor de creixement d’hepatocits (HGF) per part de les cél-lules estromals es desencadena
Activacié de HGF /c-MET (211-213) en l'activacio de c-MET i aix0 resulta en la reactivacié de les vies de la MAPK i PI3K-AKT, eludint la inhibicié
de BRAF.

El factor induible d’hipoxia 1a (HIF-1a) és un modulador de la transicié del fenotip de proliferacio cel-lular a

SapEsie alill- e (upedE) @i z1) linvasiu en hipdxia. En aquest estat invasiu presenten menys sensibilitat a inhibidors de BRAF+MEK.
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4.2.2. Resisténcia adaptativa o fase de tolerancia

Tot i les evidéncies en els mecanismes de resisténcia a inhibidors de BRAF+MEK,
I'aparicié de clons cel-lulars resistents no pot ser Unicament explicada per mecanismes
genetics (193). El comportament de les cél-lules neoplasiques es dificil de predir a causa
de l'alta heterogeneitat i a la plasticitat fenotipica adaptativa que presenten els tumors
de melanoma. De fet, I'adquisicio de resisténcia pot establir-se en tres fases o estats
diferents: I'estat de persisténcia, la resisténcia no estable i la resisténcia estable (195).
L’estat de persisténcia es caracteritza per la preséncia d’'una petita fraccié de clons
cel-lulars que son capacos de sobreviure a la terapia, donant lloc a I'aparicid de la
malaltia minima residual (MRD) (191,195,216-219). Aquests clons s’anomenen cél-lules
persistents tolerants a farmac (DTPs), que es troben en una baixa freqiiéncia i es
caracteritzen per tenir un creixement lent, el metabolisme alterat i mitosi no activa (219-
221).

Durant la fase d’adquisicié de resisténcia no estable, es proposa que aquestes DTPs
acabin donant lloc a una adaptacio i reprogramacio transcripcional que els permet, no
nomes ser tolerants al farmac siné proliferar activament en preséncia d’aquest (192). La
plasticitat transcripcional que permet fer aquest canvi de fenotip es produeix mitjancant
un procés del desenvolupament anomenat enhancer switching. Normalment, aquests
mecanismes compensatoris son reversibles i temporals i inclouen plasticitat cel-lular,
canvi de fenotip i reprogramacié epigeneética i metabolica (194,195,222-224). Finalment,
la resisténcia estable es dona quan les alteracions tant genétiques com no genétiques
adquirides ja no son reversibles i, per tant, quan es retira el farmac segueixen tenint un
fenotip resistent (191,192,219,225). Aquesta fase es descriu amb més detall a I'apartat
4.2.3.

4.2.2.1. Canvi de fenotip i plasticitat cel-lular

En la fase adaptativa o de tolerancia, les DTPs es troben en un estat reprogramable que
sota la pressié terapéutica pot produir un canvi de fenotip, conegut com plasticitat
cel-lular. Inicialment, en melanoma es van identificar dos programes transcripcionals
principals com a estats fenotipics cel-lulars: I'estat diferenciat o proliferatiu, caracteritzat
per alts nivells d’expressié de MITF o MITF2"i baixos nivells del receptor tirosina quinasa
AXL (AXL receptor tyrosine kinase) o AXL"®* ; i I'estat desdiferenciat o invasiu, amb
nivells de MITFPax j AXLa" (226,227). Aix0d no obstant, en els Ultims anys, s’han reportat
nous perfils transcriptomics quant al melanoma, que descriuen fenotips de plasticitat

cel-lular associats a I'adquisicio de resisténcia a la terapia dirigida (194,228—-231), aixi
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com la coexisténcia de multiples estats cel-lulars tolerants al farmac (232), recollits a la

Taula 5. Es tracta de 6 estats fenotipics cel-lulars principals:

> Estat hiperdiferenciat: caracteritzat per MITF2" i gens regulats per aquest,
principalment aquells implicats en la pigmentacio cel-lular, i AXLP®*. Aquest estat
esta determinat per una exposicio curta a inhibidors de BRAF (49,232,233).

> Estat melanocitic o diferenciat: expressa MITF2ti SOX102" (230,231,234).

> Estat transitori o intermedi: les cél-lules de melanoma comencen a canviar de
fenotip proliferatiu cap a invasiu. De fet, les cél-lules, en aquesta fase, comparteixen
gens i factors de transcripcio relacionats amb els estats diferenciats (MITF2", AXLPa
i SOX102") i amb el de cresta neural, com l'alta expressi6 de NGFR (NGFR&")
(49,230). A més a més, aquest estat és moderadament sensible als inhibidors de
BRAF (231).

> Estat SMC (starved-like melanoma cells (SMC)): és conseqiiéncia d’'una privacié
de nutrients a les cél-lules, que es caracteritza per tenir el metabolisme alterat i un
estat de cicle cel‘lular lent, que els confereix tolerancia a la terapia dirigida. Aquest
estat esta definit principalment per [I'expressié incrementada de CD36
(232,233,235).

» [Estat NCSCs (Neural Crest Stem Cells (NCSCs)): es dona quan I'exposicié a
inhibidors de BRAF+MEK de les cél-lules tumorals és més prolongada, aixd
condueix a un increment de I'expressio de NGFR i a la pérdua d’expressié de
MLANA, associada a cél-lules de melanoma diferenciades (223,236). A més a més,
també es caracteritza per lincrement de I'expressi6 d’AQP1, GFRA2 i RXRy
(217,230,232).

> Estat desdiferenciat: les cél-lules sén MITFP@x  SOX10Pa* SOX93t i AXLA!
(230,232). Es a dir, han perdut les caracteristiques propies de ceél-lules
diferenciades de melanoma, com expressiéo de MLANA, tenen un fenotip invasiu i

son resistents al tractament amb terapia dirigida.

Per tant, en una fase inicial de tolerancia al tractament, s’activa la via de senyalitzacio
MITF, que protegeix les ceél-lules de la mort cel-lular induida. Aixi doncs, hi ha un
enriquiment de la poblaciéo MITFa" hiperdiferenciada (232,237). Amb una exposicié més
elevada, aquestes cél-lules pateixen un canvi metabdlic que dona lloc a I'estat SMC
CD36*(235), amb nivells mitjans de MITF, que pot donar lloc o0 a una desdiferenciacié o
a l'estat NCSCs, el qual es caracteritza per cél-lules amb un cicle cel-lular lent que
persisteixen i s’adapten fins a [l'adquisici6 de resisténcia de forma estable
(193,194,230,236,238) (Figura 14).
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Taula 5. Llistat de les multiples classificacions de fenotips de plasticitat cel-lular associades amb adquisicié de resisténcia als inhibidors de BRAF+MEK, basades
en perfils transcriptomics descrits en melanoma. En cada cas, s’indica la publicacid, el fenotip cel-lular, el nombre de gens implicats, destacant els més
importants, i el tipus de mostra que es va utilitzar per a I'analisi.

Signatures .
(Referencia) Fenotip Mostres
. . . DNA microarray de linies
Hoek et al. 2008 Proliferatiu Invasiu cel-lulars caracteritzades in
(239) vitro i injeccio s.c en ratolins
52 gens (MITF, MLANA, PMEL, TYR, CDH1) 45 gens (AXL, EGFR, ZEB1, WNT5A) immunodeprimits
Verfaille et al. 2015 Proliferatiu Immune Invasiu 11 cultius cel-lulars de curt
(240) 433 gens (SOX10) 1276 gens 458 gens (WNT5A) termini i RNAseq de biopsies
Tirosh et al. 2016 MITF (no tractament inhibidors BRAF) AXL (tractament inhibidors BRAF) Perfcljls pt‘alr.lsungle-cTII RNAseq
(229) e cél-lules malignes i
100 gens (MITF, TYR, MEL, MLANA, S100B, CDH1) 100 gens (NGFR, FOSL1, AXL) estromals de 19 pacients
Tsoi et al. 2018 Melanocitic Transitori NCSC (cresta neural) Desdiferenciat Analisi de I'expressié de 53
(230) 62 gens (MLANA) 29 gens 66 gens 118 gens (SOX9) linies cel-lulars de melanoma
Hiperdiferenciat SMC NCSC (cresta neural) Invasiu Models PDX de ratoli que s’han
Ra"‘*’°{;§;;‘ - 2018 15 gens (PMEL, 14 CD36 42 gens (SOX10, GFRA3, FOSL2. AXL exposat a inhibidors de la via
MLANA, TYR) gens (CD36) AQP1, NGFR, GFRA2) 9 gens ( AXL) MAPK
. . - Single-cell RNAseq de 10
Wouters et al. 2020 Melanocitic Intermedi Mesenquimal cultius cel-lulars de melanoma i
(231) 1574 gens (SOXT0. 394 gens 2115 gens (JUN, SOX9, IRF1, FOSL2, ZEB1, WNT5A)  PUlk RNAseq de 26 cuiltius de
MITF, IRF4) melanoma
oo N Models de melanoma de
Baron et al. 2020 Melanocitic NCSC (cresta neural) Estrés zebrafish, spatial
(234) 176 gens (DCT, PMEL) 212 gens (SOX2, SOX10) 61 gens (JUN, FOSB) tr anscr’it3$éise;m05tres
Nomenclatura Hiperdiferenciat Melanocitic Intermedi SMC NCSC Desdiferenciat
MLANARigh, : : MITFhigh, SOX10Migh, : NGFRhigh, AQP1Me",  SOX10'°%, SOX9Mieh,
proposada PMEL high MITFhieh, SOX10high NGFRMigh CD36"ian GFRA2Mh, o e
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Figura 14. Canvi de fenotip cel-lular al llarg de la fase adaptativa fins a I'adquisicié de resisténcia
a terapia dirigida. Adaptat de (241). Figura realitzada amb BioRender (Sole-Blanch et al.; Review
submitted).

4.2.3. Resisténcia adquirida estable

Tenint en compte el que hem exposat anteriorment, en I'adquisicié de resisténcia, la
pressio del farmac seleccionaria de manera darwiniana aquelles cél-lules que toleren
el farmac o DTPs, perd que no sén mitdticament actives. Posteriorment, mitjangant una
induccioé lamarckiana, aquests clons adoptarien una reprogramacio transcripcional per
donar lloc a noves alteracions o a nous estats fenotipics que els donarien avantatge en
supervivencia. Finalment, serien seleccionats de nou de forma darwiniana per a arribar
a un estat de resisténcia estable sota I'efecte del tractament (191,195). L’adquisicié de
resistencia a inhibidors de BRAF+MEK apareix en un temps mitja de 12 mesos, amb
una progressio de la malaltia. S’ha descrit que la major part de mecanismes associats a
I'adquisicié de resisténcia estable son de naturalesa genética. Aquestes alteracions
poden estar presents en una petita proporcié de clons que es troben ja inicialment al
tumor, que s’han enriquit al llarg del tractament, o aparéixer de novo durant la fase de
tolerancia i ser seleccionades per pressio terapéutica (242). Cal destacar que els
mecanismes genétics acostumen a convergir amb mecanismes no genétics,
principalment procedents de canvis fenotipics cel-lulars de la fase adaptativa. D’altra
banda, aquests ultims també poden explicar, per si sols, fins a un 20-40% dels casos

associats a I'adquisicio de resisténcia estable (193,217) (Figura 15A-B).
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Figura 15. Procés d’adquisicié de resisténcia a la terapia dirigida en el melanoma. A) Esquema
dels mecanismes d’adquisicio de resisténcia, tant genétics (seleccié de mutacions preexistents
d’inici, o aparicié de mutacions de novo en la fase de tolerancia i seleccio fins a la resisténcia
estable) com no genétics iniciats principalment en la fase adaptativa. B) Esquema de les 3 fases
principals d’adquisicié de resisténcia: la regressioé del tumor a causa de I'efecte del tractament, la
fase de tolerancia (o resisténcia adaptativa) i la fase de resisténcia adquirida estable. A la figura
s’enumeren els principals mecanismes de resisténcia adaptativa no genétics i els mecanismes
de resisténcia adquirida estable tant genétics, com no genétics. MRD = Minimal Residual
Disease; DTP = drug tolerant persister. Figura realitzada amb BioRender (Sole-Blanch et al,;
Review submitted).

A continuacié es descriuen els mecanismes moleculars que han estat majoritariament
associats a fendmens de resisténcia adquirida estable, tant en el tumor com en el
microambient. A causa de 'ampli coneixement dels mecanismes genétics implicats en
I'adquisicié de resisténcia a terapia dirigida, en aquesta tesi ens hem centrat en I'estudi
de mecanismes no genétics, focalitzant-nos en canvis transcriptdmics, associats a
canvis fenotipics, que podrien estar directa o indirectament associats també a canvis

genetics mutacionals o canvis en la metilacié de ’ADN.

4.2.3.1. Resisténcia adquirida en el tumor
Els principals mecanismes d’adquisicio de resisténcia en el tumor sén aquells associats

a la reactivacio de la via de les MAPK, de caire genétic (Figura 15B). Breument, aquests
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poden dividir-se en dues categories principals: els dependents i els independents de la
via de les MAPK.

Els mecanismes dependents de la via de les MAPK estan presents en un 70-80% de

melanomes amb resisténcia estable a la terapia i condueixen a la reactivacio de la via
de senyalitzacié de MAPK/ERK, malgrat la preséncia dels inhibidors (242,243). Un
d’aquests mecanismes és la preséncia de mutacions en el gen NRAS, que provoca
una activacié constitutiva de la proteina i, en consequéncia, de la via. De manera similar,
la dimeritzacié (244-246) i la preséncia d’amplificacions en BRAFV5%E produeixen
una sobreactivacio de la proteina, evitant aixi I'efecte dels seus inhibidors (242,247). El
mecanisme de BRAF splicing variants s’ha descrit en el 13-30% dels casos i es
caracteritzen per tenir manca de RBD. El mecanisme es basa en qué la inhibicio de la
senyalitzacio d'ERK per inhibidors de RAF depén de nivells de RAS-GTP massa baixos

per permetre la dimeritzacié de RAF i aixd condueix a la resisténcia (248).

La regulacio del receptor de creixement epidérmic (EGFR) també té un rol important en
I'adquisicié de resisténcia a inhibidors de BRAF+MEK. S’ha demostrat que, en general,
I'expressio basal EGFR en melanoma és baixa (249) perd I'increment de I'expressio
d’EGFR, tant basal com sota pressio terapéutica, provoca resisténcia als inhibidors de
BRAF+MEK, principalment per 'activacié de vies alternatives independents de la via de

les MAPK, que afavoreixen la supervivéncia (46,224).

Els mecanismes de resisténcia independents de la via de les MAPK permeten el

bypass de la inhibicié terapéutica per vies alternatives que condueixen a una proliferacio
continuada de les cél-lules (llistats a la Figura 15). D’aquests processos destaquem
'expressioé augmentada de I’eix PI3K-PTEN-AKT, que es van detectar en el 22% dels
melanomes que progressaven i del que les principals alteracions sén l'activacié dels
oncogens PIK3CA i AKT3 i la sobreexpressi6 de mTORC1 (242,250-253).
Paral-lelament, altres dels mecanismes descrits sén la sobreexpressio de COT (254),
sobreexpressio d’altres receptors RTKs (102,245) o preséncia de mutacions en la
proteina MEK1 (247), activant tots ells la proteina ERK independentment de la

senyalitzacio de BRAF.

4.2.3.2. Resisténcia adquirida mediada pel microambient tumoral

El microambient del tumor juga un paper important en la pérdua deficacia per
I'adquisicié de resisténcia a la terapia dirigida. En aquest sentit, el seu us com a diana
terapéutica podria ser utilitzat com a estratégia per revertir-la, com seria el cas de la

inhibicio de les interaccions estroma-tumor.
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En aquest context, Shen et al. van descriure que la perdua de I'antigen estromal 2
(STAG2) o 3 (STAG3) resultava en una major resisténcia a inhibidors de la via MAPK,
mitjangant el decrement dels nivells de la proteina DUSP6, un regulador negatiu de
I'activacio d’ERK (255). De manera similar, també s’han reportat altres mecanismes com
la regulacié negativa de les proteines DUSP4 i DUSP6 mitjangant la inhibicié de BOP1
(256), aixi com el rol de I'eix miR-211-DUSP6-ERKS (257). En un altre treball s’ha descrit
que el tractament amb BCI, un inhibidor farmacologic de DUSP1/6, disminueix la
supervivéncia de les ceél-lules resistents a inhibidors de les MAPK i les sensibilitza a
inhibidors de BRAF+MEK (258).

Finalment, també s’han descrit mecanismes de resisténcia associats a les interaccions
amb el sistema immunitari. Per exemple, el desenvolupament de la resisténcia a
inhibidors de BRAF+MEK s’ha associat a una reversio del microambient tumoral cap a
un estat immunoevasiu, amb un decrement de les cel-lules T infiltrants i de les cél-lules
NK (259,260) i una restauracio de les cél-lules supressores derivades de la linia mieloide
(261). De fet, les cél-lules T i les cél-lules NK presents en els tumors resistents a
inhibidors de BRAF+MEK estan funcionalment afectades, de manera que s6n menys
efectives en reconéixer i eliminar les cél-lules tumorals resistents, comparat amb els
tumors sensibles (262,263).

Aixi mateix, aquest ambient immunoevasiu també esta potenciat per la induccié de
'expressio de PD-L1 (264-266), un augment de la proteina immunoreguladora
Galectina-1 (267) i I'expressié incrementada de CD47, que és un marcador

immunoregulador cel-lular (268).

Un altre mecanisme descrit en la resisténcia a terapia dirigida és 'activacié de la via de
les MAPK en els macrofags durant la inhibicié de BRAF, el qual estimula el creixement
cel-lular tant de macrofags com de les cél-lules tumorals de melanoma. A més, els
macrofags poden actuar en ninxols inflamatoris, on secreten IL1, activen la via CXCR2
i reverteixen la inhibicié de BRAF i MEK (269,270).

5. MECANISMES DE RESISTENCIA ALS ICI

Els mecanismes pels quals alguns pacients no responen als ICl o en desenvolupen
resisténcia son variats. Aquests poden ser deguts a factors intrinsecs del pacient, a
factors del estroma tumoral o a factors intrinsecs del tumor, com per exemple les
caracteristiques genétiques i transcripcionals de les propies cél-lules tumorals que

influeixen directament en el reclutament de cél-lules T al microambient tumoral, fet que
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és essencial per a la resposta a aquesta terapia (271). Els principals mecanismes de

resisténcia a ICl son els seguents:

Antigenicitat tumoral insuficient: els neoantigens tumorals sén els activadors de
la immunitat antitumoral. De fet, s’ha demostrat una correlacié entre la carrega
mutacional del tumor, font de neoantigens, i la resposta als ICI (272,273). Una de
les evidéncies que proven que els neoantigens poden ser immunogens claus en el
cancer son els resultats d’estudis realitzats en pacients de melanoma que utilitzen
vacunes tumorals basades en neoantigens (274).

Senyalitzacié interfero-Y (IFN- Y) intrinseca de tumor: una resposta efectiva
contra un antigen tumoral mediada per les cél-lules T resulta en I'expressio de I'lFN-
Y en el microambient tumoral, que activa la via de JAK-STAT, que indueix
I'expressio tumoral de PD-L1, la diana d’actuacio dels ICl i, per tant, es produeix la
resposta terapéutica. S’ha descrit ampliament que la disrupcié de la resposta de les
cel-lules tumorals a I'lFN-Y és un mecanisme de resisténcia als ICI (271).

Pérdua del complex principal d’histocompatibilitat (MHC) en el tumor: és un
mecanisme pel qual les cél-lules tumorals evadeixen l'acciéo de les cél-lules T
mitjancant la inhibicié de I'expressié de MHC en la superficie. Tot i que observar
defectes en la via de senyalitzaciéo de MHC classe | és més freqlent, ja que és la
molécula que produeix la presentacio d’antigens davant les cél-lules dendritiques,
s’ha proposat que defectes en MHC classe || també poden esdevenir biomarcadors
de resposta a la terapia anti-PD1 en el context del melanoma (275,276).
Immunoevasioé a través de senyalitzacié oncogénica: algunes de les principals
vies de senyalitzacio, propies dels processos de carcinogénesi, implicades en la
immunoevasié tumoral sén la via de WNT-B-catenina, la via de les quinases
dependents de ciclina (CDK4 i CDK®6), la via de les MAPK i les vies activades
després de la pérdua de PTEN (Figura 16). En I'escenari del melanoma amb
mutacions en BRAF, la sobreactivacio de la via MAPK indueix la inhibicié de
'expressio de MITF, amb una consequent pérdua d’expressio de neoantigens
propis del melanoma, un increment de la producci6 de citoquines
immunosupressores i una reduccio dels efectes antitumorals de IFN-Y. Tot aix0
desencadena en un microambient immunosupressor. Una estratégia terapéutica
per restaurar la sensibilitat als ICI és inhibir la via de les MAPK mitjangant inhibidors
de BRAF+MEK, que restaurarien la immunogenicitat del microambient (271)
(Figura 16A-B).
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a Oncogenic signalling pathways

MAPK signalling

* Increased production of immuno-
suppressive cytokines IL-6 and IL-10

= Negative regulation of antigen
presentation

= Suppression of differentiation antigens
(melanoma)

* Reduced sensitivity to antiproliferative
effects of IFNyand TNF

Oncogenic signalling-
mediated T cell exclusion

WNT-B-catenin signalling

* Increased production of
immunosuppressive cytokines

* Disruption of BATF3' dendritic
cell recruitment by CCL4

* T, cell development

CDK4-CDKG6 signalling

* Decreased sensitivity to dsRNA
via DNMT1

* Decreased antigen presentation

. sed interferon target
gene activation

PTEN loss

* Diminished type | interferon
response to PAMPs

* Poor T cell recruitment via
activation of autophagosome

signalling

* Inhibition of CDK4-CDK6

* |nhibition of WNT signalling
« Inhibition of MAPK (BRAF)

= T cell infiltration
* Increased tumour antigen presentation
* Increased dsRNA IFNy and TNF sensitivity

Figura 16. Vies de senyalitzaci6 oncogéniques que afecten la immunitat antitumoral i la
resistencia als ICl. A) Descripcié dels principals mecanismes d’accié de les vies oncogéniques
implicades en la resistencia als ICI. B) La inhibicio terapéutica de les vies de CDK4-CDK6, WNT
i les MAPK pot revertir I'estat intrinsec de tumor on les cél-lules T estan excloses i restaurar la

sensibilitat als ICI (271).
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Els pacients amb melanoma cutani avancat que presenten el gen BRAF mutat tenen
dues opcions terapéutiques valides en primera linia: la immunoterapia, basada en ICI, o
la terapia dirigida, basada en la combinacié d’inhibidors de BRAF+MEK. Encara que
existeixen algunes evidéncies cliniques per a la seleccid, no s’han avaluat marcadors
moleculars que permetin predir la resposta dels pacients a aquestes terapies, per
discernir quina seria la millor opcié terapeutica. Cal destacar la importancia d’aconseguir
una resposta completa al tractament en primera linia, ja que sembla ser essencial per a

obtenir pacients de llarga supervivéncia.

En primer lloc, a partir d’aquestes premisses, s’ha plantejat la seglent hipotesi per

estudiar la seleccio de la millor opcio terapéutica, que es desenvolupara a I'Estudi I:

e L’abséncia de biomarcadors predictius moleculars dificulta la prediccido de
I'eficacia d’ambdos tractaments possibles en primera linia en els pacients de
melanoma amb el gen BRAF mutat. ldentificar biomarcadors predictius
mitjangant estudis d’expressié génica en teixit tumoral d’'una cohort retrospectiva
de melanoma BRAF mutat metastatic, permetra seleccionar aquells pacients
que obtindran benefici clinic amb el tractament de terapia dirigida enfront a la
immunoterapia, en funcio de les caracteristiques del tumor i del microambient.

e Validar [leficacia daquests biomarcadors en una cohort independent
prospectiva permetra determinar la robustesa dels biomarcadors predictius

identificats.

D’altra banda, els pacients amb melanoma cutani BRAF mutat amb benefici clinic a la
terapia dirigida acaben desenvolupant resisténcia adquirida a aquests farmacs, i en
consequéncia, progressen a la malaltia. S’han descrit ampliament alteracions
moleculars associades directa o indirectament amb la via MAPK, com a mecanismes
d’adquisicié de resisténcia principals, pero falta evidéncia sobre biomarcadors associats
a la resisténcia no genética, com els mecanismes de plasticitat cel-lular, que juguen un
paper clau en aquest procés. Per tant, determinar biomarcadors de resisténcia no
genetica per a la terapia dirigida permetra dissenyar noves estratégies terapeutiques per

evitar i/o revertir aquesta resisténcia.

Per aix0, aquest projecte també parteix d’'una segona hipotesi per estudiar el
desenvolupament de la resisténcia secundaria al tractament amb inhibidors de
BRAF+MEK, que s’analitzara a I'Estudi Il:

o Laresisténcia adquirida a la terapia dirigida no sempre pot ser explicada degut
a alteracions genétiques sind que alguns mecanismes de resisténcia es basen

en processos transcriptdmics i epigenétics, associats a la plasticitat cel-lular.
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Identificar mecanismes transcriptdmics de resisténcia a partir d'un model de
resisténcia in vitro i mitjangant I'analisi d’expressié génica per la técnica de
single cell RNAseq (scRNAseq) permetra seleccionar biomarcadors implicats en
la plasticitat cel-lular i 'adquisicid de resisténcia no genética a inhibidors de
BRAF+MEK.

e Aixi mateix, analitzar el paper dels biomarcadors més prometedors en
'adquisicié de resisténcia mitjangant analisis funcionals en models preclinics i
estudis in silico, ens permetra entendre millor els mecanismes implicats i el seu
potencial paper com a nova estratégia terapéutica per revertir aquests

processos.
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OBJECTIUS ESTUDI |

1. Identificacié de biomarcadors moleculars per discriminar aquells pacients de
melanoma metastatic BRAF mutat que experimentaran benefici clinic i resposta
completa a la terapia dirigida i no a la immunoterapia, per a poder identificar-los

d’inici i convertir-los en potencials pacients de llarga supervivéncia.

1.1. Determinacié de diferéncies transcriptdmiques en teixit tumoral de mostres
parafinades, entre pacients amb melanoma metastatic BRAF mutat que van obtenir
benefici clinic a la terapia dirigida i altres que no, comparant-los amb les diferéncies
obtingudes en pacients tractats amb immunoterapia en el mateix context, mitjancant la

técnica Nanostring®.

1.2. Integracio6 de dades cliniques i moleculars per a la seleccié de gens candidats a ser

biomarcadors predictius d’eficacia d’'una estratégia terapéutica enfront de l'altra.

1.3. Validacié del poder predictiu dels biomarcadors més prometedors en cohorts
prospectives de mostres parafinades de pacients amb melanoma avangat BRAF mutat

per a ambdues estratégies terapéutiques.

OBJECTIUS ESTUDI I

2. Estudi de la implicacié de biomarcadors no genétics en la resisténcia adquirida
als inhibidors de BRAF+MEK.

2.1. Analisi mitjangant la técnica de scRNAseq de les alteracions transcriptdomiques,
potencialment associades a la plasticitat cel-lular, involucrades en l'adquisicié de
resisténcia als inhibidors de BRAF+MEK en un model in vitro de resisténcia adquirida

en melanoma BRAF mutat.

2.2. Analisi integral de dades per a dilucidar els mecanismes adaptatius i de plasticitat
cel-lular implicats en I'adquisicid de resisténcia a terapia dirigida i la seleccid dels

biomarcadors més robustos per a futurs estudis.

2.3. Estudis funcionals in vitro dels biomarcadors de resisténcia més prometedors per
investigar la seva implicacio en I'adquisicio de resisténcia i I'efecte de la seva modulacio

per revertir-la.
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1. ESTUDI |

1.1. Inclusié de pacients i generacié de la base de dades

Com a cohort retrospectiva de descobriment es van recol-lectar mostres de 45 pacients
amb melanoma cutani metastatic BRAF"®%%
entre 'any 2005 i el 2018, de I'ICO Badalona i de la col-lecci6 GEM-1803 del Grupo

Espariol Multidisciplinar de Melanoma (GEM). Es van obtenir blocs de parafina (formalin-

mutat de forma retrospectiva, diagnosticats

fixed paraffin-embedded (FFPE)) del moment del diagnostic o de la recaiguda de la

malaltia mitjangant el Biobanc-IGTP, on les mostres van ser codificades.

Pel que fa a la cohort per a la validacié dels resultats, es van reclutar prospectivament,
a I'lCO Badalona i a I'Hospital del Mar, 32 pacients amb melanoma cutani BRAF mutat,
des de l'any 2020 fins el 2023. Aquests pacients es trobaven en fase localment
avancada, candidats a rebre tractament adjuvant dimmunoterapia, o en fase
metastatica, candidats a rebre inhibidors de BRAF+MEK o immunoterapia en primera
linia. De cada pacient es va recollir la mostra tumoral inclosa en parafina de forma

retrospectiva.

El protocol va ser aprovat pel Comité Etic d’Investigacié (CEl) de 'Hospital Germans
Trias i Pujol (num. expedient PI-20-241). Tots els pacients inclosos en Il'analisi
d’expressio génica van ser informats i van signar el seu consentiment de participar en
I'estudi, seguint la Llei 14/2007 d'Investigacié Biomeédica, aixi com la Llei 3/2018 de
Proteccié de Dades de Caracter Personal/Reglament Europeu de Proteccié de Dades

2016/679. Les mostres bioldgiques provenien de I'excedent del diagnodstic.
Els criteris d’inclusio i exclusio de I'estudi eren els seguents:

Criteris d’inclusié:

e Consentiment informat del pacient.

e Edat igual o major de 18 anys.

e Diagnostic de melanoma cutani metastatic BRAFY°® mutat confirmat
histologicament.

e Pacients que hagin estat tractats en primera linia o en terapia adjuvant (en el cas
de la cohort prospectiva) amb inhibidors de BRAF+MEK o amb immunoterapia.

e Disponibilitat de teixit tumoral parafinat representatiu amb un minim d’un 30% de

cél-lules tumorals.

Criteris d’exclusio:

e No complir algun dels criteris d’inclusié.

77



Materials i métodes

Quant a la gesti6 de dades cliniques associades als pacients, aquests van ser
pseudoanonimitzats i només els oncodlegs responsables de la inclusié dels pacients
tenen la capacitat de revertir-ho. La base de dades clinica es va dissenyar incloent la

seglent informacio:

e Edatisexe

e Data de diagnostic

¢ Data de recaiguda de la terapia adjuvant (només per a la cohort prospectiva)

o Parametres histopatologics: tipus de melanoma i localitzacié del melanoma

e Factors de prondstic: index de Breslow al diagnostic (mm), index de Clark,
ulceracié i nivells de LDH basal (U/L)

e Tractament en primera linia: terapia dirigida o immunoterapia

e Data d’inici del tractament i data de progressié

e Millor resposta terapéutica

e Estat de progressié (si 0 no)

e Estat actual (viu, viu amb malaltia o exitus)

e Data de I'liltim seguiment o data d’exitus
Variables d’efectivitat terapéutica i supervivéncia definides per analitzar:

e Benefici clinic: en les cohorts metastatiques es van considerar d’alt benefici

clinic els pacients que van experimentar com a millor resposta, una resposta
completa o parcial, que no haguessin progressat abans dels 7 mesos i de baix
benefici clinic, els pacients amb no resposta (estabilitzacié o progressio) o
resposta parcial amb progressié abans dels 7 mesos.

o Resposta terapéutica: resposta completa (RC), parcial (RP) o estabilitzacions o

progressions com a no resposta (NR). En la cohort de terapia adjuvant, es va
considerar 'estat de recaiguda (si 0 no) com a grau de benefici terapéutic (alt o
baix, respectivament).

e Supervivéencia lliure de recaiguda (SLR): calculada com la diferéncia en mesos

entre la data de diagnostic i la data de recaiguda o ultim seguiment, si aquesta
no s’ha produit.

e Temps lliure de progressid (TLP): calculada com la diferéncia en mesos entre la

data de d’inici del tractament i la data de progressié tumoral al tractament o ultim
seguiment, si aquesta no s’ha produit.

e Supervivéncia global (SG): calculada com la diferéncia en mesos entre la data

de diagnostic de la malaltia i la data de mort o ultim seguiment, si aquesta no

s’ha produit.
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1.2. Processament de les mostres tumorals FFPE

1.2.1. Desparafinitzacié i digestié dels teixits tumorals inclosos en parafina

Es van obtenir entre 4-6 talls de 10 um procedents de blocs de teixir tumoral FFPE a
través del Biobanc-IGTP, que es van sotmetre a un procés de desparafinitzacié en xilol.
Breument, després d’una incubacié de 10 min en xilol i una centrifugacié a 13.000 rpm
durant 1 min, el xilol era descartat i el pellet es resuspenia en 500ul d’etanol al 70% i es
tornava a centrifugar a 13.000 rpm durant 1 min. Finalment, es descartava el
sobrenedant i s’assecava el pellet per tal d’afegir 240 ul de PKD buffer (provinent del kit
RNasy FFPE kit de Qiagen). Es deixaven les mostres en incubacié tota la nit a 37°C, en

moviment i es van afegir 10ul de proteinasa k.

1.2.2. Extraccioé d’ARN procedent de teixits inclosos en parafina

Per a I'extraccio d’ARN de mostres FFPE es va utilitzar el kit RNasy FFPE kit (Qiagen)
i es va seguir el protocol de la casa comercial. Es va realitzar un pas addicional de
tractament amb DNAsa per tal dassegurar que les mostres no estiguessin
contaminades amb gADN (ADN gendmic). Per aquest procediment es va utilitzar

ezDNase™ Enzyme (ThermoFisher) i es va seguir el protocol de la casa comercial.

La quantificaci6 de 'ARN es va obtenir mitjangant I'espectrofotdmetre Nanodrop
(Nucliber) que permet determinar la concentracioé de la mostra (ng/pl) i la qualitat de la
mateixa (Azs0/A2g0), considerant acceptable la ratio entre 1,7 i 2. Per tal de poder realitzar
I'analisi per tecnologia Nanostring® de forma optima, es va quantificar el percentatge de
fragments d’ARN de més de 200 nucleotids (%DV200) mitjangant el Bioanalyzer 2100
(Agilent). Es va utilitzar la férmula (100/DV200)/100 ng per determinar si les mostres
tenien una qualitat i una quantitat adequada, tenint en compte que la concentracié
minima indicada per a I'analisi és de 100 ng en 5 pl de mostra. La soluci6 final es va

emmagatzemar a -80°C fins al seu Us.
1.3. Analisi d’expressié génica per la técnica de Nanostring

1.3.1 Analisi d’expressié usant el nCounter® PanCancer |10 360™ Panel

Per analitzar 'expressio génica de les mostres seleccionades en la cohort retrospectiva
es va utilitzar el panell nCounter® PanCancer IO 360™ de Nanostring®, el qual es
caracteritza per incloure 770 gens involucrats en la interaccié entre el tumor, el
microambient i la resposta immune en el context del cancer. La tecnologia Nanostring®

es basa en I'is d’'un codi de barres molecular per a cada gen inclos en el panell, basats
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en ARN marcat amb fluorescéncia que permet identificar cada gen d’interés a partir

d’una seqléncia de colors unics, que es llegeix de forma automatitzada (Figura 17).

TARGET CAPTURE PROBE REPORTER PROBE TARGET-PROBE COMPLEX
A}
\I\ \,\,\ \ e — 0% )
\ \ A WAL N \

Figura 17. Representacio del procés de codi de barres molecular en el qué es basa la
tecnologia Nanostring®. Figura de https://nanostring.com/.

1.3.2. Analisis de dades

Les dades adquirides a partir del nCounter® es van analitzar mitjancant el programari

d’analisis nSolver™ 4.0.

En primer lloc, es realitzaren uns controls de qualitat interns de la técnica, que analitzen
si 'adquisicié de la imatge s’ha realitzat correctament i si I'eficiéncia de la hibridaci6 és
'adequada, mitjangant I'analisi comparativa de concentracions conegudes d’uns
controls positius ja incorporats en el panell amb aquest fi. El soroll de fons o background
es va corregir a partir dels controls negatius, segons els protocols establerts. Finalment,
es va dur a terme un control de qualitat de les mostres, per tal d’assegurar que les
diferéncies en l'expressid s6n degudes unicament a la condicié d’estudi i no a la
variabilitat técnica experimental. Mitjangant uns gens constitutius ja incorporats al panell,
es van descartar aquelles mostres que no seguien els patrons d’expressio establerts
com a acceptables segons el software. Els procediments descrits anteriorment es van
realitzar seguint els protocols de qualitat establerts pel fabricant

(https://nanostring.com/products/ncounter-analysis-system/ncounter-analysis-

solutions/nsolver-data-analysis-support/).

Posteriorment, es va realitzar la normalitzacio de les dades mitjangant I'analisi d’'un
control estandard entre experiments, assumint dades corregides per a ser comparables.
Finalment, i per tal de realitzar I'analisi comparativa entre grups de mostres, les dades
normalitzades es van transformar en format logaritme (log.). Per a cada cohort de
tractament, es va realitzar una analisi d’expressio diferencial entre grups de benefici
clinic (alt vs baix) mitjangant el test t-student, assumint variancies desiguals, considerant
significatiu un p-valor inferior a 0,05 ajustat pel test de correccié Benjamini-Yekutieli. Es
va calcular també el valor fold change entre grups per a cada gen i es va representar
per a cada cohort de tractament a través d’una representacié volcano plot. Els valors

d’expressio quantitatius per a cada un dels grups a comparar, es van representar en
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forma de diagrames de caixa o Box plot per a cada gen i estratificats per cada cohort de

tractament, mitjangant el programa Graphpad Prism.

1.3.3. Seleccio dels gens candidats
La seleccié dels gens candidats es va realitzar a partir dels seglents criteris de seleccio:

a) Gens amb una expressio diferencial entre pacients que tenien alt benefici clinic
respecte els que el tenien baix, estratificats per cohort de tractament, amb un p-
valor ajustat <0,05 i un logx(fold change) >1,5 o <-1,5 considerant que la
dimensié del canvi era prou gran per tenir impacte bioldgic.

b) Aquells que complissin els criteris de a) en ambdues cohorts, com a potencials
factors pronostic.

c) Aquells que complissin els criteris de a) en la cohort tractada amb terapia dirigida,
i que es comportessin de forma oposada en la d’immunoterapia, com a

potencials factors predictius d’eficacia per a la selecci6 de la millor terapia.

1.3.4. Correlacié estadistica dels gens candidats amb les variables

cliniques

Les correlacions estadistiques entre els gens candidats i les variables cliniques es van
realitzar mitjangant el programari SPSS Statistics 26. Per a I'analisi descriptiva de la
cohort clinica de descobriment retrospectiva, les variables qualitatives es van
representar en percentatges i les variables quantitatives a través de la mediana i el rang.
Les variables qualitatives van ser correlacionades pel test de Txi-quadrat o Fisher i es
va considerar que les diferéncies eren estadisticament significatives quan el p-valor
<0,05. EI TLP i la SG es van avaluar a partir de les corbes de supervivéncia Kaplan-
Meier i es van analitzar mitjangant la funcié log-rank. Per tal de determinar si les
variables cliniques i histopatoldgiques tenien un impacte en el TLP i la SG, es varealitzar
una analisi univariada de regressio de Cox, representat per la hazard ratio (HR) amb un
interval de confianga del 95% (95%CIl). Es va realitzar una analisi multivariada de
regressié de Cox amb aquelles variables que tenien un impacte en la variable de
supervivéncia estudiada, considerant com a factors independents aquelles amb un p-

valor <0,05.

Finalment, es van calcular les corbes ROC per a establir el valor predictiu dels diferents
potencials biomarcadors. Es va calcular I'area sota la corba (Area Under the Curve
(AUC)) i es va considerar estadisticament significatiu el p-valor<0,05. Addicionalment,
es va calcular el valor predictiu positiu (VPP), que indica la probabilitat que una pacient

tingui la condicié de I'objecte d’estudi quan el resultat de la prova és positiu, i el valor
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predictiu negatiu (VPN), que indica la probabilitat que una pacient no tingui la condicié
d’estudi quan el resultat de la prova és negatiu. Les representacions grafiques i les
analisis estadistiques de les corbes de supervivéncia i les corbes ROC es van realitzar

amb el programa GraphPad Prism.

1.4. Validacioé de I’expressioé dels gens candidats en la cohort retrospectiva

i estudi en la cohort de validacio per la téecnica de RT-gPCR

Per tal d’estudiar I'expressio génica dels diferents gens d’interés, seleccionats a partir
de l'analisi per Nanostring® en la cohort de descobriment, en el teixit tumoral FFPE
procedent de la cohort de validacio, es va utilitzar la técnica de la PCR quantitativa a

temps real (RT- gPCR) després d’un procés de retrotranscripcié de 'ARN.

1.4.1. Retrotranscripcio

Es va realitzar la retrotranscripcio (RT) d’ARN a ADN copia (ADNc) utilitzant la
retrotranscriptasa M-MLV (Thermo Fisher). Inicialment es va partir d’entre 500ng-
1000ng d’ARN en un volum maxim de 10ul. A la mostra se li va afegir 1 yl de primers
tipus Random Hexamer (50ng/pl) (Thermo Fisher) i 1yl de mix de dNTPs 10mM i es va
incubar 5 minuts a 65°C. A continuacid, es va posar la mostra en gel i es va afegir 4l
de buffer 5X (Thermo Fisher), 1ul de 0,1M dithiothreitol DTT (Thermo Fisher), 1ul de
H20, 1ul de RNAsa OUT (Thermo Fisher) i 1ul de M-MLV (Thermo Fisher). Es va seguir
el seglient programa de RT: 2 min d’incubacié a 37°C, annealing 10 minuts a 25°C,
extensio 5 minuts a 37°C i inactivacioé de I'enzim 15 minuts a 70°C. L’ADNCc resultant es

va emmagatzemar a -20°C.
1.4.2. Analisi d’expressidé de candidats per RT-qPCR

Per analitzar els gens candidats per RT-gPCR es van utilitzar sondes Taqman®,
mitjangant la tecnologia PrimeTime Gene Expression de IDT

(https://eu.idtdna.com/pages/products/gpcr-and-pcr/gene-expression/primetime-

custom-probe-based-assays).

La RT-gPCR es va realitzar en plaques de 384 pous i es van afegir 2,5ul de ADNc
procedent de la mostra i 7,5ul de la corresponent master mix a cada pou. La master mix
utilitzada va ser PrimeTime® Gene Expression Master Mix (IDT) juntament amb els
primers i la sonda “PrimeTime GE assay” (IDT) (600nM de stock pels primers i 250nM
de stock per la sonda) (0,5ul/rxn). El gen de la B-ACTINA es va utilitzar com a control
endogen, aixi com un pull ’ARN procedent de linies cel-lulars i teixit tumoral de

melanoma, com a control exogen, per a normalitzar els resultats interexperimentals.
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Es van dissenyar els seglients primers i sonda per a analitzar I'expressié dels gens
candidats mitjancant I'eina PrimerQuest™ (IDT), tenint en compte que I'amplico
resultant tingués menys de 90 pb, ja que el material procedent de teixit parafinat

acostuma a estar molt fragmentat (Taula 6):

Taula 6. Primers i sondes utilitzats per a I'analisi d’expressié génica mitjangant RT-qPCR.

Forward Primer (5°-3’) Sonda (5’-3°) Reverse Primer (5’-3’)
TATCCTTAGCAGAGC AGTCTGCAAAGTGTTA CTTGGTGAATTTAGGC
GHR ACCCT ATCCAGGCCT TCCTTAGA
CATCCCAGCTATCCT AAGCGCTCTCAGGCA CTCCTTTGGGTCTGCA
ceL GTTCTTG GAGCT CAT
CXCL8 CGCCAACACAGAAAT TCTGATGGAAGAGAGC CCCTCTGCACCCAGTT
TATTGTAAAG TCTGTCTGGA T
B-ACTINA TGAGCGCGGCTACA  ACCACCACGGCCGAG TCCTTAATGTCACGCA
GCTT CGG CGATTT

La RT-gPCR es va realitzar amb l'aparell Real-Time PCR Applied Biosystems 7900HT

(Thermofisher), mitjangant el segtient protocol (Taula 7):

Taula 7. Programa dels cicles de PCR utilitzats pels experiments de RT-qPCR amb Tagman ®.

Cicles Temperatura Temps
Pre-incubacié 1 95°C 10 minuts
i 95°C 15 segons
Amplificacio 40
60°C 1 minut
Refrigeracié 1 4°C 0

Tots els primers i sondes dissenyats es van testar i validar préviament mitjangant el
calcul d’'una recta patré a partir de I'analisi d’'un banc de dilucions %2 d’'una mostra control.
Es van considerar validats aquells assajos que mantenien (i) una proporcionalitat
exponencial de cicles d’expressio (Ct) per cada dilucid6 %2 (per cada dilucid %
augmentava 1 Ct), amb una R? > 0,98 i (ii) una linealitat constant entre els Cts
d’expressio del gen endogen i els del gen problema (ACt) en cada diluci6 amb una

pendent de la recta inferior a 0,2.
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Arpiification Plot
Amplification Plot

Breument, els Cts d’expressié per cada
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mostra i gen, s’enregistren en forma de
corbes a temps real. Al finalitzar I'analisi i

per comparar els nivells d’expressio dels

gens entre mostres, utilitzant els valors Ct,
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s’estableix un valor llindar per gen que es
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trobi en la part exponencial de la corba en

totes les mostres (Figura 18).
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Figura 18. Exemple d’'un grafic d’amplificacio
d'un gen analitzat. Les corbes representen
'amplificaci6 del gen en cada mostra
analitzada. El valor llindar es mostra en la
grafica en color verd i talla la corba en la part
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exponencial. Aquest valor és depenent de oyvle

Detector: [BACTIA | Pot[afnve. Cyde =] Threshoi| 0.06984408

cada gen i normalment es troba entre 0,11 0,2.

Al nivell marcat pel valor llindar, el corresponent Ct per a cada gen problema es
relativitza al Ct del control endogen, expressat com la diferencia de Ct (ACt) a partir de

la segient formula:
ACt= Ct gen problema — Ct gen control

Addicionalment, per tal de poder normalitzar els resultats entre diferents experiments,
I'expressio dels gens per a cada mostra es relativitza al control extern mitjancant la

seguent formula:
AACt= ACt mostra problema — ACt mostra ref

Finalment, es calcula el valor 22t que mostra com d’expressat esta cada gen en cada

mostra comparat amb I'expressio en la mostra control.

Per tal d’assegurar que la mostra no esta contaminada amb gADN o que aquest es troba
en un percentatge molt baix per a cada mostra es fa I'analisi d’expressio del gen
endogen usant ARN sense retrotranscriure o RT minus i es calcula el percentatge de
contaminacio a través de la seglent férmula, considerant un valor superior al 5% com a

contaminat:

2ACt 2 Ct RT MINUS gen control — Ct gen control

RT MINUS =
% ADN gendmic = 100 / 22kt minus
Per a cada mostra i per a cada gen es van introduir 3 replicats i els resultats es van

considerar valids si la desviacid estandard entre ells era inferior a 0,25.

84



Materials i métodes

1.4.3. Analisi estadistica per a la validacié de marcadors a la cohort de validacié

Per a cada gen candidat, es va fer una prévia validacié en la cohort retrospectiva on els
valors d’expressié obtinguts a través de l'analisi per RT-gPCR van ser correlacionats
amb els derivats de I'analisi d’expressioé per tecnologia Nanostring®, mitjancant el test
de Spearman, considerant que existia correlacié quan el p-valor era inferior a 0,05 i que,

per tant, ambdues técniques eren equivalents.

Les correlacions estadistiques entre els gens candidats i les variables cliniques es van
realitzar mitjancant el programari SPSS Statistics 26. Per a I'analisi descriptiva de la
cohort clinica de validacio, es va utilitzar la metodologia descrita en I'apartat de métodes
1.3.4.

S'utilitza el test estadistic t-student per determinar les diferéncies entre les condicions
experimentals d’eficacia terapeutica. En la present cohort, i a causa que la majoria de
casos inclosos van rebre el tractament en régim adjuvant, es va considerar com a
eficacia terapéutica haver sofert o no recaiguda/progressio de la malaltia. En I'analisi de
supervivencia, es van analitzar les variables TLP i/o SLR. La correlacié dels resultats
amb les variables cliniques, per a realitzar I'analisi de supervivéncia, es realitza
mitjancant les mateixes funcions descrites en I'apartat 1.3.4. Es va considerar com a

significacio estadistica un p-valor inferior a 0,05.
2. ESTUDI I

2.1. Generacié de linies cel-lulars amb resisténcia adquirida a la
combinacié d’inhibidors de BRAF+MEK

Per tal de generar el model in vitro de resisténcia adquirida a inhibidors BRAF+MEK es
va usar la linia cel-lular de melanoma cutani IGR37, amb la mutacié BRAF®%,
obtinguda al Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms
(Braunschweig, Germany). Es tracta d’'una linia cel-lular procedent de la metastasi
ganglionar d’'un home de 26 anys amb melanoma, de la qual també hi ha disponible la

linia cel-lular IGR39, establerta a partir del tumor primari cutani del mateix pacient.

Aquestes cél-lules van ser cultivades en medi complet, que consisteix en medi DMEM
(Gibco, Invitrogen) suplementat amb 10% de FBS (REACTIVA), 1% de Penicilina-
Streptomicina (ThermoFisher), 2mmols de L-glutamina (Life Technologies) i 10mM
d’HEPES (Life Technologies). Els cultius cel-lulars es van mantenir a 37°C i en una
atmosfera de 5% de CO,. Tant en les fases basals com en les diferents fases

d’adquisicié de resisténcia, les ceél-lules van ser caracteritzades per AmpFLSTR™

85



Materials i métodes

Identifiler™ (Thermofisher)” per assegurar la seva autenticitat i es van sotmetre a tests

periodics de contaminacio per Micoplasma.

Per a generar linies resistents a la combinaci6 de dabrafenib (GSK2118436,
Selleckchem) i trametinib (GSK1120212, Selleckchem), les ceél-lules IGR37 es van
exposar a concentracions creixents d’ambdods farmacs, comengant amb una
concentracié de 5nM de dabrafenib i de 0.5nM de trametinib, mantenint la ratio de les
dosis consultada a la bibliografia (277). L’exposicié era continua fins a arribar a la
confluéncia cel-lular, moment en que eren tripsinitzades amb tripsina 1x, una part eren
criopreservades amb Recovery Cell Culture Freezing Medium (Thermo Fisher) i la resta
eren sembrades de nou i exposades a la dosi duplicada per ambdds farmacs. Es va
repetir el procés i, després de 8 mesos de tractament, es van establir les linies derivades
resistents per triplicats independents (IGR37-R1, IGR37-R2 i IGR37-R3), amb una dosi
final de 320nM de dabrafenib i 32nM de trametinib. A partir d’aquest punt, les cél-lules

resistents es van mantenir en medi complet suplementat amb aquestes dosis de farmac.

2.2. Assajos de viabilitat cel-lular

Els assajos de viabilitat cel-lular es van realitzar mitjangant I'assaig de citotoxicitat
cel-lular MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) per tal de
testar I'efecte dels farmacs dabrafenib i trametinib en el creixement cel-lular, i establir

les dosis inhibitories per a la monitoritzacioé de I'adquisicié de resisténcia.

Breument, se sembraren 1000 cél-lules per pou en plaques de 96 pous (Nunc,
Labclinics). Les cél-lules es van tractar durant 6 dies amb un rang de dilucions des de
0,01nM a 10000nM de dabrafenib i 0,001nM a 1000nM de trametinib. Per a cada punt
de tractament es van incloure 8 répliques experimentals, aixi com en la condicié control,
sense tractament. A les 72 hores, el medi de les cél-lules es canviava i s’afegien farmacs
nous a les mateixes concentracions. El sisé dia de tractament, el medi es reemplacava
per solucié de MTT, que consisteix en 10% de MTT (Sigma-Aldrich), 10% de FBS i 80%
de medi RPMI no suplementat (Gibco, Invitrogen). Després d’una incubacio de 4 hores
a 37°C i 5% de COy, les cél-lules es van suplementar amb 100ul d’una solucié de 0.1%
SDS en HCI 0,01M. Finalment es va mesurar la densitat optica (OD) a 570nm després

d’una incubacio tota la nit a 37°C i en una atmosfera de 5% de CO..

La viabilitat cel-lular es va calcular a partir de la mitja de les répliques i es va normalitzar
a la condicio control, la qual es va considerar com el 100% de viabilitat. La supervivéncia
a cada dosi de tractament es va determinar a través del métode de la median effect line.
Aquest métode consisteix en la representacié grafica del logio((1/fn)-1, on fn son les

diferents fraccions de la viabilitat obtinguda pel logo de la dosi de farmac. El programari
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GraphPad Prism es va utilitzar per generar les corbes resposta dependents de dosi i
calcular les ICso, on es representen les mitjanes i la desviacio estandard de 3 répliques
independents. Les analisis estadistiques es van realitzar a partir d’'un t-test no aparellat,

considerant un p-valor <0,05 com a estadisticament significatiu.
2.3. Analisi d’expressid génica per ceél-lula individual o scRNAseq

2.3.1. Preparacio de les linies cel-lulars i analisi d’expressié génica

Per la preparacio per a l'analisi de les linies IGR37 i la seva derivada resistent a
inhibidors de BRAF+MEK, IGR37-R1, es va partir de la sembra d’almenys 10° cél-lules
perque finalment es trobessin a una confluéncia del 80%. Les cel-lules es van centrifugar
i resuspendre en PBS+BSA 0,05% per a ser posteriorment processades al Centre
Nacional d’Analisi Genomic (CNAG), al grup de Single Cell Genomics (CNAG).
Breument, es va preparar la llibreria per ARNm 3’ (70x Genomics single cell)

(https://www.10xgenomics.com/single-cell-technology) i posteriorment aquest es va

sequenciar mitjangant la tecnologia NovaSeq 6000 S1, v1.5 (lllumina). Per a fer les
analisis, es van capturar 5000 cél-lules per mostra i es van realitzar 4x10* lectures per

cél-lula.

2.3.2. Analisi bioinformatica i estadistica de dades

Les dades d’expressié génica derivades de I'analisi anterior, van ser analitzades en
col-laboracié amb el Grup de Genomica Funcional del CNAG. Les analisis d'expressio
diferencial per cél-lula individual o single cell entre la linia cel-lular resistent i sensible es
van realitzar mitjangant el test Wilcoxon Rank Sum i el p-valor ajustat es va calcular
aplicant la correccio de Bonferroni per a comparacions multiples utilitzant I'entorn Seurat
dins de R. Vam considerar els gens com a diferencialment expressats si el p-valor ajustat
era menor que 0,01, el seu log2/FC/ era major que 0,25 i s’expressava en més d’'un 10%

en alguna de les dues condicions.

Es va fer una analisi de Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) per estudiar I'enriquiment
de les diferents signatures associades amb diferents fenotips cel-lulars, tant en els clons
cel-lulars sensibles com els resistents, descrites anteriorment (Taula 5; apartat
Introduccid). Es van realitzar mitjancant la funcié fgsea en I'entorn R i utilitzant el
log2FoldChange com a métrica estadistica per ordenar els gens: es va establir el valor
normalized enrichment score (NES) i el p-valor ajustat, calculat pel métode de
Benjamini-Hochberg per a comparacions multiples. Els llistats de gens que composen
cada signatura es van extreure de (278). Per altra banda, el scoring d’expressié entre

les diferents signatures i els gens d’interés significativament alterats en cada condicio
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(IGR37-S i -R1) es va representar mitjangant la projecci6 UMAP (Uniform Manifold
Approximation and Projection). Aquest scoring es va generar utilitzant la funcio
AddModuleScore(), que compara l'expressido de la llista de gens dinterés amb
I'expressio de la resta de gens de la cél-lula. També es va fer un estudi de I'expressio
correlacionada entre gens individuals amb la funcié FeatureScatter() i es va corregir amb
el métode magic. Aixi mateix, es va correlacionar I'expressié entre el gen candidat i les

signatures mitjancant una projeccié UMAP.

Per tal d’identificar gens candidats implicats en el procés d’adquisicié de resisténcia, es
van seleccionar aquells gens amb un diferencial d’expressié entre grups o log2(fold
change) superior a 1,5 o inferior a -1,5, i un p-valor ajustat inferior a 0,01, a partir del
préviament mencionat test Wilcoxon Rank Sum. Addicionalment, es va aplicar un criteri
de filtratge basat en que la diferéncia entre la proporcié de clons cel-lulars que
expressaven aquell gen (pct) en una condicié experimental vs l'altra fos d’almenys el
doble (pctR/pctS = 2 o pctS/pctR = 2). Llavors, es va realitzar una analisi d’Ontologia
Génica (GO) per tal d’identificar en quins processos estaven involucrats els gens
candidats, mitjangant I'eina DAVID functional annotation Chart

(https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp). Aquesta eina permet identificar els processos

bioldgics (BP), els components cel-lulars (CC) i la funcié molecular (MF) principalment

associats als gens d’interés.

2.3.3. Criteris de seleccié de biomarcadors de resisténcia adquirida com a

potencials dianes terapéutiques

A partir dels resultats de I'analisi d’expressié diferencial entre les cél-lules resistents i
sensibles es van seleccionar aquells gens amb expressié augmentada en les cél-lules
resistents, que complissin els seglients requisits, addicionals als esmentats a I'apartat

anterior:

1) que el percentatge de ceél-lules que expressessin el gen candidat a la condicié
resistent (pctR) fos superior al 80% i en els clons de la condicié sensible (pctS) inferior
al 10%.

2) criteris d’interés basats en la bibliografia: que s’hagués descrit la implicacio del gen
en processos implicats en la progressido tumoral en altres neoplasies o en la

resisténcia terapéutica en relacié amb la via MAPK.
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2.4. Estudis funcionals in vitro per modulacié del gen candidat

2.4.1. Extraccié i quantificacié d’ARN en linies cel-lulars

L’extraccié d’ARN es va realitzar a partir de pellets procedent de les linies cel-lulars amb
el kit E.Z.N.A Total RNA kit | (Omega) i es va seguir el protocol de la casa comercial

(https://omegabiotek.com/product/total-cellular-rna-e-z-n-a-total-rna-kit-i/?cn-

reloaded=1). La quantificacié6 de 'ARN es va obtenir mitjangant I'espectrofotometre
Nanodrop (Nucliber), el qual permet determinar la concentracié de la mostra (ng/ul) i la
qualitat de la mateixa (Azso/Azs0). La solucid final es va emmagatzemar a -80°C fins al

seu Us.

2.4.2. Extraccié i quantificacié de proteina de les linies cel-lulars

Per obtenir I'extracte de proteina total es va partir de pellets cel-lulars, que es van
resuspendre en 80-100 ul de buffer RIPA (NP-40 1%; Na deoxycolate 0.5%; SDS 0,1%;
EDTA 1mM; NaF 50mM; NaVOs; 5mM). Després de ser incubades 15 minuts en gel
(4°C), es van centrifugar a 13.000 rpm durant 15 minuts. La quantificacié de proteina es
va realitzar en el sobrenedant utilitzant el kit DC Protein Assay (BIORAD), amb el métode
Lowry, seguint el protocol de la casa comercial (htips://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/LIT448.pdf).

2.4.3. Analisi de I'’expressio génica per la téecnica de RT-gPCR

Per a I'analisi de I'expressio del gen candidat, 'ARN procedent de les linies cel-lulars es
va analitzar per la técnica RT-qgPCR mitjancant la tecnologia SYBR®Green. Després
d’'un procés de retrotranscripcié a partir de I'ARN total, tal i com es descriu en l'apartat
1.4.1. (seccié Metodologia), 'amplificacié per RT-qPCR es va realitzar en plaques de
384 pous, afegint 2,5ul d’ADNc de cada mostra i 7,5ul de la corresponent master mix.
Es van fer 3 replicats experimentals per mostra i per gen a analitzar. La master mix
utilitzada va ser SYBR®Green (CONDA) juntament amb els primers corresponents al
gen candidat (IDT) (5uM de stock) (1pl/rxn), ’TADNc de cada mostra i H.0 de PCR (fins
a un volum total de 10ul). Per portar a terme I'analisi, es va utilitzar el termociclador
Roche Lightcycler® 480 Il (Roche Life Science).

Es van dissenyar els segients primers per al gen candidat, mitjancant I'eina

PrimerQuest™ (IDT), usant com a control endogen el gen de la B-ACTINA:

e Primer forward B-ACTINA: 5 TGAGCGCGGCTACAGCTT &
o Primer reverse B-ACTINA: 5 TCCTTAATGTCACGCACGATTT &
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e Primer forward SPOCK1: 5 CCAAAGCACAAGGCAGAAAG 3
e Primer reverse SPOCK1: 5 TGGAGAGCTCCAAACCAATC 3

Tots els primers es van testar i validar mitjangant I'analisi de la corba de dissociacio
(melting curve). Les analisis de la quantificacié de I'expressio dels gens es van realitzar

seguint el mateix métode que I'apartat 1.4.2 de la metodologia.

2.4.4. Analisi de I’expressié de proteina per la técnica de Western Blot

Els homogenats de proteines es van descongelar i es van afegir 50 ug de proteina en
4x NuPAGE LDS (Novex, Life Technologies) i agent reductor (Novex, Life
Technologies). Aleshores, les mostres es van incubar a 70°C durant 10 minuts per a la
seva desnaturalitzacié. Per tal de separar les bandes proteiques, es va realitzar una
electroforesi en un sistema Xcell4 SureLock Midi-Cell (Life Technologies) i amb un
tampo MOPS/SDS (50 nM MOPS, 50 nM Tris, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, pH =7,7), usant
gels de poliacrilamida prefabricats NUPAGE Novex Bis-Tris Gel 10% (Novex, Life
technologies). Es va utilitzar un marcador de pes molecular (Noves ® Sharp Pre-Stained
Protein Standard, Life technologies) i es van fer migrar les mostres a 200 V durant 1
hora. Posteriorment, les bandes proteiques es van transferir a una membrana de PVDF
de 0,45 um (fluorur de polivinilide, Inmobilion-FL, Millipore), que es va activar préviament
amb metanol, durant 1 hora a 100V i 4°C, utilitzant tampd de transferéncia (27 nM Tris,
197 mM Gilicina i 20% metanol).

Després de ser activades novament amb metanol i d’'un rentat amb TBS, les membranes
es van bloquejar durant 1 hora a temperatura ambient amb tampé de bloqueig (50%
TBS i 50% Blocking Buffer of Odyssey® (LI-COR). A continuacid, I'anticds primari (Taula
8) es va incubar tota la nit a 4°C en agitacio i durant 50 minuts en foscor amb I'anticos
secundari (Taula 8). Finalment, després dels ultims rentats, les imatges es van adquirir
utilitzant la tecnologia Odyssey (LI-COR). La quantificacié de les proteines a partir del
senyal fluorimétric de la seva corresponent banda, es va realitzar amb el programari
ImageStudio™ i els valors resultants es van normalitzar usant una proteina d’expressié
constitutiva com a control endogen (B-ACTINA). Els grafics resultants i les analisis
estadistiques comparatives entre condicions es van realitzar amb el programari
Graphpad Prism, utilitzant el test t-student de dades no aparellades procedents de 3

experiments independents.
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Taula 8. Llista d’anticossos primaris i secundaris utilitzats pels experiments de Western Blot.

Anticossos Dilucié Casa comercial

Anticossos primaris

Anti-SPOCK1 Rabbit polyclonal (ab229935) 1:1000 abcam
Anti-Bactina Mouse monoclonal (A2066) 1:20000 Sigma-aldrich
Anticossos secundaris

IRDye 680 Donkey Anti-rabbit 1:10000 LI-COR
IRDye 800 Donkey Anti-mouse 1:10000 LI-COR

2.4.5. Inhibicio de I'’expressié génica utilitzant la téecnica de shRNA

Per tal d’inhibir I'expressié del gen problema es va utilitzar la tecnologia MISSION®
shRNA de SIGMA-ALDRICH®. Aquesta tecnologia consisteix en I'is de constructes
shRNA predissenyats per ser complementaris a la seqtiéncia del gen problema. Aquests
shRNAs estan clonats en un vector lentiviral pLKO.1-puro. El mapa del plasmid o vector

per inhibir el gen d’interés i el mapa del plasmid control estan descrits a la Figura 19.

LT
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Figura 19. Mapa del plasmid pLKO.1 utilitzat per inhibir el gen d’interés (esquerra) i el mapa del
plasmid control (Non-Target) (dreta). El plasmid pLKO.1-puro presenta un gen de resisténcia a
puromicina i ampicil-lina per a la seva seleccié.

Per determinar les millors condicions d’inhibicié del gen, es van utilitzar 5 constructes
diferents, la seqliéncia dels quals esta descrita a la Taula 9. Com a plasmid control és
va utilitzar MISSION® pLKO. 1-puro Non-Target shRNA Control Plasmid DNA (SIGMA-
ALDRICH®), Non-Target (NT) a partir d’ara. Aquest plasmid NT, conté un insert amb el

mateix nombre de parell de bases que els constructes d’interés, perd que no és
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codificant, per aixi poder descartar posteriorment les alteracions produides pel propi

procés de transfeccio (Figura 19 i Taula 9).

Taula 9. Sequéncies dels constructes utilitzats per inhibir el gen problema (SPOCK1) obtingudes
a SIGMA-ALDRICH®.

Constructes de SPOCK1 Referéncia Seqiiéncia

Constructe 93 TRCN0000053593 CCACGGCAATTTCCTAGACAA
Constructe 94 TRCN0000053594 CGGTGTAATGAGGAGGGCTAT
Constructe 95 TRCN0000053595 CTGCTGGATGACCTAGAATAT

Constructe 96 TRCN0000053596 GCTTTCGAGACGATGATTATT

Constructe 97 TRCNO0000053597 CCCTTCAGAGATCAATGCCAT

Non-Target SHCO016 GCGCGATAGCGCTAATAATTT

Ampilificacié del plasmid: els plasmids comercials predissenyats es van obtenir en
forma d’estoc de glicerol, que permet la preservacié i emmagatzematge a llarg termini
de bacteris que contenen el vector lentiviral amb el clon shRNA incorporat (MISSION
ShRNA Bacterial Glycerol Stock (SHCLNG, MERK)). Per amplificar els plasmids
d’interés, es van incubar els bacteris en medi LB sense antibidtic i en agitacio a 37°C
durant 15-30 minuts. Posteriorment, uns 15-20 ul d’aquests bacteris es van sembrar en
plaques d’agar amb 100 ug/ml d’ampicil-lina i es va incubar tota la nit a 37°C, per a
seleccionar aquells plasmids que havien incorporat el constructe. L’extraccio dels
plasmids es va dur a terme utilitzant el kit Nucleospin Plasmid EasyPure (Macherey-

Nageli), seguint el protocol del fabricant, i es va quantificar mitjangant Nanodrop.

Produccioé de lentivirus amb el plasmid d’interés: per a la seva produccio, es van
adquirir dos plasmids addicionals necessaris per formar 'embolcall del virus: psPAX2
(Addgene # 12260), plasmid d’embolcall lentiviral de segona generacid, i pVSVg
(Addgene # 8454), plasmid d’envoltori per la produccié lentiviral. Les cél-lules
productores de lentivirus (293T) es van transfectar mitjangant lipofectamina 2000
(Thermo Fisher) en OptiMEM (Gibco, Invitrogen). També es van afegir els corresponents
plasmids amb els constructes per inhibir el gen problema o bé amb el NT, aixi com els
plasmids de formacié d’emboilcall (Pax2 i VSVQ), necessaris per a la correcta transfeccio
posterior. La quantitat total de plasmid utilitzada va ser de 3,2 ug a una ratio 1:1:1 de
cadascun dels plasmids esmentats. Després de 48h, el sobrenedant que contenia els

virus es va filtrar amb filtres de 45 micres.

Transfeccié a les cél-lules IGR37-R1 i selecci6 amb Puromicina: el sobrenedant
filtrat juntament amb medi fresc a una ratio 1:1 i 8 uyg/mL de Polybrene es va afegir a les

cel-lules IGR37-R1, sembrades a una confluéncia del 80%, i es va incubar durant 24h.
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Seguidament, es van deixar 48h amb medi nou i posteriorment es va comengar amb la
seleccié amb Puromicina, a 2 yg/mL. Les cél-lules supervivents eren les que havien
estat transfectades amb éxit. Posteriorment, la inhibicid del gen problema es va
confirmar mitjangcant RT-gPCR i Western Blot. Els valors d’expressié procedents de 3
experiments independents es van representar en grafics de barres i es van normalitzar
a la condicié NT, representant aquesta el 100% d’expressié. Es va realitzar una analisi
estadistica t-test no aparellada entre els valors de % d’inhibicié mitjancant el programari
GraphPad Prism, considerant un p-valor inferior a 0,05 com a estadisticament

significatiu.
2.4.6. Analisi de la reversioé de resisténcia a inhibidors de BRAF+MEK

Per a I'analisi de I'efecte de la inhibicié del gen problema en la reversié de resisténcia a
la combinacié de dabrafenib i trametinib es van fer assajos de viabilitat cel-lular
mitjangant I'assaig de citotoxicitat cel-lular MTT, un procediment semblant al de I'apartat
2.2 (Metodologia). En aquesta ocasio, breument, es van sembrar 2000 cél-lules per pou
i ales 24h es van tractar amb les dilucions dels farmacs. El sisé dia de tractament es va
testar I'efecte dels farmacs en la viabilitat cel-lular. Per estudiar I'efecte de la inhibicio
del gen en la resensibilitzacié al tractament, es va seguir la metodologia descrita en
'apartat 2.2.

2.4.7. Analisi de la proliferacioé cel-lular

Amb l'objectiu d’analitzar I'efecte de la inhibicié del gen problema en la proliferacié
cel-lular, es van fer assajos de viabilitat cel-lular mitjangant I'assaig de citotoxicitat
cel-lular MTT. Es van comparar les linies amb el gen problema inhibit amb el respectiu
control. Breument, es van sembrar 6000 cél-lules en plaques de 96 pous i a les 24h, 48h
i 72h es va afegir la solucié de MTT (10% de MTT, 10% de FBS i del 80% de medi RPMI
no suplementat). Després d’una incubacié de 4 hores a 37°C i 5% de CO,, les cel-lules
es suplementaven amb 100ul d’'una solucié de 0.1% SDS en HCI 0,01M. Finalment, es
mesurava la densitat optica (OD) a 570nm després d’una incubacié tota la nit a 37°C en
una atmosfera de 5% de CO.. Per a cada linia es van incloure 16 répliques
experimentals i la mitja de les OD corresponents al punt temporal de 48h i 72h es va
normalitzar respecte a la mitja de les OD del punt temporal de les 24h. Els resultats
procedents de 3 experiments independents es van representar utilitzant el programari
GraphPad Prism, en un grafic de barres on s’indicava la mitja i la desviacié estandard.
Les diferéncies entre condicions a comparar en cada punt temporal es van calcular
mitjancant un t-test no aparellat, considerant un p-valor inferior a 0,05 com a

estadisticament significatiu.
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2.4.8. Analisi de la capacitat de migracié cel-lular

2.4.8.1. Técnica de transwell

Per portar a terme I'estudi de migracio cel-lular es va utilitzar el métode transwell, que
consisteix en una placa de 96 pous formats per dues cameres, la inferior i la superior,
separades per una membrana de poliester amb porus de 8 ym (HTS Transwell®
polyester membrane tissue culture treated; Corning, NY, USA). Es van sembrar 4x10°
cel-lules, per a cada condicié a comparar (linia transfectada vs controls), a la cambra
superior en medi DMEM suplementat amb 2% de FBS. D’altra banda, a la cambra
inferior es va afegir medi DMEM suplementat amb 10% de FBS per tal de crear un
gradient. Per cada condicié es van utilitzar 8 pous. Després d’incubar les cél-lules durant
24h a 37°C en una atmosfera de 5% de CO., les cel-lules que havien migrat a la camera
inferior es van fixar amb PFA 4%, tenyir amb Cristall Violeta al 0,5% i llegir mitjangant
un microscopi optic Leica DMIG000 B (x4 augments, NIS-Element). La quantificaci6 de
la capacitat de migracié de cada condicié es va analitzar amb el programa ImageJ. Els
resultats procedents de 3 experiments independents es van representar utilitzant el
programari GraphPad Prism en un grafic de barres on s’indicava la mitja i la desviacio
estandard. Les diferéncies entre condicions a comparar es van calcular mitjangant un t-

test no aparellat, considerant un p-valor inferior a 0,05 com a estadisticament significatiu.

2.4.8.2. Assajos de wound healing

Per realitzar aquest assaig, es van sembrar les linies cel-lulars corresponents a les
condicions a comparar en plaques de 6 pous fins arribar a una confluéncia del 90%.
Llavors, es va realitzar una ratlla amb una punta de 1ml en la monocapa de cél-lules
adherides per a crear un espai lliure de cél-lules i poder estudiar la migracié de les
cél-lules restants, que es van incubar a 37°C sota una atmosfera de 5% de CO; durant
diferents temps. Finalment, es van adquirir imatges per calcular 'area d’obertura de la
ferida a temps Oh, 6h, 8h i 12h, usant el temps Oh com a 100% d’obertura i considerant
com a major taxa de migracié una superficie d’obertura inferior. Les imatges es van
analitzar amb el programa Image J utilitzant la macro Wound_healing_size tool (279).
Els resultats d’area d’obertura, procedents de 3 experiments independents, es van
representar utilitzant el programari GraphPad Prism en un grafic de barres on s’indicava
la mitja i la desviacié estandard. Les diferéncies entre condicions a comparar en cada
punt temporal es van calcular mitjangant un t-test no aparellat, considerant un p-valor

inferior a 0,05 com a estadisticament significatiu.
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2.4.9. Analisi de la capacitat d’invasioé cel-lular

Pels experiments d’invasio cel-lular es va utilitzar el mateix métode transwell (HTS
Transwell® polyester membrane tissue culture treated; Corning, NY, USA) que el descrit
en l'apartat 2.4.8.1. amb la diferéncia que en aquest cas es va utilitzar una capa de 21yl
de Matrigel® Basement Membrane Matrix Growth Factor Reduced (Corning®) sobre la
membrana de la cambra superior. Breument, es van sembrar 4x10° cél-lules, per a cada
condicio a comparar (linia transfectada vs controls), a la cambra superior en medi DMEM
suplementat amb 2% de FBS i a la cambra inferior es va afegir medi DMEM suplementat
amb 10% de FBS per tal de crear un gradient. L'experiment es va finalitzar a les 48h
amb la fixacié i la tincio de les cél-lules migrades a la cambra inferior, seguint el protocol
I'explicat a 'apartat 2.4.8.1. Els resultats procedents de 3 experiments independents es
van representar utilitzant el programari GraphPad Prism en un grafic de barres on
s’indicava la mitja i la desviacidé estandard. Les diferéncies entre condicions es van
calcular mitjangant un t-test no aparellat, considerant un p-valor inferior a 0,05 com a

estadisticament significatiu.
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RESULTATS ESTUDI |

Identificacié de biomarcadors moleculars per discriminar aquells pacients
de melanoma metastatic BRAF mutat que experimentaran benefici clinic i

resposta completa a la terapia dirigida i no a la immunoterapia

1. Inclusié dels pacients i caracteristiques de la cohort retrospectiva

Finalment, un total de 27 pacients es va incloure en I'analisi de la cohort retrospectiva
d’aquest estudi. En un inici, es van considerar 45 pacients perd es van haver d’excloure
16 pacients de l'estudi pels seglients motius: (i) mostres que es van descartar pel
patoleg i/o faltava firmar el consentiment informat (CI) (9 casos); (ii) mostres que no
passaven els controls de qualitat de la mostra una vegada s’havia realitzat I'extraccié de
’ARN (5 casos); (iii) mostres que es van incloure en l'analisi d’expressid pero es van
descartar perqué no complien els controls de qualitat establerts per Nanostring® (4

casos) (Figura 20).

Cohort retrospectiva

45 pacients
[

Pacients descartats per la Unitat de Patologia i/o falta CI

|

36 pacients
I

Pacients descartats per qualitat de I'extraccio dARN

Pacients inclosos Nanostring: | 31 pacients

Pacients descartats per Control Qualitat intern Nanostring

}

Pacients inclosos en l’analisi: | 27 pacients

Figura 20. Diagrama de pacients inclosos en la cohort retrospectiva. Cl = consentiment informat.

1.1. Caracteristiques cliniques de la cohort retrospectiva

Les caracteristiques cliniques més importants de la cohort dels 27 pacients inclosos en
I'analisi d’expressié per Nanostring® estan descrites a la Taula 10. Breument, la mitjana
de I'edat era de 53,81 anys i el 66,7% eren homes. D’aquesta cohort, 19 pacients van
ser tractats amb inhibidors de BRAF+MEK (70,3%) i 8 van ser tractats amb

immunoterapia (29,6%).
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Taula 10. Caracteristiques cliniques de la cohort retrospectiva de I'estudi.

N =27 N (%) N (%)
Sexe Estat supervivéncia
Home 18 (66.7%) Viu 8 (29.6%)
Dona 9 (33.3%) Exitus 19 (70.4%)
Edat Millor resposta
<60 15 (55.6%) Cohort BRAF+MEK:i: N=19
> 60 12 (44.4%) NR 6 (32%)
LDH (u/) RP 9 (47%)
<300 18 (66.7%) RC 4 (21%)
>300 8 (26.6%) Cohort immunoterapia: N=8
N/A 1(3.7%) NR 4 (50%)
Breslow (mm) RP 2 (25%)
1-4 7 (25.9%) RC 2 (25%)
>4 7 (25.9%) Nivell de benefici clinic
N/A 13 (48.1%) Cohort BRAF+MEKi: N=19
Clark Alt 9 (47%)
v 12 (44.4%) Baix 10 (53%)
Vv 2 (7.4%) Cohort immunoterapia: N=8
N/A 13 (48.1%) Alt 4 (50%)
Ulceracié Baix 4 (50%)
Si 4 (14.8%) Tractament
No 7 (25.9%) Cohort BRAF+MEK:i: N=19
N/A 16 (59.3%) Dabrafenib+Trametinib 12 (63%)
Progressié Altres 7 (37%)
Si 18 (66.7%) Cohort immunoterapia: N=38
No 9 (33.3%) Pembrolizumab 5 (62.5%)
Nivolumab 2 (25%)
Ipilimumab 1(12.5%)

Mediana (rang)

TLP (mesos)

SG (mesos)

11,9 (4,7-19,2)
15,2 (5,1-25,3)

RC = Resposta Completa; RP = Resposta Parcial; NR = No Resposta; TLP = Temps lliure de progressio;

SG = Supervivéncia global; N/A = no aplicable
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Del subgrup de pacients tractats amb inhibidors de BRAF+MEK, un 63% es va tractar
amb la combinacié dabrafenib + trametinib. Del subgrup de pacients tractats amb
immunoterapia el 62% es va tractar amb pembrolizumab, el 25% amb nivolumab i només
1 cas amb ipilimumab. Pel que fa a la resposta al tractament, determinada a partir dels
criteris RECIST 1.1, dels 19 pacients tractats amb inhibidors de BRAF+MEK, el 47% va
presentar una resposta parcial (RP), el 21% va presentar una resposta completa (RC),
el 32% no van respondre a la terapia i es va considerar que un 47% va experimentar un
alt benefici clinic. D’altra banda, dels pacients tractats amb immunoterapia, el 25% va
presentar una RP, el 25% una RC i un 50% no van respondre al tractament, considerant
que un 50% dels pacients presentava un alt benefici clinic. A més a més, a la Taula 10
també queden recollides algunes variables cliniques i histopatologiques amb valor
pronostic: nivells de LDH en sang, aixi com gruix de Breslow, index de Clark i la ulceracio

al diagnostic.

L’estat de supervivéencia de la cohort era del 70,4% de casos exitus i un 66,7% de
progressions al tractament. La mediana del TLP d’aquesta cohort era de 11,9 mesos i

la mediana de la SG era de 15,2 mesos (Figura 21).

Temps lliure de progressio Superviveéncia global
cohort pacients inclosos Nanostring cohort pacients inclosos Nanostring
1004 100
L B
(%) (%)
c c
‘D ‘D
2 2
> >
S I
o 504 @ 504
e Mediana=11.9m o Mediana=15.2m
() ()
=S =S
0 L] 1 L] 1 0 L] T L] 1
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Temps (mesos) Temps (mesos)

Figura 21. Corbes de supervivéncia Kaplan-Meier del TLP i la SG de la cohort retrospectiva
(N = 27). Em ambdods grafics es representa el temps amb mesos (m).

Mitjangant I'analisi pel test Txi-quadrat o Fisher, no hem identificat diferéncies
significatives entre les dues cohorts de tractament (terapia dirigida vs immunoterapia)
per a cada variable clinica i histopatoldgica, exceptuant la variable de l'estat de
supervivéncia: els casos exitus eren més elevats en la cohort tractada amb terapia

dirigida (Taula 11). Aixd es podria explicar, en part, perqué presenta un temps des del
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diagnostic més llarg (p=0,03). Es a dir, que en la cohort de terapia dirigida hi havia un
rang de seguiment major que en la d'immunoterapia. Referent al TLP i a la SG, no hi

havia diferéncies significatives entre les dues cohorts.

Taula 11. Caracteristiques cliniques estratificades per cohorts de tractament.

Cohorts de tractament

N =27 N (%) Terapia dirigida  Immunoterapia valor
N =19 N=8 P
Sexe Home 18 (66,7%) 11 (57,9%) 7 (87,5%) 0,21
Dona 9 (33,3%) 8 (42,1%) 1(12,5%)
Edat <60 15 (55,6%) 12 (63,1%) 3 (37,5%) 0,39
>60 12 (44,4%) 7 (36,8%) 5 (62,5%)
LDH (U/l) <300 18 (66,7%) 12 (63,1%) 6 (85,7%) 0,37
>300 8 (26,6%) 7 (36,8%) 1(14,3%)
N/A 1(3,7%)
Breslow (mm) 1-4 7 (25,9%) 7 (53,8%) 0 (0%) 1
>4 7 (25,9%) 6 (46,2%) 1 (100%)
N/A 13 (48,1%)
v 12 (85,7%) 11 (84,6%) 1 (100%)
ks Vo 2(14,3%) 2 (15,4%) 0 (0%) B
N/A 13 (48,1%)
g Si 4 (36,4%) 3 (30%) 1 (100%)
Ulceracié No 7 (63.6%) 7 (70%) 0 (0%) 0.36
N/A 13 (48,1%)
Progressio Si 18 (66,7%) 14 (73,7%) 4 (50%) 0,37
No 9 (33%) 5 (26,3%) 4 (50%)
Estat supervivéncia Viu 8 (29,6%) 2 (10,5%) 6 (75%) 0,002**
Exitus 19 (70,4%) 17 (89,5%) 2 (25%)
. RC 6 (22,2%) 4 (21%) 2 (25%)
AT e RP 11 (40,7%) 9 (47,3%) 2 (25%) 0,53
NR 10 (37%) 6 (31,6%) 4 (50%)
Benefici clinic Alt 13 (48,1%) 9 (47,3%) 4 (50%) 1
Baix 14 (51,9&) 10 (52,6%) 4 (50%)
Mediana (rang) Tractament
9 Terapia dirigida Immunoterapia p-valor
UGz &l elErresiz 7.7 (2,5-11,8) 8,3 (6,1-10,6) 5,7 (2,5-11,8) 0,03*
(anys)
TLP (mesos) 11,9 (4,7-19,2) 11,9 (3,2-20,7) 4,3 (N/A) 0,87
SG (mesos) 15,2 (5,1-25,3) 11,8 (1,6-22) N/A 0,28

p-valor de 'analisi per test Txi-Quadrat o Fisher; *p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; ***p-valor < 0,001
LDH = lactat deshidrogenasa; N/A = no aplicable; RC = Resposta Completa; RP = Resposta Parcial; NR = No Resposta;
SG = Supervivéncia global; TLP = Temps lliure de progressid
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1.2. Analisi de la supervivéncia en funcié de les variables cliniques i

histopatologiques de la cohort retrospectiva

Per tal de determinar si les variables cliniques i histopatoldgiques de la cohort
retrospectiva tenien un impacte en el TLP i la SG, es va realitzar una analisi univariada
mitjangant un test de regressié de Cox (Taula 12). Es van analitzar les seglents
variables dicotomitzades: sexe, edat, nivells de LDH, gruix de Breslow, index de Clark i
ulceracié. Cap d’aquestes variables tenia un impacte significatiu en la supervivéncia en
la nostra cohort global, no demostrant valor prondstic. D’altra banda, també es van
analitzar les variables d’eficacia: millor resposta al tractament i benefici clinic. Aquestes
si que van mostrar un impacte significatiu en la supervivencia, essent favorables per a
uns millors TLP i SG, assolir una resposta tumoral al tractament, aixi com obtenir

benefici clinic.

Taula 12. Analisi univariada per Regressié de Cox de la cohort retrospectiva.

Variables cliniques i Temps lliure de progressié Supervivéncia global
factors pronostics (95|:’2RCI) o-valor (95';2?0') p-valor
0,6 0,47
Sexe (Home/Dona) (0,231,56) 0,29 (0,18-1,19) 0,11
1,28 1,13
Edat (<60/>60) e 0,61 L e 0,80
LDH (<300/>300 U/l) o e 3 0,72 o 519;?4239) 0,34
Breslow (1-4/>4mm) @ %581) 0,67 @ 2%’?2699) 0,81
35,79 0,21
Clark (IV/V) (0.05.5308) 0,28 (0.054.79) 0,15
Ulceracié (Si/No) @ 215_25526) 0,76 (013’?’; . 0,70
Variables d’eficacia
Millor resposta 5,69 . 0,051 -
(NRIR) (2.14.15,13) 00004 (1,38-6,73) 0,006
Benefici clinic 6,19 . 2,24 ek
(No/Si) (1,19:32,01) S (1,43-3,52) e

p-valor de I'analisi univariada per Regressio de Cox, representat per HR (95%CI) = Hazard Ratio (95%
interval de confianga); *p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; ***p-valor < 0,001 es consideren
estadisticament significatius. LDH = lactat deshidrogenasa.
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2. Analisi dels gens diferencialment expressats segons el benefici clinic en
la cohort retrospectiva estratificada per tractaments: inhibidors de

BRAF+MEK i immunoterapia

Per tal d’identificar els gens diferencialment expressats segons el benefici clinic per a
cada cohort de tractament, us va utilitzar el panell nCounter® PanCancer 10 360™ de
Nanostring®, el qual avalua I'expressié génica de 770 gens associats al tumor, el
microambient tumoral i la resposta immune. En primer lloc, es van seleccionar els gens
diferencialment expressats entre el grup de pacients que presentaven alt benefici clinic
respecte els que presentaven baix benefici clinic (Figura 22), seguint els criteris de
seleccié descrits en l'apartat 1.3.3 de Materials i métodes (p-valor ajustat <0,05 i
log2(FC)<1,5 o0 <-1,5). El llistat de gens que acomplien aquests criteris en la cohort de
pacients tractats amb inhibidors de BRAF+MEK i en els tractats amb immunoterapia,

estan representats en la Taula suplementaria 1 i 2, respectivament.

Aixi, els biomarcadors que complien els requisits descrits anteriorment en la cohort de
pacients tractats amb inhibidors de BRAF+MEK i que la seva expressio s’associava a
un alt benefici clinic eren COL11A2, COMP, IL1B, MS4A6A i APLNR. Per altra banda,
els que la seva expressid s’associava amb baix benefici clinic eren ITGB8, CDH2,
DEFB134, CCL21, LIF i GHR (Figura 22A).

En el cas de la cohort de pacients tractats amb immunoterapia, els marcadors I'expressio
que correlacionaven amb un alt benefici clinic eren WNT5B, HERC6, CD8B, CD19,
CX3CL1, LTB i CCL21; i amb un baix benefici clinic, I'expressié de CCNA1, WNT2,
ANGPT1, CXCL8 i TNFRSF10C (Figura 22B).

Degut a que una de les principals limitacions d’aquest estudi és la reduida mida mostral
de la cohort de pacients tractats amb immunoterapia (8 pacients), els resultats que es
van considerar més robustos eren els obtinguts a partir de la cohort de pacients tractats
amb inhibidors de BRAF+MEK. Llavors, I'estratégia que seguidament es va dur a terme
va ser interrogar en la cohort d'immunoterapia I'estat dels gens seleccionats préviament
en la cohort de tractament amb terapia dirigida, per estudiar si també tenien un impacte

en aquesta ultima.

Es van identificar un set de gens candidats: ITGB8 i DEFB134 estaven significativament
associats a un baix benefici clinic en ambdues cohorts de tractament; I'expressio de
CCL21 i GHR correlacionava significativament amb un baix benefici clinic en la cohort
tractada amb terapia dirigida perd amb un alt benefici clinic en la d'immunoterapia;

finalment, la baixa expressié de CXCL8 correlacionava amb un baix benefici clinic en
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terapia dirigida, perd sobretot s’associava significativament amb un alt benefici clinic

davant el tractament amb immunoterapia.

A)
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Alt benefici clinic vs baix benefici clinic
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Figura 22. Representacio volcano plot dels gens diferencialment expressats segons el nivell de
benefici clinic en els pacients tractats amb A) inhibidors de BRAF+MEK i B) immunoterapia. Els
gens que compleixen els criteris de seleccio (p-valor ajustat < 0,05) i log2(FC)>1,5 o0 >-1,5) es
representen en vermell (major expressié en el grup de pacients amb alt benefici clinic respecte
els de baix) i en blau (menor expressio en el grup de pacients amb alt benefici clinic respecte els

de baix).
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2.1. Identificacié de gens potencials factors pronoéstic en ambdues cohorts
de tractament

En aquest context, es va observar que I'elevada expressié de integrin subunit beta 8
(ITGB8) i Defensin Beta 134 (DEFB134) estava associada a un baix benefici clinic en
ambdues cohorts de tractament, essent aquesta associacio significativa en la cohort de
pacients tractats amb terapia dirigida (Taula suplementaria 1), i observant-se una
tendéncia en la cohort de pacients tractats amb immunoterapia. Els nivells d’expressio

dels gens per ambdues cohorts de tractament es representen a la Figura 23.

Entre la resta de gens analitzats en aquest context, I'elevada expressié de CDH2 i LIF
estava correlacionada de manera significativa amb un baix benefici clinic en la cohort
de pacients tractats amb terapia dirigida (Taula suplementaria 1), perd no mostraven
cap tendéncia en la cohort d'immunoterapia (Figura suplementaria 1). De manera
similar, malgrat la baixa expressio de COL11A2, MS4A6A, COMP i APLNR estava
correlacionada amb un baix benefici clinic de manera significativa en la cohort de
pacients tractats amb terapia dirigida (Taula suplementaria 1), no mostraven cap

tendéncia en la cohort d’'immunoterapia (Figura suplementaria 2).
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Figura 23. Representacié en box plot dels nivells d’expressié de ITGB8 i DEFB134, per grups de
benefici clinic i la resposta al tractament en cada cohort de tractament. BC = Benefici Clinic;
PE/EE = progressid/estabilitzacio (no resposta); RP = resposta parcial; RC = resposta completa.

2.1.1. Impacte de ITGB8 i DEFB134 en la supervivéncia
Per tal de tenir una visié més completa de I'impacte pronostic de ITGB8 i DEFB134 es

va estudiar el TLP i la SG segons I'alta o baixa expressié d’aquests gens en la cohort
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retrospectiva completa. El punt de tall per discriminar entre alta o baixa expressié es va
determinar a partir d’'un valor arbitrari, determinat com a millor punt de tall, que va ser la
mediana. En 'analisi de supervivéncia, segons la funcié log-rank (Figura 24) i I'analisi
univariada de regressioé de Cox (Taula 12), l'alta expressié de ITGB8 i de DEFB134, es
va correlacionar amb un TLP i una SG menys perllongada comparat amb els pacients
amb baixa expressid (Figura 24), corroborant els nostres resultats anteriors del

potencial paper d’ambdds gens com a factors de mal pronostic.
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Figura 24. Corbes Kaplan-Meier del TLP de la cohort completa estratificant per alta o baixa
expressio de ITGB8 i DEFB134.

2.2. ldentificacié de biomarcadors com a potencials factors predictius
d’expressié amb valor oposat entre ambdues cohorts de tractament per a

la seleccid de la millor opcié terapéutica

En aquest context, es van identificar 3 biomarcadors: C-C Motif Chemokine Ligand 21
(CCL21), growth hormone receptor (GHR), i C-X-C Motif Chemokine Ligand 8 (CXCLS8).
L’elevada expressié de GHR i CCL21 estava significativament relacionada amb un baix
benefici clinic en la cohort de pacients tractats amb inhibidors de BRAF+MEK (Taula
suplementaria 1) i, per contra, relacionada amb un alt benefici clinic en els pacients
tractats amb immunoterapia (Taula suplementaria 2). Els nivells d’expressiéo en
ambdues cohorts es representen a la Figura 25. En el cas de CCL21, és important
destacar la clara associacio amb experimentar respostes completes amb baixos i molt
alts nivells d’expressié del gen en la cohort de terapia dirigida i immunoterapia,
respectivament. En la primera, també és molt evident aquesta associacio pel gen GHR.
Addicionalment, també es va estudiar I'expressio de CCL19, ja que forma part del mateix
eix de citoquines que CCL21, en ambdues cohorts de tractament. CCL19 anava en la
mateixa direccio d’expressiéo que CCL21, encara que no de manera significativament

estadistica en la cohort tractada amb inhibidors de BRAF+MEK i amb d’immunoterapia
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(Logz(fold change) = -1,05; p-valor = 0,25 i Logo(fold change) = 4,9; p-valor = 0,12,

respectivament).

D’altra banda, es va correlacionar de manera significativa I'elevada expressio de CXCL8
amb un baix benefici clinic en la cohort de pacients tractats amb immunoterapia (Taula
suplementaria 2), i una expressié contraria en la cohort tractada amb terapia dirigida
(Taula suplementaria 1). En el context de la resposta al tractament, s’observa una clara
correlacio entre aquesta i molt baixos nivells d’expressié de CXCL8 en la cohort tractada
amb immunoterapia (Figura 25). També es va analitzar 'impacte del gen ILB1 en aquest
context, encara que no va mostrar patrons d’expressié clars entre grups d’eficacia en

cap de les dues cohorts de tractament (Figura suplementaria 3).
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Figura 25. Representacio en box plot dels nivells d'expressio de CCL21, GHR i CXCLS8
estratificats per grups de benefici clinic i resposta terapeutica en cada cohort de tractament. BC =
Benefici Clinic; PE/EE = progressid/estabilitzacié (no resposta); RP = resposta parcial; RC =
resposta completa.

2.2.1. Impacte de CCL21, GHR i CXCL8 en la supervivéncia
A partir d’aqui, es va estudiar el valor predictiu d’aquests biomarcadors a través del seu

impacte en el TLP i la SG en cada cohort de tractament (Figura 26).
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En linia amb els resultats mostrats anteriorment, la baixa expressié de CCL27 i GHR es

va correlacionar de manera significativa amb un TLP més perllongat en la cohort de

pacients tractats amb inhibidors de BRAF+MEK.
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Figura 26. Corbes Kaplan-Meier del TLP en la cohort de pacients tractats amb inhibidors de
BRAF+MEK i la cohort de pacients tractats amb immunoterapia estratificant per alta o baixa
expressio de CCL21, GHR i CXCLS.

En la cohort de pacients tractats amb immunoterapia, la correlacié era contraria, encara

que a causa de la baixa mida mostral les diferéncies no eren estadisticament
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significatives. D’altra banda, no s’observaven diferéncies quan es correlacionava el TLP
amb I'expressio de CXCL8 en la cohort de pacients tractats amb inhibidors de
BRAF+MEK. No obstant aix0, l'elevada expressié del biomarcador CXCL8 es
correlacionava de manera estadisticament significativa amb un major TLP en la cohort
de pacients tractats amb immunoterapia, no observant-se cap progressié en aquest
subgrup (Figura 26). Paral-lelament, es van obtenir resultats equivalents per als 3
biomarcadors al valorar la SG (Figura suplementaria 4). El valor predictiu dels
biomarcadors sobre el TLP i la SG es va corroborar en I'analisi univariada mostrada en
la Taula 13.

Taula 13. Analisi univariada per Regressio de Cox.

. Temps lliure de progressié Supervivéncia global
Variables moleculars
HR (95% CI) p-valor HR (95% CI) p-valor
Cohort global (N = 27)
iy 4,11 * 5,68 ok
Expressio ITGB8 (1,372-12,33) 0,01 (1,72:18.73) 0,004
iy 1,4 3,04 *
Expressiéo DEFB134 (0,93-6.2) 0,07 (1,19-7.71) 0,02
Cohort inhibidors de BRAF+MEK (N = 19)
‘a 3,91 " 3 *
Expressiéo CCL21 (1,26-12,1) 0,02 (1,1-8,3) 0,03
L. 3,73 " 2,77
Expressiéo GHR (1,26-11,1) 0,02 (0,99-7,68) 0,05
L. 0,96 0,86
Expressiéo CXCL8 (0,33-2.72) 0,93 (0,33-2,25) 0,76
Cohort immunoterapia (N = 8)
L. 0,17 0,01
Expressié CCL21 (0,02-1,77) 0,14 (0,00-1239) 0,44
. 0,15
Expressiéo GHR (0,01-1,66) 0,12 NA
Expressié CXCL8 NA ; NA -

p-valor de I'analisi univariada per Regressio de Cox, representat per HR (95%Cl) = Harzard Ratio (95%
interval de confianga); *p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; ***p-valor < 0,001 es consideren estadisticament
significatius. NA = no aplicable a causa de la falta d’events, per una N limitada.

2.3. Validacié de la capacitat predictiva de seleccié de la millor opcid

terapeutica dels 3 biomarcadors en forma de signatura

El seglent que vam voler estudiar va ser la capacitat de prediccié d’aquests tres
biomarcadors com a signatura, per a seleccionar el millor tractament a administrar en
cada cas. A la Taula 14 estan descrits els grups d’expressio dels 3 biomarcadors,
considerats com a favorables quant a obtencié de benefici clinic, segons els criteris
establerts per a cada cohort de tractament. Els grups d’expressio per gen estan

dicotomitzats d’acord amb els usats en I'analisi de supervivéncia anterior.
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Taula 14: Factors favorables per a cada biomarcador segons la cohort de tractament.

Classificacié Inhibidors de BRAF+MEK Immunoterapia
CCL21 Baixa expressio Alta expressié
GHR Baixa expressio Alta expressi6

CXCLS8 Alta expressid Baixa expressio

Per estudiar la capacitat predictiva de la signatura formada pels tres biomarcadors
combinats, es van analitzar les corbes de supervivéncia Kaplan-Meier per al TLP segons
I'estat favorable o desfavorable dels 3 gens, establint les seglients categories: tots els
biomarcadors son favorables, dos son favorables, un és favorable o tots son
desfavorables. Tant en la cohort conjunta, com en I'estratificada per tipus de tractament,
tenir els 3 biomarcadors favorables va predir la resposta, amb un TLP més perllongat.
Curiosament, la disminucié del TLP disminuia en correlaci6 amb la pérdua de
biomarcadors en estat favorables. També es van analitzar les cohorts de tractament per

separat i els resultats eren similars (Figura 27).

En aquest escenari, i a través de I'analisi per corbes ROC, els tres biomarcadors com a
signatura presentaven una AUC de 0,88 (p = 0,004), amb un bon valor predictiu positiu
(VPP) de 77,8% i un valor predictiu negatiu (VPN) del 80%. Aquesta analisi es va portar
terme només per a la cohort de pacients tractats amb terapia dirigida, ja que la mida de
la cohort d'immunoterapia era molt reduida per obtenir resultats robustos. A causa que
CXCL8 no semblava tenir un gran impacte en aquesta cohort d’analisi (veure Figura 26;
esquerra-inferior), també es va analitzar la capacitat predictiva d’utilitzar només CCL21
+ GHR per determinar si la signatura tenia poténcia predictiva amb el minim de
biomarcadors. Els resultats de I'AUC i p-valor van ser els mateixos en ambdues analisis.
En canvi, el VPP i VPN en utilitzar tres biomarcadors (VPP = 77,8% i VPN = 80%)
presentava un avantatge respecte utilitzar dos biomarcadors (VPP = 70% i VPN =
77,8%) (Figura 28A-B).
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Figura 27. Corbes Kaplan-Meier del TLP de la signatura dels 3 biomarcadors (CCL21, GHR i
CXCL8) segons les seglents categories: tots favorables, 2 o 1 favorables o tots desfavorables.
Es representa la cohort completa (N = 27; superior) i per tractaments: terapia dirigida (N = 19;
central) i immunoterapia (N = 8; inferior). El p-valor es deriva de la funcié log-rank i es considera
marginalment significatiu (p>0,05 i <1) o significatiu (p<0,05).
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Figura 28. Corbes ROC de la signatura utilitzant els dos biomarcadors GHR + CCL21 (A) i la
signatura utilitzant 3 biomarcadors GHR + CCL21 + CXCLS8 (B) en la cohort de pacients tractats
amb inhibidors de BRAF+MEK.

3. Validacio de la signatura de 3 biomarcadors en una cohort independent
de pacients amb melanoma BRAF mutat tractats amb inhibidors de

BRAF+MEK o immunoterapia

3.1. Inclusié dels pacients i caracteristiques de la cohort prospectiva

Es tracta d’'una cohort independent, recollida de forma prospectiva durant el periode des
de lany 2020 al 2023. En aquesta cohort, els pacients van rebre terapia dirigida
pal-liativa (4 pacients) o immunoterapia en régim adjuvant (14 pacients) o pal-liatiu (8
pacients). Les caracteristiques cliniques més importants de la cohort prospectiva estan
descrites a la Taula 15. Es va calcular la SLR, amb una mediana de 9,71 mesos, per a

la cohort adjuvant, i el TLP per a la cohort pal-liativa, amb una mediana de 3,8 mesos.

Del subgrup de pacients tractats amb immunoterapia adjuvant (N=14), el 57,1% van
sofrir una recaiguda de la malaltia. La majoria dels pacients eren estadi IlIB-C en el
moment del diagnostic, un 64% presentaven tumors amb un Breslow superior a 4 mm, i

un 57% estaven ulcerats.

Dels pacients tractats en régim pal-liatiu, el 67% van rebre immunoterapia i el 62,5%
d’aquests no va mostrar benefici clinic. Només 4 pacients van ser tractats amb inhibidors

de BRAF+MEK, dels quals 3 casos va presentar una NR al tractament.

A més a més, a la Taula 15 també queden recollides les seglients variables cliniques i
histopatoldgiques amb valor prondstic: gruix de Breslow, index de Clark, la ulceracié al

diagnostic i I'estadificacio TNM.
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Taula 15. Caracteristiques cliniques de la cohort prospectiva de I'estudi.

N =26 N (%) N (%)
Sexe Estat supervivéncia
Home 13 (50%) Viu 19 (73,1%)
Dona 6 (23,1%) N/A 7 (26,9%)
N/A 7 (26,9%) Recaiguda / Progressi6
Edat Si 14 (53,8%)
<60 10 (36,5%) No 9 (34,6%)
> 60 9 (34,6%) N/A 3 (11,5%)
N/A 7 (26,9%) Tractament
Breslow (mm) Cohort BRAF+MEK:i: 4 (14,8%)
1-4 6 (23,1%) Cohort immunoterapia: 22 (81,5%)
>4 11 (42,3%) Tractament adjuvant 14 (63,6%)
N/A 9 (34,6%) Tractament pal-liatiu 8 (36,4%)

index de Clark
Il 1 (3,8%) Resposta

Il 3(11,5%)  Cohort BRAF+MEKi: N=4
v 11 (42,3%) RP 1(25%)
V 1(3,8%) NR 3 (75%)
N/A 10 (38,5%) Cohort immunoterapia Adjuvant: N=14
Ulceracio Recaiguda 8 (57,1%)
Si 12 (46,2%) No Recaiguda 6 (42,9%)
No 5(19,2%) Cohort immunoterapia Pal-liativa: N=8
N/A 9 (34,6%) Benefici clinic / No PE 2 (25%)
Estadi No Benefici clinic / PE 5 (62,5%)
IIC 2(7,7%) N/A 1(12,5%)
i 15 (57,7%)
v 8 (30,8%)
N/A 1(3,8%)

RC = Resposta Completa; RP = Resposta Parcial; NR = No Resposta; PE = Progressio

TLP = Temps lliure de progressio; SLR = Supervivéncia lliure de recaiguda; N/A = no aplicable

3.2. Validacio tecnica de I'analisi de biomarcadors per una técnica d’analisi

d’expressio alternativa: Nanostring vs RT-qPCR

Per tal de validar la reproductibilitat dels nostres resultats, vam utilitzar una técnica
d’analisi d’expressi6 alternativa a Nanostring®, la RT-qPCR, que és més directa i més
cost-efectiva en l'entorn clinic. Amb aquesta técnica, vam analitzar els 3 biomarcadors
en la mateixa cohort retrospectiva. L'expressiéo de CXCL8 i CCL21 es van avaluar per
RT-gPCR en 16 de les 27 mostres, ja que el material de les mostres que es van

descartar no tenia prou qualitat. En el cas del gen GHR, aquest no es va poder analitzar
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ja que els nivells d’expressi6 d’aquest gen eren en general baixos i no quedava material
de prou qualitat per a la deteccid, per esgotament de la mostra. Seguidament, es va
calcular la correlaci6 de Spearman per avaluar si es correlacionaven els resultats
obtinguts en el Nanostring® i els obtinguts a partir de la RT-qPCR (Figura 29). Segons
els resultats obtinguts, podem determinar que les dues técniques es correlacionen en
I'expressio dels gens CXCL8 i CCL21 i, per tant, son equivalents. Aixi doncs, aquesta
validacié técnica positiva permetra utilitzar la técnica de RT-qPCR per avaluar
I'expressio dels biomarcadors en la cohort prospectiva de validacio.

CXCL8 CCL21

R=0.62 R=0.72
p=0.013 p=0.002

o
1

Logy2-AACt)_gPCR

&
1
.

T 1 T T
0 5 10 15 0 5 10 15

Log, (counts)_Nanostring Log, (counts)_Nanostring

Figura 29. Correlacié de Spearman dels resultats d’expressio obtinguts per a la mateixa mostra,
mitjancant tecnologia Nanostring® vs RT-qPCR. Pels biomarcadors CXCL8i CCL21 la correlacio
es representa per una recta, indicant el coeficient de correlacio (R) i el p-valor, considerant un p-
valor inferior a 0,05 com a estadisticament significatiu.

3.3. CCL21, GHR i CXCL8 en la cohort prospectiva

Després de la correlacio técnica entre ambdos métodes d’analisi, I'expressio de CCL21,
GHR i CXCLS8 es va analitzar mitjangant RT-qPCR en la cohort de validacio. Degut, en
gran part, a que els protocols clinics han canviat al llarg del transcurs d’aquest projecte,
amb I'aprovacié de la immunoterapia adjuvant en estadis localment avangats de la
malaltia, la majoria de pacients reclutats prospectivament eren tractats en aquest régim
de terapia. De fet, en el régim de tractament de malaltia metastatica, la poca N
aconseguida, no va permetre fer una analisi de validaci6 de biomarcadors en els
pacients tractats amb terapia dirigida, ja que només es comptava amb 4 casos, dels que
tinguéssim teixit tumoral previ al tractament. Pel que fa a la immunoterapia, es van
aconseguir 8 casos que no van poder ser analitzats de forma independent als casos

tractats amb terapia adjuvant.

Per aquests motius, focalitzats en la falta de casos només tractats en el context
metastatic, vam decidir realitzar una analisi exploratoria en el régim adjuvant (N=14) per

determinar si'expressio de CCL21, GHR i CXCLS8, identificats en la cohort retrospectiva,
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també podien postular-se com a biomarcadors d'eficacia en el context de la

immunoterapia adjuvant (Figura 30).

En I'escenari de la terapia adjuvant, GHR i especialment CCL21, van mostrar la mateixa
tendéncia que I'observada anteriorment en I'analisi de la cohort retrospectiva, en el
context de la immunoterapia en régim pal-liatiu: els pacients que no havien recaigut eren
els que presentaven una elevada expressio génica en ambdods casos. Especialment,
aquesta associacio s’observava en CCL21 que mostrava unes diferéncies destacables,
encara que no assolien la significacio estadistica (Figura 30A). Aquesta tendéncia es
mantenia a I'afegir els 8 casos tractats amb immunoterapia en régim pal-liatiu (N=22),
fet que postula CCL21 com un biomarcador d’eficacia per a laimmunoterapia en ambdos
escenaris clinics, en el context adjuvant i en la malaltia metastatica (Figura 30B). Pel
que fa a l'expressid6 de CXCL8, aquesta no es va associar amb eficacia a la
immunoterapia adjuvant. No obstant, s’observava una lleugera tendéncia, en la mateixa
linia que en la cohort retrospectiva, si es tenien en compte només els 8 casos que van
rebre immunoterapia en régim pal-liatiu. Aquests resultats, pero, no eren prou rellevants
per treure conclusions del seu poder com a biomarcador en aquest context (dades no

mostrades).
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Figura 30. Representacio box plot dels nivells d’expressiéo de CCL21, GHR i CXCL8 segons
I'eficacia terapéutica de la immunoterapia. A) Cohort de terapia adjuvant on el benefici clinic del
tractament és valorat per I'estat de recaiguda. B) Cohort de tots els pacients tractats amb
immunoterapia (adjuvants i pal-liatius); en régim pal-liatiu, el benefici clinic correspon a no
experimentar una progressio tumoral (PD). Es va realitzar el test t-student per a determinar si les
diferéncies entre grups eren significatives (p-valor < 0,05).
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3.3.1. Impacte de CCL21, GHR i CXCL8 en la supervivéncia

A continuacid, es va estudiar el valor predictiu d’aquests biomarcadors a través del seu
impacte en la SLR en la cohort de tractament d'immunoterapia adjuvant, aixi com en la
SLR i el TLP, quan s’estudiaven en conjunt la cohort adjuvant i la pal-liativa. En linia
amb els resultats mostrats anteriorment, la baixa expressio de CCL27 es va
correlacionar de manera significativa amb un TLP més curt en la cohort de pacients
tractats amb immunoterapia adjuvant (Figura 31A). De manera similar, en la cohort
mixta (adjuvant i pal-liatiu), CCL27 mostrava la mateixa tendéncia (Figura 31B). Per a
CCL21, es va calcular el tercil 66 dels valors d’expressi6 com a punt de tall per
estratificar-la com a alta o baixa, basant-nos en la correlacié observada entre els casos
amb RC al tractament i els nivells més alts d’expressiéo de CCL27 en la cohort de
descobriment. D’altra banda, l'elevada expressié de GHR, estratificada segons la
mediana, mostrava una tendéncia a tenir una SLR més perllongada. Els resultats eren
similars al tenir en compte la cohort conjunta, sense arribar a la significacié estadistica
en cap dels dos escenaris (Figura 31B). Finalment, no s’observaven diferéncies quant
a supervivéncia entre els dos grups d’expressio de CXCL8 en la cohort de pacients
tractats amb immunoterapia adjuvant o adjuvant i pal-liativa, estratificats pel tercil 33. Es
va utilitzar aquesta estratificacié ja que en la cohort de descobriment tractada amb
immunoterapia els valors més baixos d’expressié eren els que es correlacionaven amb

resposta terapéutica.

Tenint en compte els resultats de validacioé en la cohort prospectiva, el biomarcador més
prometedor a ser factor predictiu d’eficacia terapéutica a la immunoterapia era CCL21,
mostrant a més alta expressié una associacio significativa amb una millor SLR en la
cohort adjuvant. En I'escenari d’aquest subgrup de pacients, es va analitzar si hi havia
algun biaix d’alguna variable clinicopatologica pronodstica entre els dos grups de pacients
estratificats per 'expressié de CCL217. No es van observar diferéncies significatives entre
els dos grups en la majoria de les variables, excepte el sexe, podent assumir que els
grups a comparar estaven compensats, pel que fa a factors pronodstic que poguessin

afectar els nostres resultats (Taula 16).
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Figura 31. Corbes Kaplan-Meier de la SLP en la cohort de pacients tractats amb immunoterapia adjuvant (A) i la SLP i el TLP en cohort de pacients tractats
amb immunoterapia adjuvant + pal-liativa (B). SLR = supervivéncia lliure de recaiguda; TLP = temps lliure de progressio.
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Taula 16. Taula Txi-Quadrat de la cohort prospectiva de pacients tractada amb immunoterapia adjuvant.

Expressié CCL21 (tercil 66)

N =14 N (%) Baixa expressio Alta expressi6 p-valor
N =10 N=4
Home 9 (64,3%) 8 (88,9%) 1 (25%)
Sexe Dona 4 (28,6%) 1(11,1%) 3 (75%) 0.021
N/A 1(7,1%)
<60 7 (50%) 5 (55,6%) 2 (50%)
Edat (anys) > 60 6 (42,9%) 4 (44,4%) 2 (50%) 0,853
NA 1(7,1%)
1-4 4 (28,6%) 2 (22,2%) 2 (50%)
Breslow (mm) >4 9 (64,3%) 7 (77,8%) 2 (50%) 0,317
N/A 1(7,1%)
I 1(7,1%) 0 (0%) 1 (25%)
i 3 (21,4%) 3 (33,3%) 0 (0%)
index de Clark W 7 (50%) 4 (44,4%) 3 (75%) 0,292
v 2 (14,3%) 1(11,1%) 0 (0%)
N/A 1(7,1%)
si 8 (57,1%) 7 (77,8%) 1 (25%)
Ulceracié No 5 (35,7%) 2 (22,2%) 3 (75%) 0,071
N/A 1(7,1%)

p-valor de I'analisi per test Txi-Quadrat o Fisher; *p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; ***p-valor < 0,001
N/A = no aplicable.

Posteriorment, es va realitzar una analisi univariada mitjangant un test de regressio de
Cox, per tal de determinar si les variables cliniques i histopatologiques de la cohort
prospectiva tractada amb immunoterapia adjuvant, tenien un impacte en la SLR. Es van
analitzar les seguents variables dicotomitzades: sexe (home/dona), edat (<60 anys/>60
anys), gruix de Breslow (1-4/>4), index de Clark (<IV/>IV) i ulceracio (si/no) i cap d’elles

presentava un impacte significatiu en la SLR (dades no mostrades).
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RESULTATS ESTUDI I

Estudi de la implicaci6 de biomarcadors no genétics en la resisténcia
adquirida als inhibidors de BRAF+MEK

1. Generacid de linies cel-lulars de melanoma cutani amb resisténcia

adquirida a la combinacioé de dabrafenib + trametinib

Per tal d’obtenir una linia cel-lular resistent a la combinacié de dabrafenib + trametinib,
es va tractar la linia cel-lular de melanoma cutani IGR37, inicialment sensible a aquests
farmacs, a dosis creixents de la combinacié. En el punt de resisténcia, la dosi final de la
combinacio de farmacs s’havia multiplicat 64 vegades respecte a la inicial després
d’aproximadament 8 mesos. Aquest procés es va dur a terme durant el mateix periode
de temps en paral-lel en 3 repliqgues experimentals independents. La ICso de la
combinacioé en la linia sensible i les linies derivades resistents, anomenades IGR37-R1,
IGR37-R2 i IGR37-R3, es mostra en la Figura 32.
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Figura 32. Experiments MTT de les linies IGR37-S vs IGR37-R1, IGR37-R2 i IGR37-R3 sota la
combinacio dels farmacs dabrafenib i trametinib per determinar el grau de resisténcia. p-valor del
test t-student no aparellada; *p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; ***p-valor < 0,001 es considera
estadisticament significatiu.

Breument, la ICsy de la linia sensible (anomenada IGR37-S) era de 0,02nM per
dabrafenib i 0,002nM per trametinib. En les linies resistents la ICso era 597nM per
dabrafenib + 59,7nM per trametinib en la linia IGR37-R1, 869nM per dabrafenib +
86,9nM per trametinib en la linia IGR37-R2 i 455nM per dabrafenib + 45,5nM per
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trametinib en la linia IGR37-R3. En els tres casos, el nivell de resisténcia era
estadisticament significatiu respecte la linia sensible.

Pel que fa al fenotip, la linia IGR37-S presentava una morfologia diferent a les resistents.
Aquestes ultimes presentaven una major mida i una forma més allargada, suggerint que

podien ser cél-lules de caracter més mesenquimal (Figura 33).

IGR37-S IGR37-R1 IGR37-R2
SROSIR RS
@)

~IAT A
S K

[ =7

i

0.32uM Dabrafenib 0.32uM Dabrafenib

DMSO -
0.032pM Trametinib 0.032uM Trametinib 0.032uM Trametinib

Figura 33. Imatges de microscopi optic de la morfologia de les linies cel-lulars IGR37-S, IGR37-
R1, IGR37-R2 i IGR37-R3. Les linies resistents es mantenien en medi amb la concentracié de
farmacs a la que es va establir el nivell de resisténcia final (Microscopi optic; 10X).

2. Analisi mitjangant la técnica de scRNAseq de les alteracions
transcriptomiques involucrades en I'adquisici6 de resisténcia als

inhibidors de BRAF+MEK en el model in vitro de resisténcia adquirida

La técnica de scRNAseq permet estudiar I'expressio génica de cada cél-lula individual i
permet identificar diferéncies entre subpoblacions dins la mateixa mostra. Es van
comparar els gens diferencialment expressats entre les linies cel-lulars IGR37-S i
IGR37-R1. Només es va analitzar la réplica R1 per aquesta técnica a causa del seu cost
i la complexitat de l'analisi de les dades amb la idea de validar els resultats més

prometedors a les répliques —R2 i —R3, per técniques directes.

Finalment, es van identificar les diferéncies en I'expressio génica entre IGR37-S i la
derivada IGR37-R1, aixi com el percentatge de clons cel-lulars que expressaven cada
gen en cada condicid6 (pct). En aquest punt, es van identificar 2876 gens
significativament implicats en I'adquisicié de resisténcia en terapia dirigida (Wilcoxon
test; p-valor (ajustat) < 0,01): 1702 amb expressié augmentada i 1174 amb expressié

disminuida en la condicio resistent.
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3. Analisi integral de dades per a dilucidar els mecanismes adaptatius i de
plasticitat cel-lular implicats en I’adquisicié de resisténcia a terapia dirigida

I la seleccid dels biomarcadors més robustos per a futurs estudis.

3.1. Selecci6 dels gens candidats associats amb I’adquisicié de resisténcia

per I’enriquiment de clons cel-lulars

La técnica scRNAseq permet avaluar no només els canvis en I'expressio (fold change)
sind tambeé els canvis en els percentatges de cél-lules que cada gen concret expressa.
Per tant, per a I'analisi de les dades derivades es plantejaven dos escenaris possibles
per explicar I'expressio diferencial entre el grup de cél-lules sensibles i les resistents: a)
canvis de nivell d’expressio deguts a un enriquiment o empobriment de clons cel-lulars
durant el procés d'adquisicié de resistencia (el numero de clons amb aquestes
caracteristiques és diferent entre IGR37-S i —R1); b) canvis de nivell d’expressié causats
per una desregulacio probablement associada a alteracions genétiques o epigenétiques

(el nombre de clons amb aquestes caracteristiques és similar entre IGR37-S i —R1).

En el nostre estudi ens vam centrar en I'analisi de 'adquisicié de resisténcia deguda a
un enriquiment de subpoblacions cel-lulars, ja presents en la sensibilitat, amb unes
caracteristiques que resulten ser avantatjoses per a la supervivéncia cel-lular o bé que
mitjangant un canvi de fenotip esdevenen avantatjoses i que s’enriqueixen al llarg del
procés de resisténcia (opcio a). En aquesta linia, es van aplicar els criteris de seleccio
descrits anteriorment en I'apartat 2.3.3 de Metodologia [logz(FC) >1,5 o <-1,5; p-valor <
0,01; pctR/pctS > 2 per gens sobreexpressats en resisténcia i pctS/pctR > 2 en els
infraexpressats] i es van identificar 88 gens amb expressié augmentada (Taula
suplementaria 3) i 23 gens amb expressié disminuida (Taula suplementaria 4) al

comparar la condicio resistent vs la sensible.

3.2. Analisi d’Ontologia Génica (GO) dels gens seleccionats

A partir dels llistats de gens seleccionats (apartat 3.1) i amb l'objectiu d’identificar en
quins processos estaven involucrats, es va realitzar una analisi d’'Ontologia Génica (GO)
a través de la generacié de clusters mitjangant I'eina DAVID functional annotation chart.
Els 88 gens amb expressi6 enriquida en la linia cel-lular resistent estaven principalment
implicats en mecanismes d’adhesié i migracié cel-lular, aixi com en la regulacié del
creixement cel-lular (Figura 34A). D’altra banda, els 23 gens amb expressié disminuida
en els clons cel-lulars de la linia resistent, estaven principalment implicats en el procés
de biosintesi de la melanina (DCT, MFSD12, TYRP1, TYR) i diferenciacié dels
melanocits (MLANA, S100, SOX10, MITF, PMEL) (Figura 34B). Aixd suggereix que
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I'adquisicié de resisténcia en el nostre model in vitro esta associada a un procés de

desdiferenciacio de les cél-lules tumorals de melanoma.

3.3. Analisi de GSEA de signatures de plasticitat fenotipica

A partir de I'observacié d’'una pérdua de clons cel-lulars amb expressié de gens de
diferenciacio propis del melanoma, es va assumir una desdiferenciacié cel-lular
associada amb el procés d’adquisicié de resisténcia. Aquesta hipotesi portava a pensar
en canvis de fenotips cel-lulars al llarg del procés. Amb aquesta premissa, es va fer una
analisi de GSEA comparant els gens diferencialment expressats en IGR37-S vs -R1 amb
7 signatures d’expressid génica associades a diferents fenotips cel-lulars. Aquestes
estan caracteritzades a la bibliografia (Taula 5, Introduccio) i associades amb diferents
nivells de resisténcia/sensibilitat a terapia dirigida en melanoma. Tenint en compte el
NES (normalized enrichment score) i el p-valor ajustat (Figura 35), entre les cél-lules
sensibles hi havia un enriquiment de les vies relacionades amb un fenotip “proliferatiu”
(Hoek et al. (239), Verfaille et al. (240)), associat a MITF (Tirosh et al. (229)),
“melanocitic” (Tsoi et al. (230) i Wouters et al. (231) i “hiperactivat’ (Rambow et al. (233)).
D’altra banda, les cél-lules resistents mostraven un enriquiment en els fenotips “invasius”
(Hoek et al. (239), Verfaille et al. (240) i Rambow et al. (233)), associats a AXL (Tirosh
et al. (229)), “desdiferenciat’ (Tsoi et al. (230)) i de tipus “mesenquimal” (Wouters et al.
(231)). També s’observa un enriquiment moderat de clons cel-lulars amb fenotip
“intermedi” tipus “cresta neural” (NCSC) (Rambow et al. (233)), propis de fases

intermedies descrites en el procés d’adquisicié de resistencia (Figura 35).
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Figura 34. Analisi d’'Ontologia Genica (GO) dels gens seleccionats utilitzant I'eina DAVID funcional
annotation chart. Cluster representatiu dels 88 gens amb expressioé enriquida (A) i dels 23 gens
amb expressié disminuida (B) en els clons cel-lulars resistents vs els sensibles. Es van extreure
els termes GO corresponents a processos biologics (BP) (GOTERM_BP_DIRECT), component
cel-lular (CC) (GOTERM_CC_DIRECT) i funcié molecular (MF) (GOTERM_MF_DIRECT) i s’han
representat les 10 vies amb millor p-valor amb el -log+o(p-valor) de cada subgrup.
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Figura 35. Taula amb els resultats del GSEA de les signatures descrites a la bibliografia. A la
figura: “pathway” és el nom de la signatura, “padj” és el p-valor ajustat pel metode de Benjamini-
Hochberg per a comparacions multiples i “NES” és el normalized enrichment score per la mitjana
de mostres aleatories de la mateixa mida.

A més a més de I'analisi de GSEA, es va realitzar un scoring d’aquestes signatures i es
van representar les projeccions UMAP per tal de visualitzar I'expressio de cada signatura
en el conjunt de cél-lules sensibles i resistents. Els resultats van corroborar que les
cél-lules sensibles expressaven, en major nombre de cél-lules i en major nivell,
signatures relacionades amb el fenotip més proliferatiu, melanocitic i diferenciat. En
canvi, les cél-lules resistents expressaven signatures associades a un fenotip de tipus
invasiu, desdiferenciat i mesenquimal (Figura 36 i Figura suplementaria 5). En
aquestes ultimes, també es va observar, de nou, un lleuger enriquiment de fenotips

definits com a intermedis, com el de cresta neural.
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Figura 36. Projeccions UMAP per representar el scoring de les signatures en la poblacié de
cél-lules sensibles i en la linia resistent. El scoring es va realitzar utilitzant la funcié
AddModuleScore() de l'entorn Seurat: les cél-lules sensibles expressaven signatures
relacionades amb el fenotip proliferatiu (Tirosh.MITF6), diferenciat i melanocitic
(Tsoi. MELANOCYTIC11); les cél-lules resistents expressaven signatures associades a un fenotip
de tipus invasiu (Tirosh.AXL7), desdiferenciat (Tsoi.UNDIFF8) i mesenquimal
(Wouters.MES.like13). El grau d’expressio es representa per intensitat de color, correlacionant
el grau més fosc amb major expressié. En el nuvol de punts, cadascun representa un clon
cel-lular.

L’expressi6é dels gens més representatius de cada signatura, associats a cada fenotip
cel-lular, es van estudiar en cada condicié mitjangant la representacio per UMAP. En el
cas del fenotip proliferatiu es destaquen els marcadors: MITF, MLANA, S100B i SOX10.
En linia amb les troballes anteriors, es va observar que aquests estaven més
representats, tant en expressiéo com en percentatge de cél-lules, en els clons cel-lulars
de la linia sensible. Paral-lelament, pel fenotip mesenquimal o desdiferenciat es van
analitzar els marcadors SOX9 i AXL. L'expressio d’AXL estava fortament enriquida en

les cél-lules resistents. En el cas de SOX9, el nombre de clons cel-lulars que
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I'expressaven va ser reduit pero, tot i aixi, superior en la linia resistent respecte els clons

sensibles (Figura 37).
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Figura 37. Representacio UMAP del scoring dels marcadors més representatius de fenotip
proliferatiu (MITF, SOX10, MLANA i S100B) i de fenotip mesenquimal/desdiferenciat (AXL i
S0OX9), en la poblacié de céel-lules sensibles i en les resistents. El scoring s’ha realitzat utilitzant
la funcié AddModuleScore() de I'entorn Seurat. El grau d’expressio es representa per intensitat
de color, correlacionant el grau més fosc amb major expressié. En el navol de punts, cadascun
representa un clon cel-lular.

Finalment, es va analitzar la preséncia de fenotips intermedis: SMC (fenotip de transicio
cap a laresistencia o desdiferenciacié) mitjangant I'expressié de CD36, que es detectava
en un reduit grup de clons cel-lulars en la linia resistent; fenotip tipus “cresta neural”, a
través de NGFR, AQP1 i GFRA2, que no mostraven expressio ni en les cél-lules
sensibles ni les resistents, fet que indica que els seus clons cel-lulars no es troben en
aquest estat fenotipic, més caracteristic de la fase de tolerancia (Figura suplementaria

6).

4. Identificaciéo d’un biomarcador implicat en I'adquisicié de resisténcia i

validacio de la seva funcio

4.1. Criteris de seleccid del candidat més prometedor: SPOCK1

La caracteritzacié dels fenotips cel-lulars descrits en la bibliografia en el nostre model
de resisténcia in vitro dona robustesa a la hipotesi que I'adquisicio de resisténcia pot ser
deguda a un canvi de fenotip de les cél-lules cap a un fenotip més mesenquimal. Aixo
no obstant, I'objectiu del nostre projecte era identificar biomarcadors involucrats en el

procés d’adquisicio de resisténcia i validar la seva funcié en aquest procés. Aixi mateix,
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el fet d'identificar biomarcadors de resisténcia en el grup de gens amb expressio
augmentada en les cél-lules resistents permet estudiar la seva potencial funcié com a
diana terapeutica. El flux de treball pel qual es van analitzar totes les dades procedents

de l'analisi per la técnica scRNAseq queda resumit a la Figura 38.

Per tant, de la llista dels 88 gens candidats a marcadors de resisténcia descrits
anteriorment, es va fer una cerca bibliografica aplicant els seguents criteris de seleccio:
a) que en la bibliografia s’hagués descrit la implicacio del gen en el desenvolupament
d’altres cancers; b) que tingués implicacio en algun procés de canvi de fenotip i ¢c) es va
valorar que tingués algun rol en la via de les MAPK. Finalment, es va seleccionar el gen
SPARC/osteonectin cwcv and kazal-like domains proteoglycan 1 (SPOCK1) com a
candidat per a 'estudi, ja que complia tots aquests requisits. El gen SPOCK1 ha estat
associat a un pitjor prondstic en el carcinoma de cél-lules renals, cancer d’ovari i
adenocarcinoma de pulmé (280-282), també ha estat involucrat en la progressio del
cancer de mama i del carcinoma hepatocel-lular (283,284) i en la proliferacid, migracio i
invasié del cancer de prostata, del cancer gastric i del cancer de colon (285,286,286). A
més a més, esta implicat en el procés de transicid epiteli mesénquima (EMT)
(281,285,287-290).

IGR37-S IGR37-R1

v v
Gens single cell .
GSEA - 9 —>|  Scoring UMAPs
RNAseq
« Signatures de canvi de fenotip ‘ Wi|COX0n test ’ - Signatures de canvi de fenotip
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« p-valor<0,01

|

2877 gens
1702 gens de 1174 gens de
resisténcia sensibilitat

* Logy(fold-change) >1,50<-1,5
* p-valor ajustat<0,01
* pctR/petS 2 2 o petS/petR 2 2

| b

| 88 gens | | 23 gens ‘
| GO |

* pctR >80% i pctS<10%
« criteris basats en la bibliografia

}

Figura 38. Esquema del flux de treball realitzat per les analisis de les dades procedents de la
técnica scRNAseq.
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4.2. Analisi de I'associacié de I'expressié de SPOCK17 amb els fenotips de
plasticitat cel-lular implicats en I'adquisicié de resisténcia en el nostre

model

El gen SPOCK1, sobreexpressat en la condicié de resisténcia vs la sensible [logz(fold
change) = -1,78], s’expressava en el 85% dels clons cel-lulars resistents davant només

el 5% de les cél-lules sensibles (Figura 39A).
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Figura 39. Expressio de SPOCK1 en els clons cel-lulars sensibles i resistents. A) Representacio
per UMAP del scoring d’expressié del gen SPOCKT. El grau d’expressié es representa per
intensitat de color, correlacionant el grau més fosc amb major expressié. En el nuvol de punts,
cadascun representa un clon cel-lular. En cap d’ambdues condicions SPOCK1 s’expressa en
clusters de clons cel-lulars. B) Nivells d’expressié del gen SPOCK1? en el grup de cél-lules
resistents i sensibles, valorat en cada clon cel-lular de manera individual.

Llavors, es va estudiar si cada clon cel-lular SPOCK1" tenia nivells d’expressié del gen
diferents segons si es trobaven en la linia sensible o la resistent (Figura 39B) i si el quée
feia augmentar I'expressioé del gen era I'increment del nombre de clons positius. Encara
que una part de clons SPOCK1" en la resisténcia presentaven una sobreregulacié de
I'expressio d’aquest, un important percentatge tenien nivells d’expressié del gen similars
als dels clons SPOCK1" de la condicié sensible. Amb aquests resultats preliminars,
podem hipotetitzar que els canvis en I'expressié de SPOCK1 entre cél-lules sensibles i
resistents son deguts a un augment de cél-lules que expressen aquest gen en el grup
de les resistents, juntament amb alteracions de regulacié génica, potencialment
adquirides. Posteriorment, es va avaluar si les cél-lules SPOCK71* del grup de les
sensibles tenien caracteristiques similars a les SPOCK1" resistents mitjangant una
analisi GSEA. En les primeres, es va observar que les signatures “Wouters.MES-like” i

“Tirosh.AXL” estaven també significativament enriquides (Figura suplementaria 7).
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Paral-lelament, per estimar si els clons cel-lulars SPOCK1" de la linia resistent
coincidien en tenir un fenotip mesenquimal, es va correlacionar la seva expressié amb
els gens AXL i SOX9 i amb una signatura de fenotip mesenquimal i es va demostrar que
coexpressaven en els mateixos clons de forma significativa (Figura suplementaria 8A).
Contrariament, I'expressié de SPOCKT no es correlacionava amb I'expressio de MITF,
MLANA i SOX10 (Figura suplementaria 8B).

4.3. Validacié in silico de I'expressio de SPOCK1 en altres models cel-lulars
de resisténcia a inhibidors de BRAF+MEK

Addicionalment a la validacié del rol de SPOCKT en les linies cel-lulars IGR37-S i -R, es
va estudiar I'expressidé d’aquest gen in silico en altres linies cel-lulars de melanoma
cutani. En primer lloc, vam fer una analisi in silico utilitzant les eines facilitades per (231).
En aquest treball, per tal d’estudiar els diferents estats del melanoma, realitzen una
analisi mitjancant la técnica scRNAseq de 9 cultius cel-lulars derivats de teixit de
pacients, les linies MM (240) i la linia cel-lular A375, i classifiquen aquests cultius segons
el seu fenotip cel-lular. Hi havia 7 cultius que expressaven SOX70 i MITF. MMO1,
MMO011, MM031, MM057, MM074, MMO87 i A375. La resta de cultius, MM029, MM047
i MM099, expressaven SOX9, marcador de les cél-lules de melanoma que han fet un
canvi fenotipic cap a un estat desdiferenciat, tipus mesenquimal i resistent a terapia.
Mitjangant I'eina SCope, desenvolupada al Aerts Lab (291) i que permet visualitzar in
silico bases de dades de scRNAseq, vam interrogar I'expressio de SPOCK1 usant les
dades de Wouters et al. en els clons cel-lulars de cada un dels 10 cultius de melanoma
descrits anteriorment. De manera interessant, els tres cultius classificats com a més
desdiferenciats coexpressaven SPOCK1, a diferéncia dels cultius que expressaven
MITF i SOX10 (Figura 40A-B). A més a més, es va realitzar un heatmap a partir de les
dades d’expressio conjuntes o bulkRNAseq per cada linia cel-lular (GSE134432) i es va
estudiar com es relacionava I'expressié de SPOCK1 amb la resta de gens caracteristics
de cada fenotip. Es van utilitzar les dades d’expressié dels gens PMEL, MITF, MLANA i
SOX10, 'expressio dels quals esta associada a fenotips més melanocitics i proliferatius,
aixi com l'expressio de AXL, SOX9, associada a fenotips més invasius, i dels gens
AQP1, S100B, NGFR i CD36, relacionats amb fenotips intermedis. Les linies cel-lulars
es van ordenar a partir de I'expressié de MITF i es va realitzar un heatmap per tal de
clusteritzar els gens de manera no supervisada. Es va observar que el gen SPOCK1
clusteritzava de manera similar a AXL i SOX9, associats al fenotip invasiu i
mesenquimal. D’altra banda, MITF, MLANA i PMEL s’expressaven conjuntament en les

cél-lules associades a fenotips més proliferatius o intermedis (Figura 40B).
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Figura 40. Expressio del gen SPOCKT1 en les linies cel-lulars de melanoma derivades de teixit
de pacients. A) Representacio de I'expressio de SPOCK1 en la visualitzacié per t-SNE de clons
cel-lulars per a cada linia cel-lular (“MM cell lines”), realitzat a partir de I'eina in silico SCope. A
la figura també es representen 'estatus mutacional de BRAF i NRAS, essent “wt” 'abséncia de
la mutacio. L’expressio del gen es representa per gradacio de colors, essent la maxima expressio
representada en vermell, la intermédia en negre fins a la minima, en gris. B) Heatmap de les
linies cel-lulars (eix coordenades) a partir de les dades d’expressié de bulkRNAseq, ordenades
pel nivell d’expressio del gen MITF (de menor a major), i classificant-se com a invasives (lila; N
= 4), intermédies (verd; N = 3) i proliferatives (groc; N = 3). La clusteritzaci6 de I'expressié dels
gens seleccionats (eix ordenades) s’ha fet de forma no supervisada, utilitzant I'entorn R. Els
nivells d’expressié es representen per gradacié de colors, essent la maxima expressiod
representada en vermell, i la minima en blau fosc.
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D’altra banda, es van utilitzar les dades d’expressio provinents del bulkRNAseq efectuat
al treball de (260) (GSE75299). En aquest estudi, van estudiar I'efecte dels inhibidors de
BRAF i MEK en linies cel-lulars de melanoma amb el gen BRAF"®%¢ mutat que eren
préviament sensibles. Per tal de determinar els diferents estats transcripcionals
dinamics que ocorren al llarg del tractament van establir diferents punts temporals de
tractament. En el primer punt es van establir les cél-lules parentals (P) que eren
tractades amb DMSO. En segon lloc, es van determinar les subpoblacions temporals
tractades amb inhibidors de BRAF: les cél-lules tractades durant dos dies (BRAFiID2),
les cél-lules tractades durant diversos dies, anomenades com DTPs (Drug-Tolerant
Persisters) i les tractades durant setmanes, caracteritzades com les DTPPs (Drug-
Tolerant Proliferating Persisters). Finalment, també es van establir les linies a llarg
termini tractades durant mesos o anys amb inhibidors de BRAF o inhibidors de
BRAF+MEK: les linies SDR (single drug resistant) i les DDR (double drug resistant),

respectivament (Figura 41).

A partir de les dades transcripcionals de tots aquests estats, derivats de I'analisi de les
linies cel-lulars de melanoma M238 (Figura 41A), M229 (Figura 41B) i SKMEL-28
(Figura 41C), es va interrogar I'expressido del gen SPOCK1, I'expressio de gens
caracteristics del fenotip melanocitic PMEL, MITF i MLANA i dels caracteristics del
fenotip mesenquimal AXL i SOX9. Les dades d’expressié d’aquests, en els diferents
estats cel-lulars, es va relativitzar a les de I'estat parental (P) i es va representar la ratio
com a logx(fold change). Les dades d’expressié estaven normalitzades a FPKM
(Fragments Per Kilobase Million). L’expressié de SPOCK1 augmentava al llarg del
tractament, en els diferents estats cel-lulars (Figura 41A-C). De manera curiosa, en el
cas de les linies cel-lulars M229 (Figura 41B) i SKMEL28 (Figura 41C) hi havia més
expressio de SPOCKT en les cél-lules tractades només amb inhibidors de BRAF (SDR)
respecte les tractades amb la combinacié d’inhibidors de BRAF+MEK (DDR).
L’expressié de PMEL i MLANA (gens de diferenciacio) disminuia al llarg dels estats
cel-lulars sota el tractament, mentre SOX9 i AXL (fenotip invasiu) augmentava.
Curiosament, en les linies M238, hi ha un increment significatiu de I'expressio de SOX9,
que es produeix entre I'estat cel-lular de pocs dies i poques setmanes de tractament,
perd no existeix una variacio evident dels gens de diferenciacid, ni per contra, del gen
AXL (Figura 41A). Pel que fa a MITF, s’observa una disminucié sota pressio terapéutica
en SKMEL28, en canvi en les linies M238 i M229, I'expressié de MITF disminuia en els
tractaments més curts i després tornava augmentar en els estats a llarg termini, essent

pero, en tots els casos, inferior a les parentals.
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4.4. Validacioé in silico de I'expressiéo de SPOCK1 en cohorts de pacients
tractats amb inhibidors de BRAF+MEK

Finalment, es van analitzar les dades d’expressié genica publicades a la bibliografia en
cohorts de pacients de melanoma per tal de validar si 'expressio de SPOCK1 tenia algun

paper en I'adquisicié de resisténcia a inhibidors de BRAF+MEK en aquest escenari.

En primer lloc, es van analitzar les dades provinents de la cohort GSE77940 (229,292),
que consisteix en les dades d’expressid (bulkRNAseq) de cinc mostres de bidpsies de
pacients amb mutacio en el gen BRAF"°%¢ adquirides abans del tractament i després
de l'aparicid de resisténcia a inhibidors de BRAF i MEK (dabrafenib i trametinib,
respectivament). Es va analitzar si hi havia un increment de I'expressié del gen SPOCK1
després de la resisténcia al tractament comparat amb els nivells previs a aquest.
Curiosament, es va observar que en el pacient 1 (mostrava RC i 18 mesos de SLR), el
pacient 2 (malaltia estable o SD i 10 mesos de SLR), el pacient 4 (RP i 3 mesos de

SLR) i el pacient 5 (RP i 2 mesos de SLR) mostraven un increment de I'expressio de
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SPOCKT1 a la resisténcia a inhibidors de BRAF+MEK comparat amb la mostra abans del
tractament. Només el pacient 6 (SD i 2 mesos de SLR) va mostrar un decrement de
I'expressio de SPOCK1 al comparar la mostra abans del tractament i a la resisténcia.
Per tant, en el 80% dels pacients d’aquesta cohort I'expressié de SPOCK1 era més
elevada en el tumor en el context de la resisténcia que en el tumor no tractat (Figura
42).

d’expressio génica es representen en la
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Una altra cohort de pacients amb melanoma que permet validar I'expressio del gen
SPOCKT1 a la resisténcia a terapia dirigida és la GSE61992 (277). En aquest treball
s’analitzaren teixits procedents de metastasis de 9 pacients amb mutacié del gen
BRAFV"%%% tractats amb la combinacié de dabrafenib + trametinib, en el moment abans
del tractament i a la resisténcia. D’aquests, 6 van presentar un augment de I'expressio
de SPOCKT en la resistéencia comparat amb les mostres prévies al tractament.
Curiosament, el pacient 2 tenia dades de dues progressions diferents i ambdues
mostraven un augment de SPOCK1 a la resisténcia respecte el pretractament. Les
dades cliniques d’aquests pacients es mostren a la Taula suplementaria 5. En
conclusié, en aquesta cohort, el 66% dels pacients mostraven un increment de
I'expressio del gen SPOCK1 a l'adquirir la resisténcia als inhibidors de BRAF+MEK
(Figura 43).
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5. Estudis funcionals in vitro de la implicacié de SPOCK1 en I'adquisici6 de

resisténcia i I'efecte de la seva modulacié per revertir-la

5.1. Validacié de l’expressié del marcador SPOCK7 en les diferents

repliques experimentals de resisténcia per técniques directes

Per tal d’avaluar la funcié del gen SPOCK1 en el marc de la resisténcia a dabrafenib +
trametinib, es van validar els nivells d’expressié de SPOCK1 en les cél-lules IGR37-S i
les tres répliques de la linia cel-lular IGR37 resistent (IGR37-R1, IGR37-R2 i IGR37-R3).
En primer lloc, es va validar I'expressié génica de SPOCK1? mitjangant la técnica RT-
gPCR i es va determinar que SPOCK1 estava significativament més expressat en les
tres linies resistents comparat amb la linia cel-lular sensible (Figura 44A). D’altra banda,
també es va validar I'expressié de proteina mitjangant la técnica de Western Blot,
mostrant una major expressio de SPOCK1 en les linies resistents comparat amb la linia
sensible (Figura 44B).
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Figura 44. Nivells d’expressio genica i proteica de SPOCK1 en les cél-lules IGR37-S, IGR37-R1,
IGR37-R2 i IGR37-R3. A) Expressid relativa de SPOCK1 mesurat mitjancant RT-gPCR (eix
coordenades). Es va utilitzar la $-actina com a control. N = 6 répliques independents. p-valor del
test t-student no aparellada; *p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; ***p-valor < 0,001 es considera
estadisticament significatiu. B) Nivells d’expressio relativa de la proteina SPOCK1 avaluats a
partir de Western Blot (imatge dreta), mitjangant quantificaci6 per ImageStudio™ (eix
coordenades; esquerra). N = 3 repliques independents. Es va utilitzar la $-actina com a control.
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5.2. Generacié d’un model in vitro d’inhibicié de I’expressiéo de SPOCK1 en

les cél-lules resistents IGR37-R1

Posteriorment, es va posar a punt un model per inhibir I'expressié de SPOCK1 en les
linies cel-lulars IGR37-R1 i avaluar la funcié6 de SPOCKT en la resisténcia d’aquestes
cél-lules a la combinacio de dabrafenib + trametinib. La inhibicié de SPOCK1 es va dur
a terme mitjancant la técnica shRNA, ja que no hi havia farmacs disponibles al mercat
que ens permetessin inhibir directament la seva expressio. Com que la técnica shRNA
dona lloc a una disminucié de I'expressidé perd no a una inhibicid completa, aquest
meétode s’assimilaria més a l'inhibicio farmacologica, simulant una diana terapéutica per
revertir la resisténcia a dabrafenib + trametinib. Després d’analitzar per RT-qPCR els
nivells d’inhibicio de SPOCK1 usant 5 constructes diferents, els que van presentar un
major grau d’inhibicié van ser el constructe 93 i el 94 (Figura 45A). Aquests es van
seleccionar per realitzar els estudis funcionals posteriors. Es van utilitzar les cél-lules
IGR37-R1 infectades amb un constructe Non-Target (NT) (shSPOCK1-NT) com a
control. També es va validar la inhibicié proteica de SPOCK1 en els constructes
shSPOCK1-93 i shSPOCK1-94 (Figura 45B).
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Figura 45. Nivells d’expressié génica i proteica de SPOCK1 en les cél-lules IGR37-R1 wild type
(WT), shSPOCK1-NT, shSPOCK1-93 i shSPOCK1-94. A) Expressié relativa de SPOCK1
mesurada per RT-gPCR (eix de coordenades. Es va utilitzar la 3-actina com a control endogen.
N = 3 répliques independents. p-valor del test t-student no aparellada; *p-valor < 0,05; **p-valor <
0,01; ***p-valor < 0,001 es considera estadisticament significatiu. B) Nivells d’expressi6 proteica
relativa de SPOCK1 avaluats a partir de Western Blot (imatge, dreta), mitjangant quantificacio per
ImageStudio™ (eix coordenades; esquerra). N = 3 répliques independents. Es va utilitzar la -
actina com a control endogen.

Les cél-lules WT iles NT mostraven uns nivells d’expressio génica i proteica de SPOCK1
similars entre elles. Els constructes shSPOCK1-93 i 94 presentaven una inhibicié del

70% i el 90%, respectivament, respecte els nivells d’expressié génica de les cél-lules
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shSPOCK1-NT (Figura 45A). De manera similar, els nivells de proteina de SPOCK1
s’havien reduit significativament al 40% i al 80% en shSPOCK1-93 i 94, respectivament,
respecte shSPOCK1-NT (Figura 45B).

5.3. Assajos funcionals in vitro per estudiar el rol de SPOCK1 en el fenotip

de resisténcia

5.3.1. Assajos funcionals de reversio de resisténcia a dabrafenib + trametinib

Una vegada validat el model d’inhibicio in vitro, es van realitzar assajos de viabilitat
cel-lular a partir d’'un banc de dilucions de la combinacié dels farmacs dabrafenib +
trametinib per avaluar sila inhibicié de SPOCKT revertia la resisténcia a aquests farmacs
en aquest model de resisténcia in vitro. Com es pot observar a la Figura 46, les cél-lules
amb SPOCKT inhibit (shSPOCK1-93 i shSPOCK1-94) no van mostrar un augment de
sensibilitat a la combinacio de terapia dirigida, respecte a les control (shSPOCK1-NT),

no demostrant activitat en la reversio de la resisténcia.
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Figura 46. Avaluacio del paper de SPOCK1 en la reversié de resisténcia a terapia dirigida: assaig
de viabilitat cel-lular per la técnica MTT (eix coordenades) a diferents dosis de la combinacié de
dabrafenib + trametinib (eix ordenades), comparant cada una de les condicions experimentals
del model in vitro d’inhibicié del gen. N = 3 répliques independents. p-valor del test t-student no
aparellada; *p-valor < 0,05 es considera estadisticament significatiu.

5.3.2. Assajos de proliferacio

D’altra banda, també es van realitzar assajos de proliferacié mitjangant I'avaluacio de la
viabilitat cel-lular mitjangant 'assaig MTT i es va observar que les cél-lules shSPOCK1-
93 i shSPOCK1-94 proliferaven més lentament comparat amb la condicié control
shSPOCK1-NT. Les diferéncies en proliferaci6 més destacades es van observar entre
les 48h i les 72h, essent significatives entre la condicié shSPOCK1-NT i la shSPOCK1-

93, i mostrant una tendéncia en el cas de shSPOCK1-94 (Figura 47).
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Figura 47. Estudis funcionals de SPOCK1 en el model in vitro de silenciament. Analisi de la
proliferacié cel-lular mitjangant la tecnica MTT per estudiar el rol de la inhibicié de SPOCK1. Els
resultats de OD a les 48h i 72h estan relativitzats a les OD de les 24h i es representen pel fold
change (eix coordenades). N = 3 répliques independents. p-valor del test t-student no aparellada;
*p-valor < 0,05; **p-valor < 0,01; ***p-valor < 0,001 es considera estadisticament significatiu.

5.3.3. Assajos funcionals de migracié i invasio cel-lular

Posteriorment, es va analitzar si la inhibici6 de SPOCKT tenia efecte en la capacitat
migratoria de les cél-lules resistents. De fet, quan es va analitzar la capacitat de migracio
cel-lular a través de la técnica de wound healing, es va observar que les cél-lules amb
SPOCK1 silenciat migraven més lentament que les control shSPOCK1-NT, demostrant
diferéncies estadisticament significatives en les shSPOCK1-94, i una tendencia en les
shSPOCK1-93, a les 12h i a les 24h (Figura 48A). En la mateixa linia, quan es va
analitzar la capacitat de migracié de les ceél-lules mitjangant la técnica de franswell, es
van observar diferéncies significatives, tenint en compte I'area migrada de les cél-lules
shSPOCK1-93 i shSPOCK1-94 comparat amb les shSPOCK1-NT a les 24h.
Considerant I'area migrada de les cél-lules NT com a 100%, la de les cél-lules
shSPOCK1-93 i shSPOCK1-94 va ser d’'un 40% i un 50% respectivament, demostrant

una migracio més lenta (Figura 48B)

Finalment, i utilitzant de nou la técnica de transwell, es va avaluar la capacitat d’invasio
del model cel-lular amb SPOCK1 inhibit i es va observar que aquesta era inferior en les
cél-lules shSPOCK1-93 i principalment en les shSPOCK1-94, en comparacié amb les
shSPOCK1-NT (Figura 48C). En el cas de les shSPOCK1-94, aquesta diferéncia era
estadisticament significativa, essent un 40% inferior a les control. Aquests resultats van
confirmar I'associacié de I'expressié del gen SPOCK7 amb una major capacitat de
migracié i invasio, caracteristiques propies de fenotips cel-lulars de caracter
mesenquimal, afavorint la EMT, i demostrant aixi el seu potencial com a diana
terapéutica en I'adquisicio de resisténcia a inhibidors de BRAF+MEK, quan aquest gen

esta sobreexpressat.
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Figura 48. Estudis funcionals del rol de SPOCK1 en un model in vitro de silenciament. A) Estudi del paper de SPOCK1 en la migracié cel-lular en els diferents
models per la técnica de wound healing, on es representa el % de I'area no ocupada per cél-lules relativa al temps zero (eix coordenades), a diferents temps
(eix ordenades). Imatges de I'area d’obertura de la ferida (delimitada per les linies blaves) per a cada condicio a diferents temps. B) Estudi del rol de SPOCK1
en la migracio cel-lular mitjangant 'assaig de migracio transwell on es representa I'area ocupada per les cél-lules migrades, relativa al control negatiu a les 24h.
Imatges de I'area migrada per a cada condicid a les 24h. Els valors d’area ocupada es van normalitzar a la condicié NT, representant aquesta el 100%
d’expressid. C) Estudi de la funcié de SPOCKT en la invasi6 cel-lular mitjangant 'assaig d’invasio transwell on es representa I'area relativa de cél-lules amb
capacitat d’invasio respecte al control negatiu a les 24h. Imatges de I'area ocupada per cél-lules en cada condicio6 a les 48h. Els valors d’area ocupada es van
normalitzar a la condicié NT, representant aquesta el 100% d’expressié. N = 3 répliques independents. Imatges adquirides amb microscopi optic 4X.
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ESTUDI |

Els pacients amb melanoma cutani avangat amb el gen BRAF mutat, tenen dues opcions
terapéutiques valides en primera linia: la immunoterapia, basada en ICI, o la terapia
dirigida basada en la combinacié d’inhibidors de BRAF+MEK. Tot i que el
desenvolupament d’aquestes terapies ha canviat el paradigma del tractament del
melanoma cutani metastatic BRAF mutat, alguns pacients no obtenen el benefici esperat
amb el tractament administrat. Per aquest motiu, aquest estudi se centra en la
identificacié de biomarcadors moleculars predictius d’eficacia per a la seleccié del millor
d’ambdés tractaments, a partir d’'una cohort de 27 pacients tractats amb aquests régims

de terapia.

Caracteristiques cliniques de la cohort retrospectiva

Pel que fa a la distribucié de les caracteristiques cliniques, les dues subcohorts de
tractament estaven equilibrades, a excepcié de I'estat de supervivéncia en la cohort
tractada amb inhibidors de BRAF+MEK, que tenia un enriquiment significatiu en pacients
exitus. Aquest fet podria explicar-se si es té en compte que el temps de seguiment des
del diagnostic era superior en aquesta subcohort respecte a la d'immunoterapia, i aixd

hauria permés observar més events en aquesta quant a supervivéncia.

Si comparem la nostra subcohort de terapia dirigida amb les incloses en els principals
assajos clinics que van portar a I'aprovacio de la combinacié de dabrafenib + trametinib,
el COMBI-v i COMBI-d (161), els percentatges quant a caracteristiques son similars. En
la nostra subcohort, la mediana d’edat era de 50 anys i amb un 57,9% del total d’homes
i en els esmentats estudis, aquesta era de 55 anys i els homes representaven un 57%.
Els valors de LDH també eren equivalents. Els estudis COMBI mostraven una SLP als
5 anys superior en pacients amb nivells de LDH normals, fet que, curiosament, no vam
observar en la nostra cohort, on els nivells de LDH no tenien un efecte significatiu en la
TLP o la SG, per cap dels dos tractaments. En relacio a I'eficacia del tractament, la taxa
de RC i el TLP va ser també equivalent als de la nostra cohort. En canvi, la comparativa
no era tan similar pel que fa a la supervivéncia global, essent més elevada la dels estudis
clinics. Aquestes diferéncies son justificables, ja que aquests estudis van ser dissenyats
especificament per a demostrar el benefici de la terapia dirigida, amb una mida mostral
adequada. En la nostra cohort, comptem amb un nombre limitat de mostres, amb un
objectiu diferent, enfocat a trobar diferéncies moleculars de forma exploratoria i aquest

fet pot generar alguns biaixos al ser avaluada clinicament.

Pel que fa a la reduida subcohort tractada amb immunoterapia, els percentatges de

distribucio de les diferents variables cliniques també eren equivalents als dels principals
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assajos clinics descrits a la bibliografia (124,125,130,157,158). Cal destacar que el TLP
era superior a I'observat en els esmentats estudis. Novament, aquest fet es pot explicar

per la reduida mida mostral d’aquesta subcohort.

Finalment, I'escenari més interessant a comparar és la distribucio de les caracteristiques
cliniques de la nostra cohort amb les dels estudis DREAMseq i SECOMBIT, ja que
aquests comparaven els régims de tractament de terapia dirigida vs immunoterapia.
Respecte els resultats d’eficacia del DREAMseq (171), la SLP del brag tractat amb
immunoterapia era de 11,8 mesos i de 8,5 mesos en el tractat amb dabrafenib +
trametinib. Aquests resultats sén similars als observats en la nostra cohort, amb una
mediana del TLP de 11,9 mesos i 4,3 mesos, respectivament, essent les diferéncies en

la subcohort tractada amb immunoterapia explicables per la baixa mida mostral.

Tenint en compte el descrit anteriorment, es podria considerar que la nostra cohort esta
equilibrada entre grups a comparar, i que es comporta de forma similar a les cohorts de
melanoma cutani BRAF mutat, tractades amb terapia dirigida o immunoterapia en

primera linia.

Malgrat el nostre objectiu era reclutar 20 mostres de cada grup de tractament i que
finalment es va reclutar un total de 45 mostres, només 27 van poder ser utilitzades per
a l'estudi, i especialment només 8 es van poder analitzar en la branca de pacients
tractats amb immunoterapia. Algunes de les causes van ser que les mostres parafinades
provenien de l'activitat assistencial, el qual implicava que ja havien sigut utilitzades pel
diagnostic i assajos clinics i, per tant, moltes d’elles ja estaven forca gastades i amb
poca representacio tumoral. A més a més, el material no sempre estava en bon estat i
aixo dificultava obtenir extraccions d’ARN de bona qualitat. Aixi mateix, també es va
alentir el reclutament de mostres, tant de la cohort prospectiva com retrospectiva, degut

a la disminuci6 de I'activitat assistencial durant 'época de la pandémia per la covid-19.

Identificacié de gens potencials factors pronostic en ambdues cohorts de
tractament

A partir de l'analisi d’expressié per tecnologia Nanostring®, es pretenien identificar
biomarcadors de seleccioé de la millor opcié terapéutica en primera linia de tractament
del melanoma cutani BRAF mutat. No obstant, es va identificar un grup de gens,
I'expressio dels quals podia predir eficacia terapéutica davant els dos tractaments. El
meés destacat és el comportament de /ITGB8 com a potencial factor prondstic, l'alta

expressio del qual estava associada a un baix benefici clinic i un pitjor pronostic.

ITGB8 és una integrina que té la capacitat d'unir-se selectivament als lligands

extracel-lulars dels péptids associats a la laténcia del factor de creixement transformador
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beta (TGFB) (293,294). ElI TGFB, en el microambient tumoral, promou la
immunosupressié (295) ja que perjudica nombroses funcions dels limfocits T efectors i
promou el desenvolupament i I'estabilitat de les cél-lules T reguladores (Tregs). En la
bibliografia es demostra que ITGB8 és essencial per activar el TGFB produit per les
cél-lules tumorals i promoure 'evasié immune (296). De fet, assenyalen que I'expressio
de ITGB8 en les céllules T infiltrants de tumor (TILs) s’associa amb una baixa
supervivéncia dels pacients, el qual va en la mateixa direccié que els nostres resultats.
Per tant, podriem suggerir que la pitjor supervivéncia dels pacients amb elevada
expressié de ITGBS8 es deguda a I'evasio immune que es desencadena a I'activar TGFf3,

independentment del tractament administrat.

D’altra banda, en la mateixa linia també es va observar que la baixa expressio de
DEFB134 correlacionava amb un TLP i una SG més perllongada. D’aquest gen hi ha
molt poca informacié a la bibliografia, fet que dificulta hipotetitzar sobre els mecanismes
pels quals I'expressié de DEFB134 pot afectar la supervivéncia en el context del
melanoma metastatic. No obstant, la proteina que codifica per aquest gen forma part de
la familia de les defensines, les quals poden estar involucrades en la resposta immune
innata (297).

Identificacio de biomarcadors com a potencials factors predictius per a la seleccio
de la millor opcio6 terapéutica

Com a objectiu principal de I'analisi comparativa d’expressio, finalment es va identificar
a CCL21, GHR i CXCL8 com a potencials factors predictius de la millor opcié terapeutica
en I'escenari descrit. La particularitat que la direccié de I'expressié d’aquests, quant a
benefici clinic, fos contraria entre les dues cohorts de tractament, els postula com
potencials bons biomarcadors d’eficacia per la seleccidé de la millor opcié terapéutica.
Segons les nostres troballes, I'elevada expressio dels gens CCL27 i GHR esta
significativament relacionada amb un baix benefici clinic en la cohort de pacients tractats

amb inhibidors de BRAF+MEK, i per contra, amb un alt benefici clinic a immunoterapia.

CCL21 és una quimiocina lligand del receptor de quimiocina 7 (CCR7), juntament amb
la quimiocina 19 (CCL19). S’ha descrit que aquest eix de quimiocines pot tenir rols
oposats en el cancer segons on estigui expressat: si s’expressa en les cél-lules tumorals
indueix progressio tumoral; en canvi, si s’expressa en les cél-lules immunes, com les
cel-lules dendritiques o les cél-lules T, activa respostes antitumorals (298,299). El grup
de Dubinett i Sharma va proposar que CCL21 afavoreix la localitzacié de cél-lules
dendritiques (DC) activades dins del tumor i que és una estratégia efectiva per restaurar

la presentacié d'antigens (300). Diversos estudis han demostrat que la CCL21 juga un
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paper important en la infiltracié de cél-lules T, la polaritzaci6 de macrofags i la
polaritzacié dels neutrdfils (301,302). De fet, en un treball realitzat amb pacients de
carcinoma hepatocel-lular van determinar que CCL21 podria utilitzar-se com un
biomarcador de resposta a ICl, ja que els elevats nivells de CCL21 en el microambient
tumoral inhibeixen la polaritzacid immunosupressora dels neutréfils (302). Aquests
resultats van en linia amb les nostres troballes, on alts nivells d’expressié d’aquesta,

estan associats amb una resposta completa a immunoterapia.

De forma interessant, en la bibliografia s’ha utilitzat el rol d’aquesta quimiocina en la
modulacié immune per desenvolupar terapies per millorar la resposta a la
immunoterapia (303). De fet, en un estudi de fase | en cancer de pulmo, s’injectaven a
nivell intratumoral cél-lules dendritiques modificades, que expressaven CCL21, fet que
va potenciar la infiltracio de cél-lules T CD8, aixi com la induccié de respostes immunes
especifiques d’antigen en el tumor i un augment de I'expressio de PD-L1 tumoral (304).
Actualment hi ha un altre estudi fase | en marxa on s’estudia I'efecte de la vacunacio in
situ amb cél-lules dendritiques autdlogues modificades per CCL21 (CCL21-DC)
combinades amb pembrolizumab per al CPNM avancat (305). Altres estratégies
terapéutiques que s’han estudiat son I'is d’anti-PD-1 en combinacié amb vacunes
d’ADN incorporant CCL21 recombinant, on s’aconseguien millorar les respostes
immunes antitumorals en un model muri de cancer cervical (306). En conclusio, en el
context del tractament amb immunoterapia es podrien utilitzar algunes d’aquestes
estratégies terapéutiques per incrementar l'eficiéncia de la immunoterapia en el

tractament dels pacients de melanoma.

Pel que fa a la terapia dirigida, I'expressio de CCL21 es relaciona amb una baixa
eficacia. En aquesta linia, resultats descrits en la bibliografia determinen una correlacio
positiva entre I'expressié de CCRY7, receptor del que CCL21 és lligand, i les metastasis
al node limfatic en diferents tipus de cancer (30,307-311). En el cas del cancer de
mama, es va demostrar que les pacients amb elevats nivells de CCR7 experimentaven
una supervivéncia més curta (312). CCR7 pot activar les vies de senyalitzacié de
ERK1/2, PIBK/AKT, Rho GTPases, MAPK i JAK/STAT (299), les quals es caracteritzen
per ser vies alternatives que s’activen durant els processos de resisténcia a terapia
dirigida.

D’altra banda, Sields et al. van demostrar que en un model muri de melanoma, alts
nivells d’expressié de CCL21 en les cel-lules tumorals es correlacionaven amb un
microambient immunotolerant, el qual promovia la progressié tumoral, a través de

l'activacio de l'eix CCR7-CCL21-CCL19. Segons aix0, es podria hipotetitzar que
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impacte de CCL21 com a biomarcador d’eficacia terapéutica podria ser depenent de la
localitzacié intratumoral on s’expressi. De fet, un dels mecanismes de les cél-lules
tumorals per escapar de la vigilancia immune és activar vies que alterin el microambient
tumoral per afavorir l'activacio de Tregs, fet que promou la tolerancia immunologica
(313).

En conclusid, el rol de CCL21 en el creixement tumoral i la immunitat antitumoral s’ha
d’interpretar amb cautela. La induccié de la resposta immune pot ser especifica del
tumor, del microambient o dependent del moment i la quantitat en que s’allibera la
quimiocina (314). Per tant, com a continuacié d’aquesta tesi, seria valuds realitzar
experiments complementaris per determinar I'impacte de la localitzacié de I'expressio
de CCL21 als diferents compartiments intratumorals, aixi com el dels nivells de CCL21
séric per tal d’explicar el seu comportament dual com a biomarcadors predictius
d’eficacia entre el tractament amb immunoterapia o terapia dirigida. A la Figura 49 es

mostra el model proposat pel rol de CCL21 a partir dels nostres resultats i els descrits a

la bibliografia.
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Figura 49. Model proposat del rol de CCL21 en resposta a la immunoterapia i la terapia dirigida
en el melanoma cutani. A) Les quimiocines CCL19/CCL21 activen CCR7 el qual promou la
maduracio de les cél-lules dendritiques i les cel-lules T. B) L’activacio de I'eix CCL19-CCL21-
CCRY7 pot activar vies com ERK, PISK/AKT i JAK/STAT, les quals poden activar la migracio,
invasio i proliferacio. Figura realitzada amb BioRender.

Referent al receptor de 'hormona de creixement (GHR), segons els nostres resultats, la
seva sobreexpressié correlaciona amb un baix benefici clinic i un pitjor TLP a la terapia

dirigida. L’hormona de creixement (GH), la qual esta involucrada en el desenvolupament
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dels organs i la regulacié metabdlica, i el seu receptor (GHR) s’expressen en diferents
cancers, inclds el melanoma. L’accié de GH, a través de la uni6 a GHR, pot implicar
I'activacio de vies com JAK, STAT i SRC, les quals han estat ampliament associades a
resisténcia a inhibidors de la via MAPK (315,316). De fet, ja s’ha descrit que la interaccio
GH-GHR impulsa la resisténcia a la terapia dirigida, el risc de metastasi i la recaiguda
del tumor mitjancant els seglients mecanismes: supressio de I'apoptosi mediada per
GH, l'activacié de les bombes d’eflux multifarmac ABC, el qual provoca una major
capacitat d’eflux dels farmacs, i la induccié de marcadors de cél-lules mare per induir un
canvi de fenotip per adquirir caracteristiques invasives mesenquimals (315,316). D’altra
banda, hi ha una manca d’informacié a la bibliografia a partir de la qual puguem

hipotetitzar sobre I'efecte de I'expressiéo de GHR amb la resposta a la immunoterapia.

Finalment, segons els nostres resultats, I'elevada expressio de CXCL8 es correlaciona
amb un pitjor TLP en la cohort de pacients tractats amb immunoterapia. CXCL8, també
coneguda com IL-8, és una citocina proinflamatoria amb multiples funcions en el
microambient tumoral, com ara reclutar cél-lules immunosupressores cap al tumor,
incrementar I'angiogénesi o promoure la EMT (317). S’ha descrit a la bibliografia la
correlacio entre els nivells de CXCL8 en sérum, la carrega tumoral i la resposta al
tractament en diferents cancers (318). Segons Sanmamed et al. (319), CXCL8 podria
utilitzar-se com a biomarcador en sérum per predir el benefici clinic als ICl en melanoma
i cancer de pulmé no microcitic (CPNM), ja que en els pacients responedors a
immunoterapia, els nivells de IL-8 decreixien entre el moment basal i la millor resposta,
perd augmentaven a la progressio (319). Dos estudis addicionals (320,321) van també
indicar que el nivell de CXCL8 en plasma és un factor desfavorable en laimmunobiologia
tumoral i pot actuar com un biomarcador predictiu independent en pacients que reben
ICls (320). Ambdds assajos reportaven que una major expressio de CXCL8 tumoral
s'associava amb un nivell més alt de CXCL8 en plasma, un TME immunosupressor
enriquit amb mieloides i la supressio de les cel-lules T (320,321). Tots aquests resultats
s’alinearien amb les nostres troballes, malgrat en el nostre estudi observem aquest
fenomen només a nivells basals i en la pega tumoral. Per tant, seria interessant fer un
estudi complementari de I'expressido de CXCL8 en sérum, per tal de determinar si no
només es podria postular com un biomarcador de selecci6 terapéutica siné també si
podria utilitzar-se per monitoritzar el tractament, amb una técnica menys invasiva, a

nivell de sang periférica.

D’altra banda, pel que fa a la relacié de I'expressio de CXCLS8 i la resposta a la terapia
dirigida, hi ha molt poca informacio6 a la bibliografia i els nostres resultats presentaven

una associacié poc robusta. Tanmateix, en la linia de les nostres troballes, Ruiz et al.
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van observar in vitro que la baixa expressid6 de CXCL8 s’associava a resisténcia
adquirida a inhibidors de BRAF+MEK, traduit com una manca d’eficacia del tractament,

perd no presentaven resultats de resposta associada a resisténcia intrinseca (322).

Caracteristiques cliniques de la cohort prospectiva i validacié dels biomarcadors
Per a la validacio dels nostres biomarcadors, es pretenia recollir prospectivament una
cohort de pacients equivalent a la de descobriment. No obstant, no s’ha pogut complir
del tot I'objectiu, en part, per la pandémia provocada pel covid-19, que va limitar la
inclusié de casos, i en major part, degut al canvi de paradigma en el tractament adjuvant
del melanoma cutani. Gracies a l'evidéncia demostrada en diferents assajos clinics
(148,151-153), al llarg de la consecucié del present estudi (entre 2020-2024), els
pacients amb melanoma cutani en estadis lll, seguits dels estadis IIB/IIC, es van
comengar a tractar amb immunoterapia adjuvant. Aquest fet, ha afavorit 'augment de la
supervivencia dels pacients, reduint el nombre de casos en fase metastatica, que era el
context d’Us dels nostres biomarcadors en I'estudi. Per aquest motiu, en la majoria de
casos recollits (14 dels 26 pacients), el bloc tumoral era al diagndstic, previ a rebre
immunoterapia adjuvant, no podent validar els marcadors en el context pal-liatiu, com

estava previst.

En conseqliéncia, es va optar per estudiar de manera exploratoria si els biomarcadors
candidats podien tenir també un efecte predictiu d'eficacia terapéutica en la
immunoterapia adjuvant. Curiosament, I'expressio de CCL21 correlacionava amb no
sofrir una recaiguda tumoral, aixi com amb la supervivencia lliure de recaiguda. Els
resultats obtinguts en terapia adjuvant encaixarien amb les funcions descrites
anteriorment per CCL21 en el context de la immunoterapia pal-liativa (303-306). El fet
que CCL21 tingui també impacte en el context adjuvant, on no existeix tumor
macroscopic, podria fer pensar que el paper predictor positiu de CCL21 enfront la
immunoterapia es produeix en les cél-lules immunes del microambientino a les cél-lules

tumorals, fet que encara emfatitzaria més l'interés d’estudiar-lo en el sérum.

Malgrat no hem pogut validar els nostres resultats en una cohort metastatica, cal
destacar la importancia d’identificar biomarcadors pronostics i predictius d’eficacia a les
terapies disponibles per aquest nou context adjuvant. Igualment, i encara que
actualment la terapia dirigida adjuvant no esta aprovada a Espanya, hi ha diversos
assajos clinics, com el COMBI-AD (142), que reporten una millor supervivéncia també
en pacients BRAF mutats tractats amb dabrafenib + trametinib comparat amb placebo.
Aixi doncs, podriem suggerir també en terapia adjuvant que determinar biomarcadors

amb rol dual per a ambdues terapies, podria identificar pacients que es beneficiarien de
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la terapia dirigida enfront la immunoterapia, podent obrir una nova finestra d’oportunitat
d’aprovacié de la terapia dirigida, que si que esta aprovada a Europa en aquest escenari

clinic.

Es important remarcar que es va utilitzar una técnica d’analisi d’expressié génica directa,
com és la RT-gPCR, amb una alta especificitat i sensibilitat, i ja disponible a la practica
clinica, per a garantir la potencial translacio dels biomarcadors al context hospitalari, de

forma senzilla i cost-efectiva.

ESTUDI I

Canvis de fenotip cel-lular com a mecanisme no genétic d’adquisicié de
resisténcia a terapia dirigida

En el context del tractament del melanoma BRAF mutat metastatic, i en la linia dels
objectius de l'estudi |, el percentatge de pacients que inicialment es beneficien del
tractament amb inhibidors de BRAF+MEK és al voltant d’'un 70%. No obstant aixo, la
majoria d’aquests acaben sofrint una progressio de la malaltia entre els 9-12 mesos de
tractament, a causa de I'adquisicid de resisténcies secundaries. En el present estudi,
ens hem centrat en estudiar mecanismes transcripcionals no genétics implicats en
I'adquisicié de resisténcia a aquesta terapia, utilitzant un model in vitro i una tecnologia
innovadora que permet analitzar I'evolucié tumoral a nivell de cél-lula individual, essent
de gran utilitat per entendre la dinamica d’aquests processos tan complexos, i en els
que intervenen un gran ventall de factors. Gracies a aquesta analisi, vam poder observar
un empobriment de clons cel-lulars amb expressi6 de gens associats amb la
diferenciacio del melanoma en la condicié de resisténcia, i un enriquiment de clons amb
fenotips cel-lulars de tipus “invasiu” i “mesenquimal”’. En aquest context, les nostres
troballes estan en linia amb altres treballs descrits en la bibliografia (194,228-231), que
destaquen la importancia dels canvis de plasticitat cel-lular associats a l'aparicié de
resisténcia al tractament a terapia dirigida en melanoma. Aquests canvis de fenotip
cel-lular com a mecanismes de resisténcia terapéutica s’associen amb I'activacié de
multiples vies que tenen un paper central en l'adaptacio a l'estrés de les cél-lules
canceroses (241). De fet, s’han descrit també en altres tipus de cancer i per altres
terapies (323-327), fet indicatiu que pot ser un mecanisme de resisténcia no només

propi del melanoma i de la terapia dirigida.

Seguint en el mateix escenari, tant el nostre com els treballs publicats coincideixen en
que els melanomes resistents amb cél-lules de fenotip tipus invasiu mostren baixos
nivells d’expressié de MITF perd alts nivells de NF-kB i AXL (328). El balang entre MITF

i AXL ha estat ampliament descrit com un mecanisme adaptatiu de les cél-lules tumorals
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enfront la pressio terapéutica, essent el context MITF®2* | AXL3" caracteristic de la
resisténcia (226,328,329). Aixi doncs, i en linia amb la bibliografia, en I'estat sensible
observem alts nivells d’expressio de MITF i d’altres gens implicats amb la pigmentacio i
amb el llinatge del melanoma com, MLANA, S100B i SOX10, aixi com els baixos nivells
d’AXL (224,230,231,234,330).

En Padquisicio de resisténcia, €s important indagar també en el paper del sistema
immune. La pérdua d’expressio de gens propis de la identitat del melanoma, com sén
MITF, MLANA o S100B, es pot traduir també en una pérdua d’antigens tumorals, fet que
suggereix una pérdua d’accio antitumoral del sistema immune per immunoevasié del
tumor, que afavoriria la seva progressio (271,331). Malgrat el seu interés, aquest punt
no s’ha pogut comprovar en aquesta tesi, per falta de context immunitari en el nostre
model in vitro, perd es podria plantejar amb I'is de models més avangats, basats en

cocultius d’esferoides o in vivo.

Tenint en compte les nostres troballes i les anteriorment publicades, en aquesta tesi
concloem que el canvi de fenotip cel-lular és un important mecanisme d’adquisicié de
resisténcia al llarg del tractament, no essent excloent que se’'n donin daltres
simultaniament. L'enriquiment dels estats cel-lulars més mesenquimals en les cél-lules
resistents podrien ser causats per una seleccio de clons cel-lulars ja preexistents abans
del tractament (darwinia), o bé a una inducci6 lamarckiana, on les cél-lules adoptarien
aquests fenotips com a mecanisme d’adaptacié a la pressié terapéutica, de manera
dinamica i plastica (49). Degut a que en el nostre estudi no hem pogut analitzar els estats
cel-lulars intermedis durant I'adquisicié de resisténcia, no podem afirmar quins sén els
mecanismes que s’estan donant en la fase de tolerancia al farmac, prévia a I'adquisicio
de la resisténcia estable. No obstant, tal i com es descriu bibliograficament,
probablement les cél-lules pateixin canvis adaptatius que comporten I'alentiment del
cicle cel‘lular i caracteristiques propies de les cél-lules de la cresta neural, que
confereixen tolerancia al farmac (194,223,236). De fet, cal destacar que en la nostra
analisi observem un petit enriquiment de clons cel-lulars amb signatures d’estat
intermedi en la resisténcia, en comparacié amb les cél-lules sensibles, on la seva
preséncia és minima, enfortint la viabilitat d’aquesta hipotesi. A més a més, el procés de
resisténcia probablement és analeg al que es produeix en les ceél-lules progenitores
durant el desenvolupament. De manera similar, les cél-lules mare tumorals (CSC) poden
activar gens essencials per la supervivéncia i la proliferacié i en els processos de
resisténcia se segresten aquests programes del desenvolupament, que normalment
també estan silenciats en els processos de diferenciacié i es dona aquest canvi de

fenotip, de sensible a resistent (192,332-335). Malgrat l'interés d’aquests processos,
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I'objectiu d’aquesta tesi esta centrat en I'analisi dels mecanismes que es donen en
'adquisicié de la resisténcia estable, amb una visié més translacional, ja que és en
aquest escenari on podrem incidir en el camp terapeutic, amb el potencial
desenvolupament de noves terapies diana, aixi com identificar biomarcadors que ens

permetin monitoritzar 'aparicié de clons resistents.

Es important remarcar que, mitjangant la técnica scRNAseq, hem obtingut informacié en
el context de sensibilitat i a 'adquisicié de la resisténcia de forma estable, perd no hem
fet un seguiment de si els clons finals/resistents provenen directament dels inicials que
tenien el mateix fenotip cel-lular. Tanmateix, es podria considerar que aquests clons
inicials ja tenien caracteristiques que eren avantatjoses i que per aixo el cultiu cel-lular
resistent s’ha enriquit amb clons d’aquestes caracteristiques, propicies per a la

supervivéncia davant el farmac.

Finalment, cal comentar que s’ha demostrat la importancia dels mecanismes no genétics
en l'adquisicid de resistéencia a aquestes terapies (192-194), perd que en un alt
percentatge de casos, els mecanismes d’adquisicio de resisténcia a terapia dirigida es
donen de manera genética, a través de l'aparici6 de mutacions. Durant les ultimes
décades, els mecanismes genétics han estat el focus principal de la recerca en aquest
camp (336,337). Aquest és un dels motius pels quals aquesta tesi se centra
exclusivament en elucidar els mecanismes transcriptomics i de canvis de fenotip cel-lular
en 'adquisicié de resisténcia, obviant els motius mutacionals. Malgrat aixo, i tenint en
compte la importancia de les mutacions de reactivacié de la via MAPK en la resisténcia
als seus inhibidors, vam realitzar un petit estudi exploratori d’enriquiment d’expressié de
gens de la via en 'estat de resisténcia. En aquest estudi no vam observar cap troballa
destacable, a part d’un enriquiment de I'expressio del gen que codifica per EGFR en els
clons resistents. Igualment, per completar les nostres interessants troballes, seria
d’interés realitzar un estudi genétic del nostre model, per descartar que alguns dels

efectes observats estiguin associats a fenomens mutacionals.

Rol del gen SPOCK1 com a biomarcador de resisténcia adquirida a inhibidors de
BRAF+MEK

Gracies a I'analisi per scRNAseq, vam poder associar I'expressioé del gen SPOCK1 amb
I'adquisicié de resisténcia a terapia dirigida, ja que vam detectar un enriquiment de clons
cel-lulars que expressaven el gen en aquest context. El fet que ja observéssim menys
d’'un 5% de clons que també expressaven el gen en les ceél-lules sensibles, podria
suggerir que s’ha produit una seleccié darwiniana d’aquestes cél-lules, encara que no

podem afirmar que siguin exactament els mateixos clons, ni descartar que aquesta
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caracteristica s’hagi adquirit en la fase de tolerancia. Si ens guiem per les dades
analitzades in silico, on si es podien analitzar estats cel-lulars intermedis, 'expressié de
SPOCK1 augmentava progressivament al llarg de I'adquisicié de la resisténcia, fet que

defensaria la teoria de la seleccio clonal darwiniana.

El que si podem afirmar és que els clons cel-lulars que expressen SPOCK1, tant a les
sensibles com a les resistents, son de fenotip mesenquimal. Aquestes troballes estan
en linia amb la bibliografia, quant a les signatures de plasticitat de fenotip cel-lular ja
descrites (231). En tots els models in vitro analitzats, tant experimentalment com in silico,

SPOCKT1 apareix sobreexpressat en les cél-lules resistents de fenotip mesenquimal.

Pel que fa a 'impacte de SPOCK1 com a biomarcador en I'entorn clinic, malauradament,
en el nostre estudi no es van poder recopilar mostres de pacients en el moment de la
progressié a la terapia, i no es va poder corroborar. No obstant, vam poder replicar
aquest model en dades de pacients procedents de repositoris publics, en les que en un
alt percentatge de casos s’observava 'augment de I'expressid del gen a la progressio
en mostres aparellades, postulant a SPOCK1 com un prometedor biomarcador
d’adquisicié de resisténcia a terapia dirigida, possiblement associada, almenys

parcialment, a la plasticitat cel-lular per canvis de fenotip sota la pressio terapéutica.

Rol del gen SPOCK1 com a potencial diana terapéutica en I'’escenari de
I’adquisicio de resisténcia a terapia dirigida

SPOCKT1 codifica per un proteoglica implicat en diversos processos cel-lulars, incloent
'adhesié i la migracié cel-lular. Pot interactuar amb components de la matriu
extracel-lular i modular el seu entorn promovent canvis en l'adhesié cel-lular i
I'arquitectura citoesquelética (289,338). Diversos estudis han demostrat que SPOCK1
esta sobreexpressat en diferents tipus de cancer, com el cancer de mama, el cancer de

pulmd, cancer colorectal i el glioma (284,339-341).

En la bibliografia s’ha descrit que I'expressi6 de SPOCK17 esta involucrada en la
progressié tumoral en cancer de mama en experiments in vitro i in vivo, aixi com en
carcinoma hepatocel-lular in vitro (283,284). Particularment, en models preclinics de
cancer de mama, es va observar que la inhibici6 de SPOCK1 reduia I'activitat de la via
MAPK, disminuint aixi la capacitat invasiva de les cél-lules tumorals (284). També s’ha
associat a proliferacio, migracio i invasioé tumoral en cancer de prostata, cancer gastric,
cancer colorectal a nivell in vitro i in vivo i cancer de pulmd a nivell in vitro (285—
287,340,342).

Cal destacar que diverses publicacions han reportat la implicaci6 de SPOCK1 en el
procés de EMT in vitro (281,288) i in vivo (285,287,289,290). Mitjangant la via TGF-f3,
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es produeix l'activacio de SPOCK1, que al seu torn regula els factors de transcripcio
Snail i Slug, inductors de la EMT a través de les vies de senyalitzacié de PISK/AKT i
Wnt/B-catenina (289). Aquests resultats estan en linia amb les nostres troballes, que
demostren en el model d’adquisicid de resisténcia a terapia dirigida, que la modulacio
de lI'expressid de SPOCK1 afecta a la capacitat de proliferacié, migracio i invasio
cel-lular, corroborant la seva associacié amb clons cel-lulars mesenquimals i invasius,

que podria explicar-se per la seva implicacié en els fenomens de EMT.

Pel que fa a I'efecte que pot exercir SPOCKT en la via de les MAPK, on actuen els
inhibidors de BRAF i MEK, per entendre el seu impacte directe amb els mecanismes
moleculars d’adquisicio de resistencia, SPOCK1 podria activar vies de senyalitzacié com
PI3K/AKT, que son critiques per a la supervivencia cel-lular i la resisténcia a I'apoptosi
induida per terapia (284,339). Com ha estat ampliament descrit, I'hiperactivacio
d’aquesta via és un mecanisme de resisténcia a aquests inhibidors (242,243). Per tant,
la sobreexpressié de SPOCKT podria incidir en la resisténcia terapéutica a través
d’aquest mecanisme. No obstant aixd, segons els nostres resultats, la inhibicid de
SPOCKT1 no implicaria la reversié de la resisténcia a inhibidors de BRAF+MEK. Aquest
fet ens fa hipotetitzar que I'expressié d’aquest gen potser no té una funcio directa en les
vies moleculars implicades en el procés de resisténcia, sind que seria un efecte
indirecte, a partir de la seva robusta associaci6 amb els fenotips cel-lulars
mesenquimals, seleccionats al llarg del procés de resistencia no genética. Per tant, seria
un biomarcador de resisténcia com a consequiéncia de I'adquisicié d’aquesta per canvi
de fenotip cel-lular de caire invasiu i mesenquimal, més que una alteracié associada

amb la causa molecular de la seva aparicio.

Independentment d’aix0d, i d’acord amb l'efecte que la inhibici6 de SPOCK1? mostra in
vitro, tant en I'alentiment de la proliferacio, com en la progressié tumoral, aquest podria
postular-se com a una potencial diana terapéutica, en el context de I'adquisicié de
resisténcia a la terapia dirigida amb expressié elevada del gen. De fet, a la bibliografia
s’han descrit diferents estratégies per inhibir SPOCK1 farmacoldgicament de forma
indirecta i que podrien utilitzar-se en el context del melanoma. Per exemple, en el treball
de Chien et al., s’ha descrit que la apigenina (4,5, 7-trihidroxi-flavona) pot inhibir la
proliferacio, migracio i invasié de cél-lules de cancer de prostata in vivo i in vitro (287).
En aquest estudi defineixen que la apigenina és una diana directa de SPOCK1 i que
inhibeix les metastasis mitjancant la inactivacié de EMT, la qual s’activa a través de I'eix
Snail/Slug. Una altra estratégia descrita és I'is de microRNAs, que sén petits ARNs no
codificants conservats evolutivament que poden regular I'expressié génica i la traduccio

de proteines. S’han caracteritzat diversos microRNAs com a dianes de SPOCK1, la
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inhibicié de la qual podia regular la progressio, agressivitat i proliferacié en diferents
tipus de cancer (343-346).

No s’ha de perdre de vista pero, que amb la finalitat de validar amb robustesa aquesta
potencial vulnerabilitat terapéutica, seria necessari replicar les nostres interessants
troballes en models més avangats tant in vitro com in vivo. Aixi mateix, testar I'efecte
dels potencials inhibidors de SPOCK1 descrits en la bibliografia o altres directament
associats amb la seva senyalitzacio, per corroborar que podria ser una nova diana
terapéutica candidata en el context del melanoma BRAF mutat resistent a la terapia
dirigida.

Finalment, i a partir de les troballes realitzades durant aquesta tesi doctoral, hipotetitzem
un putatiu model dels mecanismes d’adquisicié de resisténcia a terapia dirigida i del
paper de SPOCK1 (Figura 50).

Sensibilitat a terapia Resisténcia a terapia
dirigida DT Do dirigida
C €
~p B -
S AN > I »
. -
Fenotip melanocitic/ Fenotip NCSCs/ Fenotip mesenquimal/
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t MITF 1CD36
+ MLANA 4+ AXL
t s100B 4 SPOCK1
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Figura 50. Model proposat dels mecanismes d’adquisicié de resisténcia a terapia dirigida en les
cel-lules tumorals de melanoma i la funci6 de SPOCK1 en aquest procés. Breument, la
sobreexpressié de SPOCK1 en la condicié de resisténcia apareixeria com a consequéncia d’'un
augment de clons cel-lulars amb fenotip “invasiu”’/’mesenquimal’, i en aquest context el nostre
candidat actuaria com a potenciador de la transicié epiteli mesénquima, afavorint la proliferacio,
migracio i invasio cel-lular. La inhibici6 de SPOCK1 alentiria aquests processos, essent una
potencial vulnerabilitat terapéutica a la resisténcia a inhibidors de BRAF+MEK. Figura realitzada
amb BioRender.
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LIMITACIONS DEL PROJECTE | ESTRATEGIES FUTURES
Estudi |

La principal limitacié de I'estudi | és la reduida mida mostral de la subcohort tractada
amb immunoterapia en la cohort retrospectiva, aixi com el baix nombre de casos
metastatics en la cohort prospectiva. En el primer punt, i malgrat que es van incloure
meés de 15 casos tractats amb immunoterapia només 8 van poder ser analitzats a causa
principalment de la qualitat de la mostra i del material genétic derivat. Aixd no obstant,
el fet de poder comparar els biomarcadors amb els obtinguts en la subcohort de terapia
dirigida, va augmentar la robustesa d’aquests, podent determinar CCL271 com a un
biomarcador prometedor en el context de la immunoterapia. Respecte a la cohort
prospectiva, el canvi de paradigma en el tractament cap a la terapia adjuvant, que ha
implicat 'augment de pacients metastatics pretractats amb immunoterapia adjuvant, no
ens ha permés validar la signatura de gens amb factor pronostic amb I'objectiu de
seleccionar la millor opcio terapéutica identificada en la cohort de descobriment. Malgrat
aquesta realitat, s’han pogut analitzar en terapia adjuvant que, a dia d’avui, €s un context
clinic de gran interés en el futur de la terapéutica del melanoma. Si més no, els nostres
candidats van ser identificats en un context de malaltia metastatica i per aquest motiu i
com a una de les futures linies de recerca, es reclutaran més mostres de casos
metastatics de forma retrospectiva, tant tractades amb immunoterapia com amb terapia
dirigida. Ho realitzarem amb I'ajut d’'altres centres i en I'entorn del Grupo Espafiol
Multidisciplinar del Melanoma (GEM) per tal d’elucidar la seva rellevancia i potencial

aplicabilitat en la seleccié de la millor opcid terapéutica en la malaltia avangada.

Una altra linia d’interés futur és la validacié dels 3 biomarcados, principalment les 2
quimiocines (CCL21 i CXCL8), en el plasma dels pacients de la cohort prospectiva que
s’han obtingut al llarg del projecte, en diferents punts del tractament, per explorar la
correlacio entre els nivells de quimiocina en el tumor i els alliberats perifericament. Aixo
ens permetra elucidar la possibilitat d’utilitzar aquests biomarcadors per a monitoritzar
I'eficacia terapéutica de manera menys invasiva. Actualment s’esta continuant amb la
recollida de mostres de sang dels casos nous, per tal daugmentar la mida mostral
d’aquest futur projecte. Aixi mateix, especialment en el cas de CCL21, pretenem
identificar en quin compartiment tumoral s’esta expressant, aixi com altres biomarcadors
relacionats amb la seva via. Per estudiar-ho, es realitzara una analisi in situ en algunes
de les mostres parafinades de la cohort retrospectiva mitjangant la técnica spatial

transcriptomics o, en el cas que no sigui possible, la técnica d'immunohistoquimica.

156



Discussio

Estudi ll

Una de les limitacions d’aquest estudi és que els experiments in vitro per estudiar la
resisténcia als inhibidors de BRAF+MEK es van realitzar només en una linia cel-lular i
la seva parella resistent. Encara que vam fer 3 répliques independents per la linia
IGR37-R, per augmentar la robustesa dels candidats, seria important poder validar els
nostres resultats en un altre model de resisténcia. Per aquest motiu, tenim previst
realitzar estudis funcionals en la linia cel-lular MMO74 i la seva parella resistent a
inhibidors de BRAF+MEK, la linia MM074-R, que esta comercialment disponible. La linia
cel-lular MMQ74 prové d'un cultiu primari estabilitzat, de la metastasi del node limfatic
d’'una pacient amb melanoma cutani, que s’ha caracteritzat mitjancant un scRNAseq i
expressa baixos nivells de SPOCK1, ja que s’ha associat a fenotips intermedis o
transitoris (Figura 38). En aquesta linia, volem estudiar si els nivells d’expressio de
SPOCK1 augmenten en la linia resistent i volem realitzar estudis funcionals per validar
si SPOCK1 té també un efecte en la proliferacio, migracié i invasio cel-lular, aixi com en

la reversio de la resisténcia a terapia dirigida.

Encara que hem usat una tecnologia puntera per analitzar la resisténcia no genética a
terapia dirigida en el nostre model, aquesta no ens ha permés estudiar quins canvis
genetics s’han donat. Per aquest motiu, com a continuacié del projecte, tenim previst
dur aterme, en les mostres en el mateix moment de la resisténcia, una analisi mutacional
mitjangant la tecnologia whole exome sequencing (WES), aixi com realitzar una analisi
de l'estat de metilacio per la tecnologia de microarrays d’lllumina. Integrant totes les
dades podrem elucidar si les troballes obtingudes en aquesta tesi sbn només degudes
a causes transcriptomiques i de canvi de fenotip cel-lular, o si hi estan intervenint altres

alteracions de caire (epi)-genétic.

Respecte a la utilitat de SPOCK1 com a biomarcador, una limitacioé del nostre estudi és
no haver aconseguit mostres tumorals de pacients a la progressié del tractament amb
terapia dirigida, per verificar les troballes in vitro. Tot i aixd, hem pogut fer un estudi
exploratori del potencial del nostre biomarcador en dades in silico, corroborant en bona
part les nostres troballes. Per completar I'estudi, i en el marc de la cohort prospectiva
que hem anat recollint, pretenem activar un protocol per recollir mostres tumorals basals
i, en els casos que sigui possible, a la resisténcia a terapia dirigida. En el recull de
mostres aparellades pretenem validar si I'expressi6 de SPOCKT incrementa en la
resisténcia respecte els nivells basals, aixi com realitzar un potencial estudi d’aquest en
biopsia liquida, per a monitoritzar I'efectivitat del tractament durant el temps

d’administracio i detectar I'aparicio de resisténcia de forma primerenca.
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D’altra banda, per tal de dilucidar el potencial impacte de SPOCK1? com a vulnerabilitat
terapéutica, és necessari traslladar els resultats obtinguts en el nostre model cel-lular
2D a models in vitro 3D més avangats, aixi com en models in vivo. El model d’esferoides
es presenta com una bona alternativa, ja que, a més, ens permet estudiar I'efecte de la
inhibicié del gen en la infiltracid immunitaria, mitjangcant un cocultiu amb PBMCs de
pacients. Addicionalment, tenim planejat estudiar I'is d’alguns dels inhibidors de
SPOCKT1 o inhibidors implicats en la seva via d’accié, descrits a la bibliografia, en models
murins per determinar si podrien ser utilitzats com una opcié terapéutica pels pacients

en el context del melanoma resistent a terapia dirigida.

Per identificar aquests inhibidors alternatius volem realitzar una analisi d’alt rendiment
per la tecnica bulkRNAseq entre les linies control (NT) i les cél-lules transfectades que
tenen SPOCKT1 inhibit, per tal d’elucidar les vies de senyalitzacié afectades per la seva

accié i aixi proposar noves dianes terapéutiques en aquest escenari.
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Estudi |

1. L’Analisi de l'expressié génica diferencial entre pacients amb melanoma metastatic
amb mutacio en el gen BRAF, amb diferents nivells d’eficacia terapéutica al tractament
amb terapia dirigida o immunoterapia, ha permeés identificar un conjunt de candidats
(CCL21, GHR, i CXCL8) que es postulen com a biomarcadors, de manera individual i

en forma de signatura, per a la seleccié de la millor opcié terapéutica personalitzada:

1.1. L'expressio augmentada de GHR i CCL21, aixi com I'expressié reduida de
CXCL8 s’associen amb un alt benefici clinic, millor TLP i SG a la terapia dirigida i

tenen I'efecte contrari a la cohort d'immunoterapia.

1.2. L'expressio de GHR, CCL21 i CXCL8 té capacitat predictiva d’eficacia com a

signatura per la seleccié de la millor opci6 terapéutica en la cohort retrospectiva.

2. L’expressié de CCL21 ha demostrat un efecte predictiu positiu davant el tractament
amb immunoterapia adjuvant en una cohort prospectiva independent de melanoma
BRAF mutat localment avancat, postulant-se com un biomarcador d’eficacia terapéutica

prometedor.

2.1. No s’ha validat I'efecte de I'expressio CXCL8 i s’ha observat una tendéncia

en I'expressio de GHR en el regim d’'immunoterapia adjuvant.

2.2. No ha estat possible realitzar la validaci6 del paper dels 3 gens,
individualment o com a signatura, com a biomarcadors de la millor opcio
terapéutica en malaltia metastatica per manca de mida mostral i pel canvi de

paradigma del tractament de la malaltia avangada.
Estudi ll

1. Mitjangant I'analisi transcriptdmica per la técnica de scRNAseq en el model in vitro,
s’ha determinat I'existéncia de mecanismes de resisténcia no genétics, associats a
canvis de fenotip cel-lular en el moment de I'adquisicié de resisténcia estable a terapia
dirigida.
1.1. Mitjangant I'analisi d’ontologia génica, s’ha observat que en I'adquisicio de
resisténcia a terapia dirigida hi ha una pérdua de clons cel-lulars amb expressio
de gens associats a la diferenciacié del melanoma, aixi com un enriquiment de

processos associats a la transicié epiteli mesénquima.
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1.2. L’analisi de GSEA corrobora el canvi de fenotip cel-lular al llarg del procés
de resisténcia, revelant un enriquiment de clons cel-lulars amb fenotip de tipus
‘invasiu” i “mesenquimal’ en la resisténcia, enfront els fenotips “proliferatius” i
“diferenciats” enriquits en els clons sensibles, segons les signatures ja descrites

a la bibliografia.

2. S’ha identificat al gen SPOCK71 com a potencial biomarcador d’adquisicio de
resisténcia a terapia dirigida, ja que la seva expressio esta enriquida en els clons

cel-lulars a la resisténcia.

2.1. L'expressido de SPOCK1, gen préviament associat a la transicio epiteli
meseénquima, correlaciona amb els clons cel-lulars amb fenotip mesenquimal en

el nostre model.

2.2. Aquests resultats es corroboren en dades in silico, tant en altres models
cel-lulars de melanoma, com en mostres tumorals de pacients, que mostren

sobreexpressié del gen a la progressié a la terapia dirigida.

3. No s’ha pogut demostrar la implicacié directa del gen SPOCK7 en els mecanismes
moleculars que provoquen I'adquisicio de resisténcia, ja que la seva inhibicié no provoca

la reversio de resisténcia als inhibidors de BRAF+MEK, no tenint aixi un efecte sinérgic.

4. La inhibicié del gen SPOCK1 produeix un alentiment de la proliferacié cel-lular, aixi
com un decrement de la capacitat de migracio i invasié en la linia resistent. Aquestes
troballes posicionen al gen SPOCK1 com a una potencial diana terapéutica, que es
podria aplicar en el context de la resisténcia a terapia dirigida, amb sobreexpressio del

gen.
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Annex

TAULES SUPLEMENTARIES

Taula suplementaria 1. Gens amb diferéncies d’expressié que compleixen la ratio de Log2(fold
change) >1.5i<-1.5ip-valor <0,05 entre els pacients amb alt benefici clinic vs els de baix benefici
clinic en la cohort de inhibidors de BRAF+MEK, ordenats per p-valor ajustat (test t-student no
apararellada).

LOG,(FOLD CHANGE) P-VALOR

ITGB8 -2,74 0,000114
CDH2 -2,57 0,000232
COL11A2 2,72 0,00449
DEFB134 -2,17 0,00511
CCL21 -2,67 0,00574
LIF -2,03 0,00902
GHR -1,84 0,00998
COMP 1,82 0,02
iL1B 2,08 0,02
MS4A6A 1,77 0,024
APLNR 1,7 0,0273
ESR1 -2,08 0,0346
CXCL8 1,77 0,0422
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Taula suplementaria 2. Gens amb diferéncies d’expressié que compleixen la ratio de Log2(fold
change) >1.51<-1.5i p-valor<0,05 entre els pacients amb alt benefici clinic vs els de baix benefici
clinic en la cohort d'immunoterapia, ordenats per p-valor ajustat (test t-student no aparellada).

LOG,(FOLD CHANGE) P-VALUE

IFITM1 1,87 0,00166
WNT5B 4,41 0,00183
HERC6 2,05 0,0019
CCNA1 2,22 0,00217
WNT2 -3,78 0,00306
ANGPT1 -4,08 0,00343
CDSB 4,01 0,00383
CX3CL1 1,77 0,00427
CXCL8 -6,15 0,00461
CD19 3,88 0,00474
LTB 4,75 0,00487
CCRS 1,52 0,00532
TNFRSF10C -3,58 0,00619
ccL21 4,55 0,00643
VCAM1 1,9 0,00701
CD79A 5,4 0,00709
FAM30A 3,81 0,0073
GZMK 5,5 0,00762
PTGER4 1,92 0,0079
MS4A1 3,81 0,00841
ccL20 -3,52 0,00892
HLA-DQA2 4,77 0,00983
GAS1 1,72 0,00984
CDSA 4,6 0,00993
ITGAL 3,91 0,00997
FOXP3 2,17 0,0101
CD27 4,65 0,0103
CTSW 3,72 0,0107
PPARGC1B 1,93 0,0115
ZAP70 4,1 0,0118
GNLY 4,2 0,0118
HLA-C 2,67 0,0126
HLA-F 3,55 0,0133
SH2D1A 4,54 0,0134
PSMB9 2,88 0,0138
CD6 2,92 0,0141
LAG3 4,27 0,0147
TREM1 3,3 0,0149
CD96 3,25 0,0156
VEGFA -3,18 0,0158
HIF1A -1,65 0,016
STAT1 2,1 0,0161
UBA7 2,86 0,0167
XCL1/2 1,73 0,0168
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CXCL3
NKG7
CD3E
IRF1
JAK2
STC1
NLRCS5
IL2RG
PTGS2
TAPBP
CD3G
SLC11A1
CCL5
PPARG
TAPBPL
CXCL1
TAP1
IL6
IL2RB
CD45R0
TIGIT
CXCL9
CD74
CD244
PSMB10
SOX11
BCL2
CLECL1
CD3D
SELL
OAS2
HLA-DRB1
HRAS
CCL4
IL1B
CXCR3
KLRD1
FCAR
TNFRSF18
FCRL2
IDO1
ICAM3
SOX2
CD45RA
TAP2
TNFSF13
DUSP2
NFKB2

-2,98
4,11
3,87
2,74
2,1
-3,22
2,11
2,62
-3,01
1,52
4,22
-3,06
3,46
-1,99
1,84
-3,53
1,82
-2,56
2,64
2,41
3,66
3,04
2,1
2,42
2,12
-3,89
2,34
3,42
4,03
1,78
1,77
2,56
1,64
2,7
-3,78
2,75
3,42
-2,36
2,8
3,11
2,86
1,55
-5,22
2,94

2,16
2,66
1,84
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0,0169
0,0173
0,0182
0,0183
0,0184
0,0192
0,0194
0,0198
0,02
0,0201
0,0202
0,0204
0,0206
0,022
0,0227
0,0233
0,0234
0,0235
0,0238
0,0247
0,0254
0,0264
0,0265
0,0266
0,027
0,0271
0,0274
0,0275
0,028
0,0288
0,0289
0,0298
0,03
0,0308
0,0317
0,0327
0,0333
0,0337
0,0342
0,0348
0,0348
0,0352
0,0355
0,0368
0,0371
0,0374
0,0382
0,0384
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CSF2RB
CXCL5
LILRB4

MAGEB2
TNFSF8
GBP4
NCR1

PALMD

APOL6
Cc7
THBS1
BIRC3
NGFR

1,81
-3,79
2,26
2,52
1,75
1,71
2,52
1,79
1,54
2,62
-1,66
2,06
2,34
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0,0394
0,0404
0,0414
0,0419
0,0423
0,0437
0,0446
0,0447
0,0447
0,0463
0,0485
0,0485
0,0499
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Taula suplementaria 3. Llistat dels 88 gens sobreexpressats en la linia resistent, seleccionats
com a biomarcadors de resisténcia segons els resultats de I'analisi d'expressié diferencial entre
les cél-lules resistents i les sensibles (Wilcoxon Rank Sum test). Abreviacions: AVG_LOG2FC =
Ratio de la mitja del valor d’expressié del gen en el grup resistent vs el sensible en escala Logg;
%PCT = percentatge de clons cel-lulars sensibles (%PCT.S) i resistents (%PCT.R) que
expressen el gen; P_VAL_ADJ: p-valor ajustat per la correccié de Bonferroni per a comparacions
multiples; PCT.R/PCT.S = Ratio que indica la diferéncia entre els percentatges de clons cel-lulars
que expressen el gen entre ambdues linies.

AVG_LOGFC  %PCT.S %PCT.R P_VAL_ADJ PCT.R/PCT.S

COL5A1 3,10 0,1 98,8 0 988
CD24 2,53 0,1 95,0 0 950
FSCN1 1,99 0,1 89,7 0 897
IL6 2,08 0,1 76,5 0 765
CCL5 3,23 0,1 65,1 0 651
EHD2 2,23 0,2 93,0 0 465
MEG3 2,11 0,2 84,9 0 425
COL3A1 3,61 03 99,1 0 330
FBLIM1 1,68 0,4 83,5 0 209
PCSK2 1,95 0,5 86,8 0 174
F3 2,17 0,7 88,1 0 126
SAA1 2,11 0,6 67,0 0 112
COL1A2 3,87 0,9 99,5 0 111
SLC16A3 1,78 038 86,3 0 108
IFITM2 1,51 08 78,9 0 99
MT1E 3,53 1,1 98,2 0 89
DIO2 1,91 1,0 80,2 0 80
SCG5 1,63 1,4 70,8 0 51
IF127 3,93 2,1 91,0 0 43
S1PR3 1,57 1,9 80,1 0 42
ADM 1,66 1,9 79,0 0 42
IGFBP3 3,36 2,6 98,0 0 38
LOXL2 2,26 2,5 93,8 0 38
SPOCD1 1,54 2,1 7738 0 37
MICAL2 1,67 2,5 82,8 0 33
CRIM1 1,93 3,1 88,9 0 29
MYOF 2,06 3,4 91,6 0 27
BST2 3,11 3,7 99,4 0 27
KRT18 3,48 3,9 98,2 0 25
ITGA1 1,58 3,2 78,0 0 24
DKK1 1,78 3,1 73,2 0 24
SDC4 1,56 3,9 78,8 0 20
SPOCK1 1,78 4,6 85,3 0 19
TAGLN 4,49 5,5 99,3 0 18
IFI44L 1,64 4,5 80,4 0 18
ITGA3 1,79 5,1 87,0 0 17
COL12A1 1,65 5,0 81,7 0 16
IL7R 2,10 5,4 86,8 0 16
IGFBP5 3,69 5,6 86,0 0 15
COL1A1 4,84 71 99,9 0 14
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IFIT3
ITGAS
XAF1
MAP1B
KRT81
COL18A1
SERPINH1
MYADM
C120RF75
TNNT1
GBP1
MME
CCN1
CCDC80
CDC42EP3
MX1
TP53111
PDLIM1
CAV2
COL4A1
TPD52L1
CNN2
RND3
RHOBTB3
TNC
FLNB
SRGN
ZNFX1
MYLK
ZFP36L1
SNAPC1
IGFBP4
CAV1
PRSS23
IL6ST
CAVIN1
CKAP4
FSTLA
ISG15
SELENOM
ZYX
PLK2
VCL
ANXA1
SOD2
IFI6
TPM1
CDC25B

2,45
1,54
1,96
3,03
5,40
1,78
2,56
1,78
1,98
1,73
1,79
1,98
3,33
2,51
1,65
1,78
1,58
1,73
1,77
2,15
1,53
1,54
2,56
2,93
1,60
1,77
1,58
1,51
1,51
2,18
1,80
1,73
4,32
2,10
1,54
3,32
1,83
2,26
3,57
2,16
1,62
1,57
2,31
1,80
1,56
1,57
5,51
1,50

6.4
6.2

8,0

10,6
11,0
10,1
11,4
10,8
11,1
11,4
11,1
11,8
13,1
13,2
12,4
12,9
12,8
13,6
14,3
15,4
14,4
17,7
21,7
22,0
18,4
20,9
20,9
215
20,9
26,2
24,2
25,6
31,0
30,0
27,8
31,8
30,1
31,3
33,2
34,3
33,9
34,8
40,0
39,2
34,3
41,5
47,2
44,4
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Annex

Taula suplementaria 4. Llistat dels 23 marcadors de sensibilitat, amb decrement d’expressio en
la linia resistent vs la sensible (Wilcoxon Rank Sum test). Abreviacions: AVG_LOG2FC = Ratio
de la mitja del valor d’expressio del gen en el grup sensible vs el resistent en escala Logz; PCT
= percentatge de clons cel-lulars sensibles (PCT.S) i resistents (PCT.R) que expressen el gen;
P_VAL_ADJ: p-valor ajustat per la correccié de Bonferroni per a comparacions multiples;
PCT.R/PCT.S = Ratio que indica la diferéncia entre els percentatges de clons cel-lulars que
expressen el gen en ambdues linies.

AVG_LOG2FC %PCT.S %PCT.R P_VAL_ADJ PCT.S/PCT.

TYR 1,63 83,1 0 0 =
SOX10 1,5 80,8 0 0 -
APOD 2,11 79,4 0 0 =

PLP1 1,5 79,4 0 0 -
RAB38 1,72 83,3 0,3 0 277,7
CAPN3 2,18 91,7 2 0 45,9

LHFPL3 AS1 2,28 93,2 2,6 0 35,8

MIA 2,58 96,9 4,1 0 23,6
S100A1 2,77 98,3 54 0 18,2
TYRP1 2,40 85,4 8 0 10,7
MLANA 3,50 98,2 10,2 0 9,6
BCAS3 2,10 93,7 10,2 0 9,2
PMEL 3,78 99,7 12,5 0 8,0
QPCT 1,67 84,6 15 0 5,6

DCT 4,17 99,6 16,1 0 6,2
S100B 4,22 99,9 16,9 0 5,9
FABP5 2,34 96,6 18,5 0 5,2

PIR 1,61 90,2 25,1 0 3,6

MITF 1,52 88,9 27,4 0 3,2

MFSD12 2,12 0,972 0,408 0 2,4
MT-NDAL 1,55 0,953 0,435 0 2,2
MTRNR2L8 1,77 0,972 0,443 0 2,2
ASAH1 1,5 0,932 0,485 0 1,9
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Taula suplementaria 5. Taula de pacients de la cohort GSE61992 inclosos en la validacio in
silico del gen SPOCK1 com a biomarcador de resisténcia, extreta de (277).

Table 1| Patient, treatment outcome and resistance characteristics.

Patient Age/ BRAF Prior Daily RECIST RECIST % PFS 0s Prog Time to Site Resistance MAPK
sex geno MAPKi dose p resp (months) ( ths) no. Prog biopsy mechanism activity”
type (dab/ category (months)
tram)
a 41/M V600E x  300/15 SD 1 26 31 1 28 sQ MEK16128D,
MEK2C1255
€2 27/M V600K  x 300/2 SD -14 31 6.8 1 32 sQ NRASQEIK +
2 4.4 SQ BRAF amp -
c3 44/M V60O Tram-  300/2 SD =2 35 65 1 4.4 Bowel  MEK2C12>5
PD
ca 50/M V600E  x 150t/2 PR - 63 36 129 7 48 Bowel Unknown 4
cs 46/F V600K  x 300/2 PR -53 36 107 1 41 sQ MEK2E207K
NRASGuD
cé 76/F V60OK x  300/2 SD -4 42 52 @ 4.0 sQ NRASQSK -
(o7, 43/M V600E x  150%/2 PR -52 5.3 135 1 6.4  Peritoneum BRAF amp +
c8 67/F V600K  x 300/2 PR -73 89 >335 1 103 SQ Unknown NA
c9 66/M V60OE  x 300/2 PR ~ 9 9.1 >157 1 95 SQ BRAF amp +
Cl10  55/F V600K Dab- 300/2 SD =17 9.2 >400 1 102 Omentum  BRAF amp +
PRY

dab, dabrafenib; F, female; M, male; MAPKi, MAPK inhibitor; NA, data not available; OS, overall survival; PD, progressive disease; PFS, progression-free survival PR, partial response; SD, stable disease;
SQ, subcutaneous; tram, trametinib.
*MAPK activity was determined using gene set enrichment analysis of whole transcriptome data comparing matched pre-treatment (n=9) and Prog (n =10) biopsies. + indicates reactivated and
~indicates inhibited.
{Trametinib 2 mg per day for weeks 1-8 with PD at week 8, CombiDT commenced at week 10.

{Hydroxypropyl methylcellulose preparation.

§1507/0 for 4 weeks, then 1507/2 thereafter.

§Dab 300 mg per day for 31 weeks, with PR at week 6 and PD at week 31. CombiDT commenced 2 weeks later.
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FIGURES SUPLEMENTARIES

INHIBIDORS BRAF+MEK IMMUNOTERAPIA
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o
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Figura suplementaria 1. Candidats descartats com a marcadors prondstic negatius.
Representacié en box plot dels nivells d’expressio dels gens CDH?2 i LIF segons el benefici clinic i
la resposta dels pacients en cada cohort de tractament. Abreviacions: PE/EE =
progressio/estabilitzacié (no resposta); PR = resposta parcial; CR = resposta completa.
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INHIBIDORS BRAF+MEK IMMUNOTERAPIA
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Figura suplementaria 2. Candidats descartats com a marcadors pronostic positius.
Representacié en box plot dels nivells d’expressié dels gens COL11A2, MS4A6A, COMP i
APLNR segons el benefici clinic i la resposta dels pacients en cada cohort de tractament.
Abreviacions: PE/EE = progressid/estabilitzacio (no resposta); PR = resposta parcial; CR =
resposta completa.
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INHIBIDORS BRAF+MEK IMMUNOTERAPIA
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Figura suplementaria 3. Candidat descartat com a marcador de seleccié terapéutica.
Representacié en box plot dels nivells d’expressio del gen ILB1 segons el benefici clinic i la
resposta dels pacients en cada cohort de tractament. Abreviacions: PE/EE =
progressid/estabilitzacié (no resposta); PR = resposta parcial; CR = resposta completa.
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Figura suplementaria 4. Corbes Kaplan-Meier de la SG en la cohort de pacients tractats amb
inhibidors de BRAF+MEK (esquerra) i la cohort de pacients tractats amb immunoterapia
(dreta)estratificant per alta o baixa expressié de CCL21, GHR i CXCL8. ITH = Immunoterapia. Es
considera estadisticament significatiu un p-valor(Log Rank)<0,05. Analisi univariada de Cox:

HR(95%CI) = hazard ratio (95% interval de confianga).
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Hoek et al. 2008
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Figura suplementaria 5. Projeccions UMAP per representar per scoring I'enriquiment de
I'expressio de les signatures més significatives, descrites a la bibliografia (232,234,239,240), en
els clons cel-lulars de la linia sensible i resistent. El scoring es va realitzar utilitzant la funcié
AddModuleScore() de I'entorn Seurat en R. La barra lateral representa el nivell de correlacioé per
una gradacio de lila, essent el més intens el valor major. Les cél-lules sensibles expressaven
signatures de fenotip  proliferatiu  (Hoek.PRO1; Verfaille.PRO3) i diferenciat
(Rambow.HYPERJIff21); les cél-lules resistents expressaven signatures de fenotip de tipus
invasiu (Hoek.INV2; Verfaille.INV4; Rambow.INVASIVE19), i un lleu enriquiment de signatures
de fases intermédies (Rambow.NCSC18; Baron.NC.like).

205



Annex

1 25

UMAP_2
o
o

-2.5
-5.0

Sensible cD36 Resistent 75 Sensible NGFR Resistent

v ] ’

5.0 16

20

11.5 o 25 1ie

: 10 = 00 08

5 05 =2 04

Ho Py 25 i
-5.0

-10 -5 0 5 10 -10 -5 0 10
UMAP_1 UMAP_1
Sensible AQP1 Resistent 75 Sensible GFRA2 Resistent
’ + v

5.0

08 06

04 % 04

f02 3 00 0.2

= P ’

0.0 0.0
-5.0

-10 -5 0 5 10 -10 -5 0 10
UMAP_1 UMAP_1

Figura suplementaria 6. Projeccions UMAP per representar
'expressio dels principals gens implicats en el fenotip intermedi, descrits a la bibliografia, en els
clons cel-lulars de la linia sensible i resistent. El scoring es va realitzar utilitzant la funcio
AddModuleScore() de I'entorn Seurat en R. La barra lateral representa el nivell de correlacio per
una gradacio de lila, essent el més intens el valor major.
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Figura suplementaria 7. Taula amb els resultats de l'analisi per GSEA, per determinar
I'enriquiment de les signatures descrites a la bibliografia en els clons cel-lulars en la linia sensible,
segons 'expressiéo de SPOCK1 (SPOCK1-vs SPOCK1* ), observant en els clons SPOCK1* un
enriquiment de signatures “mesenquimals” i “invasives”. A la figura: “pathway” és el nom de la
signatura, “padj” és el p-valor ajustat pel metode de Benjamini-Hochberg per a comparacions
multiples i “NES” o normalized enrichment score.
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Figura suplementaria 8. Representacié grafica de I'analisi de la correlacié per clon cel-lular de
I'expressié del gen SPOCK1 signatures mesenquimals i gens d’interés implicats en els fenotips
invasiu i proliferatiu en la linia sensible i resistent. A) Projeccions UMAP de I'expressio per clon
cel-lular del gen SPOCK1 (esquerre; vermell),les signatures mesenquimals (mig; verd), i la
coexpressio d’ambdds (dreta). S’observa una coexpressio de SPOCK71 amb fenotips
mesenquimals en la condici6 resistent. B) Representacié grafica de la correlacié per clons
cel-lulars entre I'expressié del gen SPOCK1 (eix ordenades) i els gens AXL, SOX9, MLANA,
MITF i SOX10 (eix coordenades) utilitzant I'eina de R magic. S’observa una coexpressié de
SPOCK1 amb AXL i SOX9, i una correlacié negativa entre SPOCK1 i MLANA, MTIF i SOX10.
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ACTIVITATS | PUBLICACIONS

Presentacions en congressos:

Solé-Blanch C, et al. Gene expression signature as a predictive tool to select between
target therapy or immunotherapy in BRAF-mutated cutaneous melanoma patients. EACR
congress 2023. June 2023, Turin (Italy). Abst. EACR23-1120. Poster.

Solé-Blanch C, et al. Cytokine and chemokine gene expression signature as a predictive
tool to select between target therapy or immunotherapy in BRAF-mutated cutaneous
melanoma patients. EACR “Defense is the Best Attach”. May 2023, Barcelona (Spain).
Poster n.75

Carme Solé-Blanch; Adria Bernat-Peguera; Hedia Tnani; Sofia Espafia; Aram Boada;
Ariadna Quer; Anna Esteve-Codina; José Luis Manzano; Anna Martinez-Cardus.
Deciphering resistance acquisition to BRAF and MEK inhibitors in BRAF-mutated
cutaneous melanoma using an in vitro model at single-cell level. The 19th International
Congress of the Society for Melanoma Research. Society for Melanoma Research. 2022.
Reino Unido. Poster n. P-162

Carme Solé-Blanch; Sofia Espafia; Adria Bernat-Peguera; Aram Boada; Laia Perez-
Roca; Ariadna Quer; Jose Luis Manzano; Anna Martinez-Cardus. Gene expression
signature as a predictive tool to select the best therapeutic choice in BRAF-mutated
cutaneous melanoma patients’ candidate to receive either target therapy or
immunotherapy. EACR Congress. 2022. Espafia. Poster.

Carme Solé-Blanch; Adria Bernat Peguera; Sebastian Moran; Aram Boada; Ariadna
Quer; Sofia Espafia; Laia Perez Roca; José Luis Manzano; Anna Martinez Cardus.
Epigenetic profiling as predictive tool of target therapy efficacy in BRAF-mutated
cutaneous melanoma that received BRAF inhibitors based therapy. EACR congress.
2020. Italia (online). Poster.

Publicacions en revistes indexades:

Ruiz de Porras V, Bernat-Peguera A, Alcon C, Laguia F, Fernandez-Saorin M, Jiménez
N, Senan-Salinas A, Solé-Blanch C, Feu A, Marin-Aguilera M, Pardo JC, Ochoa-de-Olza
M, Montero J, Mellado B, Font A. Dual inhibition of MEK and PI3Kp/5-a potential
therapeutic strategy in PTEN-wild-type docetaxel-resistant metastatic prostate cancer.
Front Pharmacol. 2024 Jan 22;15:1331648. doi: 10.3389/fphar.2024.1331648. PMID:
38318136; PMCID: PMC10838968.

Sun C, Espafa S, Richarz N, Solé-Blanch C, Boada A, Martinez-Cardus A, Chu A, Liu
Z, Manzano JL. Targeted therapy or immunotherapy in BRAF-mutated metastatic
melanoma: a Spanish center's decade of experience. Front Oncol. 2024 Feb
21;14:1322116. doi:  10.3389/fonc.2024.1322116. PMID: 38450188; PMCID:
PMC10915752.

Ruiz de Porras V, Wang XC, Palomero L, Marin-Aguilera M, Solé-Blanch C, Indacochea
A, Jimenez N, Bystrup S, Bakht M, Conteduca V, Piulats JM, Buisan O, Suarez JF, Pardo
JC, Castro E, Olmos D, Beltran H, Mellado B, Martinez-Balibrea E, Font A, Aytes A.
Taxane-induced Attenuation of the CXCR2/BCL-2 Axis Sensitizes Prostate Cancer to
Platinum-based Treatment. Eur Urol. 2021 Jun;79(6):722-733. doi:
10.1016/j.eururo.2020.10.001. Epub 2020 Nov 3. PMID: 33153817; PMCID:
PMC8088452.

Espana Fernandez S, Sun C, Solé-Blanch C, Boada A, Martinez-Cardus A, Manzano
JL. Immunotherapy Resumption/Rechallenge in Melanoma Patients after Toxicity: Do We
Have Another Chance? Pharmaceutics. 2023 Mar 2;15(3):823. doi:
10.3390/pharmaceutics 15030823. PMID: 36986683; PMCID: PMC10052939.
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Assisténcia a congressos:

EACR congress 2023. Juny 2023, Turin, ltalia
EACR “Defense is the Best Attach”. Maig 2023, Barcelona, Espanya.

The 19th International Congress of the Society for Melanoma Research. Society for
Melanoma Research. 2022. Edinburgh, Regne Unit.

EACR Congress. 2022. Sevilla, Espana.
EACR congress. 2020. Italia (online).

Activitats formatives (cursos, seminaris, conferéncies), realitzades durant el
doctorat

Sessions CARE: Aquests seminaris estan organitzats pel programa CARE a I'lGTP. Se
celebren quinzenalment, els dimecres a les 16:00 amb la participacié de ponents locals
i externs que cobreixen aspectes de recerca basica, clinica i translacional del cancer.

Lab meetings RCPB-B-ARGO: Aquestes sessions estan organitzades pels liders dels
grups RCPB i B-ARGO i sén participades només pels membres del grup, que presenten
el seu treball actual amb l'objectiu de discutir-lo amb els seus companys de laboratori.
Se celebren quinzenalment els dimecres a les 15:00.

Coffee talks: Aquestes sessions estan organitzades per I''GTP i estan dirigides
principalment a estudiants de doctorat i postdocs del campus de I'NGTP. Aqui presenten
el seu treball actual.

Seminaris:
3Rs seminars_(CMCiB):

Com escollir el millor analgésic per al teu animal, 11 abril 2024

The importance of selecting the proper mouse strain for your research, 4 Juliol 2023
Preparacié de la documentacié necessaria per a un estudi amb models animals: els
formularis del CEEA

Géttingen Minipigs and it's use as large animal model in Europe, 9 gener 2020

How can computational models benefit biomedical research?, 5 desembre 2019

Modelos murinos inmunodeficientes para estudios de hematopoiesis sana, leucemia
aguda e inmunoterapia, 7 novembre 2019

Cursos:

VIII Curso de Manejo Multidisciplinar del Melanoma, 9 de maig 2024

VIl curs B-ARGO d’immunoterapia: cami de la immunoterapia personalitzada, 4
d’octubre 2023

VII Curso de Manejo Multidisciplinar sobre el Diagndstico y Tratamiento del Melanoma,
5 de maig 2022
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e VI CURS B-ARGO D’'IMMUNOTERAPIA: Avancant en el tractament dels pacients amb
cancer, 2 i 3 de novembre 2022

e VI SYMPOSIUM LIQUID BIOPSY, gener 2021 « 3rd ASEICA EDUCATIONAL
SYMPOSIUM, 23-25 novembre 2021

¢ |l Jornadas de Investigacion Traslacional en Tumores Uroldgicos, 30 i 31 de gener 2020
e Emerging immunotherapies in Cancer, 17 de setembre 2020

e VI Curso de Manejo Multidisciplinar sobre el diagnéstico y Tratamiento del melanoma, 3
de desembre 2020

Altres merits:

e Capacitacié del personal que manipuli els animals utilitzats, criats o subministrats amb
finalitats d'experimentacié i altres fins cientifics, incloent-hi la docencia
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