UNIVERSITAT DE BARCELONA

FACULTAT DE MEDICINA
DEPARTAMENT DE MEDICINA

Programa de Doctorat: MORFOFISIOPATOLOGIA DERMATOLOGICA
(89/91)

TESI DOCTORAL

ESTUDI CLINICOPATOL OGIC ! GENETIC DEL
MELANOMA MALIGNE | DE LA SINDROME
DEL NEVUSDISPLASTIC

Tes presentada per SUSANA PUIG | SARDA per optar a grau

de Doctor en Medicinai Cirurgia

Directors de tesi: Prof. Josep MariaMascar¢ i Ballester

Dr. Xavier Estivill i Pallgja

Barcelona, febrer del 2000



Estudi clinic-patologic i genétic del melanoma i de la sd del nevus displastic




Susana Puig i Sarda

Dedico aquesta tesi a
aquelles persones que estimo

| ja no son aqui.



Estudi clinic-patologic i genétic del melanoma i de la sd del nevus displastic




Susana Puig i Sarda

Agraiments

Agraeixo a Dr. Xavier Estivill totes les hores dedicades a aquest projecte,
tots els coneixements que d’éll he aprés i I’gjuda incondicional as meus

inicis, aixi com el fet d’ haver-me ensenyat a apassionar-me per larecerca.

Al Professor Josep Maria Mascar6 per la co-direccié d’ aguesta tesi. Per ser

font d'estimul i per totala seva gjuda.

A laDra. Teresa Castel, per ser qui va induir-me a iniciar aquest cami, per
oferir-me tota la seva gjuda i coneixements, per donar-me suport en els
moments dificils, per estimular-me a seguir endavant. Per permetre’m

disposar de tots els seus pacients, per la seva col -laboracio en €l diaadia.

A L’AnnaRuiz, sense € treball de laboratori de la qual aguestatesi no seria
presentada, per la seva col -laboraci, per 1a seva dedicacio, per lasevafeina,
pel seu gjut.

A La Conxi Lazaro, per haver-me ensenyat des del principi I'’ABC del
laboratori, pel seu estimul, pel seu dinamisme, pel seu esperit critic, per la
sevaalegria, per la seva amistat.

Al Graeme Walker, per la seva col-laboracio professional, per lainformacio

privilegiada, pels controls enviats, pel seu estimul.
A laDra. Ruth Halaban, per la seva gjuda, col-laboracid i amistat.

Al Juan Antonio Hueto, per tota la seva gjuda incondicional, per haver-me
portat de la ma en els meus inicis informatics, per haver-me dissenyat les
primeres bases de dades, per totes les hores invertides, si no perdudes, de la

nostravida.

A tots els co-autors del articles, per la seva col-laboracié especifica i

incondicional per dur aterme els nostres projectes.

A totala gent del Laboratori de Genética molecular de I’ RO, per haver-me
acceptat entre ells durant anys, per tota la seva col-laboracié dia rere dia,
estant un metge entre investigadors, em van fer sentir com a casa.



Estudi clinic-patologic i genétic del melanoma i de la sd del nevus displastic

A tot el Servel de Dermatologia de I'Hospital Clinic, a Dr. Lecha, atots els
companys que I’integren, atota lainfermeria, al Sr. Fermi Calle, ala Maria
Eugénia, ala Rosdlia, ala Mati i la Magda, cadascl en la seva mesura, en
ocasions anonimes, que han fet possible aquest projecte.

A tots els membres de la Unitat de Melanoma per compartir aquest projecte.

Al Dr. Josep Palou, per haver-me ensenyat histopatologia, pel seu esperit

critic, per la seva col -laboracid, per creure en nosaltres.

Al Dr. Josep Malvehy, per la seva gjuda professional continuada, per la seva
feina de camp indispensable per obtenir resultats, pel seu estimul per seguir

endavant, per la seva amistat.

Al Pere Joan i altres col-laboradors del Servei d’ Estadistica de la Fundacio,
per creure en el nostre projecte i dedicar-s hi.

A la Montse Mila, a la Célia Barnades, a I’ Aurora Sanchez, a la Loli
Jmeénez i d’ altres membres del Laboratori de Genética Molecular del Clinic
amb qui vaig iniciar-me i que encara m'aguden a diari, per la seva
col-laboracio, per lasevafeina, per la seva entrega.

A la meva familia, a la meva mare i la meva germana, as meus fills, as

meus amics, pels centenars d hores robades, per la seva paciencia i

comprensio.

A tots els pacients que han col-laborat de bon grau en els diversos estudis;
sense ells aguest treball no té cap sentit.



Susana Puig i Sarda

INDEX

INTRODUCCIO 11
DEFINICIO DE MELANOMA 12
EPIDEMIOLOGIA 13
CARACTERISTIQUES CLINICO-PATOLOGIQUES 15
NOUS METODES DIAGNOSTICS. MICROSCOPIA D’ EPILUMINISCENCIA 19
EvoLuciO NATURAL DEL MM. PRONOSTIC 20
ETIOPATOGENIA 27
ARTICLE 1 49
FINALITAT DEL TREBALL 51
RESUM DEL TREBALL 52
RESULTATS 53
ARTICLE 2 55
FINALITAT DEL TREBALL 73
RESUM DEL TREBALL 74
RESULTATS 75
ARTICLE 3 77
FINALITAT DEL TREBALL 79
RESUM DEL TREBALL 80
RESULTATS 81
ARTICLE 4 83
FINALITAT DEL TREBALL 85
RESUM DEL TREBALL 86
RESULTATS 87
DISCUSSIO 89




Estudi clinic-patologic i genétic del melanoma i de la sd del nevus displastic

BASES GENETIQUES DEL MELANOMA ESPORADIC 91
MELANOMA FAMILIAR 98
CONCLUSIONS 105
BIBLIOGRAFIA 109
APENDIX 131




Susana Puig i Sarda

Introduccid



Estudi clinic-patologic i genétic del melanoma i de la sd del nevus displastic

10



Susana Puig i Sarda

Introduccio

El melanoma (MM) és la neoplasia cutania més estudiada. Aquest
interés prové de diversos factors. Entre ells destacar I’interes socia per un
cancer, cada cop més frequent (1-19), que pot afectar a persones de totes les
edats, pero sobretot ajoves (13), clarament relacionat amb I’ exposicié a sol
(nou estil de vida) (20-32), i que en quasi un 20% dels casos és mortal
(6,11-12,18-19). L’interes cientific pel melanoma inclou aspectes molt
variats; des de la resposta immunitaria de I" hoste front e tumor fins a les
bases genétiques responsables primeres de qualsevol neoformacid, passant
per I’andlisi dels factors ambientals desencadenants. La present tesi doctoral
va néixer fruit de l'interés per aguest tumor aimentat en la linia
d' assistéencia i recerca que sobre € melanoma existeix a I'HCP i dels
profans coneixements cientifics sobre les bases genétiques de diverses
malalties d’ un dels seus co-directors.

Aquesta introduccié no vol ser un ampli compendi de tots els
coneixements actuals sobre el MM sind que pretén introduir els termes
basics que més endavant es desenvoluparan en €ls articles comentatsi en les
conclusions d’ aguesta tesi.
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Definicié de melanoma

El melanoma és la neoplasia maligna originada en els melandcits. Els
melanadcits sbn unes cél-lules dendritiques d' origen neuroectodermic que es
troben ubicades a nivell cutani entre els queratinocits bassals epidermicsi e
fol-licle pil6s. La principal funcio del melanocit és la produccié de pigment
melanic i la seva distribucié entre els queratinocits. Cada melanocit
subministra melanina a 36 queratindcits constituint una unitat melanica
epidérmica. Pero també es troben melandcits en d’ altres localitzacions com
a la coroides, nervis periférics, cadena simpatica, oida interna,
leptomeninges, etc. La melanina es troba empagquetada en melanosomes que
es col-loquen per damunt dels nuclis dels queratinocits protegint-los dels
efectes carcinogenics de la llum ultraviolada, protegint també de la radiacio
ultraviolada les capes inferiors de la pell.

12



Susana Puig i Sarda

Epidemiologia

Incidencia

L’augment en la incidencia de melanoma en la raga caucasica només és
comparable en I’ augment que presenta la incidencia de carcinoma bronquial
en dones fumadores (1-2). No existeix un registre prou fiable a Catalunya
perd, e nombre de malalts atesos al Servel de Dermatologia de I'HCP per
MM s hatriplicat en els darrers 14 anys.

800+
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1972-80 1981-87 1988-94 1995-98

O n° pacients

7 anys 7 anys 7 anys 4 anys

El risc actual de patir un MM als Estats Units és de 1 cada 76 persones (1 de
cada 70 de raga blanca) front a 1 de cada 1500 que era €l risc a|’any 1930
(12). L’any 1993 € risc de patir un MM abans del 75 anys a Australia erade
1 per cada 27 homes i 1 de cada 36 dones (11). Gracies a les mesures de
fotoproteccio i formacié sanitaria de tota la poblacio, la incidencia de
melanoma en dones australianes comenca a disminuir. EI melanoma és molt
meés freqlent en persones caucasiques (33-34) de fototipus clars (35-36)
molt exposades a la radiacié solar (37) (habitants de zones tropicals i
d’ origen nord-europeu), pero també té una incidéncia preocupant en d’ altres
paisos com el nostre on e clima permet unes exposicions a la llum solar

extremadament altes.
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Mortalitat

La mortalitat global per MM als Estats Units ha seguit augmentant un 2%
anual des del 1950 (6). De fet la supervivencia a 5 anys ha millorat molt en
el melanoma localitzat (estadi 1) del 50% as anys 50, a més del 80% en
I”actualitat (12), perd I’augment en la incidéncia fa que cada any morin més
persones per MM (18-19). D’ atra banda la mortalitat dels casos metastatics
es mantenia constant, aconseguint-se només una discreta milloraen el temps
[liure de malaltia. Actualment, utilitzant les terapéutiques més innovadores,
combinant quimioterapics (DTIC, Cisplati i Vinblasting) amb
immunomoduladors (Interferd alfa i Interleukina-2), s'han aconseguit
respostes de fins a un 60%, que poden perdurar mesos o0 anys en un 10%
dels casos (38-39).
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Caracteristiques clinico-patologiques

Caracteristiques cliniques

Les caracteristiques cliniques del MM queden definides en gran mesura per
la normativa ABCD, és a dir, cal sospitar un MM davant una lesi6 cutania
pigmentada asimeétrica, de vores (border en anglés) irregulars, amb
preséncia de diversos colors (policromica) o negra i que té un canvi
perceptible en e seu didmetre. El simptoma més frequient és la pruija, perd
les lesions també poden resultar doloroses. D’ altres signes que poden estar

presents son la ulceracié i el sagnat.
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Classificaci6 clinicopatol ogica

Encara que diversos autors prefereixen considerar tots els MM com una sola

entitat, es classifica el melanoma en diversos subtipus (40-41).
1. Melanomes que s originen als melandcits de la unié dermoepidermica:
1.1. Amb fase de creixement superficia
1.1.1. MM d extensi6 superficial (SSMM),
1.1.2. MM lentiginosos
1.1.2.1.MM lentiginés acra (ALM)
1.1.2.2.L éntig maligne melanoma (LMM)
1.1.2.3.MM lentiginGs de mucoses
1.1.3. MM no classificable
1.2. Sense fase de creixement en superficie
1.2.1. MM nodular (NM)
2. Melanomes que no s originen en melanocits de la unié dermoepidermica
2.1. D’origen dermic
2.1.1. Sobre nevus congenit
2.1.2. Sobre nevus blau
2.2. Melanoma desmoplastic
2.3. Melanoma de parts toves
2.4. Melanomes no classificables

Els melanomes que s originen als melandcits de la unié dermoepidermica
son en molt els més frequents. Els primers subtipus de melanomes d’ origen
epidermic es caracteritzen per tenir una primera fase de creixement
horitzontal, envaint la uni6 dermoepidermica, perd sense travessar la
membrana basal. Posteriorment presenten una segona fase de creixement
vertical en laqual envaeixen dermis papil -lar, després dermis reticular i fins
i tot arribant al teixit cel-lular subcutani. EI NM, en canvi, té un creixement

vertical des de I'inici. Quan €ls melanomes amb fase de creixement
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horitzontal envaeixen dermis ho fan de la mateixa manera que els
melanomes nodulars. En la raca caucasica e més frequent és e SSMM
(70%), seguit del NM (15-30% dels casos, segons les series); LMM (4-10%)
i del ALM (2-8%).

La majoria dels melanomes s originen en la unié dermoepidérmica pero hi
ha casos descrits de melanomes originats en melanocits dermics
(normalment es tracta de nevus congenits malignitzats, perd tambeé
melanomes sobre nevus blaus o melanomes d'origen dérmic com el
melanoma desmoplastic) (42-43). En aquests darrers casos no es poden
considerar els subtipus anteriors. A I'igual que en els melanomes de

coroides o primaris d organs interns.
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Precursors de melanoma

El MM pot originar-se en els melanocits de pell sana (melanoma d’ embl ée)
pero també en melandcits de pell previament danyada per la llum UV (p.e.
melanoma en malalts afectes de xeroderma pigmentosum (23) o e LMM
que apareix en pell molt fotoexposada sobre la lesio premaligna coneguda
com a melanosi precancerosa de Dubrellilh) (41). Pero el MM pot originar-
se també en €l si de lesions preexistents (nevus melanocitics). Quins son els
nevus que poden malignitzar? De fet hi ha descrits, a la literatura
internacional, melanomes que han aparegut sobre tots els tipus de nevus
coneguts, pero és cert que el risc no és per totsigual. El risc més elevat és el
dels nevus congeénits gegants on la incidencia de MM al llarg de la vida pot
arribar al 18-28% en algunes series, pero en d' altres, aquest risc no supera el
4% (42-43). D’dltra banda, el melanoma pot aparéixer també en nevus
congenits petits donat que en un 19% dels melanomes poden identificar-se
aquestes lesions subjacents. De fet, €ls nevus melanocitics no son tan sols
lesions precursores sind que el nombre de nevus és també un marcador de
risc (44-48). Un atre grup de nevus associat a un risc augmentat de
transformacié maligna és el nevus displastic o atipic (49-56). Aquesta lesio
va ser descrita a I’any 1978 en el context d unes families que presentaven
una alta incidéncia de melanoma associada a la preséncia d’un nombre
elevat de nevus adquirits de caracteristiques peculiars. Aquests nevus eren
d un diametre superior a centimetre, de tons rosats, vores mal definides i
tenien una forma maculosa amb una papula centra (ou ferrat).
Posteriorment s ha treballat molt intentant definir millor les caracteristiques
cliniques i histologiques daquest tipus de nevus creant-se una gran
controversia a respecte. Hi ha autors que desconfien de la utilitat
d'identificar aquestes lesions, i hi ha d’ atres que senzillament no hi creuen.
Fruit d’ aguesta controvérsia va sorgir la idea d anomenar-los nevus atipics
en lloc de nevus displastics (terme maleit en part per la utilitzacié que en
varen fer les companyies d assegurances americanes). De tota manera, cada
cop son més les evidencies que €ls nevus atipics o displastics no son sols un
marcador de malalts amb més risc de patir melanoma sind també precursors
del mateix.

18
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Nous metodes diagnostics. Microscopia d’epiluminiscéncia

Donat que € diagnostic clinic de melanoma no resulta facil, i per tal de
diagnosticar les lesions en lafase mésinicial, s ha desenvolupat unatecnica
d’ imatge per augmentar la sensibilitat i especificitat en el diagnostic clinic
del  melanoma (57-62). Aquesta técnica és la microscopia
d’ epiluminiscencia.

Microscopia d’ epiluminescéncia (EPL)

Aquesta és una técnica fonamental en e diagnostic de lesions cutanies
pigmentades. La seva utilitat ha quedat palesa, perqué augmenta la
sensibilitat en € diagnostic del MM fins a més del 90% quan la utilitza
persona expert en front al 70% de sensibilitat dels dermatolegs experts que
no la utilitzen. L’ aparell és un microscopi de superficie que té una lent de
6X a 40X augments. Utilitzant oli d'immersié i/o llum polaritzada aquesta
técnica permet la valoracié d'una série de parametres que S escapen a
I”exploracio ocular convencional. L’ aplicacié de tecniques de digitalitzacié
d’ imatge permet enregistrar les dades procedents d aquesta exploracio i

facilita en gran mesurala detecci6 precoc del melanoma en persones de risc.
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Evolucié natural del MM. Pronostic

L’ agressivitat del melanoma no ve en general donada per la seva capacitat
d'invasi6 local, ben a contrari, és la seva gran capacitat de metastatitzacio a
distancia la que finalment compromet la vida del malalt en la mgjoria dels
casos (63). En d' altres és la persistent recidivaregional, finsi tot després de
10 anys del tractament del tumor primari, la que compromet I’ extremitat
afectai finsi tot a propi individu. Quins seran, doncs els melanomes que
donaran metastasis? Respondre aguesta quiestio és realment important no
sols per poder informar dels riscos al malalt i a la seva familia siné també
per prendre decisions terapeutiques. Donat que la curacio del MM en estadi
IV (metastatic disseminat) és molt baixa, cal tractar el més eficientment
possible els melanomes de risc quan encara no hi ha evidencia clinica de
metastasi. Per altra banda cal evitar la morbiditat i € cost dels tractaments
aplicats en aguells casos en qué no sigui necessari. L’Unica manera de
seleccionar correctament els malalts a tractar seria coneixent millor el
comportament del melanoma en cada cas, és a dir, disposant de nous factors
pronostics que ens permetessin predir e risc de metastasi d'un tumor

primari amb una alta sensibilitat i especificitat.
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Factors pronostics clinics

Estadiatge (64-71). El principa factor pronostic del melanoma en el
moment del diagnostic és el seu estadi clinic. Es a dir, € fet que lamalaltia
Shagi disseminat 0 no. En els estadis | i Il on la malatia només té una
invasio local la supervivencia és superior a 80% as 5 anys. Quan hi ha
malaltia regional (ganglis limfatics regionals afectats) o estadi Il la
supervivenciaals 5 anys és del 36%, i en lamalaltia disseminada (estadi 1V)

la malaltia és incurable amb una supervivéncia mitjana de 6 mesos.

Localitzacié (72-78). La localitzacié del tumor per s mateixa té valor
pronostic independentment del gruix del tumor. Aixi doncs leslesions a cuir
cabellut, mans i peus tenen pitjor pronostic. Es coneixen unes localitzacions
anomenades BANS (back, arm, neck, scalp) que es consideren de pitjor
pronostic en melanomes prims. Quan el tumor és mes gruixut, hi ha més

localitzacions de mal pronostic.

Edat i sexe (79-80). L’edat avancada és un factor de mal pronostic i en
general les dones sobreviuen més que els homes. De tota manera el
pronostic en dones i homes s'iguala després de la menopausa. EI MM és
més freglient en les dones encara que I'augment d’incidéncia és més

espectacular en el's homes.

Subtipus tumoral (75-76,81). La supervivéncia dels melanomes estadi |
varia depenent del subtipus clinic. Els subtipus nodular, MM amelandtic
(sense produccié de pigment), el ALM, i el MM inclassificable tenen pitjor

pronostic.

Recidiva tumoral (82). La recidiva loca del tumor suposa un
empitjorament del pronostic reduint-se la supervivencia als 5 anys a 75%.
Sal tenir lloc els 5 primers anys després del diagnostic pero de vegades pot

donar-sefinsi tot 10 anys més tard.
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Factors pronostics histologics

Nivell d’'invasié de Clark (83). Un cop iniciada la fase de creixement
vertical a qualsevol tipus de melanoma, aquest té un comportament similar
d'invasié de la dermis. Clark ho va classificar de la seglient manera,

obtenint un parametre de valor pronostic:
I Envaeix I’ epidermis sense travessar la membrana basal

I Sobrepassa la membrana basal envaint parciament la dermis

papil -lar
[l Envaeix tota la dermis papil-lar i contacte amb la reticular no

envaint-la
v Envaeix ladermisreticular
V Envaeix € teixit ca -lular subcutani

Supervivencia5 anys/ 8 anys

I 97% | 96%
Il 90% / 76%
v 79% / 61%

\Y, 58% / 39%

El nivell d'invasio de Clark té especial interes en els melanomes prims
(Breslow < 0.76) (84).
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Grau de profunditat de Breslow (85). Es tracta de la mesura en mm del
gruix del tumor mesurat de manera perpendicular a la superficie cutania, des
de la capa granulosa fins la zona més profunda del tumor. Es una mesura
més objectiva. Diversos treballs han trobat punts de tall natural en la mesura
continua del Breslow. Aixi es poden classificar els tumors en prims (<0,76
mm), de gruix entremig (0,76-1,49 mm) de gruix moderat (1,50-2,99 mm i
3-4,99) i molt gruixuts (> 5 mm). Aquests diversos grups correlacionen amb
un molt diferent pronostic.

Supervivencia 5 anys

<0,76 98%
0,76-1,49 90%
1,50-2,99 83%
3,00-4,99 66%
>5 57%

Risc de Bagley (86). Utilitzant conjuntament la classificacio de Clark i

Breslow, Bagley va agrupar els melanomes en categories de risc:
Baix risc: B <0.76 i Cli, i
Risc mitjaa B<0.76 [ Clv

B 0.76-1.5 qualsevol Clark

B>15 i Clll

Altrisc: B>15 [ CIvV-v

23
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Estadiatge (69-71). Donat que |’estadiatge fruit de la unidé de
criteris de la AJCC (American Joint Committee on Cancer), i de la
UICC (Union Internationale Contre le Cancer) al 1988 va ser €
TNM anatomopatologic (pTNM), incloc I'estadiatge en aguest
apartat.

Estadiatge segons AJCC/UICC pTNM 1988

A Melanoma primari. Breslow <0.75 o nivell de Clark Il (pT1)
No metastasi ganglionar ni sistémiques (NOMO)

IB Melanoma primari. Breslow 0.75-1.50 o nivell de Clark 111 (pT?2)
No metastasi ganglionar ni sistemiques (NOMO)

A Melanoma primari. Breslow 1.51-4.00 o nivell de Clark IV (pT3)
No metastasi ganglionar ni sistémiques (NOMO)

[IB  Melanomaprimari. Breslow >4.00 o nivell de Clark V (pT4)
No metastasi ganglionar ni sistemiques (NOMO)

[l Metastas a ganglis limfatics regionals o en transit (pTxN1-2M1)

A% Metastasis sistémiques (pTXNxM1)

SURVIVAL IN MELANOMA
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D’altres. Hi ha d’altres factors pronostics histologics que poden ajudar a
conéixer una mica millor la possible evolucié del tumor aixi com la
ulceraci6 histologica del tumor (80), la preséncia de cél -lules plasmatiques a
I"infiltrat (87), I'index mitotic (80,88-90), la resposta limfocitaria (75), la
vascularitzacié tumora (91), € volum nuclear (92), e tipus d'invasio en

profunditat (84) o la preséncia de regressi6 (80,92-95).
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Factors pronostics biologics

Complexa Major d’histocompatibilitat (96). La péerdua d expressié dels
antigens HLA de classe | comporta una pérdua d’ efectivitat de les cél-lules
citotoxiques en front del tumor: Si a I’hora el tumor manté I’ expressio
d algunes molecules de classe |1, € tumor escapa de la citotoxicitat de les
cel-lules NK.

Citocines (97,98). La deteccio de diverses interleucines IL-7, IL-8, IL-1 i
de factor de necrosi tumoral TNF, son un factor de bon pronostic donat que

representen una resposta de I hoste davant el tumor.

Integrines (99). L’ estimulacio de la neovascularitzacio i la capacitat de les
cél-lules del tumor per adherir-se ala membrana basal de I’ endoteli vascular
mitjancant molecules d’'adhesio té una gran transcendencia. Aixi doncs, la
detecci6 de receptors d’integrines expressats pel tumor comporta una més

gran capacitat de progressio tissular i per tant un pitjor pronostic.

Subpoblacions limfocitaries (100). La detecci6 de limfocits citotoxics en

el tumor primitiu indicaun millor pronostic.

Citometria de flux (101). L’ aneuploidia determinada en €l teixit tumoral és

un parametre pronostic en estudi.

Deteccid de cel-lules circulants (102). La deteccié de cél-lules circulant
mitjancant rtPCR de la tirosinasa (i també d’ atres antigens especifics dels
melanocits) permet identificar subpoblacions de pacients amb més risc de
desenvolupar metastasi independentment de les caracteristiques del tumor
primari i de laresta de factors pronostics classics.

Quantificacid de marcadors seérics (proteina s100 i MIA) (103-104).
L’augment del nivell séric daguestes proteines permet identificar
recaigudes uns mesos abans gue les metastasis puguin ser identificades amb
els mitjans diagnostics habituals.
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Etiopatogénia

El melanoma una malaltia genética

Cal considerar el melanoma com a una malaltia genetica (105). Aquest
caracter ve donat pel seu inici en una primera cél-lula (monoclonal) que és
capag de transmetre a les seves cél -lules filles uns avantatges de creixement,
supervivenciai invasio que les fa progressar fins a comprometre laintegritat
del’individu. D’ altra banda, I’ origen d’ aguest fenotip ve donat per canvisen
el genoma produits per diversos factors ara coneguts com a carcinogens i
modificat i perpetuat per les mitosis successives. En aquestes mitosis
successives es van produint modificacions en el genoma que donen variants
en e s d'un mateix tumor (mosaic), de manera que les variants més ben
dotades, amb més capacitat infiltrativa, que escapen millor de la immunitat
de I"hoste, sobreviuen sent les responsables de la progressio clinica de la
malaltia. Finalment, cal dir que existeixen diversos gens responsables de
una certa susceptibilitat a patir melanoma, constituint la sindrome del

melanoma familiar.
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Carcinogenesi

La radiacio ultraviolada (u.v.) solar té un paper fonamental en €l
desenvolupament del melanoma (106). Hi ha moltes evidéncies
epidemiol ogiques que associen el melanoma amb |’ exposicio a aquest tipus
de radiacio (107-112). S'ha demostrat un increment en la incidencia de
melanoma en les persones d origen nordic desplacades a zones tropicals
(112), aixi com en aquelles persones gque reconeixen haver patit cremades
solars de segon grau els primers 15 anys de la vida. La incidencia de
melanoma és més ata en les persones de fototipus clars que es cremen amb
la radiacio solar amb meés facilitat (113-114) i alhora el melanoma és molt
menys freqlent en les races pigmentades (115-116). Recentment s ha
evidenciat un augment en la incidencia de melanoma en malalts afectes de
psoriasi tractats amb PUVA i en persones que per motius d estética
utilitzaven els llits solars d UVA. Aixi doncs I’augment progressiu en la
incidéncia del melanoma pot tenir molt a veure amb els canvis en I’ estil de
vida d’ aguesta segona meitat de segle, on la practica d’ esports al’aire lliure
I lamoda del bronzejat han condicionat molt la conducta de la societat (112-
114). D’dtra banda la disminucié de la capa d’' 0z0 pot ser també un factor
important a tenir en compte. Aixi doncs, en els paisos on més seriosament
s han dut a terme les campanyes de fotoproteccid en la poblacié general i
prevenci0 de melanoma, comencen a obtenir-se resultats amb una

desacceleracio en la corba d’ augment d’ incidencia del melanoma.

De tota manera, la relacio entre la radiacio ultraviolada i el
melanoma té un caracter complex. El melanoma no és més freguient a les
zones del cos més fotoexposades com la cara si no que apareix amb
freqliencia a zones tapades com €l tronc. Aixi hi ha diverses evidencies que
relacionen e melanoma amb exposicions a sol intenses i discontinues (en
paisos del nord d'Europa) (106). Un treball reditzat a Granada (26)
demostra, pel contrari, que ala poblaci6 que ells varen recollir, el melanoma
era meés freqlent en persones exposades a sol de manera continuada
(agricultors,..). De fet I'Unic tipus clinic de melanoma que apareix amb pell
clarament elastotica i fotoenvellida és e LMM  sobre melanosi

precancerosa de Dubreuilh, que de fet és un tipus de melanoma de molt
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[larga evolucié i pronostic més lleu. Estudis moleculars permeten evidenciar
una especial resistencia dels melanocits a |’ apoptosi induida per la radiacié
U.V. Aquesta resisténcia pot ser important per mantenir la integritat
d aquesta cél -lula per permetre el bronzejat i la posterior proteccio de totala
pell a exposicions successives, pero d'atra banda pot afavorir que
melanocits amb & seu DNA danyat sobrevisquin i acumulin noves

mutacions fins a produir un fenotipus neoplastic (106).

Recentment s han descrit en melanomes algunes mutacions en el gen
CDKN2A, del que en parlarem més endavant, induides per la llum
ultraviolada reforcant un cop més la importancia d’ aguesta radiacié en
I” etiopatogenia del melanoma (117-118).
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Oncogens i gens supressors de tumors (119)

Els gens que primer varen ser descrits relacionats amb |'etiopatogénia del
cancer son els coneguts com a oncogens. Aquests gens son presents en una
forma inactiva (proto-oncogen) o poc expressada en totes les cél-lules
normals de I’ organisme. Homolegs d’ aquests gens son també presents en el
genoma de diversos virus que havien estat relacionats amb neoplasies. Quan
aquests pro-oncogens son activats 0 sobreexpressats per una mutacié
afavorida p.e. per la infecci6 amb un virus, la céd-lula pateix una
transformacié que la conduira al fenotip neoplastic. Si aquest canvi es
reverteix la cel-lula pot tornar a adquirir un fenotip de normalitat. Son
centenars els oncogens coneguts. D’ entre ells les families dels Ras, Myc,
Fos, etc. Cap d'ells sembla tenir un paper important en la génesi del
melanoma encara que segurament son importants en fases més tardanes de
I”’evolucié. De fet sembla que un 10% dels melanomes metastatics tenen
mutacions a Ras (120). Darrerament en un treball experimental es demostra
una gran susceptibilitat a desenvolupar melanomes en ratolins transgenics
que no tenen CDKN2A i expressen H-ras™® activat de manera selectiva als
melanocits (121).

Posteriorment es varen identificar diversos gens que tenien un efecte
protector davant de les neoplasies. Inicidment s€'ls va anomenar
antioncogens pero actualment s utilitza el terme de gens supressors de
tumors. Es tracta de gens que solen tenir una funcié important en la
homeostasi cel lular i que cal que es danyin les dues copies que tota cél -lula
disposa (una d’'origen matern i una altra d origen patern) perque acabi
desenvolupant-se una neoplasia. No arriba a la trentena els gens supressors
de tumors descrits, pero € cert és que tenen una influencia molt gran en el
desenvolupament dels cancers humans. El p53 és el gen supressor de tumors
més conegut, implicat en amenys el 50% de les neoplasies humanes, pero
que no té un paper important en e desenvolupament de melanoma (122).
Altres gens supressors de tumors son els gens de la neurofibromatosi 11 2
(NF1 i NF2), e gen del retinoblastoma (Rb), e gen de la poliposi coli
(APC), etc.
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Ciclecdlular i melanoma (123)

L any 1994, mentre el primer article d’ aguesta tesi era sotmes per valoracio,
va ser descrit el gen més important, fins a moment, en la génes del
melanoma (124-129). Es tracta del gen CDKN2A que codifica per la
proteina pl6. Aquesta proteina té una funcié important en la regulacio del
cicle cel-lular. Actua inhibint la kinasa 4 depenent de les ciclines (CDKA4).
D’ aguesta manera frena la progressio del cicle cel-lular. De fet, molts del
oncogens i gens supressors de tumors coneguts actuen a nivell de la
regulacio del cicle cellular (123).

Megative Regulation \ Call Cycle Progression
lﬂq“m -3 -t \
o | L

I S

_ TGF-f Effects on
CdK Inhibiiors
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Un dels punts crucials en la progressio del cicle cellular éslafosforilacié de
la proteina del retinoblastoma (Rb) que allibera factors transcripcionals i
permet I'avancament en e cicle cel-lular. Mutacions en & gen Rb
afavoreixen € desenvolupament de neoplasies ja que actua com a gen
supressor de tumors (123). Per a qué la proteina Rb es fosforili cal que
actuin diverses quinases (CDK4, CDK6) que ahora son regulades
mitjancant una série de proteines inhibidores. p53 és una de les principals
proteines inhibidores, a més d’ actuar a d'atres nivells com en la induccié
d apoptosi. Aixi doncs la majoria de proteines inhibidores del cicle cel-lular
poden actuar com a gens supressors de tumors (pl15, p16, pl8, pl9, p21,
p53,...), i en canvi la implicacié de les quinases en carcinogenes seria

actuant com a oncogens (130).
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Melanoma i la regié cromosomica 9p21 (CDKN2A, CDKN2B i p19ARF-
p14)

Laregié cromosomica 9p21 ja s havia descrit implicada en melanoma a tres

nivells:
e Citogenética:

e Trandocaci6 afectant aguesta zona en una pacient afectat de 7

melanomes primarisi un neurofibroma plexiforme (131).

e Aberracions cromosomiques presents en cariotips tumorals (132-
135).

e Delecions presents en DNA tumoral o delinies cel-lulars (136-139):

e L’analis de marcadors polimorfics havia permes identificar perdues
d heterozigositat freqlients i preséncia de delecions homozigotes
d  aquesta regié cromosomica en linies cel -lulars de melanoma.

e Andis delligament (140):

e L’estudi de families anb FAMMM havia identificat un possible
locus a 9p21(141-143).

CDKN2A es troba ubicat en el brag curt del cromosoma 9, ala regié 9p21.
CDKN2A esta constituit per tres exons codificants: I'exd 1 afa de 125
parells de bases, I’ ex6 2 de 307 parells de basesi I'ex6 3 de 12 pb (144).

En aguesta mateixa regio s han descrit dos altres gens que també codifiquen
per proteines inhibidores del cicle cel-lular. Es tracta per una banda del gen
CDKN2B que codifica per la proteina p15 (145). CDKN2B i CDKN2A estan
ubicats en tandem a 9p2l1. Per I'altra, d’'una proteina que prové dels
mateixos exons 2 i 3 de CDKN2A, pero amb una pauta de lectura diferent
que s origina en un exd 1 diferent (exd lbeta). P19ARF (p14 en humans)
soriginaen |’ex6 1 beta que es troba ubicat entre CDKN2B i I'ex6 1 afade
CDKN2A i comparteix elsexons 2 i 3 amb aquest darrer gen (146-149).
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Al gen CDKN2A inicialment se li va donar el nom de MTSL (multiple tumor
supressor gene 1), doncs es va veure que linies cel-lulars de tumors de
diversos origens presentaven delecions homozigotes d' aquest gen, i en un
percentatge menor, mutacions puntuals (125-127). Posteriorment es va
veure que el percentatge de delecions i mutacions era molt menor quan
s estudiaven els tumors en lloc de les linies cel-lulars (150-168). Fins el
moment no s han descrit mutacions puntuals en tumors en els altres dos
gens encara que hi ha un cas de melanoma esporadic amb una mutacié
somatica que consisteix en una delecié homozigota afectant CDKN2B i no
CDKNZ2A (169).

A la zona intronica 5’ de I'exd 1 alfa de CDKN2A hi ha una regi6 de les
anomenades illes CpG. Aquestes illes CpG poden metilar-se i quan estan
metilades impedeixen la transcripcié genica i per tant I'expressié del
producte proteic. Aquest mecanisme de metilacio permet a les cél-lules
expressar 0 no diferents proteines depenent del moment de I’ evoluci6. Aixi
doncs hi ha proteines que s expressen durant I’ embriogénesi i posteriorment
queden metilades i deixen d’ expressar-se. La metilacio de l'illa CpG de
CDKN2A ha estat identificada en algunes linies cel -lulars tumoral's apuntant
a la metilacié com a possible mecanisme inhibidor de I'expressié de pl16 i
responsable de la carcinogénesi en alguns melanomes esporadics (170-171).
Per dltim, existeixen mecanismes postranscripcionals que regulen
I’expressio de pl16 (172) i que son responsables de la carencia d aquesta
proteina en presencia de RNA missatger de CDKN2A.
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“ Knock out” per CDKN2A i p19ARF

S han produit al laboratori ratolins que en el seu genoma no tenen cap al el
funcionant d’aquests gens i que per tant selectivament no expressen alguna
d aquestes proteines (173-174). Els ratolins que no expressen pl16-pl9ARF,
com €ls ratolins que no expressen selectivament pl9arf, no desenvolupen
melanomes, pero si d’ altres tipus de tumors, sobre tot limfomes i sarcomes.
SOn ratolins altament sensibles a carcinogens. Els ratolins heterozigots en

cap cas han desenvolupat neoplasies espontaniament.

Hi ha descrits dos pacients homozigots per mutacions al gen CDKN2A i que
per tant no tenen una proteina p16 funcionant a cap de les seves cél-lules
(175). Aquests pacients podrien considerar-se knock-out humans. Un dels
dos pacients va desenvolupar un melanoma, pero I'altre va morir a la
cinquena década de la vida a consequiencia d’'una neoplasia gastrica pero
sense haver desenvolupat un melanoma. Aixi doncs, podem dir que
I"absencia de pl6 funcional en humans no és leta i facilita e
desenvolupament de melanomes, perd no és suficient per si mateixa de

produir-los. Caldria d’ altres ateracions posteriors.
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Susceptibilitat a patir melanoma. Melanoma familiar

D’un 8 a un 12% dels casos de melanoma tenen lloc en un ambit familiar
(176-179). Les families amb diversos casos de melanoma tenen sovint un
fenotip especial i alhora unes caracteristiques comunes. Fenotipicament els
individus d’ aguestes families poden presentar multiples nevus atipics o
displastics conformant la sindrome del nevus displastic familiar o bé la
sindrome FAMMM (Familia Atypical Mole-Maignant Melanoma
syndrome). Pero també hi ha casos de melanoma familiar no associat a la
presencia de nevus atipics o displastics. De fet, quan es considera el
melanoma com a fenotip afecte en els estudis de lligament, aquests indiquen
la regié cromosomica 9p21 en un percentatge important de families (141-
143). Si es considera com a fenotip afecte la preséncia de nevus atipics o
displastics associats 0 no a la preséencia de melanoma el lligament es
focalitza en una regio del brag curt del cromosoma 1 (1p36) (180-182).
Diversos autors identifiqguen heterogeneitat genética en e melanoma
familiar (182-185). Aixi doncs tenim diversos tipus de melanoma familiar:
1) families amb pacients amb melanoma no associats a nevus; 2) families
amb pacients amb melanoma i nevus displastics o atipics amb d altres
membres de la familia que tenen nevus displastics o atipics perd no
melanoma. En els casos familiars de melanoma s ha identificat una edat
menor en el diagnostic del melanoma, una més ata incidéncia de pacients
amb melanomes multiples, un relatiu millor pronostic associat a un
diagnostic de lesions de menys risc (Clark i Bredow inferiors) donat
possiblement a un diagnostic precog, i, una ata incidencia datres
neoplasies com cancer de colon o de pancrees. De fet, d’un 18 a un 50% de
les families amb melanoma familiar son portadores de mutacions a
CDKN2A associades a la malaltia (186-193). Els estudis funcionals
realitzats amb algunes de les proteines mutants han mostrat que la pl6
mutada perd habilitat per unir-se a seu lligant, la proteina CDK4. D’ aguesta
manera queda reduida la seva funci¢ inhibidora del cicle cel-lular (189,194-
195). La mgjoria de les mutacions identificades a CDKN2A afecten residus
aminoacids d'alguna de les quatre regions “ankyrin repeats’. Aquestes
regions tenen un paper important en la unié de pl6 als seus lligants
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CDK4/6, i de fet els estudis funcionals realitzats en proteines portadores de
mutacions en les regions “ankyrin repeats’ mostren defectes funcionals més
severs. Recentment s ha identificat una mutacié puntual en un nucledtid de
laregi6 no codificant de CDKN2A, corresponent al seu promotor, associada
a melanoma familiar (196). Aixi doncs, pot augmentar €l percentatge de
families de melanoma amb lligament a 9p21 de les quals sidentifiqui la
mutacié responsable del fenotip mitjancant la identificacio de mutacions en
zones no codificants de CDKN2A. La importancia del complex p16/CDK4
en la patogenesi del melanoma ha quedat palesa en identificar-se mutacions
germinals en 4 families de melanoma al’ exd 2 de CDK 4, afectant e domini
de la proteina pel qual s'uneix a pl6 i fent que la proteina CDK4 mutada
sigui resistent alainhibicié de p16 (190,193,197-198).

Els pacients que presenten més d’un melanoma primari  han de ser
considerats també com a pacients amb susceptibilitat a la malaltia i poden
ser els casos index de families que no havien expressat aguesta
susceptibilitat 0 que probablement havia passat desapercebuda. De fet s'han
identificat mutacions germinals en pacients amb melanoma multiple sense
antecedents familiars coneguts en adhuc d’'un 15% dels casos estudiats
(199).

S'han descrit diverses families on una mutacié a CDKN2A es troba
associada no només a melanoma si no també a adenocarcinoma de pancrees
indicant el possible efecte carcinogenic de les mutacions germinals de
CDKN2A a d altres teixits (200-202). De fet, ja era coneguda |’ associacid
d altres neoplasies en I’ ambit del melanoma familiar (203-205).

Conceptuament, mutacions germinals afectant els gens de les
proteines pl5 i pl4 podrien estar també implicats en e melanoma familiar
en major o menor grau, pero fins al moment, no s haidentificat cap pacient
portador de mutacions a CDKN2B ni al’exé 1lbeta de p19ARF-pl4. En dues
families australianes, afectades de melanoma, s ha identificat una alteracio
en |I'express6 de pld vers I'expressio de pl6 en linies cd-lulars
limfoblastoides (206). Aquesta ateracid era present als individus afectes
presentant una disminucio en I’expressié de p19 respecte a |’ expressio de
pl6 en absencia de mutacions en les regions codificants d ambdues

37



Estudi clinic-patologic i genétic del melanoma i de la sd del nevus displastic

proteines. Aquest, doncs, podria ser un altre mecanisme hereditari de
susceptibilitat a patir melanoma lligat a 9p i en abséncia de mutacions a les

zones codificants dels gens ubicats en aguesta regié cromosomica.

Hi haidentificat un tercer gen relacionat amb e melanoma familiar.
Es el gen que codifica pel receptor 1 de la melanocortina (MC1R) (207). La
melanocortina (MSH) és una hormona d’ origen hipofisari que regula la
resposta cutania a la radiacio U.V. i que pot tenir un paper en la progressio
del melanoma. Alguns polimorfismes del receptor 1 de la melanocortina,
MCR1, han estat relacionats amb una especia sensibilitat alaradiacio U.V.
i a color roig del cabell. Els portadors d’ aguestes variants tenen un risc

superior a desenvolupar melanoma gue la resta de la poblacio.
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Hipotesi de treball
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Hipotesis de treball

1. En € brag curt del cromosoma 9 (9p) existeix un o varis gens

implicats en I’ origen i desenvolupament del melanoma.

2. Algun d'aquests gens seria un gen supressor de tumors que
actuaria a nivell cel-lular de forma recessiva a nivell del
tumor, amb segregacié codominant en els casos familiars,

implicant una predisposicié a melanoma.

3. La identificaci6 de mutacions germinals d'un gen de
melanoma en portadors sans ha de permetre el diagnostic
preco¢c de la malaltia, millorant la prevencio, €l control i

I evoluci6 dels casos familiars.

4. Altres gens, localitzats o0 no a la regié 9p, podrien estar
implicats en la progressié6 tumoral, tenint un paper en
I’evolucié de la malaltia i contribuint a millor o pitjor

pronostic de la mateixa.
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Objectius concrets
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1.

Objectius concrets

Identificar loci de predisposicié i progressié tumora pel melanoma al
brag curt del cromosoma 9 (9p), mitjancant estudis en tumors de pérdues
d heterozigositat (LOH) i de la identificacid6 de regi6 minima

delecionada (RMD); i mitjancant I’ estudi de [ligament en families.

Identificar mutacions en els gens ubicats en la regié cromosomica 9p en
tumors de melanomes esporadics (mutacions somatiques), i en individus
predisposats a patir melanoma, casos familiars i melanomes multiples

(mutacions germinals).

Establir el vaor de les mutacions a gen CDKN2A en e melanoma

esporadic i familiar.

Correlacionar I’evolucio clinica dels pacients i la progressiéo tumoral

amb les alteracions molecul ars identificades.
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Resultats
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Article 1

Chromosome 9p Deletions in Cutaneous Malignant
Melanoma Tumors: The Minimal Deleted Region
Involves Markers outside the p16 (CDKN2A) Gene

Susana Puig, Anna Ruiz, Conxi Lazaro, Teresa Castel, Michael Lynch,
Josep Palou, Antoni Vilata, Jean Weissenbach, Jose Maria Mascaro, and
Xavier Estivill

Am. J. Human. Genet., 57: 395-402, 1995
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Finalitat del Treball

Lafinalitat d aquest treball era estudiar el paper de les delecions en el brag
curt del cromosoma 9 en un grup de melanomes (tumors primaris i
metastatics), el més ample possible i en e que foren representats els
diferents estadis evolutius del melanoma. Interessava també intentar
correlacionar les troballes moleculars amb els diferents estadis de la
malaltia. Posteriorment, en identificar-se el possible paper del gen CDKN2A
en el desenvolupament del melanoma, es van estudiar també les delecions

homozigotes d’ aguest gen ubicat a 9p.
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Resum del Treball

Es van estudiar 12 marcadors microsatel-lit ubicats a bra¢c curt del
cromosoma 9, a la regi6 9pl3-23, cobrint una distancia genética
d  aproximadament 24 centiMorgans. Dos d’ aguests marcadors havien estat
préviament estudiats en linies de melanoma per Fountain et a |'any 1992
(IFNA i D9S126). Els altres 10 marcadors van ser cedits per J. Weissenbach
i provenien de la col-leccié de marcadors microsatel -lits de Généthon. Tots
aquests marcadors es van estudiar mitjancant PCR, comparant el producte
obtingut de I’amplificacio de la mostra de DNA del tumor i de la mostra de
DNA de teixit sa (limfocits) del mateix malalt. Per estudiar les delecions
homozigotes dels marcadors microsatél-lits i del gen CDKN2A es van
utilitzar les reaccions de PCR multiplex (en elles samplifica un locus

control alhora que el marcador problema).

Varen ser estudiades mostres de melanoma provinents de 46 malalts
diferents i no relacionats. Donat que d' algun malalt es disposava de més
d’ una mostra (tumor primari i metastatic), € total de tumors estudiats era de
54. D’aguests 30 eren primaris, estant-hi representats tots el tipus
clinicopatol ogics de melanoma. Fins i tot varen ser estudiats 3 melanomes

in situ.
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Resultats

1. Varem trobar pérdues d'heterozigositat (LOH) en 46% dels tumors
estudiats (incloent-hi 2 dels melanomes in situ estudiats).

2. Nomeés es va demostrar una delecié homozigota d'una regio del brag

curt del cromosoma 9 en un tumor.

3. Vaquedar definida per 5 tumors una regié minima comuna del ecionada
(de D9S126 a D9S259).

4. No es van poder demostrar delecions homozigotes que afectessin a
CDKN2A.

5. En4tumorsles LOH no afectaven laregio de CDKN2A.

6. No hi havia diferencia estadisticament significativa entre e nombre de
tumors primaris amb delecions i € nombre de tumors metastétics amb

delecions.

7. La pé&rdua de 8 o més marcadors microsatél-lits correlacionava
significativament (p<0.002) amb un pitjor pronostic de la malaltia
(tumor metastatic o primaris amb un al risc de metastasi, segons criteri
de Bagley).

8. Dinseéelstumors primaris, €l 87.5% dels tumors amb grans delecions (8 o
més marcadors) tenien un alt risc de metastasi, segons criteri de Bagley,
mentre que només el 18% dels primaris amb delecions petites tenien al

risc de metastasi, segons criteri de Bagley (p<0.001).
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ABSTRACT

Background: Cutaneous melanoma (CMM) is an aggressive tumour with a
high metastatic potential. Deletions of chromosome 9p have been detected
in CMM, some of which involving CDKN2A/p19ARF genes.

Methods: Loss of heterozygosity (LOH) of 16 microsatellite markers on 9p
and mutations in the CDKN2A/p19ARF genes had been previously studied
in 32 melanoma patients by our group. 9p deletions were detected in 15
primary tumours (45.5%) and now correlated with the clinical outcome

during 5 years and compared with classical prognostic factors.

Results: Eight of the 32 patients developed metastases (25%). The
metastases were all detected within 768 days of the initial diagnosis. The
patients without metastases were last monitored at least 1621 days after
diagnosis. None of the 21 patients with more than 8 microsatellites
conserved developed metastases whereas al of the 8 patients which
developed metastases had 8 or more markers deleted. The sensitivity of this
analysis to predict metastases was 100% (specificity 84%) whereas the
sensitivity for the same sample using Breslow>3 mm was 62.5% (specificity
68%).

Conclusions: LOH of 8 or more of 9p microsatellite markers is a useful
prognostic factor to predict the development of metastases in the first 4.4-
6.3 years (1621-2294 days). Furtheremore, strong evidence arises for the
existence of severa genes implicated in malignant melanoma progression in

chromosome 9p.
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INTRODUCTION

Cutaneous malignant melanoma (CMM) is a very aggressive tumour. At the
time of diagnosis, most melanomas are a loca disease but with a high
potential for developing metastases in the following years which is the
actual outcome in more than 24% of patients'. For patients in stage | and |1
(local disease) at the first presentation, the main prognostic factors are
thickness? and Clark’s levels®*. Thickness is a more objective measure than
Clark’s® level but very thin tumours may recur>®’. Conversely, very thick
tumours may not prove fatal within the expected period®. Several treatments
have been assayed as complementary therapies in melanoma in attempts to
minimise the risk from metastases when the patients are disease free. The
treatment of disseminated disease is discouraging with less than 10% of
patients surviving after 5 years’. An important challenge is to identify the
patients that are at risk from metastases, alowing the selection of those
patients that need complementary therapy and avoiding toxicity and costly

treatment for most patients.

In an effort to understand the biology and clinical behaviour of
CMM many molecular analyses have been performed. The most common
genetic alteration studied is the loss of heterozygosity (LOH) for a given
segment of some chromosomes using polymorphic markers. This approach
works assuming that the genes responsible for melanoma are typical tumour
suppressor genes with a recessive mode of action and that inactivation of
both alleles allows tumour development. Molecular analyses of tumours and
tumour-derived cell lines'®***2!3 have identified the region 9p21-p22 as a
site of frequent hemizygosity and homozygous deletions in melanoma. In
addition, genetic linkage for a melanoma gene has been shown to the same
region on chromosome 9p™. Our research group analysed 12 microsatellite
markers on 9pl13-23 in 54 paired tumours (primary and metastases) and
normal tissues™. Nearly 50% of the tumours showed LOH at 9p. Several
clinico-pathological types of CMM had deletions of 9p including two of the
three in situ tumours studied, suggesting that a tumour suppressor gene at
9p21 is involved in the early stages of the disease. However, when
considering the size of the deletion, the loss of 8 or more markers correlated
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significantly with worse prognosis when Clark® and Breslow?® were
compared together (Bagley criteria)®® (P < .002), suggesting that more than
one tumour suppressor gene at 9p could be involved in the progression of
CMM. The focus of these 9p21 deletions seemed to be the p16 (CDKN2A)
gene, which acts as an inhibitor of cyclin-dependent kinase 4*°. Mutationsin
CDKN2A have been identified in a high proportion of tumour cell lines of
several types including melanoma'’*®. The most frequent mechanism of
mutation in melanoma cell lines is homozygous deletion in nearly 60% of
lines, but some point mutations have also been described. Surprisingly, only
a smal proportion of uncultured CMM tumours has CDKN2A point
mutations 31922122 This suggests that most mutations occur during cell
growth rather than in the initial stages of the neoplasia or that they provide
an additional growth advantage in culture. Although it is clear that p16 isa
melanoma gene for a number of families”®?*%*? 9p deletions in some
tumours do not involve pl16 or pl5 eventhough when this locus is nearly
saturated with microsatellites”?. This fact strongly supports the idea that p16
is not the only 9p21 melanoma gene and places a CMM locus more
centromeric than these genes® . We present here a correlation study
between deletions of 9p in CMM tumours and their clinical evolution in an
attempt to identify better prognostic factors. We have found that deletion of
8 or more of the microsatellite markers in chromosome 9p is a useful
prognostic factor to predict the development of metastases in the first 4.4-
6.3 years. The study also strongly suggests that several tumour supressor

genesimplicated in malignant melanoma progression are located in 9p.
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SUBJECTSAND METHODS
Patients and tumours

Thirty-two CMM patients whose primary melanoma tumors had been
previously studied were included. The clinicopathological characteristics of
the primary tumours studied were as expected incidence in our population:
17 superficia spreading CMM, 6 Nodular CMM, 2 in situ melanomas, 1
Lentigo maligno melanoma and 6 Acral Lentiginous CMM. Detailed
description of the tumor’ s charateristics was reported in previous paper from
Puig et a®3. Clinical follow up of the patients was done between 4.44 and
6.28 years (1621-2294 days) from theinitial diagnosis (Table 1).

LOH analysis of 9p

The microsatellite markers studied were: D9S156, D9S157, D9S162, IFNA,
AFM220XF2, P16AC, D9SL171, D9S126, D9S265, D959, GATAP16148,
AFM218XG11, D9S169, D9S161, D9S270 and D9ISL65, which are located
in 9p (Figure 1). Standard PCR conditions were used as described 3%
Homozygous deletions of the region and point mutations of CDKN2A and
P19ARF were also studied®. The LOH and mutational analysis results were
described in previous papers™#%. However, only LOH analysis was useful in
the correlation with clinical evolution and development of metastases. The
parameter used for clinical correlation was the number of microsatellite
deleted being the optimest cut-off point the deletion of at least 8 markers
(data not shown).

Satistical analysis

To evaluate the association between categorical variables, Pearson’s y? or
Fisher's exact test (if the expected frequency was less than 5) were used.
Sensitivity and specificity were caculated using standard formulae®. The
95% CI were obtained by the exact Binomia method.
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RESULTS

Eight of the 32 patients whose primary tumours were studied, developed
metastases (25%). All the metastases were detected within 0-768 days after
the first diagnosis. The patients that have not developed metastases, whose
primary tumours were studied, were last monitored after at least 1621 days
(Table 1). None of the 21 primary CMMs with more than 8 microsatellites
conserved developed metastases whereas al of the 8 primary CMMs which
developed metastases had lost 8 or more markers (Figure 2). The sensitivity
of this analysis to predict metastases was 100% and the specificity was 84%
whereas the specificity and sensitivity of Clark’slevel (when grouped I-11 vs
[11-1V-V) for the same tumour samples were 50% and 68%, respectively
(Table 2). Also, the sensitivity and specificity of the Breslow and Bagley
prognostic groups were hardly better than Clark’s (Table 2). There are two
markers (D9S171 and D9S161) which when deleted, are aways
encompassed within a loss of 8 or more markers (data not shown).
Therefore, the analysis of these two markers is aso useful to predict
metastases (Table 2). There were no differences between primary tumours
that developed metastases and those that did not related to the Breslow, but
a relationship exists between Breslow and the number of markers deleted
(Table 3).
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DISCUSSION

The finding that al the primary tumours studied from patients that have
developed metastases had LOH of 8 or more of the microsatellite markers
studied at 9p strongly supports that this is a useful prognostic factor to
predict the development of metastases in the first 4.44-6.28 years (1621-
2294 days). Eventhough the sample studied is small, the facts that the
number of patients that develop metastases was as expected (nearly 25%)
and that the periods of follow up for patients without metastases were longer
than in patients with metastases (and cover the high risk period of the first 5
years) validate our results. Nowadays, with the introduction of
complementary therapy with high dose interferon-a.22 %, it is becoming
more important to identify those patients with a higher risk of developing

metastases who could benefit from high dose therapy.

Another interesting point is the discussion of the mechanisms by
which these large 9p deletions are related to tumour metastasis. These data
strongly suggest that several genes implicated in malignant melanoma
progression are located in 9p%. The haploinsufficiency of severa genes
implicated in different pathways could be one explanation®. There are
severa interesting genes in this region such as the interferon o and
clusters, genes coding for cell-cycle regulators like p16, p15 and pl9arf as
well as other genes probably involved in metastasis progression
(angiogenesis, intercellular signalling). Recently the reduction of
tumorigenicity in athymic (nu/nu) mice of the human melanoma cell line
UACC-903 after transfection of incomplete chromosome 9 has been
published.?® Lack of CDKN2A and CDKN2B in the chromosomes 9
transfected strongly support the existence of other important tumor

suppresor genes located in 9p.

One important question arises from our results: Why did we only
detect 9p LOH in about half of the metastatic melanoma tumours in our
previous works? All of the metastatic tumours studied then, which had
LOH at 9p, had lost 8 or more markers, but we did not detect LOH at 9p in
60% of the metastatic tumours. Seven of the metastatic tumours without 9p

deletions were ganglionar micrometastases with also normal lymphocytesin
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the samples; four metastases were from patients whose primary tumours
have been studied and which had large deletions (more than 8 markers). The
examination of every sample leads us to suspect that in a number of tumour
samples we do not detect LOH because of contamination by normal cells
and in others possibly because of homozygous deletions. The devel opment
of late metastases is not studied in our work and large 9p deletions may not

be involved in those cases.
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LEGENDS AND FIGURES

Figure 1 Schematic representation of the 9p region indicating the positions

of the microsatellite markers and genes studied.

Figure 2 Graphic representation of the number of deleted markers in two
groups. primary tumours that have developed metastases, and primary
tumours that have so far not developed metastases. Y = number of markers
deleted.
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Table 1 Days elapsed between the diagnosis of the primary tumour and the
development of metastases or the latest examination (in tumours that have

not developed metastases).

N Min(days) Max (days)

M etastases 8 O 767

No metastases 25 1621 2294

Table 2 Sensitivity and specificity of Clark, Breslow, Bagley, D9S171,
D9S161, and LOH of 8 or more markers.

Sensitivity %-Cl 95% Specificity %-Cl 95%
CLARK* 50.0 15.7-84.3 68.0 46.5-85.0
BRESLOW**
>0.75 100 20.0 6.8-40.7
>15 75.0 34.9-96.8 44.0 24.4-65.1
>3 62.5 24.5-91.5 68.0 46.5-85.0
BAGLEY***
>M 875 47.3-99.7 24.0 9.345.1
>H 37.5 8.5-75.5 68.0 46.5-85.0
LOH D9S171 87.5 47.3-99.7 86.7 59.5-98.3
LOH D9S161 80.0 28.3-99.5 82.4 56.6-96.2
8 or more LOH 100 84.0 63.9-95.5
*Clark level was considered grouped: I-11, [11-1V-V.
**Breslow was grouped.
***Bagley was grouped.
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Table 3 Absence of relationship between Breslow level and devel opment of
metastases. x* = 5.00, df=3, p=0.17. Relationship between Breslow and 9p
deletion of 8 or more markers. y? = 11.00, df=3, p=0.01.

Breslow <8 LOH 80>8LOH
<0.76
M etastases 0 0
No metastases 5 0
0.76-1.5
0 3
M etastases
No metastases 5 1
1.6-3
0 0
M etastases
No metastases 7 0
>3
0 4
M etastases
No metastases 3 3

70



Susana Puig i Sarda

24

23

22

21

13

12

Figurel

-
AN

DI9S156

D9S157

DI9S162

/FNA

AFMZ220XF2
PI6AC

CDKNZA/ P19ARF

D9S171
D9S126

DI9S265
DI9S5259
Gatap16148
AFMZ218xgll
D9S5169
DI9S270
D9S5161
DI9S165

71



Estudi clinic-patologic i genétic del melanoma i de la sd del nevus displastic

Figure 2
18
16+ *
14 e *
12-
101
*
8- JE R
6
N -
2
0-
N= 8 3
Metastases No Metastases

72



Susana Puig i Sarda

Finalitat del Treball

La finditat d’aquest treball era establir la correlacid entre les troballes
moleculars a nivell del brag curt del cromosoma 9 (LOH) estudiades en els
tumors primaris i I’evolucié clinica dels pacients durant un periode
aproximat de 5 anys per tal destablir € valor pronostic o predictiu de
metastasi dels estudis de LOH.
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Resum del Treball

Es van estudiar 33 tumors primaris de 32 pacients realitzant estudis de
perdua d' heterozigositat (LOH) de 16 marcadors microsatél-lits ubicats al
brag curt del cromosoma 9 (veure treball de I’annexa). Es va estudiar també
la presencia de mutacions puntuals o delecions homozigotes de CDKN2A o
pl9arf. Es va redlitzar €l seguiment dels pacients durant un minim de 4.4
anys recollint € temps lliure de malaltiai |'aparicié o no de metastasi. Vuit
dels pacients controlats varen fer metastasis mentre que els altres 24 es
mantenen lliures de malatia després de 4.4 a 6.3 anys de seguiment. Es va
avaluar per cada pacient e nivell de Clark, I’index de Breslow i el Bagley
tenint en conte el seu tumor primari. Donat e baix o nul nombre de
mutacions identificades a CDKN2A i pl9arf varen ser despreciats aquests
resultats per arealitzar la correlacio pronostica. Es va estudiar € punt de tall
adequat per avaluar el nombre de marcadors microsatel -lits perduts com a
index pronostic. Es van analitzar estadisticament les dades obtingudes per
ta d'establir la sensibilitat i especificitat (també els seus intervals de
confianca) dels indexs pronostics classics i també de I’ estudi de LOH per
predir metastasi els primers 4.4-6.3 anys. Es varen comparar els distints

indexs pronostics entre ells.
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Resultats

1. 8dels 32 pacients estudiats varen desenvolupar metastasis (25%).

2. En €els 8 pacients que varen desenvolupar metastasis, aguestes
apareixeran abans del dia 768 mentre que els 24 pacients que es
mantenen lliures de malaltia han estat controlats un minim de 1621 dies
i un maxim de 2294 dies (4.4 — 6.3 anys).

3. Tots els pacients que han desenvolupat metastasis tenien pérdues
d heterozigositat de com minim 8 marcadors microsatél -lits del brag curt

del cromosoma 9

4. Cap dels 21 pacients que no perdien 8 0 més marcadors microsatel -lits

han desenvolupat metastasi en un seguiment minim de 4.4 anys

5. La pérdua de 8 o més marcadors microsatel-lits del brag curt del
cromosoma 9 té una sensibilitat del 100% i una especificitat del 84% (IC
63.9-99.5) per predir I’ aparicid de metastasis en un periode de 4.4 a 6.3

anys.

6. Per a la mateixa mostra els indexs pronostics classics tenen una
sensibilitat i especificitat menor: Clark agrupat sensibilitat del 50% (1C
15.7-84.3), especificitat 68% (1C46.5-85.0); Breslow igual o superior a3
sensibilitat del 62.5 (IC 24.5-91.5), especificitat de 68.0 (IC 46.5-85.0).

7. Hi ha dos marcadors microsatél-lits que quan presenten LOH aquestes
van associades sempre a pérdues de com a minim 8 marcadors i que per
tant son representatives del que succeeix amb la resta. La LOH de
D9S171 té una sensibilitat 87.5 (IC 47.3-99.7) i una especificitat de
86.7 (IC 59.5-98.3) i la LOH de D9S161 té una sensibilitat 80.0 (IC
28.3-99.5) i una especificitat de 82.4 (IC 56.6-96.2) per a predir
I” aparicio de metastasis.

8. Enlanostramostra no existeix relacio estadisticament significativa entre
el Breslow i I’ aparicio de metastasi, pero si, entre el Breslow i la pérdua

de marcadors.
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Article 3

Inherited susceptibility to several cancers but absence
of linkage between dysplastic nevus syndrome and
CDKNZ2A in a melanoma family with a mutation in the
CDKN2A (p16INK4A) gene

Susana Puig, Anna Ruiz, Teresa Castel, Victor Volpini, Josep Malvehy,
Francesc Cardellach, Michael Lynch, Jose Maria Mascaro, and Xavier
Estivill

Hum. Genet., 101: 359-364, 1997
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Finalitat del Treball

La finalitat d'aguest treball era I'estudi molecular d'una familia amb
melanoma familiar (FAMMM sd) establint la relacio entre les troballes

molecularsi €l fenotip dels diversos membres de lafamilia.
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Resum del Treball

En aquest treball s estudia una familia amb 4 casos de melanoma, 8 pacients
afectes d'altres tipus de neoplasies i 9 pacients amb sd del nevus
clinicament atipic o displastic. S obté DNA de 24 membres de la familia.
Es realitzen estudis de lligament genétic mitjancant I’analisi per PCR dels
microsatél -lits D9S157, D9S171, D9S169 i DIS165. S estudien les mostres
pels 3 exons del gen CDKN2A mitjangcant SSCA (analisi de la conformacié
en cadena senzilla) i es seqliencien les bandes anomales per identificar
mutacions en |’esmentat gen. S analitzen estadisticament els resultats i en
relacio alaincidéncia de melanoma, d’ altres neoplasies i nevus clinicament

atipics.
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Resultats

1. Sidentifica una mutacio al’exd 2 de CDKN2A en el cas index estudiat
(358delG). Es tracta d’ una mutacioé que consisteix en una delecié d’'una
base que comporta un canvi en la pauta de lectura (frameshift mutation)

i una aturada prematura o codo d’ acabament.

2. Lamutaci6 identificada és present en els 4 casos de melanoma, en 3 dels
pacients afectes d'altres neoplasies (de la resta de pacients que tenen
d'altres neoplasies no es coneix |’ estatus d’ aguest gen) i en dos pacients

amb sindrome del nevus clinicament atipic o displastic.

3. Els portadors de la mutacio 358delG d' aguesta familia tenen un risc
superior de desenvolupar d'altres neoplasies (neoplasia de mama i
neoplasia de pulmd) que I’ esperat en la poblacio d origen (p=0.001)

4. L’analis delligament genetic dona un Lod Score maxim de 1.18 pel gen

CDKN2A pel melanoma.

5. L’analis de lligament genetic exclou € locus CDKN2A com a
responsable de la sindrome del nevus displastic o atipic en aguesta
familia.

6. L’andlis de lligament genetic déna un Lod Score maxim de 1.23 pel

marcador D9S171 per la sindrome del nevus displastic o atipic en
aquesta familia.
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Article 4

CDKN2A mutations in Spanish cutaneous malignant
melanoma families and patients with multiple

melanomas and other neoplasia

Anna Ruiz, Susana Puig, Josep Malvehy, Conxi Lazaro, Michael Lynch,
Anna M Gimenez-Arnau, Lluis Puig, Julian Sanchez-Conejo, Xavier
Estivill, Teresa Castel

J. Med. Genet., 36: 0-3, 1999
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Finalitat del Treball

La finalitat d’ aquest treball era I’estudi molecular de 34 families amb
melanoma familiar i 9 pacients amb melanomes primaris multiples o

melanomes associats a d’ altres neoplasies.
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Resum del Treball

En aquest treball s analitzen 56 pacients que pertanyen a 34 families amb
melanoma familiar i 9 pacients afectes de més d’ un melanoma primari o bé
un melanoma associat a una altra neoplasia Sestudien les regions
codificants del gen CDKN2A i p19ARF. S estudia també I’ exd 2 de CDKA4.
Es duen a terme analisis de lligament genetic utilitzant els marcadors
microsatél -lits D9S162, D9S171 i D9S161.
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Resultats

1) El 17% de les families estudiades presenta una mutacié a la regio
codificant de CDKN2A.

2)

3)

4)

a)

b)

El 33.3% (3 de 9 families) amb tres 0 més casos de melanoma tenen
mutacions a CDKN2A.

El 13% (2 de 15 families) amb dos casos de melanoma i nevus
clinicament atipics (NCA) tenen mutacions a CDKNZ2A.

El 10% (1 de 10 families) amb un cas de melanoma associat a

d’ altres membres amb NCA tenen mutacions a CDKN2A.

L es mutacions identificades son totes mutacions que comporten el canvi

d un aminoacid per un altre (missense mutations) excepte una que €s un

canvi en la pauta de lectura per la delecié d’un parell de bases (I’ estudi

d’ aquesta familia esta reportat en I’ article previ que forma part d’ aquesta

tes).

L es mutacions missense identificades son:

a)

b)

d)

V59G (176 T—>G) present en un pacient afecte de MM i NCA.
Aquesta mutacié ja sha descrit diverses vegades en melanoma

familiar.

G101W (301G—T) present en tots el's pacients afectes de melanoma
de dues families no relacionades. Aguesta mutacio ja s ha descrit

diverses vegades en melanoma familiar.

D84Y (250G—T) mutacié previament no descrita que afecta €l

tercer “ankyrin repeat”.

R87W (259C—T) mutacié préviament no descrita que afecta €l

tercer “ankyrin repeat”.

No s han identificat mutacions en els pacients amb melanoma multiple

sense historia prévia o posterior de melanoma familiar ni en els casos de

melanoma associat a d’ altres neoplasies.

5) Unade lesfamilies estudiades exclou [ligament a 9p21.
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Discussio
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Bases genetiques del Melanoma esporadic

Dela mostra estudiada: Tumors primarisi tumorsin situ

Aquest treball té I'interes d’ estudiar els tumors directament i no les linies
cel lulars establertes a partir d'un tumor. Les cel-lules que creixen en cultiu
poden anar presentant diverses mutacions durant el transcurs dels processos
in vitro. D’atra banda, les cél-lules que creixen del tumor primari que es
cultiva, son aquelles que millor s adapten a un creixement in vitro i per tant
son d’alguna manera una seleccid de les cél-lules originaries. Aixo fa que
els resultats obtinguts en linies cel-lulars no siguin representatius del que
succeeix en el tumor. Les troballes en tumors primaris, i sobre tot en els
tumors in situ, ens donen més idea dels canvis moleculars precogos

possiblement implicats en lagénesi del cancer.

L’inconvenient principal de treballar en tumors és per una banda que la
mostra inicial és petita i limitada, i per I’atra, que les mostres estudiades
poden estar contaminades amb teixit sa. Aixo fa que €s resultats positius
tinguin una gran forca, pero que els resultats negatius hagin de ser valorats
amb mesura. En aquest treball, el percentatge de LOH és similar al descrit
per atres autors en tumors primaris, € que fa pensar que la contaminacio en
els primaris no és molt important. Les mostres que tal vegada poden estar
més contaminades siguin les metastasis ganglionars de MM, on |’ existencia
de limfocits pot impedir la identificaci6 de LOH o bé de delecions

homozigotes.
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Dels resultats obtinguts: les delecions al cromosoma 9o son un canvi
inicial en & desenvolupament de meanoma amb una clara

correspondericia pronostica

Les LOH a 9p21 s6n un canvi frequent i inicial en el
desenvolupament del melanoma. Aquest va ser € primer cop que es
demostrava una LOH en MM in situ. Aquest canvi erapresent en 2 dels 3 in
situ estudiats. Aquesta troballa juntament amb el fet que la incidencia de
delecions és similar entre tumors primaris i metastatics dona idea que les

L OH a9p succeeixen en fasesinicials del desenvolupament del melanoma.

Les delecions homozigotes de 9p21 sén menys freqlentes en
tumors que en linies cel-lulars. Aquesta trobala confirma que €ls
resultats en linies cel-lulars son Utils pero no reflexa exactament € que
succeeix en un tumor “in vivo”. D’ altra banda, €l fet d'haver identificat una
delecié homozigota demostra que la tecnologia utilitzada és capag de
detectar aquestes delecions fins i tot en mostres de tumor estudiades
mitjancant PCR. La deleci6 homozigota detectada no afecta la zona de
CDKN2A, e que reforca la idea que deu haver-hi d'altres gens a 9p
importants en el desenvolupament del melanoma. El fet de no haver
demostrat delecions homozigotes de CDKN2A reforca I'afirmacidé que
alteracions en aguest gen son menys fregients en els tumors del que se
sospitava pels estudis en linies cel -lulars. Les linies tenen pérdues que poden
aparéixer durant € cultiu o bé pot ser que les perdues suposin un avantatge
de creixement en cultiu cel-lular i per tant afavoreixin |’ establiment de les

linies.

92



Susana Puig i Sarda

La zona minima delecionada exclou CDKN2A com a primera diana.
D’altres gens implicats en I'inici del melanoma. Hi ha una zona minima
delecionada definida per 5 tumors. Aquesta zona minima va de D9S126 a
DI9S259, i no afecta la regio de CDKN2A. Es, doncs possible que hi hagi
altres gens en aguesta regio que siguin la primera diana per iniciar-se un
melanomai que les alteracions a CDKN2A siguin un canvi posterior.
D9S156
D9S157
D9S162
IFNA

D9S171

D9S126 Zona minima
DIS265 delecionada

DI9259
D9S169
D9S161
DIS270
D9S165

Correlacié pronostica D’altres gens implicats en I'evolucio. Un dels
punts més atractius del primer treball és |I’andlis de la correlacio entre les
dades moleculars i e pronostic establert mitjangant factors clinics i
histologics classics. Les delecions que afecten molts marcadors
microsatel -lits (8 0 més) son estadisticament més frequents (p<0.002) en els
tumors de mal pronostic (metastasi i primaris amb Bagley d'alt risc de
metastasi). Si aquesta analisi es fa només en els primaris, la diferencia és
més marcada (p<0.001), només el 18% dels tumors primaris sense delecions
0 amb delecions petites tenen un at risc de metastasis valorant € Bagley
mentre que €l 87.5% dels primaris amb grans delecions (de 8 0 més
marcadors) tenen un risc elevat de metastasi. D’ aquesta troballa es deriven
dues conseqguencies diferents: 1. Possiblement |a perdua de microsatél -lits a
9p pugui ser un marcador molecular de progressio de malatia atament

sensible i especific. 2. Possiblement la perdua de zones amplies de 9p
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estigui implicada en I’evolucié del melanoma, perque en aquesta regio shi
trobin diversos gens importants en e control del cancer i que la seva
caréncia sigui un pas important per assolir la metastatitzacio. Es cert que les
grans delecions podrien ser donades per inestabilitat genetica en tumors
molt evolucionats, pero el fet que aquest tipus de delecions sigui també
present en tumors primaris poc evolucionats fa que aquesta suposicié tingui
pocaforca

El seguiment de 32 pacients durant un periode de temps que voltaels
5 anys (segon treball) ens ha permes veure quins han estat els pacients que
han desenvolupat metastasis després de conéixer algunes caracteristiques
histologiques i moleculars dels seus tumors primaris. El percentatge de
pacients que han fet metastasis ha estat del 25%, nombre gque s gusta al que
es pot esperar quan valorem € melanoma en general sense conéixer meés
dades (un 20% dels melanomes faran metastasis). Aixi doncs els pacients
gue es varen incloure en I’estudi inicialment s'han comportat tal com es
podia esperar pel que fa a la incidéncia de metastasi. D’ altra banda, € fet
que €els pacients que han desenvolupat metastasi ho hagin fet dins del
periode critic dels primers 2 anys, mentre que els pacients que no han
desenvolupat metastasi han estat seguits un minim de 4.4 anys valida encara
més els nostres resultats. Aixi doncs, la mostra estudiada i € seguiment
realitzat creiem haresultat adequat per a valorar parametres relacionats amb

el risc de desenvolupar metastasi de melanoma.

Les pérdues d’heterozigositat de grans fragments de 9p sén un
indicador de mal pronostic molt sensible i especific per predir el

desenvolupament de metastasi en un periode proper als 5 anys.

El fet que els tumors primaris de tots els pacients que han desenvolupat
metastasis presentin LOH de com a minim 8 marcadors de 9p confirma la
sospita que les LOH a 9p son un molt bon index pronostic. El fet que
aquesta sensibilitat del 100% s acompanyi d’ una especificitat alta, 84% (IC
63.9-99.5), déna més valor predictiu (o precisio) al’estudi de LOH de 9p en
els tumors primaris. Aquesta especificitat i sensibilitat és molt superior ala
dels indexs pronostics classics (Clark, Breslow i Bagley) pero ahora
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representa o identifica el mateix. Aixi doncs existeix relacio entre la pérdua
de 8 0 més microsatel-lits i els grups de Bresow més profunds. En els
pacients inclosos en aguest treball no pot demostrar-se estadisticament |la
relacié entre el Bresow del tumor i € posterior desenvolupament de
metastasi i aixo reflexa el que succeeix en lapracticadiaria. Donada la baixa
sensibilitat i especificitat del Bresow per establir € risc de metastas, en
cada cas en concret €l Breslow no resulta suficientment eficac per establir el

pronostic del pacient.

La relacié existent entre les grans delecions a 9p i la progressio del
melanoma indica la possible importancia de diversos gens ubicats en

aquesta localitzacié implicats en la progressio del melanoma.

El fet que els tumors primaris de tots els malalts que han desenvolupat
metastasis presentaven perdues d’ heterozigositat de 8 o més microsatel -lits
de 9p, pero en canvi, no presentaven metastasis els pacients amb tumors
primaris amb delecions petites, apunta a la hipotesi que hi ha diversos gens
importants en la progressio tumoral del melanoma ubicats a 9p. En un
treball experimental s'ha revertit e fenotip maligne (disminucié de la
tumorigenicitat) d’una linia cel-lular de melanoma huma (portadora d’una
deleci6 del cromosoma 9) administrada a ratolins atimics quan s hi
transfectava un cromosoma 9 incomplet. El cromosoma 9 que es
transfectava no tenia els gens CDKN2A ni CDKN2B i per tant tampoc
p19ARF. El fet que saconsegueixi revertir la tumorigenicitat de la linia
cel lular transfectada sense administrar aquests tres gens implica que hi ha
d haver d'atres gens importants en la tumorigénesi que es restauren en
incorporar aquest fragment de cromosoma 9. A |'hora, aquest treball treu
forca a la hipotesi que les grans delecions de 9p son presents en tumors de
mal pronostic com a consegiencia de la inestabilitat genetica que poden
presentar agquests tumors, doncs si fos aixi no revertiria e fenotip amb la
reintroduccié dels gens del ecionats. Aquests resultats experimental s valorats
conjuntament amb les dades aportades pel treball que aqui es presenten
indiquen per diferents camins que deuen existir diversos gens, diferents de
CDKN2A, CDKN2B i pl19ARF, implicats en la progressio tumoral del
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melanoma ubicats a 9p.

El mecanisme pel qual grans delecions a 9p son responsables de la
progressio de la malaltia pot ser per haploinsuficiencia de diversos
gens ubicats a 9p (cluster interferons alfa i beta, CDKN2A, CDKN2B,
pl9ARF, o daltres gens implicats en angiogenesis, senyals

intracel-lulars,...)

Donat que en la maoria de melanomes primaris estudiats no s ha
aconseguit identificar dues mutacions en els dos al-lels de cap dels gens
estudiats a 9p (deleci6 + mutacié puntual, deleci6 homozigota o dues
mutacions puntuals) cal pensar en d’altres mecanismes distints a del doble
impacte per anul-lar la funcid6 dels gens supressors de tumors. Un
mecanisme alternatiu apuntat per diversos autors seria e de la
haploinsuficiéncia de diversos gens supressors de tumors ubicats en una
mateixa regio cromosomica. Aixi doncs la pérdua ssimultania d'un al-lel de
molts gens ubicats a 9p, incloent-hi els inhibidors de cicle cdl-lular
(inhibidors de ciclines), citocines (cluster interferons afa i beta), i potser
d altres gens de proteines implicades angiogénesi o senyals intracel-lulars,

comportaria un avantatge de creixement i progressio tumoral.

Com es pot entendre que en un 60% dels tumors metastatics

estudiats no es detectin LOH de 9p?

De fet, en totes les metastasis estudiades que presenten LOH la mida de la
delecio és superior a 8 marcadors, en consonancia als estudis realitzats en
tumors primaris. Larevisio de les peces estudiades va permetre veure que 7
de les metastasis estudiades eren ganglionars on €l teixit tumoral estava
completament infiltrat per limfocits normals. Aquests limfocits
intratumorals, amb el seu genoma intacte, son contaminants in situ de les
PCR realitzades emmascarant la possible LOH del tumor. De fet, en 4 casos
dels que disposaven del tumor primari i de la metastasi varem comprovar
que el tumor primari presentava una LOH de 8 o0 més marcadors que no es
va poder evidenciar en I'estudi de la metastasi. Aquest fet pot venir donat

per tractar-se d’una metastasi ganglionar on hi ha molta cel-lularitat no
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tumoral contaminant la mostra, 0 bé per la preséncia de delecions
homozigotes en la metastas emmascarades per la preséncia de genoma no

tumoral en la mateixa mostra.
Aplicacio practica dels resultats obtinguts.

Tot i la molt bona especificitat i sensibilitat de la pérdua de 8 o meés
marcadors de 9p com a factor pronostic per establir la possibilitat de
metastasis en un periode proper a5 anys, hi ha diversos inconvenients per a
I"aplicacié clinica d’ aquest parametre. El primer és la necessitat d’ estudiar
teixit tumoral de la lesié primaria. Amés, e tipus d’ estudi que es reditza
precisa una no menyspreable quantitat de DNA de bona qualitat, motiu pel
qual les mostres provinents de teixits inclosos en parafina no solen ser Utils,
fent falta utilitzar mostres en congelacio. D’ altra banda, € tipus d' estudi que
es reditza és costos i requereix duna infraestructura no a |'abast en la
majoria de centres. Donat que laLOH d’un dels dos microsatél -lits D9S171
i D9S161 venia associada ala perdua de 8 0 més marcadors varem valorar la
sensibilitat | especificitat d aquestes determinacions per a predir €
desenvolupament de metastasi. Aixi doncs I'estudi aillat de només dos
microsatel-lits (D9S171 i D9S161) pot ser una tecnica, encara que menys
sensible, dtil en lavaloracio pronostica del's pacients de melanoma amb unes
despeses molt inferiors a les de I’ estudi d'una bateria de 16 microsatél -lits.
De tota manera, aquest ha estat el primer pas per estudis posteriors on
Sintenta obtenir una sensibilitat i una especificitat similar utilitzant
técniques menys costoses, més facils de realitzar i a poder ser que puguin
realitzar-se en mostres en parafina (immunohistoquimica, hibridacio in

situ,...).

97



Estudi clinic-patologic i genétic del melanoma i de la sd del nevus displastic

Melanoma familiar

Dela mostra

En el primer treball dels casos familiars s ha estudiat una familia amb una
alta incidéncia de neoplasies (2 neoplasies de pulmo, 1 de laringe, 1 mama,
2 de cervix, 4 melanomes i un cas de metastasis d’ origen no filiat). El cas
index d'aguesta familia era un pacient de 35 anys que va presentar dos
melanomes sincronics associats a la presencia d’ un gran nombre de nevus i
de nevus clinicament i histologicament atipics (sindrome del nevus
clinicament atipic). L’estudi clinic posterior dels diferents membres de la
familia va permetre identificar 8 pacients més amb SNCA. Per a fer €
diagnostic de SNCA €ls pacients havien de presentar lesions sospitoses
clinicament o amb microscopia d epiluminiscéncia i confirmades
histologicament. El diagnostic histologic requeria la preséncia de dos
criteris magjors. preséncia d’ hiperplasia melanocitica lentiginosa i presencia
d atipia cel-lular; i aguns dels criteris menors. fibros lamellar o
eosinofilica concéntrica, fusié de processos interpapil-lars, infiltrat
inflamatori, neovascularitzacié. La preséncia de SNCA en una esposa no
consanguinia ens dona idea de la incidencia superior d’ aguesta sindrome a

la nostra poblacié.
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Deéls resultats obtinguts:

Lligament de CDKN2A a melanoma

L'andlisi de lligament genetic realitzat per melanoma en 9 families déna un
Lod Score intermedi no informatiu que no permetria assegurar que aguest és
el locus del melanoma. Aixo ve donat per que la penetracio de lamalatiano
és del 100% en els joves. De fet es va considerar una penetracio del 50%
independentment de I’ edat per fer les analisis en un dels modelsi en I'atre
varem considerar només els afectes per tal d evitar incloure com a sans
persones que a |larg de la seva vida encara poden desenvolupar malatia. Es
aquest segon model el que ens va donar un Lod Score superior. De fet es
pensa que la penetracio de les mutacions de CDKN2A per desenvolupar
melanoma pot arribar a ser de més del 80% al llarg de tota la vida. En una
de les families estudiades s'exclou CDKN2A com a gen responsable del

melanoma en aquesta familia.

Identificacié d’'una mutacié de canvi de pauta de lectura a I'ex6 2 de
CDKN2A, 358delG, en una familia afecta de FAMMM

Aguesta ha estat |a primerafamiliaa Catalunyai Espanyaon s haidentificat
el mecanisme molecular responsable de susceptibilitat a patir melanoma. Es
al”horala primera familia espanyola amb una mutacio a CDKN2A. Estracta
d' una delecié d’'una base a I’ex6 2 de CDKN2A (358delG) que causa un
canvi en la pauta de lectura i un cod6 d aturada prematur a codo 145. La
proteina resultant d’ aguesta mutacio resultaria 11 aminoacids més curta i
amb 26 aminoacids diferents. Donat que €els estudis funcionals realitzats
amb la proteina que té una valina del codd 126 substituida per acid aspartic,
resultant de la mutacié T337A, presenta una perdua d’ afinitat per unir-se a
CDK4 i una carencia absoluta en la capacitat d'inhibir I’ activitat quinasa del
complex CDK4/ciclina D, cal pensar que la proteina truncada fruit de la
mutacié 358delG, que canvia 25 aminoacid a demés de |’ esmentada valina,
dificilment pot ser funcional.
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Associaci6 de la mutacid 358delG de CDKN2A a melanoma

Els 4 pacients afectes de melanoma de la familia son portadors de la
mutacié donant suport a la hipotesi que la mutacié 358delG és la
responsable de tenir susceptibilitat a patir melanoma en aguesta familia. Cal
destacar que un dels casos de melanoma es va diagnosticar en un dels
controls efectuats en els membres de la familia i es va tractar d'un
melanoma in situ. Aixo demostra la utilitat del diagnostic presimptomatic
(de portadors que encara no han desenvolupat malaltia) i dels controls
clinics realitzats periodicament en aquests malalts per dermatolegs experts
en lesions pigmentaries utilitzant la microscopia d’ epiluminiscéncia com a

suport en € diagnostic.

Identificacié de 5 mutacions de canvi de sentit a I'ex6 2 de CDKN2A
en casos familiars de melanoma

Les altres 5 mutacions identificades en les families afectes de melanoma
estudiades son mutacions missense, canvi de sentit, on un aminoacid és

substituit per un atre.

Només una mutacio ha estat identificada en dues families diferents, la
G101T. Aquesta mutacié és present en tots els membres afectes de
melanoma de les dues families estudiades. Aquesta mutacio ja havia estat
identificada diverses vegades en melanoma familiar. A Itadia, on s han
identificat 16 families afectes de melanoma, portador d’ aquesta mutacié, hi
ha un efecte fundador amb un avantpassat comu en 8 de les families.
L’analisi de I'haplotip de les nostres dues families mostra uns al-lels
diferents al's préviament descrits per als 3 microsatél -lits, perd comparteixen
el mateix a-lel per D9S162. Aquest resultat suggereix la hipotesi que pot
exigtir un efecte fundador a Europa (probablement Itdlia) per aguesta
mutacié amb possibles reordenaments posteriors, encara que no pot
descartar-se que es tracti d’un punt calent mutacional (hot spot). A nivell
molecular, aguesta mutaci6 comporta un defecte molt sever, perdent
completament la proteina mutant la capacitat d’inhibir el complex ciclina
D1/CDKA4.
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Una altra mutacié préviament descrita en melanoma familiar és la
V59G, present en un pacient afecte de MM i NCA. No disposem d’ estudis
funcionals de la proteina mutada perd donat que aguesta mutacié afecta €l
segon “ankyrin repeat”, domini atament conservat en les proteines de la
familia INK4, i que funcionalment estableix unions amb d’ altres proteines,
pot considerar-se altament sospitosa de ser responsable de susceptibilitat a

patir melanoma.

Les altres dues mutacions identificades, D84Yi R87W, no han estat
préviament identificades, perd ambdues afecten el tercer “ankyrin repeat”.
Donat que datres mutacions missense que afecten aguesta zona, han
demostrat codificar proteines que perden la seva funcié d’inhibicié del
complex de les ciclines, és probable que les proteines mutants codificades
per aquestes dues mutacions tampoc siguin funcionals.

Mutacions a CDKN2A i melanoma multiple

En 3 de les families on s'han identificat mutacions a CDKN2A hi ha
pacients amb més d'un melanoma primari. Aixi doncs, la presencia de
melanoma multiple en una familia ens ha de fer sospitar una més ata
probabilitat d'identificar mutacions a CDKN2A (43% de les families
estudiades amb algun cas de melanoma mduitiple, son portadores de
mutacions a CDKN2A). En dos dels 3 casos la historia familiar s’ ha conegut
després d'identificar la mutacio. Aixi doncs, encara que en els 5 casos sense
historia familiar coneguda de melanoma no s ha identificat cap mutacié a
CDKN2A, cal estudiar tots els casos de melanoma multiple doncs, la historia
familiar pot desenvolupar-se més endavant. També caldria visitar
exhaustivament tots els familiars d’ un pacient anb melanoma multiple per
tal d’identificar d altres membres afectes de melanoma i poder realitzar un

diagnostic precoc.

Caracteristiques de les families amb mutacions a CDKN2A.
Probabilitat d’identificar mutacions a CDKN2A depenent del fenotip

Només un 17% de les families estudiades son portadores de mutacions a
CDKN2A. Aguest percentatge és baix donat que hem estudiat families amb

pocs casos de melanoma. Quan considerem les families amb 3 0 més casos
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de melanoma, € 33.3% (3 de 9 families) son portadores de mutacions a
CDKN2A. El percentatge de families amb mutacions baixa quan baixa el
nombre de melanomes a la familia (13% de les families amb 2 casosi 10%
de les families amb 1 cas associat a d’ altres membres amb NCA). Com hem
vist previament, e percentatge és superior quan hi ha algun cas de
melanoma multiple a la familia pujant el percentatge fins a un 43%. Aixi
doncs, encara que la probabilitat d’identificar mutacions és molt superior en
les families amb pacients amb més d’ un melanoma o bé en les families amb
3 0 més casos de melanoma, creiem que cal estudiar tots els casos familiars
doncs com a minim podrem identificar la mutacio responsable de
susceptibilitat en un 10% de les families i aix0 ens ha de permetre
identificar portadors asimptomatics (diagnostic presimptomatic) i realitzar
un adequat seguiment que permeti el diagnostic preco¢ del melanoma.

CDKN2A i la SNCA

En la mgjoria de families estudiades on shan identificat mutacions a
CDKN2A hi esta present la sindrome del nevus clinicament atipic, pero
curiosament aquesta sindrome en molts casos no ve associada a les
mutacions de CDKN2A. De fet, en la familia BK20 (ampliament descrita a
I"article 3 delaTes), hi ha8 membres Consanguinis afectes de SNCA, pero
només 2 d'ells son portadors de la mutacié 358delG. Com es pot preveure
per aquests resultats, I'analisi de [ligament per la SNCA exclou CDKN2A en
aquesta familia. En laresta de families estudiades portadores de mutacions a
CDKN2A, € fenotip de NCA no se segrega juntament amb les mutacions,
mentre que si ho fa el melanoma. En 4 de les families s'exclou el locus de
9p21 com a regio candidata a contenir el gen del melanoma/NCA amb un
Lod Score de —22.696. D’ aquestes dades es despren que la sindrome del
NCA associada a melanoma és una sindrome complexa on el NCA deu
heretar-se per d'atres gens de moment no coneguts. En les families
portadores de mutacions a CDKN2A, el ser portadors de la mutaci6 esta més

associat amelanoma que el ser portador de NCA.

102



Susana Puig i Sarda

Lligament de D9S171 i SNCA
En la familia BK20, les andlisis de Iligament genetic exclouen CDKN2A
com a locus de la SNCA, perd alhora, donen un Lod Score prou elevat
(1.23), tenint en compte e nombre de membres estudiats, a D9SL71.
Aquests fets poden suggerir I’ existéncia d altres gens diferents de CDKN2A
a 9p21 responsables de la SNCA.

Els portadors de la mutacié 358delG tenen un risc superior de patir
d’altres neoplasies comunes

Ja era ben coneguda I’associacié de diverses neoplasies en les families
afectes de melanoma familiar, per0 només s havia demostrat una alta
incidéncia, estadisticament significativa, d adenocarcinoma pancreatic en
families portadores de mutacions a CDKN2A. La familia BK20, portadora
de la mutacié 358delG a CDKN2A, té una alta incidéncia de neoplasies
comunes (neoplasia de pulmo, de mamai de laringe) associada a la mutacio.
Aquestes dades cal tenir-les molt en compte alhora de controlar els casos de
melanoma familiar per realitzar prevencid primaria (evitar carcinogens tals
com la radiacié U.V., tabac, etc.) i diagnostic precog (controls mitjancant
microscopia d’ epiluminiscencia digital, marcadors tumorals, controls

ginecologics, controls oftalmol ogics, etc.).

No identificaci6 de la segona mutaci6 somatica a CDKN2A en
tumors

No varem identificar la segona mutacié a CDKN2A en els quatre tumors
estudiats del cas index, tal i com cal esperar s aquest gen actua com a gen
supressor de tumors. La no identificacio de la segona mutacié por venir
donada per: 1) tractar-se d’una pérdua d heterozigocitat que no es pot fer
evident per la contaminacié amb cél -lules sanes; 2) lano expressio del segon
al-lel pot venir donada per d’ altres mecanismes i no ser una mutacio puntual
0 delecié (p.e. metilacié de l'illa CpG de CDKN2A); 3) tractar-se d’'una
mutacio ubicada a una zona no codificant del gen que afecti €l promotor o

I’ splicing.
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Absencia de mutacions a pl19arf i CDK4 en melanoma familiar

En els casos estudiats no hem identificat mutacions en aguests dos gens,
perd donat e baix percentatge de mutacions identificada en els casos de
melanoma en CDK4, i que només s ha estudiat una regio del gen (I’ex6 2
que codifica per un domini que interacciona amb pl6) creiem que cal
estudiar més casos i la totalitat del gen per tal d’ esbrinar € paper de CDK4

en e melanoma familiar en € nostre ambit.
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Conclusions
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1. Hi ha com a minim un gen que es troba a 9p21, diferent de CDKN2A,

gue participa en el desenvolupament inicial del melanoma.

2. CDKNZ2A pot estar implicat en e desenvolupament de melanoma
esporadic, perd en una proporcio menor alatrobada als estudis en linies

cel -lulars de melanoma.

3. Hi hadiversos gens a 9p13-23 que participen en I’evolucio i progressio
del melanoma. Gens diferents de CDKN2A , CDKN2B i pl9arf, ubicats
a brag curt del cromosoma 9, estan implicats en la progressié tumoral

del melanoma.

4. El coneixement de les ateracions moleculars del melanoma primari pot

ser Util per apredir I’evolucié clinicaquetindra el pacient.

5. Les perdues d' heterozigositat de 8 0 més marcadors del brag curt del
cromosoma 9 determinades en tumors primaris son un index molt
sensible (100%) i especific (84% IC 63.9-99.5) per a predir €
desenvolupament de metastasi en pacients de melanoma en un periode
de 4,4 a6,3 anys.

6. Les perdues d heterocigositat de D9S171 i D9S161 determinades en
tumors primaris son un index especific (86.7 IC 59.5-98.3 i 824 IC
56.6-96.2) encara que menys sensible (87.5 1C 47.3-99.7 1 80.0 IC 28.3-
99.5) per a predir e desenvolupament de metastasis en pacients amb

melanoma en un periode de 4,4 a 6,3 anys.

7. Mutacions al gen CDKN2A son responsables d’ una proporci6 valorable
de families amb melanoma familiar (17%) en €l nostre ambit.

8. Lamutaci6é 358delG a gen CDKN2A no és responsable del fenotip de la

sindrome de nevus clinicament atipics en les families estudiades.

9. Lamutacio 358delG a gen CDKN2A és responsable d’un risc superior
de patir d altres neoplasies (neoplasia de mama i de pulmd) en una

familiaamb melanomai nevus clinicament atipics.

10. La probabilitat d’identificar mutacions a CDKN2A augmenta amb

I'increment de nombre de casos de melanoma en la familia i amb la
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11.

12.

presencia de membres amb melanoma multiple dins de la familia encara
que les families amb NCA associat a un cas de melanoma també poden

ser portadores de mutacions a CDKN2A.

La susceptibilitat a patir melanoma i la sindrome de nevus clinicament
atipics semblen venir determinades per diferents gens, indicant que
probablement la sindrome de nevus clinicament atipics i el melanoma
son unes malaties complexes on la interaccié de diferents gens

determina el fenotip fina del’individu.

La identificacié de portadors sans de mutacions a CDKN2A, diagnostic
presimptomatic, ha permes diagnosticar precocment el melanoma (aixi
com en un futur daltres neoplasies) permetent disminuir la
morbimortalitat produida per cancer, i especidment per melanoma, en

aquestes families.
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