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INTRODUCCION

A lo largo de las Ultimas décadas se han llevado
a cabo numerosos esfuerzos para descifrar las ba-
ses moleculares implicadas en el melanoma uveal
(MU) y su progresiéon metastasica. A pesar de que
factores clinicos como el tamafio tumoral y su loca-
lizacion, o caracteristicas histopatolégicas como el
tipo celular y su actividad mitética se han asociado
a un mayor riesgo de metastasis, los andlisis del
perfil molecular y citogenético del tumor primario
confieren una mayor precisién a la hora de pronos-
ticar el riesgo de diseminacién metastasica. Cono-
cer el perfil molecular del MU favorece un mejor
manejo del paciente, permite identificar las vias de
sefializacion alteradas, y el disefio de nuevas estra-
tegias terapéuticas que mejoren el prondstico de
los pacientes con enfermedad metastasica.

Alteraciones genéticas del melanoma uveal

A diferencia del melanoma cutaneo, el MU se
caracteriza por una baja incidencia mutacional (14,4
mutaciones/Mb versus 1,3 mutaciones/Mb, respec-
tivamente)(1). El inicio de la transformacion maligna
de los melanocitos que residen en el tracto uveal
estd asociada a la activacion de la senalizacidon
downstream de los receptores ligados a proteinas
G (GPCR). Més del 90% de los MUs presenta una
mutacién de forma mutuamente excluyente en los
genes GNAQ o GNAT11 principalmente afectando
al codon G209, menos frecuentemente al codén
R183, y excepcionalmente al codén G48 (2). Los
genes GNAQy GNA11 codifican para la subunidad
alpha de las proteinas G (Ga) unidas al receptor
GPCR. En condiciones normales el receptor GPCR
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es inactivado por la GTPasa intrinseca de la subuni-
dad Ga, pero estas mutaciones inhiben la actividad
GTPasa dando lugar a la activacién constitutiva del
receptor. En los casos en los que GNAQ o GNAT1
no estdn mutados, se han observado alteraciones
en CYSLTR2 (4%) o en PLCB4 (2,5%)(3). CYSLTR2
es un receptor GPCR, cuando su codén L129 se
ve afectado por una mutacién puntual, el receptor
pasa a estar permanentemente activado (4). Algo
similar sucede con el gen PLCB4, que codifica para
una proteina downstream del receptor GPCR. Mu-
taciones que afecten el codén D630 derivan en
la activacién de vias de sefializacién downstream
de este receptor (3). Las variaciones en GNAQ y
GNAT11 también se han observado en nevus uvea-
les, indicando que son necesarias para el desarrollo
del MU, pero no suficientes para dar lugar a una
transformacién maligna (5).

Mutaciones secundarias que si derivan en la
formaciéon del tumor maligno y en mayor o menor
medida en su diseminacion metastésica, afectan a
los genes BAP1, SF3B1y EIF1AX (6). BAP1 esté lo-
calizado en el cromosoma 3921.3, y codifica para
una proteina con funcién supresora tumoral que se
localiza en el nucleo. En linea con el modelo Two-
Hit de tumorigénesis de Knudson, BAP1 estd muta-
do en el alelo que persiste en aquellos tumores que
presentan monosomia del cromosoma 3, derivan-
do en ausencia completa de proteina funcional e
incrementando el riesgo metastéasico (7). De hecho,
més del 80% de las metéstasis del MU retienen Uni-
camente el alelo mutado (3).

Las metastasis del MU que no presentan muta-
ciones en BAP1, habitualmente presentan una mu-
tacién en SF3B1 o en su defecto en el gen EIFTAX,
aunque recientemente se ha reportado concurren-
cia de mutaciones en BAP1 y SF3B1 (8). Mutacio-
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nes en SF3BT resultan en un splicing aberrante
durante el proceso de traduccién, dando lugar a
proteinas defectuosas o a la degradacion del RNA
resultante (9). SF3B1 estd asociado a disomia del
cromosoma 3, y al contrario de lo que sucede en
los tumores deficientes de BAP1 los cuales estén
asociados a la deteccion temprana de metéastasis
(5 ahos de media)(7), en el caso de tumores con
SF3B1 mutado el riesgo de metastasis es interme-
dio, y su manifestacién clinica mas tardia (8 afios
de media)(10). Mutaciones en EIF1AX alteran la ex-
presion génica, ya que EIF1AX esta involucrado en
el reconocimiento del coddén de inicio durante el
proceso de traduccién. Pese a ello, los MUs con
EIF1AX mutado raramente metastatizan (11).

ALTERACIONES EPIGENETICAS
QUE CONTRIBUYEN AL DESARROLLO
DEL MELANOMA UVEAL

La metilacion del DNA es un evento epigenéti-
co que puede dar lugar al silenciamiento de genes
supresores de tumores o a la activacién de onco-
genes. En el MU la hipermetilaciéon del promotor
del supresor tumoral RASSF1A da lugar a una des-
regulacion del ciclo celular (12,13) favoreciendo la
progresién neoplasica. Asi mismo, la metilacién del
promotor de RASEF se ha asociado a la disminu-
cién de la supervivencia en pacientes con MU (14),
y el silenciamiento epigenético de PTEN a la activa-
cién de sefiales antiapoptoéticas y de proliferacion
celular via AKT (15). La metilacién del promotor
de TRAIL, p16INK4a o RAB31 entre otros, son a
su vez alteraciones frecuentemente descritas en el
MU (16,17).

La evolucién oncogénica del MU también pue-
de estar asociada a la metilacién de histonas. Por
ejemplo, la modificacién de la histona H3 mediante
la trimetilacion de su lisina 4 (H3K4m3) tiene como
consecuencia un aumento de la expresion de HEST,
un factor de transcripcién asociado a incremento
del riesgo metastasico en el MU (18).

Los microRNAs (miRs) también actlan como
modificadores epigenéticos, y estan involucrados
en la sefializacion oncogénica en el MU. Los miRs
son RNAs no codificantes que regulan la expresion
génica a nivel post-transcripcional. De entre los
miRs cuya expresion diferencial ha sido asociada
al MU, se ha detectado un aumento en la expre-

sion de miR-20a, -125b, -146a, -155 y -223, impli-
cados en la desregulacién de la respuesta inmune
durante el proceso metastasico (19). Otro ejemplo
es miR-124a, que actla como supresor tumoral in-
hibiendo el crecimiento, la migracién y la invasién
celular, y que esta silenciado epigenéticamente en
el MU (20). Incremento en la expresion de let-7b,
miR-199, -143, -193 y -652, se ha asociado a tumo-
res con monosomia del cromosoma 3y alto riesgo
metastasico (21), poniendo de manifiesto que el
analisis de la expresion diferencial de miRs puede
ser una herramienta Util en la prediccion del riesgo
metastésico en el MU.

Vias de senalizacion implicadas en la progresién
y metastasis del melanoma uveal

La progresién del tumor primario requiere de la
activacion de sefiales de supervivencia, crecimien-
to celular y proliferaciéon. En la mayoria de los MUs,
la proteina del RB (retinoblastoma) es funcional-
mente inactiva, debido a la sobreexpresién de la
proteina Ciclina D1 (65% de los casos), o debido a
la hipermetilacion del promotor CDKN2A (32% de
los casos), dando lugar a pérdida de la inhibicién
del ciclo celular y permitiendo la proliferacion celu-
lar descontrolada (22,23).

En el MU, la activacién de las vias de MAPK y
PI3K/AKT promueven la proliferacion auténoma
de las células tumorales. La activacién de la via de
RAF/MEK/ERK (MAPK) es debida a las mutacio-
nes en GNAQ y GNAT1, aunque en su activacion
constitutiva estan implicados otros factores (24). La
activacion de la via de PI3K/AKT se asocia a la so-
breexpresién de receptores tirosina quinasa (RTK)
caracteristica de los MUs. c-Met esté expresado en
el 98% de los tumores primarios (25), IGF-1R en
mas del 90% (26), y c-Kit en el 75% (27). Ademas de
promover la proliferacién celular, la desregulacion
de la via de PI3K/AKT debido a la pérdida de fun-
cion de su inhibidor PTEN, resulta en la inhibicién
de la apoptosis celular favoreciendo la progresién
del MU (28) (fig. 1). Por otro lado, VEGF (vascular
endotelial growth factor) estd presente en el 94%
de los tumores primarios y el 37% de las metasta-
sis (29), viéndose favorecida la progresién tumoral
y metastasica mediante la angiogénesis sostenida.

En el MU las capacidades migratorias e invasi-
vas de las células metastésicas estan mediadas por
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Fig. 1: Vias de sefalizacion y factores involucrados en la oncogénesis del melanoma uveal. Las mutaciones en GNAQ/11
activan la via de sefializacién de MAPK (en verde), JNK/YAP (en azul), beta-catenina a través de ARF6 (en lila), y la sefializacion
dependiente de calcio a través de PLCB4. Los receptores tirosina quinasa (RTKs) estimulan la via de MAPK y AKT (en rojo).

la adquisicion de la EMT (pseudo-transiciéon epite-
lio mesénquima), la activacion de las vias de KRAS,
beta-catenina, y la sobreexpresion de MMPs (me-
taloproteinasas de matriz extracelular)(30-32). Las
células tumorales circulantes utilizan la sefializacién
mediada por citocinas para anidar de forma espe-
cifica en érganos secundarios (33). El MU muestra
un patrén de metastasis érgano-especifico, dise-
minando hacia el higado en mas del 90% de los
casos (34). En el caso del MU, la expresiéon de los
receptores IGF-1R, c-Met o CXCR4, favoreceria la
migracion de las células tumorales hacia el higa-
do, el cual expresa elevados niveles de sus res-
pectivos ligandos IGF-1, HGF y CXCL12 (35,36). La
subsecuente activacién de las vias de sefializacion
MAPK y AKT promoveria la supervivencia y prolife-
racién celular (36), requisitos indispensables para
que se lleve a cabo la colonizacién del érgano se-
cundario.

ALTERACIONES GENETICAS EN EL
PRONOSTICO DE RIESGO METASTASICO

Existen diferentes herramientas que ayudan a
predecir el riesgo de metéstasis en el MU. La cla-
sificacion del TCGA (The Cancer Genome Atlas) se
basa en datos genéticos, epigenéticos y citogené-
ticos para dividir los tumores primarios del MU en
cuatro subgrupos de riesgo (37). Los grupos Ay B
(también conocidos como clase 1Ay clase 1B), es-
tan asociados a un riesgo bajo (A) o intermedio (B)
de desarrollar metastasis, con mayor supervivencia
de los pacientes. Los tumores del tipo Ay B se ca-
racterizan por disomia del cromosoma 3 y ganancia
del cromosoma ép, y difieren en que los tumores
de tipo A presentan EIF1AX mutado, mientras que
los del tipo B presentan ganancia parcial del cro-
mosoma 8q y SF3B1 mutado (3,37). Los tipos C y
D (también conocidos como clase 2A y clase 2B) se
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asocian a alto riesgo metastasico. En ambos casos
los tumores se caracterizan por monosomia del cro-
mosoma 3, pérdida de expresion de BAP1, y ganan-
cia del cromosoma 8q. La diferencia entre ambos
grupos reside en que el nimero de copias del cro-
mosoma 8q es mayor en el tipo D, y adicionalmente
existe pérdida del cromosoma 6q (38) (fig. 2).

Ademas de las alteraciones génicas y cromo-
sémicas tipicas del MU, PRAME se ha identificado
como un marcador independiente de prondstico
en la diseminacién metastasica (39). De entre los
tumores de menor riesgo metastasico, la expresion
de PRAME se ha asociado a los del tipo B, mientras
que entre los que mayor riesgo metastésico su ex-
presion se ha asociado a los del tipo D.

TECNICAS MOLECULARES DE RUTINA
CON APLICACION EN EL MELANOMA UVEAL

En el MU existen una serie de indicadores de
prondstico de cardcter molecular que permiten es-
tratificar a los pacientes en grupos de riesgo me-
tastasico y, por lo tanto, realizar un seguimiento

estratégico de aquellos con prondstico desfavora-
ble. Debido a ello surgié la necesidad de utilizar
métodos de rutina en los laboratorios de Patologia
Molecular, que ofrecieran informacién sobre dichos
indicadores.

A continuacién, se comentaran las principales
técnicas que estan implantadas en los departamen-
tos de Anatomia Patoldgica y que pueden tener apli-
cacion en el andlisis molecular de muestras de MU.

Técnicas de rutina para la deteccién
de alteraciones citogenéticas en MU

Hibridacién in situ fluorescente (FISH)

La hibridacién in situ fluorescente (FISH) utiliza
sondas de oligonucledtidos marcadas con fluoro-
cromos que hibridan sobre secuencias diana y por
lo tanto permite detectar cambios cromosémicos
numéricos (aneuploidias) o estructurales (transloca-
ciones e inversiones). Sus principales ventajas estan
relacionadas con su aplicacién sobre nucleos en in-
terfase, y ademas, estd ampliamente implementa-
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Fig. 2: La adquisicién secuencial de alteraciones genéticas y citogenéticas en el melanoma uveal define el riesgo de me-
tastasis. Mutaciones iniciales en GNAQ/11, CYSLTR2 o PLCB4 se acompafian de mutaciones y alteraciones cromosémicas
secundarias estratificando los melanomas uveales en cuatro grupos segln su riesgo metastasico, siendo el riesgo en A

bajo, B intermedio y C/D alto.




da en la mayoria de los laboratorios de Patologia
Molecular, permitiendo el uso de material de archi-
vo fijado en formol e incluido en parafina (fig. 3).

La monosomia del cromosoma 3 se puede iden-
tificar mediante el uso de una sola sonda centromé-
rica, pero esta estrategia puede no ser eficaz para la
deteccion de deleciones parciales, es decir aquellas
que afectan solo a regiones pequefias localizadas
en alguno de los dos brazos cromosémicos (3p o 3q)
(40). Una de las posibles soluciones a este problema
es optar por utilizar mas de una sonda que hibride
en cada uno de los brazos cromosémicos. Recien-
temente se ha publicado acerca de la importancia
de las deleciones parciales de la regién del cromo-
soma 3 que contiene al gen BAPT (3p21.31-p21.2)
y cémo estos pacientes pueden tener una supervi-
vencia reducida frente a los pacientes con monoso-
mia 3 sin alteraciones de BAP1 (41).

Al utilizar esta técnica también se debe tener en
cuenta que existe una variabilidad significativa en-
tre grupos de diferentes centros, debida a la subje-
tividad en el andlisis de los resultados por parte del
observador, y a la ausencia de una guia consenso
sobre el nimero de nucleos a contar ni en el esta-
blecimiento de un punto de corte a partir del cual
se considere que la muestra presenta una alteracién
determinada. A todo esto, hay que afadir el hecho
de que es complicado abordar el analisis de aneu-
ploidias en varios cromosomas simultdneamente.

Anadlisis de microsatélites

El anélisis de microsatélites (MSA) se ha utilizado
a menudo para determinar la monosomia del cro-
mosoma 3 con fines prondsticos. Los microsatélites
corresponden a un tipo particular de polimorfismo
del ADN: son secuencias repetitivas, repartidas a

8q24: 5 copias

Fig. 3: Hibridacién in situ fluorescente (FISH). A. Nucleos
que muestran pérdida de la regién del cromosoma 1p
(flechas). B. Nucleos que muestran ganancia del gen
MYC, localizado en la regién cromosémica 8q24 (flechas).
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lo largo del genoma y de tamafio distinto entre di-
ferentes individuos. Esto se traduce en un elevado
grado de heterocigosidad en la poblacién general
y provoca que cada individuo presente dos alelos
de distinto tamafio en la mayoria de los marcadores
analizados.

El estudio citogenético se lleva a cabo median-
te la utilizacién de cebadores de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) marcados con fluo-
rescencia, que amplifican una serie de marcadores
repartidos a lo largo del cromosoma que se quiere
analizar. Una vez amplificados, se realiza un analisis
del tamafio de los fragmentos obtenidos median-
te electroforesis capilar. Este estudio se realiza en
paralelo en la muestra tumoral y en la muestra de
tejido normal del mismo individuo (habitualmente
sangre periférica) y, de esta manera, se puede de-
tectar la pérdida de heterocigosidad (LOH) en el
tumor al perder uno de los dos alelos presentes en
el tejido normal (fig. 4).

Entre las ventajas del MSA esta la posibilidad
de detectar la homocigosidad adquirida (isodiso-
mia) del cromosoma 3 (43), que esté presente en un
5-10% de los casos. En estos se produce la pérdida
de una copia del cromosoma 3 y se duplica la copia
restante, siendo funcionalmente equivalente a una
monosomia y que no es detectable por técnicas
como la FISH. Ademads, este andlisis nos permite
detectar deleciones parciales si tenemos la regién
de estudio bien cubierta por microsatélites.

Por otra parte, entre los inconvenientes que pre-
senta esta técnica podemos destacar que la detec-
ciéon de monosomia puede verse afectada por la
heterogeneidad tumoral, que no resulta adecuada
para estudiar ganancias cromosémicas y solo per-
mite analizar un nimero limitado de marcadores
simultdneamente.

Amplificacién de sondas multiplex dependiente
de ligacién (MLPA)

En 2002 MRC Holland desarrollé la técnica del
MLPA (Multiple ligation probe amplification) como
un método de deteccién de variaciones en el nu-
mero de copias tanto de cromosomas completos
como de exones individuales (44). El MLPA es una
técnica de PCR multiplex simple que utiliza un solo
par de cebadores para amplificar hasta 60 son-
das, cada una con una longitud y una diana Unica.
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Fig. 4: Caso de MU que muestra pérdida del cromosoma 3 utilizando en el anélisis 8 microsatélites informativos. Se mues-
tra pérdida de heterocigosidad (LOH) del cromosoma 3 entero, al comparar para cada marcador la pérdida alélica en las
células del tumor indicado mediante flechas con una muestra de sangre periférica del mismo individuo. Los marcadores
utilizados fueron seleccionados del panel ABI PRISM® Linkage Mapping Set (Applied Biosystems), visualizacién de los
alelos mediante el programa GeneMarker v3.01 (SoftGenetics). El idiograma cromosémico con los marcadores analizados
se obtuvo mediante karyoploteR (42), se indica mediante rectangulo azul las zonas delecionadas.

Los amplicones de PCR se marcan con fluorescen-
cia y se separan y cuantifican mediante electrofore-
sis capilar. En este caso se necesita comparar el pa-
trén de picos resultante de la muestra tumoral con
un grupo de muestras de referencia que se analizan
conjuntamente. Existe un ensayo comercial especi-
fico para MU (SALSA MLPA Probemix P027 Uveal
melanoma, ®MRC Holland) (fig. 5) que permite de-
tectar, en un sdlo anélisis, alteraciones en el nimero
de copias de los cromosomas 1, 3, 6 y 8 (45). Esta
técnica posee algunas ventajas frente a otras que
permiten analizar simultdneamente varias regiones
cromosémicas, como los arrays-CGH, ya que se tra-
ta de una técnica sencilla, rapida y de bajo coste, y
que requiere una menor cantidad de ADN, siendo
especialmente Gtil en muestras pequefias. Ademas,
utiliza equipos que son accesibles para la mayoria
de los laboratorios de Patologia Molecular.

Como inconveniente principal cabe destacar que
los resultados obtenidos pueden verse afectados por
cambios en la secuencia especifica de ADN donde
se une la sonda del MLPA, provocados por la presen-
cia de una mutacién o de una variante polimorfica.

Técnicas de rutina para la deteccién
de mutaciones en genes implicados
en el desarrollo del melanoma uveal

Como se ha comentado anteriormente, la de-
teccion de mutaciones en los genes EIF1AX (pre-
sente en aproximadamente el 15% de los casos de
MU), SF3B1 (25%) y BAP1 (50%) tiene implicacion
prondstica y determina tres categorias de riesgo de
desarrollar enfermedad metastésica (riesgo bajo,
medio y alto, respectivamente).




Melanoma uveal. Bases moleculares y citogenética m

Ja0n

- hain

]

W E (B o= e

BAPY.A . 22t
FHITS. 178

REWS ). Mdet
BAPY-§- 8800t

MIR 820 - 100nt
CTNNDE NS it

MLHI1

RPES

5883383

z 3
! LIITHITELITTY
£ SR - o liits:icc g
sl Eiisigsediidsegued
acrae=s

sriutge-cerPapeegEecos-S e A pibbesaae
L et

Ed - = ~
L) o Ll o ey ‘.'mfa,_ | 2‘2
302228800 58 Sga 2
;s?%éﬂsaéﬂzgﬁségﬁiaazﬁé
(S )
2 g

CASR-5

MME-18

|

03q (n=4)

BaRESele o2 el (3l | || (3
sihE sRizzacanat. thsagned
AR :

Fig. 5: Amplificacién de sondas multiplex dependiente de ligacion (MLPA). Anélisis mediante el software Coffalyser ((MRC
Holland), mostrando la pérdida completa del cromosoma 3 y la ganancia del brazo corto del cromosoma 6 (+6p).

Por otra parte, existen una serie de mutacio-
nes activadoras de los genes de la via de sefaliza-
cién de los receptores acoplados a proteinas Ga g
(GPCR), cuya presencia no ha sido relacionada con
el prondstico. El 92% de los casos de MU, presentan
mutaciones en GNAQ o GNA11 (de manera exclu-
yente) y el 2% y 4% mutaciones en los genes PLCB4
y CYSLTR2. En este caso, la deteccion de estas mu-
taciones ayuda a caracterizar el tumor y es util para
validar los resultados de las pruebas moleculares,
especialmente en muestras donde se obtiene muy
poco material y falta la correlaciéon histopatoldgica
(como en las muestras que provienen de punciones
de aguja previas a la braquiterapia) (fig. 6).

Secuenciacion de primera generacién

La técnica de secuenciaciéon de primera genera-
cion, o secuenciacion Sanger (46) ha sido aplicada
con éxito en la deteccién de mutaciones en los ge-
nes de interés implicados en el MU. En la actualidad,
dicha técnica se basa en la amplificacién del ADN

mediante PCR y en la utilizacién de dideoxinucled-
tidos (ddNTPs) fluorescentes terminadores que se
analizan en un secuenciador mediante electroforesis
capilar. Como resultado se obtiene un cromatogra-
ma o electroferograma de la secuencia estudiada.

Fig. 6: Dispositivo para obtener muestra para estudio
molecular de MU (citogenética y mutaciones) mediante
puncién de aguja.
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Existen otras variantes mas recientes, como la
pirosecuenciacién, que se basa en el principio de
secuenciacion por sintesis y proporciona resultados
cuantitativos. En este caso la incorporacién de los
nucledtidos estd acompanada por la liberacion de
grupos pirofosfato (PPi), en presencia de ATP sul-
furilasa y luciferasa generando una sefial lumino-
sa que es proporcional al nimero de nucledétidos
incorporados y que se visualiza como un pico en
el pirograma (fig. 7). Esta técnica resulta practica,
répida y de costos reducidos para estudiar genes
en los que se producen mutaciones puntuales (que
afectan a un nucledtido) y que se concentran en
unos pocos codones (hotspots).

Entre los inconvenientes de la secuenciacién de
primera generaciéon destacan: la calidad del DNA
obtenido a partir de material de archivo fijado en
formol e incluido en parafina, que el estudio se
debe realizar de manera secuencial (o sea que el
andlisis de cada gen se debe abordar de manera in-
dividual), y que la secuenciacién de hotspots pue-
de obviar mutaciones poco frecuentes que afectan
a otras regiones del mismo gen.

GNAQQ209P
,l, __NM_002072.5(GNAQ):c.6264>C

B
S S GNAQQ209L
: NM_002072.5(GNAQ):c.626A>L

GMNA11Q209L
MM _D02067.5(GMAL1L):c.626A>T

- :

D SF3B1R625C
NM_012433.3(5F3B1):c.1873C>T

198 ¢ N W N

! -

Fig. 7: Pirogramas caracteristicos de muestras de MU
con mutaciones en GNAQ (A y B), en GNAT1 (C) y en
SF3B1 (D). Los cambios en la secuencia se indican con
flechas azules, hacia abajo reduccién del nucleétido de la
secuencia normal y hacia arriba el aumento del nucledti-
do de la secuencia mutada.

Como podemos ver en las figuras 8 y 9 los ge-
nes GNAQ, GNAT11, SF3B1 y EIFTAX, presentan
unos pocos hotspots mutacionales, mientras que
en el caso del gen BAPT, las mutaciones se en-
cuentran repartidas a lo largo de toda la secuencia
del gen.

En resumen, la necesidad de analizar la secuen-
cia de varios genes (a nivel de hotspot o de se-
cuencia completa) para caracterizar el tumor y es-
tablecer el pronéstico del paciente puede resultar
laborioso y poco costo-eficaz utilizando técnicas de
secuenciacion de primera generacion.

Secuenciacién de nueva generacién (NGS)

El desarrollo de las plataformas de secuencia-
cién denominadas de alto rendimiento o de nueva
generacion (Next-Generation Sequencing o NGS)
han permitido la secuenciacién de forma masiva
y en paralelo de millones de fragmentos de ADN
en un Unico proceso. Frente a los sistemas clésicos
de secuenciacién, la NGS ofrece un mayor rendi-
miento y sensibilidad. Existen varias plataformas de
secuenciaciéon que se diferencian entre ellas por la
técnica empleada para la preparacion de las libre-
rias y en la quimica utilizada para la propia secuen-
ciacion (47).

Las dos plataformas de secuenciacién masiva
que han tenido mas éxito en su distribucién en el
ambito hospitalario de diagnéstico molecular, han
sido comercializadas por las compafias de Ther-
moFisher e lllumina. En concreto las plataformas
tipo lon Torrent™ (ThermoFisher) funcionan con
secuenciadores que utilizan chips semiconducto-
res. Durante la sintesis de la secuencia de ADN,
cada vez que se incorpora un nuevo nucleétido a la
cadena, se libera un protén (H+), lo que modifica el
pH. La deteccién de estos cambios de pH es lo que
permite determinar la secuencia.

Por otro lado, los secuenciadores de lllumina se
basan en la sintesis de ADN, a través de la termi-
nacion ciclica reversible: se incorporan nucleétidos
terminadores marcados con fluorescencia que son
retirados para que se pueda continuar con la sinte-
sis. Este proceso tiene lugar sobre un soporte fisi-
co denominado Flow cell. El secuenciador capta la
fluorescencia emitida durante la sintesis del ADN
en forma de imagenes a través de canales épticos
de las cdmaras LED.
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Fig. 8: Representacion gréfica de la distribucién de mutaciones puntuales de los genes GNAQ (A) y GNA11 (B) en
MU utilizando la base de datos COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/) y la aplicacién web ProteinPaint, https://
pecan.stjude.org/proteinpaint/. Las mutaciones en GNAQy GNA11 se presentan de manera mutuamente excluyente y
afectan casi en su totalidad al codén Q209 (exén 5). En un porcentaje menor de los casos el codén afectado es el R183

(exdn 4).

Hoy en dia las técnicas de NGS nos permiten
secuenciar: 1. El genoma completo (regiones co-
dificantes y no codificantes), 2. El exoma completo
(solo regiones que codifican para proteinas) y 3.
Paneles de genes dirigidos (seleccién de genes de
interés enteros o solo hotspots). Son precisamente
estos Ultimos los que han demostrado ser de gran
utilidad en el estudio integral de los tumores al
combinar la secuenciacién de ADN o/y RNA, pu-
diendo dar informacién sobre mutaciones, altera-
ciones en el nimero de copias o fusiones y reorde-
namientos génicos (fig. 10).

Una de las principales ventajas que ofrece la
NGS es la posibilidad de disefiar paneles especi-
ficos que contengan los genes mas relevantes en

MU y que simultdneamente ofrezcan informacion
completa sobre las alteraciones cromosémicas (48).
Ademas, cuenta con la posibilidad de aumentar o
modificar los genes de interés que contiene el pa-
nel en funcién de los conocimientos disponibles en
ese momento.

Entre los inconvenientes a destacar, esta el
hecho de que esta tecnologia no siempre esta
disponible en todos los centros, ya que los equi-
pos son caros y se requiere de soluciones infor-
maticas para el anélisis de los resultados de la
secuenciacion. Ademas, existen pocos paneles
con marcaje IVD (In Vitro Diagnostic Medical De-
vices), por lo que se requiere de un proceso de
validacion técnica.
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Fig. 9: Representacién gréafica de la distribucion de los distintos tipos de mutaciones en los genes SF3B1 (A), BAP1 (B)
y EIFTAX (C) en MU utilizando la base de datos COSMIC (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/) y la aplicacién web Pro-
teinPaint, https://pecan.stjude.org/proteinpaint/. En el gen SF3B1 el codén R625 (exén 14) concentra la mayoria de las
mutaciones missense, y en EIFTAX se localizan en el exén 1y 2. En BAP1 las mutaciones se encuentran repartidas a lo

largo de todo el gen.
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Fig. 10: Perfil obtenido por NGS (Action OncoKitDx, Imegen) de tumor de MU, mostrando monosomia del cromosoma 3
entero e isocromosoma 8¢ (pérdida del brazo corto del cromosoma y duplicacion del brazo largo). Las pérdidas se indican
mediante barras horizontales azules y la ganancia con barras en color rojo.

MENSAJES CLAVE A RECORDAR
Las mutaciones en GNAQ, GNA11, CYSTLR2, PLCB4, BAP1, SF3B1y EIF1AX estan implicadas en el desarrollo

del MU.

La metilacién del DNA, la modificacién de histonas y los miRNAs son alteraciones epigenéticas que favorecen

la evolucion oncogénica del MU.

Las vias de sefializacién aberrantes MAPK y AKT estan involucradas en la progresion del MU y su metastasis.

Existen diferentes aproximaciones para el anélisis de las alteraciones moleculares ligadas a MU.

Las nuevas técnicas moleculares permiten un estudio integrado tanto de las alteraciones citogenéticas como
de las mutaciones, las cuales resultan determinantes para predecir el pronéstico del paciente y poder realizar
un seguimiento individualizado dentro de lo que representa la medicina de precision.
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