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DESCRIPCION

Procedimiento de identificacion de sujetos con un cancer de piel melanoma agresivo en el diagndéstico

Campo de la invencién

La invencién se encuentra en el campo de la biologia molecular y diagnéstico médico. Proporciona medios y
procedimientos para la determinacion del prondstico y resultado de la enfermedad de un sujeto que tiene un
melanoma.

Antecedentes de la invencion

El melanoma cutaneo es un tumor de piel letal con una incidencia continuamente en aumento, que resulta en una
carga creciente para los servicios de salud [1, 2]. En todo el mundo, se ha informado de aproximadamente 232.000
nuevos casos y 55.000 muertes en 2012 [3]. Los pacientes diagnosticados con enfermedad localizada tienen una
tasa de supervivencia a los cinco afios de mas del 95%, después de solamente la escision quirirgica [4]. Si el
cancer esta mas avanzado, sin embargo, las tasas de supervivencia caen sustancialmente, es decir, del 30% al 60%
después de cinco afios, primariamente dependiendo del espesor del tumor, es decir, la profundidad de Breslow.

La enfermedad metastatica generalmente da lugar a pobres resultados de los pacientes, ya que las opciones de
tratamiento fueron limitadas durante mucho tiempo. Sin embargo, el rapido desarrollo de las tecnologias de
secuenciacion de ultima generacion ha identificado la mayoria de las alteraciones genéticas y rutas moleculares
implicadas en el desarrollo del melanoma y proporcionan la base para nuevas terapias dirigidas [5]. Ademas, se han
desarrollado nuevas terapias inmunomoduladoras para el tratamiento del melanoma [6].

Actualmente, el Comité conjunto Americano del Cancer (AJCC) clasifica los pacientes basandose
predominantemente en las caracteristicas histologicas del tumor primario, es decir, el espesor de Breslow,
ulceracion, y tasa mitotica, e indica que la biopsia inicial es un componente critico tanto del diagndstico como de la
estadificacion [7]. Ademas, la presencia de un estadio avanzado de la enfermedad (estadio lIl/IV) y, en menor
extension, la edad del paciente, el género, y la localizacion del tumor, son factores pronésticos del melanoma. El
espesor de Breslow se ve como el parametro pronostico mas importante, sin embargo, el 20-30% de los pacientes
diagnosticados con melanomas delgados (de < 2,0 mm de espesor) siguen muriendo de su enfermedad [8, 9]. Por lo
tanto, estan garantizadas las mejoras en el sistema de estadificacion que dan lugar a una prediccion mas precisa del
prondstico, permitiendo a los médicos afrontar mejor el prondstico de pacientes individuales. Ademas, es importante
identificar los pacientes de altor riesgo con enfermedad agresiva en un estadio temprano ya que estos pacientes se
pueden beneficiar de una cirugia mas extensa, terapia adyuvante y seguimiento mas estrecho.

En resumen, el melanoma cutaneo es un cancer de piel altamente agresivo que supone aproximadamente el 75 de
muertes relacionadas con un cancer de piel. Se han descrito biomarcadores para el melanoma basandose en el
analisis de la metilacion diferencial en la técnica anterior [55-57]. La metilacion diferencial del gen LY75 se ha unido
a la enfermedad cardiaca [58]. El LY75 se ha descrito como una diana para el tratamiento del melanoma [59]. A
pesar del aumento de entendimiento de la biologia del desarrollo del melanoma y la identificacion de las alteraciones
moleculares que acompafan la progresion del melanoma [10, 30], la estadificacion del melanoma y el sistema de
clasificacion del AJCC no ha incorporado aun los cambios moleculares potencialmente [7]. Sin embargo, son
necesarias mejoras en el sistema actual de estadificacion para identificar con mayor precision los pacientes
individuales con enfermedad agresiva en el diagndstico. Estos pacientes con un llamado mal prondstico pueden
beneficiarse de una terapia adicional que dé lugar a un cuidado clinico mejorado y un mejor resultado del paciente.

Sumario de la invenciéon

Los inventores descubrieron que la metilacion del promotor del antigeno linfocitario 75 (LY75), también conocido
como CD-205 o DEC-205, es un marcador fuerte que predice un resultado clinico pobre, independientemente de los
pronosticadores utilizados actualmente en una serie de melanoma independiente. La invencién, por lo tanto, se
refiere a un procedimiento para determinar si un sujeto que tiene un melanoma tiene un mal prondstico,
comprendiendo el procedimiento la etapa de determinacién en una muestra del sujeto si el promotor LY75 esta
metilado y si el promotor LY75 esta metilado, la clasificacion del sujeto como que tiene un mal pronéstico.

Descripcion detallada de la invenciéon

Los inventores examinaron el estado de metilacion del promotor del antigeno linfocitario 75 (LY75) en una serie bien
caracterizada de 123 melanomas primarios con datos de seguimiento. Los inventores descubrieron que la metilacion
del promotor LY75 (HR = 4,442; un 95%-Cl 2,307-8,553, P<0,001) junto con ulceracion (HR = 2,262; un 95%-CI
1,164-4,396, P = 0,016) y enfermedad metastatica en el diagnostico (HR = 5,069; un 95%-Cl 2,489-10,325, P <
0,001) eran predictores significativos de la supervivencia al melanoma.

EI LY75, también conocido como CD-205 o DEC-205, es un receptor de la familia de manosas de union al colageno
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que se expresa predominantemente en el epitelio cortical timico y los subconjuntos de células dendriticas mieloides
[37]. Se ha informado que el LY75 tiene un papel en la captacion endocitica de antigeno que da lugar a una
respuesta de linfocitos T CD4+ y CD8+ [37-39].

El LY75 es el conjunto genético ID ENSG00000054219, situado en el cromosoma 2, con la descripcion genética
Precursor 75 del antigeno linfocitario (DEC-205) (gp200-MR6) (antigeno CD205).

El promotor del gen LY75 se analizé en cuanto a su estado de metilacién en lineas celulares de melanoma vy
melanocitos epidérmicos normales humanos (NHEM) y en 20 muestras de melanoma primario y 20 muestras de
nevus comun. Se descubrié que el promotor estaba metilado en 6 de las 6 lineas celulares de melanoma, no en las
células NHEM, en el 35% de los melanomas piloto y en el 0% de las muestras de nevi piloto.

La metilacion del promotor de LY75 se identific6 como un fuerte predictor de un mal prondstico de melanoma e
identificaba pacientes con enfermedad agresiva en el diagndstico independientemente de los parametros de
prondstico actuales. La metilacion del promotor de LY75 es por lo tanto una ayuda importante en la identificacion de
pacientes que necesitan una cirugia mas extensa, tratamiento adyuvante, y un seguimiento mas estrecho que dara
lugar entonces a un resultado clinico mejor.

La invencion se refiere por lo tanto a un procedimiento para la determinacion de si un sujeto que tenga un melanoma
tiene un mal pronéstico, comprendiendo el procedimiento una etapa de determinacion en una muestra del sujeto si el
promotor LY75 esta metilado y si el promotor LY75 esta metilado, clasificando el sujeto como que tiene un mal
prondstico.

En la serie de pacientes examinados en el presente documento, un mayor espesor de Breslow, la presencia de
ulceracion, y la presencia de enfermedad metastatica en el diagnostico eran los principales indicadores pronosticos
(P < 0,001, Tabla 4; curvas de supervivencia de Kaplan-Meier representadas en la Figura 1A, B y C,
respectivamente).

Adicionalmente, una edad mayor en el diagnéstico, la presencia de mitosis tumorales, y la localizacién en la cabeza
y cuello eran predictores significativos de mal prondstico (Tabla 3), indicando que esta serie era adecuada para
estudiar el valor prondstico adicional de los marcadores de metilacion ya que refleja la progresion total de la
enfermedad de una tendencia similar a la poblacion general.

La expresiéon “mal pronéstico” se utiliza en el presente documento para indicar que puede esperarse o predecirse
que los pacientes con un promotor LY75 metilado tengan una esperanza de vida mas corta que los que tienen un
promotor LY75 no metilado.
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La ulceracion tumoral y la enfermedad metastatica en el diagndstico eran, junto con la metilacién de LY75, los
predictores mas significativos de supervivencia. Utilizando el criterio de informacion de Akaike (AIC) se demostro
que la metilacién de LY75 como unico marcador de metilacién siempre superaba este panel.

Como la supervivencia al melanoma depende mucho de la formacién de metastasis letales, los inventores se
preguntaban si la metilacion de LY75 era un predictor significativo de la formacion de metastasis distantes en los
pacientes en estadio | y II. DE 95 pacientes en estadio | y Il con un estado de metilaciéon conocido, un total de 26
pacientes desarrollaron la enfermedad metastatica. Utilizando los analisis univariados, los inventores observaron un
fuerte valor prondstico de la metilacion de LY75 para predecir la formacién de metastasis distantes, HR=7,835, un
95%-Cl 3,554-17,274, P<0,001. Aplicando analisis multivariados, la metilacion del promotor de LY75
(HRLY75=7,924, un 95%-CI 3,492-17,980, P<0,001) seguia siendo el mejor predictor de desarrollo de enfermedad
metastatica junto con la ulceracion (HR ulceracion=3,477, 95%-Cl 1,579-7,655, P=0,002) y la edad (HRedad=1,040,
95%-Cl 1,009-1,072, P=0,011).

Para validar la asociacion observada de la metilacion de LY75 con la formacidon de metastasis distantes, los
inventores evaluaron el conjunto de datos del Atlas de Datos Genémicos del Cancer (TCGA). Esta base de datos
proporciona los datos de seguimiento de 44 melanomas primarios de los cuales 14 pacientes recayeron.
(https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/)

Para el analisis, se seleccion6 una Unica sonda representativa de la region (cg24478096; en la que se emplearon la
sonda A: AAACAACAAAACTATAACATCAAAACACCCAACAAACTACAAAACTAACA (SEQID NO: 7), y la sonda B:
AAACAACAAAACTATAACGTCGAAACACCCAACGAACTACGAAACTAACG (SEQ ID NO: 8). La sonda A detecta
alelos no metilados y la sonda B detecta alelos metilados.

Como valor de corte, se escogio un valor 3 normalizado de 0,2, en el que B es igual a las intensidades de las sondas
Ay B de acuerdo con la ecuacién: B/(A+B). En otras palabras, si la intensidad de la sonda B era mayor del 20% de
la intensidad total de las sondas A y B juntas, la muestra se valoraba como que tenia metilado el promotor LY75. Las
muestras con un valor B > 0,2 se valoraban por lo tanto como metiladas y las muestras con un valor 8 por debajo o
en 0,2 se valoraban como no metiladas.

Esto no quiere decir que se empleen otros valores de corte de manera ventajosa. Dependiendo de la especificidad y
sensibilidad deseadas del procedimiento, el valor de corte se puede ajustar.

La etapa de determinacion de si un sujeto tiene un promotor LY75 metilado puede incluir ventajosamente una etapa
de determinacion de si el nivel de metilacion del promotor LY75 esta por encima de un valor de referencia o valor de
corte. Un experto en la técnica puede ser bien consciente de las maneras para obtener dicho valor de referencia.
Puede ser, por ejemplo, el valor obtenido utilizando las mismas sondas y procedimientos que se describen en el
presente documento cuando se aplican a un individuo normal o un panel de individuos normales. También puede ser
un valor escogido arbitrariamente o se puede determinar por ensayo y error. Un valor de referencia preferido es un
valor beta de mas de 0,2 como se determina con un conjunto de sondas apropiado, tal como por ejemplo las sondas
Ay B de acuerdo con las SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, respectivamente.

El analisis de supervivencia de Kaplan-Meier demostraba que los melanomas primarios que estaban metilados
tenian un riesgo significativamente alto de desarrollar la enfermedad metastatica (rango logaritmico P=0,020).

La eliminacién de etapas retrogradas en el modelo de regresion de riesgos proporcionales multivariado de Cox con
estadio de enfermedad, espesor de Breslow, ulceracion tumoral, género, y edad como covariados revelaba que la
metilacion de LY75 es el mejor marcador Unico para predecir la recurrencia en esta serie (HRLy75=3,568, un 95%-CI
1,142-11,149, P=0,029).

Entre los pacientes con melanoma en estadio | y Il, la metilacion de LY75 era el predictor mas fuerte (HR=7,924, un
95%-Cl 3,492-17,980, P<0,001) de desarrollo de metastasis distantes, junto con la ulceraciéon tumoral (HR=3,477, un
95%-Cl 1,579-7,655, P=0,002) y mayor edad en el diagndstico (HR=1,040, un 95%-Cl 1,009-1,072, P=0,011). La
metilaciéon de LY75 superaba el espesor de Breslow, el parametro pronéstico clinico mas importante. Esto es
especialmente interesante ya que la incidencia de pacientes diagnosticados con melanoma delgado ha aumentado y
una proporcion creciente de las muertes relacionadas con el melanoma se producian entre estos pacientes [8, 9,
36]. Por lo tanto, a pesar de su pronostico generalmente favorable, los melanomas delgados contribuyen
considerablemente (aproximadamente en un 25%) a la mortalidad por melanoma. La identificacién de una fuerte
relacion entre la metilacion de LY75 y el mal prondstico que sea independiente del espesor de Breslow proporciona
una manera prometedora para identificar pacientes de alto riesgo, que no se detectan mediante los factores de
riesgo tradicionales, que pueden beneficiarse de la terapia adyuvante y el seguimiento mas estrecho.

Sin el deseo de quedar ligados por teoria alguna, los inventores hicieron la hipétesis de que el mal resultado clinico
de los pacientes con tumores con LY75 metilado se podia explicar parcialmente por un mal reconocimiento
inmunitario, aunque no pudieron observar una asociacion significativa de metilacion con ausencia de linfocitos
infiltrantes del tumor (TIL) en sus series (datos no mostrados). Sin embargo, puede ser también que los TIL sean
funcionalmente deficientes o se activen de manera incompleta como se ve cominmente durante la progresion
tumoral [40]. EI melanoma se trata cada vez mas con terapias inmunomoduladoras tales como con anticuerpos anti-
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CTLA4 y anti-PD1 que aprovechan la capacidad de los linfocitos T CD8+ para eliminar células de melanoma
inmunogénicas [41, 42]. Aunque las respuestas pueden ser duraderas, la tasa de respuesta a estas terapias en baja
en general (aproximadamente de un 25% de los pacientes) [6] y los marcadores que predicen la respuesta es algo
de lo que se carece [43]. Por lo tanto, es concebible que la metilacion del LY75 puede reflejar también una mala
respuesta a las terapias inmunitarias.

En resumen, la metilacién del LY75 se reconoce como un fuerte predictor independiente de mal prondstico, tanto en
la prediccion de la muerte especifica por melanoma como en la prediccion de formacion de metastasis distantes en
los pacientes con melanoma en estadio | y II.

Leyenda de las figuras

Figura 1: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de los mejores marcadores de prondstico.

(A) curva de Kaplan-Meier de la supervivencia especifica de melanoma de pacientes agrupados de acuerdo con el
espesor del tumor primario dividido por el estadio tumoral del AJCC. (B) Curva de Kaplan-Meier de supervivencia
especifica de melanoma de pacientes agrupados de acuerdo con la presencia o ausencia de ulceracion tumoral. (C)
Curva de Kaplan-Meier de supervivencia especifica de melanoma de pacientes agrupados de acuerdo a la
localizacion de la enfermedad (Estadios I/1l) y enfermedad metastatica (Estadios 1l/IV). (D) Curva de Kaplan-Meier
de la supervivencia especifica de melanoma de pacientes agrupados de acuerdo con la metilacion del promotor
LY75.

Figura 2: Curva de supervivencia de Kaplan-Meier de acuerdo con el estado del promotor LY75 metilado

Curva de supervivencia de Kaplan-Meier de supervivencia libre de recurrencia de pacientes del TCGA agrupados de
acuerdo con el estado de metilacion de LY75 y la sonda cg24478096.

Ejemplos
Ejemplo 1: Cultivo celular y secuenciacion de MBD

Se llevé a cabo la secuenciacion del dominio de unién a metilo (MBD) sobre seis lineas celulares de melanoma
(WM35, WM3248, WM164, A375, M14, SK-MEL-28) y melanocitos epidérmicos normales humanos (NHEM)
proporcionados por el Dr. Leon van Kempen (McGill University, Montreal, Canada). Se llevd a cabo la autenticacion
de todas las lineas celulares utilizando un perfil de repeticiones cortas en tandem (STR) (DSMZ, Braunschweig,
Alemania). Las lineas celulares WM se cultivaron en medio W489 que consistia en cuatro partes de MCDB153
(Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises bajos) y una parte de L15 (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises bajos), las células
A375, M14, y SK-MEL-28 se cultivaron en medio de Eagle modificado de Dulbecco (Invitrogen, Breda, Paises bajos).
Las células se suplementaron con un 2% o un 10% de suero bovino fetal inactivado por calor (Hyclone Perbio
Science, Erembodegem-Aalst, Bélgica), respectivamente. Las células NHEM se cultivaron en un medio listo para
usarse suministrado por Promocell (Heidelberg, Alemania). El ADN genémico se aislé utilizando el kit de aislamiento
de ADN Puregene® (Gentra systems, Minneapolis, MN) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El ADN gendmico de todas las muestras se sometié a secuenciacion de enriquecimiento de metilacion utilizando el
kit MethylCap con una elucién salina alta (Diagenode, Lieja, Bélgica) como se habia descrito anteriormente [25].
Para cada muestra, y cada nucleo de metilacion, se utilizé un recuento maximo de lectura en los andlisis corriente
abajo.

Ejemplo 2: Secuenciacion del ARN total

La secuenciacion en las células WM35, WM3248, M14, y SK-MEL-28 se llevd a cabo para determinar la metilacion
funcional, es decir, la metilaciéon asociada con la expresion genética regulada negativamente [26]. En resumen, se
aisld el acido ribonucleico total (ARN) utilizando el procedimiento convencional de extraccion de ARN TRIzol®
(Invitrogen, Bleiswijk, Paises bajos) y se almaceno a -80 °C. Para la preparacion de la biblioteca de secuenciacion
del ARN total se llevod a cabo utilizando una versién modificada del protocolo de lllumina ‘Preparacién de la muestra
par secuenciacion de ARNm direccional’ con el ARN total en vez de con el ARNm. EI ADN ribosémico se vaci6 de la
fraccion de ADN utilizando el protocolo de normalizacion de nucleasa termoestable especifica de duplex de lllumina
para la secuenciacion bidireccional de ARNm (nota de la aplicacion 15014673).

Ejemplo 3: Datos Infinium-450K

Como el Atlas Gendmico del Cancer (TCGA) no tienen disponibles los datos de metilacién en muestras de control,
los inventores llevaron a cabo los ensayos Infinium-450K sobre 14 nevi recién congelados recolectados de los
archivos del Hospital Universitario de Lovaina, Bélgica, para ser capaces de determinar la metilacion especifica del
melanoma (Tabla 1).
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Tabla 1. Muestras utilizadas para el analisis de metilacion
Caracteristicas N.° de Pacientes | %
Nevi comunes utilizados para el analisis de Infinium-
450K (n=14)

Género
Femenino 5 36
Masculino 9 64
Edad (afios) 20,6 + 24,
Localizacién
Cabeza y cuello 3 21
Tronco 8 57
Extremidades 3 21
Nevi comunes utilizados para la valoracion con MSP (n=20)
Género
Femenino 5 50
Masculino 9 50
Edad (afios) 31,7 +14,3
Localizacién
Cabeza y cuello 3 22
Tronco 11 57
Extremidades 5 21

El ADN genomico de las 14 muestras de nevus se extrajo y como se habia descrito anteriormente [27]. Se llevo a
cabo la cuantificacion utilizando un lector de placas Qubit 2.0 (Invitrogen, Bleiswijk, Paises bajos) y colorante
PicoGreen (Invitrogen, Bleiswijk, Paises bajos). La calidad del ADN se inspeccion6 sobre geles de agarosa tefiidos
con SYBR® Safe (Invitrogen, Bleiswijk, Paises bajos). La conversién con bisulfito de las muestras de ADN se llevo a
cabo utilizando el kit de metilacion de ADN EZ (Zymo Research, Orange, CA) y el ADN convertido se hibridé a los
chips perlas Infinium-450K, seguido por el protocolo de metilacion HD Infinium de lllumina como se ha descrito en
otro sitio [28].

Ejemplo 4: Muestras de los pacientes

Se examino la metilacion de la isla CpG del promotor LY75 en una serie bien caracterizada de nevi comunes fijados
con formalina embebidos en parafina (FFPE) (n = 20) y melanomas primarios (n = 123) de pacientes diagnosticados
en el Centro Médico de la Universidad de Maastricht, Paises bajos y el Hospital Universitario de Lovaina, Bélgica. La
recoleccion, almacenamiento y uso de todos los tejidos y datos de los pacientes se llevaron a cabo de acuerdo con
el “Cadigo para el uso secundario apropiado de tejidos humanos de los Paises Bajos”. Todas las muestras utilizadas
y los datos correspondientes se desunieron y anonimizaron. El uso de muestras de melanoma vy tejido sano se
aprobaron por el comité cientifico de Recoleccién de Tejido Patolégico de Maastricht (MPTC). La informacion
clinicopatolégica detallada de las muestras del melanoma se muestran en la Tabla 2, las caracteristicas de las
muestras del nevus se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 2. Caracteristicas clinicopatolégicas de 123 casos de melanoma primario con seguimiento

Caracteristicas N.° de Pacientes* %
Género
Femenino 82 67
Masculino 41 33
Edad (afios)
Media 59,9+ 16,9
<50 afios 37 30
>50 afios 86 70
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(continuacion)

Caracteristicas N.° de Pacientes* %
Estadio de enfermedad

Localizado - Estadio I/ 103 84

Metastatizado - Estadio IlI/IV 20 16
Espesor de Breslow, mm

0,01-1,0 32 26

1,01-2,0 29 24

2,01-4,0 29 24

>4.0 33 27
Ulceracion

Ausente 86 70

Presente 37 30
Tasa mitdtica

<1/mm? 23 19

>1/mm? 99 81
TIL

Ausente 29 24

No activo 69 57

Activo 24 20
Subtipo histologico

SSM 85 73

NM 21 18

LMM 9 8

ALM 2 2
Localizacion

Cabeza y cuello 21 17

Tronco 33 28

Extremidades 67 55
Formacion de metastasis distantes

No 80 65

Si 43 35
Muertes relacionadas con la enfermedad

No 81 66

Si 42 34
Media de seguimiento (meses) 75,3+57,0

ALM, melanoma lentigoso acral; LMM, melanoma lentigoso maligno; NM, melanoma nodular; SSM, melanoma
superficial diseminado; TIL, linfocitos infiltrantes del tumor

Ejemplo 5: Aislamiento de ADN, conversion con bisulfito, y analisis de metilacion de la isla CpG del
promotor

Se tifid una seccién de 4 mm de cada bloque de tejido FFPE con hematoxilina y eosina (H/E) y fue revisada por un
dermatopatélogo experto. Los casos que contenian > 50% de células de nevus o melanoma se incluyeron.
Posteriormente, se cortaron diez secciones de 10 mm y se hizo otra seccién de H/E para confirmar el porcentaje de
células de nevus y melanoma. A continuacion, se desparafinaron cubreobjetos y se extrajo el ADN después de la
macrodiseccién con el Kit Micro ADN QlAamp (Qiagen, Venlo, Paises Bajos). Se utilizé la cuantificacion por
NanoDrop para estimar la calidad y concentracion del ADN extraido (Espectrofotometro NanoDrop ND-1000). Se
llevé a cabo una modificacion con bisulfito sédico de 500 ng de ADN gendmico utilizando el Kit Bisulfito EpiTect
(Qiagen, Venlo, Paises Bajos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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A continuacién de la conversién por bisulfito, se llevaron a cabo los analisis de reaccién en cadena de la polimerasa
especifica de metilacion (MSP), multiple, anidada como se habia descrito en otro sitio [19] Las secuencias de los
cebadores y las condiciones se muestran en la Tabla 3. El numero de ciclos de PCR que se llevd a cabo era de 30.

Las condiciones de la PCR eran las siguientes: La mezcla de PCR contenia 1 x tampén de PCR (16,6 mM de sulfato
amonico/67 mM de Tris, pH 8,8/6,7 mM de MgCIl2/10 mM de 2-mercaptoetanol), dNTP (cada uno a 1,25 mM),
cebadores (300 ng de cada uno por reaccion), y ADN modificado con bisulfito (50 ng) en un volumen final de 50 ul.
Las reacciones se comenzaron con calor a 95 °C durante 5 minutos antes de la adicién de 1,25 unidades de
polimerasa Taq (BRL). Se llevé a cabo la amplificacion en un termociclador durante 30 ciclos (30 sa95°C, 30s a la
temperatura de hibridacion de 64 °C, y 30 s a 72 °C), seguido por una extension final de 4 min a 72 °C. Se llevo a
cabo una PCR flanqueante a 56 °C durante 35 ciclos.

Las reacciones de la PCR se llevaron a cabo con controles para los alelos no metilados (por ejemplo, un ADN
humano de control no metilado, ADN de control EpiTect, Qiagen, n° de Cat. 59568), alelos metilados (ADN de
linfocito normal tratado in vitro con Sssl metiltransferasa [New England Biolabs], y un control de ADN no matriz.

Se cargaron diez ml de cada reaccion MSP en geles de agarosa al 2% que contenian La tincion en gel de acido
nuclieoc GelStar (Cambrex, New Jersey, EE.UU.), y se visualizaron bajo iluminacién UV. La presencia de un
producto de la PCR llevado a cabo con los cebadores metilados indica la presencia de ADN metilado y predice un
mal prondstico del paciente con melanoma.

Tabla 3: Secuencias de cebadores y condiciones utilizadas para el gen LY75:

Direccion Posicion Secuencia SEQID NO:| Temp (°C)
(%‘?fds?; en sentido Anidado TTAGGATGAGGATAGGTTGGG 1 56
No metilado | GGATAGGTTGGGTGATTTTTTGTT 2 64
Metilado GGTTGGGCGATTTTTCGTC 3 64
((:;"?f%‘?; antisentido Anidado CAAACTAAAAAACAACAAAACTATAAC | 4 56
No metilado | AAACTATAACATCAAAACACCCAACA | 5 64
Metilado TATAACGTCGAAACACCCAACG 6 64

Las reacciones de MSP anidadas se llevaron a cabo con controles para alelos no metilados (ADN humano de control
no metilado, ADN de control EpiTect, Qiagen, n° de Cat 59568), alelos metilados (ADN normal de linfocito tratado in
vitro con Sssl metiltransferasa [New England Biolabs], y un control de ADN no matriz.

Para asegurar la reproductibilidad, las reacciones MPS se llevaron a cabo por duplicado comenzando a partir de la
amplificacion de ADN con cebadores flanqueantes. Los resultados discordantes se analizaron una tercera vez, y se
utilizé el principio de la mayoria de los votos para determinar el estado de metilacion.

Ejemplo 6: Analisis estadistico

Se utilizé una regresion de riesgos proporcionales de Cox para evaluar el efecto de la metilacion genética y las
variables clinicopatoldgicas sobre la supervivencia especifica del melanoma, dando como resultado relaciones de
riesgos (HR) y sus correspondientes intervalos de confianza del 95% (95%-Cl). Para la metilacion de LY75, se utilizo
el modelo de riesgos proporcionales de Cox para evaluar el efecto de la metilacion sobre la formacion metastasis
distantes (supervivencia libre de melanoma).

El tiempo de supervivencia se defini6 como el tiempo entre el primer diagndstico y la primera fecha de diagnostico
de una metastasis distante. El criterio de informacion de Akaike (AIC) se utilizé para evaluar la capacidad predictiva
de los modelos con marcadores de metilacion Unicos y multiples. EI modelo con el AIC mas bajo se escogié como el
mejor modelo. Todos los valores de P expuestos eran de dos lados, y se consideraba un P<0,05 como
estadisticamente significativo. Los analisis se llevaron a cabo utilizando el paquete estadistico IBM SPSS Statistics
21 (IBM, New York, EE. UU.) y R (R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).
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<220>
<223> Sondas y cebadores para la deteccion del promotor LY75 metilado

<400> 1
ttaggatgag gataggttgg g 21

<210> 2

<211> 24

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sondas y cebadores para la deteccion del promotor LY75 metilado

<400> 2
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<210> 3
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<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sondas y cebadores para la deteccion del promotor LY75 metilado
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ggttgggcga tttttcgtc ™ 19

<210> 4

<211> 27

<212> ADN
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<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Sondas y cebadores para la deteccion del promotor LY75 metilado
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<223> Sondas y cebadores para la deteccion del promotor LY75 metilado

<400> 8
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de determinacién de si un sujeto que tenga un melanoma tiene un mal prondstico,
comprendiendo el procedimiento la etapa de determinar en una muestra del sujeto si el promotor LY75 esta metilado
y si el promotor LY75 esta metilado, clasificar el sujeto como que tiene un mal prondstico, en el que la muestra es
una muestra de melanoma.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que la muestra se obtiene de una biopsia tomada del
sujeto.

3. Un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 en el que se lleva a cabo una etapa adicional
seleccionada de entre el grupo que consiste en la determinacion de ulceracion tumoral, determinacion de la
enfermedad metastatica en el diagndstico, estadio de la enfermedad, y el espesor de Breslow del melanoma.

4. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en el que la etapa de determinacion
en una muestra del sujeto si el promotor LY75 esta metilado se lleva a cabo mediante un analisis de reaccion en
cadena de polimerasa multiple especifica de metilacion.

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4 en el que la reaccién en cadena de polimerasa multiple
especifica de metilaciéon se una reaccion en cadena de polimerasa multiple especifica de metilacién anidada.
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Figura 1A
A. Espesor de Breslow
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Figura 1B

B. Estado de ulceracion
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Figura 1C

C.
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Estadio de enfermedad
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Figura 1D

D.
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Figura 2
Estado de metilacidon de LY75 en el TCGA
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