
Microarrays en melanoma



¿Qué es un microarray?

• Arrays de “oligonucleotides” arrays: sets de oligos
(“sondas”) respresentando la secuencia de un gen en 
particular que son sintetizados directamente en la 
superficie de cristal base por base mediante
fotolitografía (ej Affimetrix) o mediante síntesis química
(ej ink-jet Agilent)

• Sondas cortas – normalmente 25 nucleótidos de 
longitud (Affimetrix) o 60 mers (Agilent)



Producción de microarrays mediante robótica

www.bio.davidson.edu/.../ CSU/Introscanners.html



Arrays de Oligonucleótidos: 
síntesis de sondas DIRECTAMENTE en la superficie del chip



1. Aislamiento del RNA

Aislamiento de mRNA de células 
normales y células tumorales; 
cada muestra de mRNA representan
a todos los genes expresados en esa 
célula o tejido en el momento de la 
extracción



2. Generar DNA marcados

Convertir mRNAs en cDNAs
mediante transcripción inversa,
usando desoxirribonucleótidos
marcados con fluorescencia



3. Hibridar ambos cDNA en un único microarray

Añadir los cDNAs al microarray

Los cDNAs anillan a las 
secuencias complementarias

sobre el microrray



3. Hibridar ambos cDNA en un único microarray



4. Scanear el chip



4. Expresión genética de 4 muestras.

 datos crudos  pixel por pixel

Señal de fluorescencia “Promedio” para cada gen  = nivel de 
expresión del gen



5. Análisis estadístico
OBJETIVO: Identificación de genes expresados diferencialmente 

entre muestras.

1-PREPROCESADO

Mediante métodos de análisis de imagen, normalización y 
transformación de datos.

2- INFERENCIA 

Mediante test estadísticos simultáneos (multiple testing

procedures) para establecer qué genes se encuentran

expresados diferencialmente.

3-CLASIFICACIÓN (Clustering o discriminación)

No supervisada en la que las clases no son conocidas.

Supervisada en la que las clases son definidas de antemano.



5. Análisis estadístico

Cada sonda del array representa un “experimento” entre 
decenas de miles.

Con un test de significación estadística los microarrays de 
ADN producirán estadísticamente un número determinado de 
falsos positivos. Es decir un número determinado de 
“experimentos” pasará el cut-off del P-value seleccionado.

Con un cut-off de 0.05 en un experimento con mil sondas 
cabe esperar que aprox. 50 genes erróneamente rechacen la 
hipótesis nula (que no hay diferencias de expresión entre las 
muestras).



5. Aplicación GEP en tumores

Nature 406: 536-540 (2000)

Muestras invasivas de melanoma
genes

Muetras de pacientes



Transformación de melanocitos a melanoma

-Identificación marcadores útiles en la clínica.
-Comprender los cambios transcripcionales en genes en la 
transformación neoplásica

Los primeros trabajos utilizaron arrays con un número relativamente pequeño 
de genes en plataformas “custom-made” (Derisi et al., 1996; Maniotis et al., 1999) 
(De Wit et al., 2005; Dooley et al., 2003; Mirmohammadsadegh et al., 2004; 
Seykora et al., 2003; Zuidervaart et al., 2003) y la conclusión es que no hay un 
acuerdo entre ellos (pequeñas plataformas, pocas réplicas e insuficiente
astringencia estadística). 



Transformación de melanocitos a melanoma





Transformación de melanocitos a melanoma
-Plataformas más grandes (Haqq et al., 2005; Hoek et al., 2004; Talantov et al., 2005). 
Tejidos normales y melanoma.



Transformación de melanocitos a melanoma

-Hoek, 2007 en una revisión de estos tres trabajos concluye que solo dos genes
(CITED1 y CDH3) son identificados como genes expresados diferencialmente 
por los tres artículos.



Estudio combinando datos procedentes de experimentos que emplear una 
misma plataforma Affymetrix HG.U133A y  líneas celulares:

-4 estudios proporcionaron el set de muestras control (Hoek et 
al.,2004, 2006; Magnoni et al., 2007, Ryu et al., 2007) 

-5 sets de melanomas (mínimo de 12 muestras por set) de 3 
estudios diferentes (Hoek et al., 2006; Johansson et al., 2007; 
Packer et al., 2007)









Down-regulated genes

Epithelial cadherin,
Dipedtidyl peptidasa IV 
c-KIT
WFDC1

Up-regulated genes

MAGEA6
MAGEA3
MAGEA12
PRAME
HLA-DRB1
Neural cadherin
Osteopontin
TPD52
Notch-2



Progresión del primario a metástasis a distancia



Los perfiles de expresión génica han sido utilizados para la 
búsqueda de mejores marcadores de progresión y explorar la 
biología de los estadios de progresión

Algunos trabajos utilizaron ninguna o un número muy pequeño de réplicas
(Baldi et al., 2003; Gallagher et al., 2005; Xi et al., 2006)

Haqq et al., 2005; Smith et al., 2005 estudian estados de progresión
Con un número de muestras suficientes para tener un poder estadístico
significativo

Progresión del primario a metástasis a distancia



-GEP de piel, nevus, melanoma 1º y metástasis. 





-Se comparan lesiones primarias con metástasis sin distinción del 
espesor. Se identificaron 308 genes discriminantes entre lesión 
primaria y metástasis resaltando cambios en la regulación del ciclo 
celular, mitosis, comunicación celular y adhesión celular.



Entre las fases de crecimiento radial y vertical ocurren cambios
significativos en la expresión genética que llevan a la proliferación y 
supresión de la apoptosis. Mientras que no hay suficientes datos para 
confirmar diferencias entre estadios posteriores o estos son menos 
remarcables que los cambios que diferencia las lesiones RGP y VGP.

Progresión del primario a metástasis a distancia

Es debatible que estas diferencias sean debidas a las células de 
melanoma per se ya que líneas celulares no son tan distinguibles por 
su perfil transcripcional (Jaeger et al., 2007). 



Supervivencia

Los perfiles de expresión suposieron una oportunidad para tener una 
información pronóstica para pacientes metastáticos. (Kim et al., 2002).

-Caracterizar diferencias transcripcionales entre metástasis que 
respondían a inmunoterapia frente a aquellas que no.

-Identificaron pequeño número de genes asociados a la regulación 
inmune cuya expresión cambiaba significativamente en tratamiento.



Estudio de supervivencia en pacientes con melanoma ocular se 
identificó un gen NBS1 reparador de la doble cadena de ADN con valor 
pronóstico validado con IHQ en una muestra de mayor tamaño

Supervivencia



-82 tumores primarios 

-254 genes capaces de separar muestras basándose en la 
supervivencia libre de metástasis. 

-Factores relacionados con la replicación del AND y procesos de 
división celular

Supervivencia





Supervivencia



-líneas celulares (en vez de biopsias) no se encontraron listas de genes 
que correlacionaran con el pronóstico.

-Las células sacadas del contexto in vivo en cultivo celular podrían 
perder información que les concedería un potencial pronóstico (Hoek, 
2007).

Supervivencia



-Perfil genético de 44 metástasis de melanoma (38 pacientes)

(median follow-up 20 mo. after surgery)

-300 genes asociados con supervivencia:

-Respuesta inmune (ICOS, CD3d, ZAP70, TRAT1, TARP, GZMK, LCK, CD2,        
CXCL13, CCL19, CCR7, VCAM1..)

-Proliferación celular (PDE4D, CDK2, GREF1, NUSAP1, SPC24 etc)

>Supervivencia relacionada con sobreexpresión genes relacionados con respuesta 
inmune

Menor supervivencia relacionada con sobreexpresión de genes de proliferación

-Indice mitótico (MI) (HR 2.65 p=0.003)>GEP (HR=2.71, p=0.05)

Supervivencia
Use of gene expresion profile and mitotic index of
metastatic melanoma lesions as an adjuntc to TNM staging
in predicting patient survival

D.Bogunovic, d. o’Neill, I. Belitskay-Levy, V. Vacic, S. Adams, F. Darvishian, A. Pavlick, J. Zavadil, I.
Osman and N. Bhardwaj

Journal of Clinical Oncology, 2009 ASCO Vol 27, No 15S



Mutación V600 en B-Raf

-61 líneas celulares en las cuales el 42 (69%) portaban la mutación 
BRAFV600E y otros 7 (11%) tenían mutación en NRAS. 

-83 genes eran capaces de separar los mutantes BRAF de las líneas 
wild type.



Mutación V600 en B-Raf

-Utilizaron un pequeño número de líneas celulares, mutantes BRAF, 
NRAS y wild type y estudiaron la correlación entre la expresión de 
22000 transcritos con 3 software diferentes. 

-Encontraron 61 genes que diferencialmente expresaban muestras con 
mutación BRAFV600E.

Effect of common B-RAF and N-RAS mutations on global gene 
expression in melanoma cell lines.
Bloethner et al. 
Carcinogenesis 26, 1224-1232 (2005)



Mutación V600 en B-Raf

SPRY2 is an inhibitor of the ras/extracellular signal-regulated kinase
pathway in melanocytes and melanoma cells with wild-type BRAF but not
with the V599E mutant. 
Tsavachidou et al., 2004
Cancer Res., 64, 5556–5559.

-21 líneas celulares, 16 con mutación en BRAF y cinco wild type. 

-Se centraron únicamente en 36 genes codificantes para la vía de 
señalización de las MAPKs



Mutación V600 en B-Raf

-Test de corrección múltiple de los tres trabajos anteriores.

-16 genes estaban diferencialmente expresados en BRAF mutados frente a los 
wild type. Ninguno de los cuales había sido detectado por Pavey y Bloethner.

-Analizando otros 3 sets de datos adicionales  (Hoek et al., 2006) se confirmó
que ningún patrón de expresión estaba consistentemente ligado al estatus de 
mutación de BRAF. 

-Ninguna lista de genes podía ser utilizada para distinguir el cluster de los BRAF 
mutados de los wild type cuando se aplicaba fuera de su grupo de muestras 
estudiado.



Mutación V600 en B-Raf

-Esto no quiere decir que no haya relación entre BRAFV600E y la 
expresión de genes, sino que la relación es muy probablemente 
modulada por factores que no se han tenido totalmente en cuenta a la 
hora de realizar los experimentos y establecer el link. 

Hasta que esto no se tengan en cuenta, la precisión de predecir el 
estatus de BRAF mediante un perfil de expresión genética permanecerá
dependiente del grupo de muestras.



Mutación V600 en B-Raf

-69 melanomas primarios en los que se estudió mutación B-RAF y 
NRAS. 

-209 genes fueron asociados significativamente (P<0.001)  con la 
mutación B-RAF.

-Entre los genes que mejor diferenciaban las muestras mutadas de las 
wild type, genes implicados en la respuesta inmune como MAGE-D2, 
CD63 y HSP70.

Gene expression signature associated with BRAF mutations in human primary
cutaneous melanomas
Caroline Kannengiessera, et al.

Molecular Oncology Volumen 1, Issue 4, Pages 425-430 (April 2008)



Estudios basados en tratamientos y agentes

Felicetti et al., 2004; Shiraishi et al 
2007

promyelocytic leukemia zinc finger 
protein

Hafner et al., 2005monoclonal antibody therapy

Padovan et al., 2002interferon-induced ubiquitin-like
modifier

Kunz et al., 2003hypoxia

Okubo et al., 2002homeobox D3

Jamshidi-Parsian et al., 2005E2F transcription factor 1

Cozzi et al., 2006diterpine ester

Cheng et al., 2007arbutin

Suyama et al., 2002activating enhancer-binding protein2

Lin et al., 2005aloe-emodin

Voisey et al., 2003agouti signal protein

Gallagher et al., 2005; Karpf et al., 
2004; Mori et al., 2005; 
Muthhusamy et al., 2006; Van Der
Velden et al., 2003

5-aza-2′deoxycytidine demethylation

FuenteTratamiento/Agente



Estudios basados en tratamientos y agentes

….

Jean et al., 2001; Valery et al., 
2001; Yang et al., 2006

UV light

Minami et al., 2004vascular-endothelial growth factor
VEGF

Berking et al., 2001; Foser et al 
2006

transforming growth factor β

Wang et al., 2004tissue factor

FuenteTratamiento/Agente



-Rothhammer et al. 2007 en la que se reportaban 69 genes 
transcripcionalmente afectados por la metilación del AND en 
melanoma.
-Gallagher et al., 2005, Muthusamy et al., 2006 y Van Der Velden et al., 2003 
que en conjunto identificaban 49 de estos genes.

Usaron DNA microarrays para establecer cambios producidos por el 
tratamiento de líneas celulares con 5-azadeoxycytidina.

-Karpf et al., 2004; Mori et al., 2005 efecto de la metilación en la expresión
de genes en melanoma.

¡¡Estudios con un mismo propósito y casi estrategias metodológicas 
idénticas se mostraron inconsistentes!!

Estudios basados en tratamientos y agentes



Estudios basados en tratamientos y agentes
Expression of defined genes identified by pretreatment tumor profiling: Association with
Clinical responses to the GSK MAGE-A3 inmunotherapeutic in metastatic melanoma patients
(EORTC 16032-18031)
J Louahed et al. 
J.Clin. Oncol 26:2008 (May suppl; abstr 9045 ASCO 2008) 

-Fase II para identificar marcadores predictivos a respuesta a 
Inmunoterapia en pacientes M1a MAGE-A3 + estadios III o IV tratados 
con ASCI (Antigen-Specific Cancer Inmunotherapeutic) MAGE-A3.

-GEP en biopsias antes del tratamiento.

-Se identificó un perfil molecular y el beneficio clínico (en 2 OR), 
validado en 30 pacientes.

-Perfil genético inmune presente en el microambiente del tumor antes de 
la inmunización asociado a la respuesta al tratamiento ASCI MAGE-A3.



Algunas guidelines para el estudio de 
Microarrays de DNA

-DISEÑO EXPERIMENTAL
Las réplicas biológicas son esenciales, un mínimo de cinco réplicas por clase 
definida. Las réplicas técnicas no son un sustituto aceptable. 

-PREPROCESADO
Métodos de análisis de imagen (distinguir las intensidades del foreground 
de las del background  y los artefactos), normalización (control del sesgo
entre los diferentes microarrays) y transformación de los 
datos deben ser documentados cuidadosamente. 

-INFERENCIA
Identificación de genes expresados diferencialmente.
Mediante procesamiento de test simultáneos “multiple testing procedures”
Es importante determinar al menos errores de tipo I (falsos positivos)



Algunas guidelines para el estudio de 
Microarrays de DNA

-CLASIFICACIÓN

No supervisada: No se establece ninguna clase a priori.
No es aceptable para apoyar la validez del estudio, 
la reproducibilidad es baja y raramente contribuye a identificar expresión 
diferencial entre las diferente clases de muestras. Es de las más utilizadas

El investigador tiene asegurado un clustering o agrupamiento de genes 
sin importar el tamaño de la muestra, calidad de los datos, diseño del 
experimento o cualquier otra variable biológica que este asociada con el 
agrupamiento.

Supervisada: clases definidas de antemano pero se debe realizar también 
cross-validation de los datos en un set de muestras independientes.



Algunas guidelines para el estudio de 
Microarrays de DNA

-VALIDACIÓN
Si se quieren confirmar los patrones de expresión genética con otro método 
se debe utilizar además un set de muestras diferente ya que una 
confirmación usando el mismo set de muestras para obtener unos datos no
es suficiente


