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¢, 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
fotolitografia (ej Affimetrix) o mediante sintesis quimica
(e) ink-jet Agilent)
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Sondas cortas — normalmente 25 nucledtidos de
longitud (Affimetrix) o 60 mers (Agilent)




Produccion de microarrays mediante robotic
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Arrays de Oligonucleotidos:
sintesis de sondas DIRECTAMENTE en la supe

Actual size of
GeneChip® array

Millions of DNA strands built up in each location

500,000 locations on each GeneChip* array
Actual strand = 25 base pairs




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
extraccion



2. Generar DNA marcados

3?;%‘2 R mRNA
Convertir mRNAs en cDNAs %

mediante transcripcion inversa,
usando desoxirribonucledtidos

. reverse
marcados con fluorescencia

transcriptase

'i'g;féﬁ{d cDNA




3. Hibridar ambos cDNA en un Unico microarra

Anadir los cDNAs al microarray

Los cDNAs anillan a las
secuencias complementarias

sobre el microrray

DNA
microarray




UNIico microarr
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4. Scanear el chip

axcitation
laser 1 laser 2

cormputer
analysis




4. Expresion genetica de 4 muestras.

datos crudos pixel por pixel

Senal de fluorescencia “Promedio” para cada gen =nivel de
expresion del gen




5. Analisis estadistico

OBJETIVO: Identificacion de genes expresados diferenci
entre muestras.

1-PREPROCESADO

Mediante métodos de analisis de imagen, normalizacion y
transformacion de datos.

2- INFERENCIA

Mediante test estadisticos simultaneos (multiple testing
procedures) para establecer qué genes se encuentran
expresados diferencialmente.

3-CLASIFICACION (Clustering o discriminacion)

No supervisada en la que las clases no son conocidas.

Supervisada en la que las clases son definidas de antemano.




5. Analisis estadistico

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

Con un test de significacion estadistica los microarrays de
ADN produciran estadisticamente un numero determinado de

falsos positivos. Es decir un numero determinado de
“experimentos” pasara 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 erroneamente rechacen la
hipotesis nula (que no hay diferencias de expresion entre las
muestras).




5. Aplicacion GEP en tumores
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Transformacion de melanocitos a melanoma

-Identificacion marcadores utiles en la clinica.
-Comprender los cambios transcripcionales en genes en la
transformacion neoplasica

Los primeros trabajos utilizaron arrays con un numero relativamente pequefo

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 conclusion es gue no hay un
acuerdo entre ellos (pequeias plataformas, pocas replicas e insuficiente
astringencia estadistica).




Transformacion de melanocitos a melanoma

- BRB-ArrayTools Data Archive - Windows Internet Explorer E|E|Fg|
@F - ,é_; httE:_ll_'ll'Iinus.nci.nih.g_o\-'Ilflrvbrb{'DataArchive:li\_Jew.html _V: | XK earch g =8 b
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BRB-ArrayTools Data Archive for Human Cancer Gene Expression
Expression array data and clinical descriptors are stored as BRB-ArrayTools project folders. To analyze a dataseft,
simply download and unzip the file and open the project worksheet in excel on a Microsoft Windows PC. BRB-
ArrayTools must have been installed on the machine.
BRB-ArrayTools is a comprehensive state-of-the-art statistical analysis system for the analysis of microarray gene
expression data. It is easily installed as an excel plug-in using its self installer. To download BRB-ArrayToeols, go to
http://linus.nci.nih.gov/~brb/BRB-ArrayTools.html Click here to download BRB-ArrayTools User's Manual.
Reference: Zhao Y and Simon R. BRB ArrayTools Data Archive for Human Cancer Gene Expression: A Unique and
Efficient Data Sharing Resource. Cancer Informatics 6:9-15, 2008.
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Transformacion de melanocitos a melanoma

-Plataformas mas grandes (Haqgq et al., 2005; Hoek et al., 2004; Tala
Tejidos normales y melanoma.

20026007 | PMAS | Aprll 26,2005 | wol. 102 | no. 17
The gene expression sighatures of
melanoma progression

Christopher Haqqg**, Mehdi Nosrati*, Daniel Sudilovsky®, Julia Crothers*, Daniel Khodabakhsh®*, Brian L. Pulliam®*,
Scot Federman®, James R. Miller IIIF, Robert E. Allen?, Mark I. Singer!, Stanley P. L. Leong", Britt-Marie Ljung®,
Richard W. 5agebiel*, and Mohammed Kashani-Sabett*

Human Cancer B;ﬂfﬂg}f Clin Cancer Res 2005;11(20) October 15, 2005

Novel Genes Associated with Malignant Melanoma
but not Benign Melanocytic Lesions

Dmitri Talantov, Abhijit Mazumder, Jack X.Yu, Thomas Briggs, Yugiu Jiang
John Backus, David Atkins, and Yixin Wang




Transformacion de melanocitos a melanoma
o

[CAMCER RESFARCH 64, 3I70-5252 Angns

Expression Profiling Reveals Novel Pathways in the Transformation of

Melanocytes to Melanomas

Keith Hoek,! David L. Rimm,’ Kenneth R. 11-"i+'ilI.i-:l.n:L:-_:_.l_ Hongyu Zhae,® Stephan Arivan,? Aiping Lin,’
Harriet M. Kluger,” Aaron J. ]E:'rlrrgva-r_.E Elaine [']leug," E. Sergio Trombetta,” Terence "iu“.'u_.1 Michio :"iiilu:nl:l-e_.ﬂ

Kazuaki Yoshikawa,® Gregory E. Hannigan,” and Ruth Halaban®

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

por los tres articulos.




Pigment Cell Res 20; 456184 R EVI EW

DNA microarray analyses of melanoma gene
expression: a decade in the mines

Kerth S5. Hoek®

Estudio combinando datos procedentes de experimentos que emplear una
misma plataforma Affymetrix HG.U133A y lineas 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 (minimo de 12 muestras por set) de 3
estudios diferentes (Hoek et al., 2006; Johansson et al., 2007;
Packer et al., 2007)
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Down-regulated genes Up-regulated genes
MAGEAG

Epithelial cadherin, MAGEA3

Dipedtidyl peptidasa IV MAGEA12

c-KIT

WEDC1 PRAME

HLA-DRB1
Neural cadherin
Osteopontin
TPD52

Notch-2

Transcription profiling in melanoma

Table 3. Extant of agrasmant batwessn the prasant transtormaton anatysas and othars

Cioeenragulatad Lpragulatad
Analyss Found® Intarsact® P-valua® Found Intarsact P-valua
Hosk at al. (2004) 274 20 <105 316 88 <105
Kautmann at al. (20079 704 26 <108 255 50 <10-1°
Talantov st al. (2005 " = = = 439 chl WS
Haqq at al. (2005 404 B «0.003 672 78 ME




Progresion del primario a metastasis a distancia
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Progresion del primario a metastasis a distanci

Los perfiles de expresion génica han sido utilizados para lat
busqueda de mejores marcadores de progresion y exploraria
biologia de los estadios de progresion

Algunos trabajos utilizaron ninguna o un nimero muy pequefo de replicas
(Baldi et al., 2003; Gallagher et al., 2005; Xi et al., 2006)

Haqg et al., 2005; Smith et al., 2005 estudian estados de progresion
Con un nimero de muestras suficientes para tener un poder estadistico

significativo




GOBZ-G0G7 | PMAS | April 26 2006 | wol. 102 | no. 17
The gene expression sighatures of
melanoma progression

Christopher Haqqg**, Mehdi Nosrati*, Daniel Sudilovsky®, Julia Crothers*, Daniel Khodabakhsh®*, Brian L. Pulliam®*,
Scot Federman®, James R. Miller IIIF, Robert E. Allen?, Mark I. Singer!, Stanley P. L. Leong", Britt-Marie Ljung®,
Richard W. 5agebiel*, and Mohammed Kashani-Sabett*

-GEP de piel, nevus, melanoma 1° y metastasis.

We found that metastatic melanomas exhibit two dichotomous

patterns of gene expression, which uneipectedly reflect gene

expression differences already apparent in comparing lasar-cap- WTS
ture microdissected radial and vertical phases of a large primary ;I}'i:',:{._iif EivE)
melanoma. Unsupervised hierarchical clustering accurately sepa- ;
rated neviand primary melanomas. Multiclass significance analysis

of microarrays comparing nermal skin, nevi, primary melanomas,

and the two types of metastatic melanoma identified 2,602 tran-

scripts that significantly correlated with sample class. These results

suggest that melanoma pathogenesis can be understood as a series

of distinct molecular events. The gene expression signatures iden-

tified here provide the basis for developing new diagnostics amd

targeting therapies for patients with malignant melanoma.

ial Vertical




In addition, the profiling results from PMO9 are supported by the
analysis of CDH3 and MMP10 immunostaining in a panel of 2°
e independent primary melanomas. For both markers, protein levels
were significantly higher in radial growth compared with vertical
growth.

MMetzstases

D Cadherin-3

Immunostained
. Primary Melanoma 0 ”
Radial Vertical
-
E‘:J)
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\»\"-‘
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E : MMP-10
Immunostained
Primary Melanoma

Vertical

Radial

inforrmation on the PNAS web site, for full list of gene names). Photomicro-
graphs of COH3 (D and MRMP10 (E) immunostaining in radial growth phass
versusvertical growth phase melancma, with high-poseer views of the radial
growvth phass (Left) andwertical growth phasse (Right).



Human Cancer Biology

Gene Expression Signatures for Tumor Progression, Tumor Subtype,
and Tumor Thickness in Laser-Microdissected Melanoma Tissues

Jochen Jaeger,1 Dirk Kcn::?_an,1 Harjs Juergen ThiE.-sen,E Saleh M. Ihrahim,z Gerd Gmss,:’
Rainer Spang,1and Manfred Kunz®

-Se comparan lesiones primarias con metastasis sin distincion del
espesor. Se identificaron 308 genes discriminantes entre lesion
primaria y metastasis resaltando cambios en la regulacion del ciclo
celular, mitosis, comunicacion celular y adhesion celular.




Progresion del primario a metastasis a distanci

4

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

Entre las fases de crecimiento radial y vertical ocurren cambios
significativos en la expresion genética que llevan a la proliferacion y
supresion de la apoptosis. Mientras que no hay suficientes datos para
confirmar diferencias entre estadios posteriores 0 estos Son menos
remarcables que los cambios que diferencia las lesiones RGP y VGP.




Supervivencia

L

;]
Los perfiles de expresion suposieron una oportunidad paratener.una
informacion pronadstica para pacientes metastaticos. Kim et al., 2002

[CAMNCER FESFARCH 62, 3351-3386, July 1, 2002]

Advances in Brief

Prospective Molecular Profiling of Melanoma Metastases Suggests Classifiers of
Immune Responsiveness

Ena Wang, Lance D. Miller, Galen A. Ohnmacht, Simone Mocellin, Ainhoa Perez-Diez, David Petersen,

Yingdong Zhao, Richard Simon, John I. Powell, Esther Asaki, H. Richard Alexander, Paul H. Duray,
Meenhard Herlyn, Nicholas P. Restifo, Edison T. Liu, Steven A. Rosenberg, and Francesco M. Marincolal

-Caracterizar diferencias transcripcionales entre metastasis que
respondian a inmunoterapia frente a aquellas que no.

-Identificaron pequeifio numero de genes asociados a la regulacion
inmune cuya expresion cambiaba significativamente en tratamiento.




Supervivencia

Human Cancer Biology

DDEFT Is Located in an Amplified Region of Chromosome 8q
and Is Overexpressed in Uveal Melanoma

Justis P. Ehlers, Lori Worley, Michael D. Onken, and J. William Harbour

Estudio de supervivencia en pacientes con melanoma ocular se
identifico un gen NBS1 reparador de la doble cadena de ADN con valor
pronostico validado con IHQ en una muestra de mayor tamano




Supervivencia

Gene Expression Profiling of Primary Cutaneous
Melanoma and Clinical Outcome

Véronique Winnepenninckx, Vladimir Lazar, Stefan Michiels, Philippe Dessen,
Mareguerite Stas, Soledad R. Alonso, Marie-Francoise Avril, Pablo L. Orfiz
Romero, Thomas Robert, Ovidiu Balacescu, Alexander M. M. Eggermont,
Gilbert Lenoir, Alain Sarasin, Thomas Tursz, Joost J. van den Qord, Alain Spatz

On behalf of the Melanoma Group of the European Organization for Reseaich
and Trearment of Cancer

Journal of the National Cancer Institute, Vol. 98, No. 7, April 5. 2006

-82 tumores primarios

-254 genes capaces de separar muestras basandose en la
supervivencia libre de metastasis.

-Factores relacionados con la replicacion del AND y procesos de
division celular




Tl

Patients at risk Patients at risk

Left cluster 47 16 Left cluster 47 43
Right Cluster 33 7 1 10 Right Cluster 33 25




Supervivencia

WMATURE | VOL 406 |3 AUGUST 2000 | www.nature com

letters to nature

Molecular classification of cutaneous
malignant melanoma hy gene

expression profiling

M. Bittner* 1, P. Meltzer 1, Y. GChen*, Y. Jiang®, E. Seftor!, M. Hendrix,
M. Radmachers, R. Simen$, Z. Yakhinil, A. Ben-DorllY, N. Sampasl,

E. Dougherty#, E. Wang™, F. Marincola™, C. Gooden®, J. Lueders’,

A. Glatfelter*, P. Pollock* ", J. Campten”, E. Gillanders*, D. Leja“,

K. Dietrich*, G. Beaudry! 1, M. Berens|{, D. Alberts 1, V. Sondaks§,

N. Hayward** & J. Trent®




Supervivencia

Copyright @ 2008 The Authors doi: 10.1111/].1600-0748.2006.00322 . x
Journal compilation @ 2006 Blackwell Munksgaard

Metastatic potential of melanomas defined by specific
gene expression profiles with no BRAF signature

Keith S. Hoek'*, Natalie C. Schlegel’, Patricia
Brafford®, Antje Sucker®, Selma Ugurel®, Rajiv
Kumar®, Barbara L. Weber®, Katherine L.
Nathanson®, David J. Phillips’, Meenhard
Herlyn®, Dirk Schadendorf’ and Reinhard
Dummer’

-lineas celulares (en vez de biopsias) no se encontraron listas de genes
gue correlacionaran con el pronaostico.

-Las células sacadas del contexto in vivo en cultivo celular podrian

perder informacion que les concederia un potencial prondstico (Hoek,
2007).




Supervivencia

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

D.Bogunovic, d. o’Neill, 1. Belitskay-Levy, V. Vacic, S. Adams, F. Darvishian, A. Pavlick, J. Zavadil, 1.
Osman and N. Bhardwaj

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

-Perfil genético de 44 metastasis 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, VCAML1.)

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

>Supervivencia relacionada con sobreexpresion genes relacionados con respuesta
iInmune

Menor supervivencia relacionada con sobreexpresion de genes de proliferacion

-Indice mitotico (MI) (HR 2.65 p=0.003)>GEP (HR=2.71, p=0.05)
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Microarray expression profiling in melanoma reveals a BRAF mutation
signature

Sandra Pavey', Peter Johansson®, Leisl Packer', Jennifer Taylor®, Mitchell Stark’, Pamela M
Pollock®, Graeme J Walker', Glen M Boyle', Ursula Harper®, Sarah-Jane Cozzi', Katherine
Hansen®, Laura Yudt®, Chris Schmidt', Peter Hersey”, Kay AO Ellem', Michael GE O'Rourke®,
Peter G Parsons', Paul Meltzer®, Markus Ringnér? and Nicholas K Hayward®!

-61 lineas celulares en las cuales el 42 (69%) portaban la mutacion
BRAFVG600E y otros 7 (11%) tenian mutacion en NRAS.

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

-Utilizaron un pequeio numero de lineas celulares, mutantes BRAF,
NRAS y wild type y estudiaron la correlacion entre la expresion de
22000 transcritos con 3 software diferentes.

-Encontraron 61 genes que diferencialmente expresaban muestras con
mutacion BRAFV600E.
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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 lineas celulares, 16 con mutacion en BRAF y cinco wild type.

-Se centraron unicamente en 36 genes codificantes para la via de
sefializacion de las MAPKs




Mutacion V600 en B-Raf
PgnentCdRes2as644 REVIEW

DNA microarray analyses of melanoma gene
expression: a decade in the mines

Kerth S5. Hoek®

-Test de correccion multiple de los tres trabajos anteriores.

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

-Analizando otros 3 sets de datos adicionales (Hoek et al., 2006) se confirmo
gue ningun patron de expresion estaba consistentemente ligado al estatus de
mutacion de BRAF.

-Ninguna lista de genes podia ser utilizada para distinguir el cluster de los BRAF
mutados de los wild type cuando se aplicaba fuera de su grupo de muestras
estudiado.
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PgnentCdRes2as644 REVIEW

DNA microarray analyses of melanoma gene
expression: a decade in the mines

Kerth S5. Hoek®

-Esto no quiere decir gue no haya relacion entre BRAFV600E v la
expresion de genes, sino que la relacion 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 precision de predecir el
estatus de BRAF mediante un perfil de expresion genetica permanecera
dependiente del grupo de muestras.
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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)

-69 melanomas primarios en los que se estudié mutacion B-RAF y
NRAS.

-209 genes fueron asociados significativamente (P<0.001) con la
mutacion 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 HSP7O0.




Estudios basados en tratamientos y agentes

Tratamiento/Agente

Fuente

5-aza-2'deoxycytidine demethylation

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

agouti signal protein

Voisey et al., 2003

aloe-emodin

Lin et al., 2005

activating enhancer-binding protein2

Suyama et al., 2002

arbutin

Cheng et al., 2007

diterpine ester

Cozzi et al., 2006

E2F transcription factor 1

Jamshidi-Parsian et al., 2005

homeobox D3

Okubo et al., 2002

hypoxia

Kunz et al., 2003

interferon-induced ubiquitin-like
modifier

Padovan et al., 2002

monoclonal antibody therapy

Hafner et al., 2005

promyelocytic leukemia zinc finger
protein

Felicetti et al., 2004; Shiraishi et al
2007




Estudios basados en tratamientos y agentes

Tratamiento/Agente

Fuente

tissue factor

Wang et al., 2004

transforming growth factor 3

Berking et al., 2001; Foser et al
2006

vascular-endothelial growth factor
VEGF

Minami et al., 2004

UV light

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




Estudios basados en tratamientos y agentes

-Rothhammer et al. 2007 en la que se reportaban 69 genes &
transcripcionalmente afectados por la metilacion del AND en
melanoma.

-Gallagher et al., 2005, Muthusamy et al., 2006 y Van Der Velden et al., 2003
gue en conjunto identificaban 49 de estos genes.

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

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

iiEstudios con un mismo proposito y casi estrategias metodologicas
iIdénticas se mostraron inconsistentes!!




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 Il para identificar marcadores predictivos a respuesta a
Inmunoterapia en pacientes M1la MAGE-A3 + estadios Il o IV tratados
con ASCI (Antigen-Specific Cancer Inmunotherapeutic) MAGE-AS.

-GEP en biopsias antes del tratamiento.

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

-Perfil genético inmune presente en el microambiente del tumor antes de
la inmunizacion asociado a la respuesta al tratamiento ASCI MAGE-AS3.




Algunas guidelines para el estudio de
Microarrays de DNA

-DISENO EXPERIMENTAL ’
Las réplicas bioldgicas son esenciales, un minimo de cinco replica
definida. Las réplicas técnicas no son un sustituto aceptable.

-PREPROCESADO

Métodos de analisis de imagen (distinguir las intensidades del foreground
de las del background vy los artefactos), normalizacion (control del sesgo
entre los diferentes microarrays) y transformacion de los

datos deben ser documentados cuidadosamente.

-INFERENCIA

|dentificacion de genes expresados diferencialmente.

Mediante procesamiento de test simultaneos “multiple testing procedures”
Es importante determinar al menos errores de tipo | (falsos positivos)




Algunas guidelines para el estudio de
Microarrays de DNA

-CLASIFICACION

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 expresion
diferencial entre las diferente clases de muestras. Es de las mas utilizadas

El investigador tiene asegurado un clustering o agrupamiento de genes
sin importar el tamano de la muestra, calidad de los datos, disefio del
experimento o cualquier otra variable bioldgica 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

-VALIDACION ) '

Si se quieren confirmar los patrones de expresion genéetica Con otro método
se debe utilizar ademas un set de muestras diferente ya que una
confirmacion usando el mismo set de muestras para obtener unos datos no
es suficiente




