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Il melanoma cutaneo presenta un’alta prevalenza di mutazioni somatiche, sia nelle
lesioni primarie che — e in misura maggiore — nelle lesioni metastatiche, con un tasso
medio di mutazioni stimato essere superiore a 20 mutazioni per megabase'.

Circa tre quarti (range, 70-80%) di queste varianti sono rappresentate da sostitu-
zioni CG>1] che risultano essere strettamente dipendenti da un effetto mutageno dei
raggi ultravioletti (cosiddetta “UV signature”)?. Nel corso degli ultimi anni sono state
identificate specifiche mutazioni in geni che codificano per chinasi coinvolte nella via
di trasmissione del segnale delle chinasi RAS/RAF/MEK/ERK (Mitogen Activated
Protein Kinases; MAPK), responsabile della regolazione dei processi di proliferazione,
invasione e sopravvivenza cellulare.

Attualmente, sulla base di analisi mutazionali piu approfondite mediante approcci di
next-generation sequencing (NGS), vengono considerati 1 seguenti distinti sottotipi mo-
lecolari sulla base degli assetti mutazionali: casi con mutazioni attivanti il gene BRAF,
casl con mutazioni attivanti 1 geni RAS (includendo le tre isoforme: HRAS, KRAS e,
soprattutto, NRAS), casi senza mutazioni in questi due geni (con prevalenza di muta-
zioni inattivanti il gene NFI/ — che determinano attivazione funzionale dei geni RAS;
le mutazioni in NF/ sono tuttavia presenti — a minor frequenza — anche negli altri due
sottogruppi)’. Nella Tabella 1 sono riportati i tre principali sottotipi mutazionali del
melanoma e la coesistenza di geni mutati pit 0 meno frequentemente ovvero portatori
di riarrangiamenti genomici.

TABELLA 1. Coesistenza di altri geni mutati/riarrangiamenti genomici

Sottotipo
mutazionale

Geni piu
frequentemente
mutati (>10% dei casi)

Geni meno
frequentemente mutati
(<10% dei casi)

Geni con
riarrangiamenti
genomici

BRAF mutato

TP53, CDKN2A, PTEN,
ARID2

PPP6C, NF1, MAP2KT,
RACT, IDH1, DDX3X,
SNX31, TACC1, CTNNBT,
PREX2, PIK3CA, STK19,
EZH2, FBXW?7, RB1, WT1

CDKN2A-del, CCND1-
ampl, PTEN-del, MITF-
ampl, TERT-ampl

RAS mutato

CDKN2A, TP53, ARID2,
NF1, PPP6C

DDX3X, RAC1, IDH1, PTEN,
MAP2K1, RB1, TACCT,
PREX2, CTNNB1, FBXW?7,
PIK3CA, STK19, WTT,
ABCB5

CDKN2A-del, PTEN-del,
CCND1-ampl, TERT-
ampl, MITF-ampl, KIT-
ampl, CDK4-ampl

non-BRAF/non-
RAS mutato

NF1, TP53, ARID2, RAC1

KIT, CDKN2A, PTEN, IDH1,
MAP2K1, RB1, SNX31,
PPP6C, PIK3CA, STK19,
EZH2, WT1, PREX2

CDKN2A-del, CCND1-
ampl, PTEN-del, TERT-
ampl, CDK4-ampl, KIT-
ampl, MITF-ampl

del, gene deletion; ampl, gene amplification



Le analisi NGS hanno chiaramente indicato che le mutazioni a carico dei geni BRAF,
NRAS e ¢-KIT sono in genere mutualmente esclusive (<3% di casi con coesistenza di
mutazioni in BRAF e NRAS), confermando 1 dati precedenti ottenuti con le analisi mu-

tazionali convenzionali.

BRAF

Nel melanoma, il gene BRAF ¢ mutato nel 45-50% dei casi; la mutazione piu diffusa
(85-90% det casi) ¢ rappresentata dalla sostituzione di una valina con acido glutammico
al codone 600 (V60OE). Le rimanenti mutazioni BRAF si verificano spesso allo stesso
codone: V600K (la piu frequente; <10% dei casi),V600D e V600R; le mutazioni in
codoni diversi da V600 non sono comuni (tra questi, K601 ¢ quella piu prevalente).
L’attivazione oncogenica costitutiva di BRAF promuove la stimolazione continua e in-
controllata della proliferazione cellulare. Esiste una relazione inversa tra la prevalenza
della mutazione BRAF e l'eta di insorgenza del melanoma: >50% dei pazienti <30
anni e solo il 25% = 70 anni presenta un melanoma con BRAF mutato. Inversamente,
mutazioni non-V600E (incluse quelle V60OK) sono state trovate in <20% dei pazienti
<50 anni e >40% in quelli 270 anni’. La dimostrazione che il BRAF ¢ mutato nella
maggioranza (>50%) dei nevi comuni suggerisce che la sua attivazione oncogenica
¢ una condizione necessaria ma non sufficiente per lo sviluppo del melanoma (che ¢
infatti considerata evento di iniziazione nella trasformazione in senso neoplastico dei
melanociti).®

La mutazione BRAF-V600 ha oggi un significato prevalentemente predittivo nella
gestione del paziente con melanoma, in quanto identifica una potenziale sensibilita
al trattamento con la combinazione di BRAF e MEK inibitori ({arget therapy). Infatti, 1
pazienti con melanoma avanzato (stadio IV o III inoperabile) con mutazione BRAF-
V600 possono trarre beneficio dal trattamento con BRAF e MEK inibitori; la presenza
di mutazione non sembra influenzare la probabilita di risposta all'immunoterapia, per-
tanto In questi pazienti puo essere presa in considerazione sia la terapia con BRAF e
MEK inibitori che 'immunoterapia con checkpoint inhibitors. In assenza di mutazione
BRAF-V600 ¢ indicato solo 1l trattamento immunoterapico.

Per quanto riguarda 1 pazienti in stadio III, recenti studi randomizati hanno dimo-
strato I'efficacia dei nuovi trattamenti (target therapy e immunoterapia) in termini di
miglioramento della Relapse Free Survival (RFS). Nei pazienti con melanoma in stadio
IIT radicalmente operati e con mutazione BRAF-V600, uno studio randomizzato di fase
IIT ha dimostrato I'efficacia in termini di RFS del trattamento con BRAF e MEK i1nibi-
tore per 1 anno (dabrafenib e trametinib vs placebo)’. In due studi randomizzati di fase
I1I, in pazienti non selezionati per la mutazione BRAF, 'immunoterapia con anti-PD-1
per 1 anno (pembrolizumab vs placebo e nivolumab vs ipilimumab) ha dimostrato efhi-

cacia in termini di RFS*. In uno di questi ultimi due studi, sono stati inclusi anche pa-
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zienti in stadio IV NED (dopo exeresi radicale della metastasi) e si ¢ evidenziata efficacia
del trattamento con nivolumab per 1 anno in termini di RFS. In presenza di mutazione
BRAF-V600 si puo optare per un trattamento adiuvante con dabrafenib+trametinib
oppure con anti PD-1 per 1 anno. In assenza di mutazione BRAF-V600 st puo optare
per immunoterapia con checkpoint inhibitors. La possibilita di proporre 1l trattamento
adiuvante ai pazienti dipende dalla disponibilita dei farmaci in Italia.

Per la valutazione dello stato mutazionale nei melanomi in stadio IV si suggerisce di
selezionare in prima istanza 1 tessuti di melanoma metastatico, in quanto essi possono
sia rappresentare le lesioni tumorali di piu recente sviluppo, sia essere costituiti da una
preponderante popolazione cellulare neoplastica. Laddove questo non fosse possibi-
le, ¢ indicato eseguire I'indagine mutazionale sul campione tessutale del melanoma
primitivo. Nello stadio III la determinazione puo essere eseguita sul primitivo o sulla
metastasi linfonodale.

In tal senso, ¢ stata dimostrata una buona concordanza nel pattern mutazionale dei
geni BRAF tra lesioni metastatiche e tumore primitivo nei pazienti con melanoma in
stadio avanzato, anche con le metodiche di analisi molecolare piu innovative (vedi
sotto) '“'"?_ In considerazione dell’eterogeneita intertumorale, qualora I’analisi mole-
colare fosse stata effettuata sul tessuto primitivo con risultato wild-type, va considerata
Iopportunita di ripetere ’analisi mutazionale di BRAF sulle metastasi accessibili.

Generalmente, sono sottoposti ad analisi mutazionale campioni di archivio di tessuti
fissati in formalina e inclusi in paraffina, previa sparaffinatura e purificazione del DNA
genomico mediante protocolli standard. Fondamentale ¢ I’arricchimento del campione
tissutale e la percentuale di cellule neoplastiche presenti nel tessuto da inviare ad analisi
molecolare non dovrebbe mai essere inferiore al 50%. In caso di melanoma associato
a nevo ¢ cruciale che nella fase di arricchimento del campione sia posta attenzione
nell’isolare una popolazione pura di cellule di melanoma, in quanto 1 nevi melanocitici
possono essere portatori di mutazioni nel gene BRAF (alla stessa frequenza riscontrata
nei melanomi; vedi sopra,).

Lo stato mutazionale di BRAF puo essere valutato mediante metodiche con diverso
grado di sensibilita e specificita. L’analisi mutazionale si puo basare su metodiche di
screening a livello proteico (quali 1l test immunoistochimico) e metodiche di tipo mo-
lecolare su DNA genomico quali: il sequenziamento nucleotidico mediante approccio
convenzionale basato su metodo Sanger e mediante approccio innovativo di next-gene-
ration sequencing (NGS), 1l pirosequenziamento, la Real-Time PCR e la spettrometria di
massa (Sequenom).

La valutazione immunoistochimica ha dimostrato elevata sensibilita (limite di ri-
levazione di alleli mutati pari a 3-5%) ed elevata specificita (98°%) per un rapido ri-
conoscimento della sola mutazione BRAF-V600OE!'™!'". Dati recenti indicano che la

combinazione dell’analisi immunoistochimica per il riconoscimento della mutazione



BRAF-V600E, come metodo di screening rapido e affidabile, con un test mutazionale
di tipo molecolare — che rimane la metodica standard di riferimento (obbligatoria) —,
sia in grado di fornire il massimo livello di sensibilita e specificita nell'identificazione dei
casi mutati'>"®. Nel caso di discordanza tra le due metodiche utilizzate, viene effettuata

un’ulteriore analisi molecolare con una metodica molecolare aggiuntiva.
Le metodiche molecolari comunemente utilizzate sono:

* il sequenziamento diretto con metodo Sanger, che presenta la minore sensibilita dia-
gnostica (limite di rilevazione pari a 15-20%), ma riesce ad identificare tutte le mu-
tazioni presenti nelle regioni geniche di interesse analizzate (specificita pari a 100%;

comprehensive);

* il sequenziamento mediante next-generation sequencing (NGS), che ¢ generalmente ba-
sato sull'impiego di pannelli multigenici che consentono il rilevamento simultaneo
di migliaia di varianti nei principali geni candidati, utilizzando quantita limitate di
DNA e con una elevata sensibilita diagnostica (limite di rilevazione pari a 1-2%) e la
capacita di identificare tutte le mutazioni presenti nelle regioni genomiche analizzate
(specificita pari a 100%; comprehensive);

+ 1l pirosequenziamento, che presenta una maggiore sensibilita (limite di rilevazione
pari a 5-8%) ed una elevata copertura mutazionale (specificita pari a 90%o; near com-

prehensiwve);

* la real-time PCR, che presenta la piu elevata sensibilita (limite di rilevazione pari a
2-3%) ma riesce ad identificare un numero limitato di mutazioni nelle regioni ge-
niche di interesse, dipendente dal set di primers utilizzati nella PCR (specificita per

singola variante pari a 98%).!%1>17-18

NRAS

Sulla base del dato che le mutazioni NRAS sono pressoché mutualmente esclusive
con quelle BRAF (<3% di casi con coesistenza di mutazioni in BRAF e NRAS; vedi so-
pra), la valutazione dello stato mutazionale del gene NRAS ¢ indicata dopo la verifica
dell’assenza di mutazioni a carico del gene BRAF in pazienti con melanoma avanzato
(stadio III inoperabile o stadio I'V).

Le mutazioni del gene NRAS piu frequentemente riportate nel melanoma sono quelle
a carico del codone 61 (Q61K/L/R/H) e, a minor prevalenza, quelle nel codone 12
(G12C/R/S/A/D/V) e 13 (G13D). Spesso, le mutazioni di NRAS si associano a quelle
in altr1 geni coinvolti nella patogenesi del melanoma (es. CDAN2A, ABCBS, NFI) (vedi
sopra).

Ad oggi, il rilievo della mutazione di NRAS, puo essere utile per I’inseri-
mento di pazienti in studi clinici. Nei pazienti con melanoma NRAS mutato

¢ indicato il trattamento con immunoterapia.
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Non esistono attualmente farmaci a target molecolare approvati per il melanoma
con mutazione di NRAS. Recenti studi clinici hanno dimostrato una minima attivita
terapeutica del MEK inibitore binimetinib nei pazienti con melanoma avanzato e mu-
tazione NRAS™ .

Per la tipologia di campione biologico da sottoporre ad analisi si rimanda alle consi-
derazioni gia discusse per la determinazione dello stato mutazionale di BRAF.

c-KIT

Considerata la frequenza della mutazione di ¢-A77 nei sottotipi di melanomi (1-3%
de1l melanomi totali; 20% melanomi mucosali; 15% melanomi acrali, 3% melanomi su
cute cronicamente fotoesposta, quasi totale assenza nei melanomi in aree cutanee non
esposte cronicamente)*'*, la valutazione dello stato mutazionale di ¢-K17 ¢ indicata
nei melanomi acrali e mucosali — dopo la valutazione dello stato mutazionale di BRAF
(sempre in base al dato che entrambe le mutazioni sono mutualmente esclusive; vedi
sopra).

Tra le mutazioni di ¢-A77, quelle piu frequentemente associate al melanoma sono
rappresentate dalla mutazione L576P nell’esone 11 e dalla mutazione K642E nell’e-
sone 13 (altre mutazioni del gene ¢-K77T descritte nel melanoma sono V599A, D816H,
D820Y).

Nei melanomi avanzati con mutazione di c-KIT € indicato il trattamento
con immunoterapia. Alcune, seppur limitate, esperienze cliniche hanno evidenziato
risposte importanti con 1'uso di c-KIT inibitori nei melanomi che presentano mutazioni
all’esone 9, 11 o 13. In Italia, imatinib € stato approvato in legge 648 (Determina
Aifa del 5 luglio 2017) per 1 melanomi metastatici inoperabili con ¢-KIT mu-
tato (esone 11 e 13), non trattabili o in progressione dopo immunoterapia.

Per la tipologia di campione biologico da sottoporre ad analisi si rimanda alle consi-
derazioni gia discusse per la determinazione dello stato mutazionale di BRAF

Melanoma delle mucose

Nel melanoma delle mucose vi ¢ una bassa frequenza di mutazione del gene BRAF
0 NRAS, mentre puo essere piu frequente la mutazione del gene ¢-A77. Nel caso dei
melanomi mucosali st suggerisce tuttavia di procedere dapprima con la determinazio-
ne della mutazione BRAF e successivamente, in caso di negativita, con la ricerca della
mutazione di ¢-K77.

Nel caso di evidenza di mutazioni BRAF o ¢-R1T si rimanda ai paragrafi precedenti
per le indicazioni terapeutiche. Indipendentemente dallo stato mutazionale per 1 mela-

nomi mucosali ¢ disponibile il trattamento con immunoterapia.



Melanoma uveale

Dal punto di vista molecolare, il melanoma dell’uvea ¢ distinto da quello cutaneo
per la pressoché generale assenza di mutazioni nei geni BRAF, NRAS, ¢-KIT, e NFI.
Invece, questo tipo di melanoma ¢ caratterizzato dalla presenza di mutazioni nei geni
GNAQ ( frequenza del 28-50%) e GNAII (frequenza del 32-50%), che codificano due su-
bunita di proteine G (G/q alpha subunis), capaci di attivare il MAPK pathway** e sono
mutualmente esclusive. Altri eventi mutazionali sono rappresentati da monosomie del
cromosoma 3, amplificazione del cromosoma 8q e, soprattutto, inattivazione del gene
BAPI (frequenza del 18-45%)>.

Le mutazioni di GNAQ e GNAI1 sono considerate eventi precoci nello sviluppo del-
la malattia. Invece, le mutazioni somatiche di BAPI sembrano caratterizzare la fase
di progressione di malattia, essendo piu frequentemente associate alla formazione di
metastasi. Tuttavia, le mutazioni di BAPI possono essere presenti anche a livello germi-
nale, conferendo una predisposizione a particolari sindromi neoplastiche (aumentato
rischio di tumori diversi, incluso il melanoma dell’uvea e di altre sedi).

Al momento, la determinazione dell’assetto mutazionale, al di fuori della possibile
seppur rara evidenza di una mutazione BRAF-V600 che si consiglia comunque di de-
terminare, non riveste un ruolo nella scelta terapeutica per questa malattia. Non sono
disponibili farmaci a target molecolare per le mutazioni piu frequenti nel melanoma
uveale; da segnalare comunque che alcuni studi hanno valutato la potenziale attivita di
un trattamento con inibitori multichinasici (sunitinib) o MEK inibitori (selumetinib) in
questa malattia.

Il trattamento medico disponibile per la malattia avanzata ¢ 'immunoterapia.

TABELLA 2

RACCOMANDAZIONI PRATICHE

Nei pazienti con melanomi in stadio lll o in stadio IV e indicata la determinazione dello stato
mutazionale di BRAF ai fini di una corretta pianificazione terapeutica

Si raccomanda I'esecuzione del test per la ricerca delle mutazioni di BRAF sull’ultima sede me-
tastatica (se disponile) altrimenti puod essere eseguito anche su lesione primitiva (in particolare
questo vale per il melanoma in stadio Ill)

Nei pazienti con melanoma acrale o mucosale in stadio IV o Il non operabile, e in assenza di
mutazioni BRAF, é indicata la determinazione dello stato mutazionale di c-KIT

Nei pazienti con melanoma in stadio IV o Il non operabile e assenza di mutazioni BRAF pud
essere indicata la determinazione dello stato mutazionale di NRAS

Nei melanomi mucosali e uveali puo essere indicato |'esecuzione del test per la ricerca delle
mutazioni di BRAF (seppure la frequenza di queste mutazioni sia molto bassa)
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