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Resumen

El carcinoma escamoso cutaneo (CEC) es el segundo tumor maligno cutaneo mas
frecuente. La mayoria de los CECs se desarrollan a partir de lesiones precursoras
(queratosis actinicas ([QA]). Sin embargo, s6lo una minoria de QAs evolucionan a
CECs, sin que se conozcan de forma precisa los mecanismos que participan en

dicha transformacion.

A pesar de que en la mayoria de los casos el pronostico del CEC es excelente,
existe un pequefio grupo de tumores considerados de alto riesgo (metastasicos o
localmente avanzados) que presentan una evolucion agresiva y mal prondéstico. En
la actualidad no existen biomarcadores fiables en la practica clinica que permitan
detectar los CECs con mayor riesgo metastasico. Se ha propuesto que la expresion
de PD-L1 por las células tumorales podria ser un marcador pronéstico en distintos
tumores, si bien su utilidad en el CEC no ha sido previamente estudiada, distintos
ensayos clinicos con nuevos farmacos dirigidos frente al eje PD1/PD-L1 en CECs

han mostrado resultados esperanzadores.

El objetivo de esta tesis es valorar los mecanismos moleculares implicados en las
distintas etapas de la carcinogénesis del CEC (desde la piel sana fotoexpuesta [PF]
hasta el CEC metastasico) con la finalidad de identificar los genes y las vias
moleculares implicadas en su progresion y determinar posibles factores

prondsticos.

En la primera parte de este trabajo estudiamos las diferencias transcripcionales y

gendmicas en PFs, QAs y CECs a partir de 30 muestras apareadas por paciente,



analizadas utilizando plataformas de arrays. Los resultados obtenidos se
confirmaron por técnicas de RT-gPCR, inmunohistoquimica y Western blot.
Identificamos dos factores de transcripcion, BNC1 y FOSL1, cuya expresion se
hallaba aumentada en el CEC y que podrian actuar como genes esenciales en la
transformacién tumoral. La integracion de los datos obtenidos en los estudios de
transcriptomica y de gendmica reveld que las alteraciones en el nUmero de copias
del gen NEK10 se correlacionaban con los niveles de expresion de NEK10. Este
gen codifica una quinasa relacionada con el gen NIMA (“Never in Mitosis gene A”),
localizada dentro una region de pequefio tamafio en la banda 3p24.1, delecionada
en 7 de los 10 CECs estudiados. Mediante técnicas inmunohistoquimicas y Western
blot confirmamos la pérdida progresiva de la expresion de NEK10 desde la PF hasta
el CEC y la practica de estudios funcionales permitié demonstrar su participacion
en la regulacion del ciclo celular en células epiteliales HaCaT. Todo ello apoyaria

el papel de NEK10 como gen supresor tumoral en el CEC.

En la segunda parte de este trabajo evaluamos el valor prondéstico de los niveles de
PD-L1 en el CEC, analizando su expresion mediante inmunohistoquimica en 99
CECs primarios con metastasis linfaticas (n=48) y sin metastasis (n=51) y en 24
metéstasis linfaticas. Detectamos una asociacion entre la expresion de PD-L1 por
> 1% de las células tumorales y la presencia de metastasis linfaticas, asi como con
la recurrencia, una mala diferenciacion histopatoldgica y la presencia de invasion
perineural. En la mayoria de los casos (90%) existia una buena concordancia en la
expresion de PD-L1 entre los CEC primarios y sus metastasis, con una tendencia
hacia una mayor expresion en las ultimas. No encontramos diferencias entre los

tres tipos de muestras analizadas con respecto a la expresion de PD-L1 o de CD8



por las células del infiltrado peritumoral. Nuestros resultados sugieren que PD-L1

podria ser un biomarcador Gtil con posible valor pronéstico en el CEC.



Abstract

Cutaneous squamous cell carcinoma (cSCC) is the second most common skin
cancer. Most cSCCs develop from precursor lesions (actinic keratosis [AK]).
However, only a minority of AKs will eventually progress into cSCCs and the key

mechanisms for this transformation remain uncleatr.

Although in most cases the prognosis of cSCC is excellent, there is a small
percentage of tumors with high metastatic risk. Metastatic or locally advanced
cSCCs have high mortality, with no effective treatments available. Unfortunately,
there is a lack of reliable biomarkers in clinical practice for detecting those cSCCs
with the highest metastatic risk. Expression of PD-L1 by tumor cells has been
proposed as a prognostic marker in different tumors. While the usefulness of PD-L1
expression in cSCC has not been addressed yet, new drugs aimed to block the

PD1/PD-L1 axis are showing encouraging results in clinical trials in cSCC.

The objective of this thesis is to evaluate the molecular mechanisms involved in the
different stages of cSCC carcinogenesis (from healthy sun-exposed skin to
metastatic cSCC) in order to identify the genes and molecular pathways involved,

and their putative role as prognostic biomarkers.

In the first part of this work we studied the differences in the transcriptome and the
genome of sun-exposed skin, AKs and cSCCs of 30 samples matched by patient,
using different array platforms. The results obtained were confirmed by quantitative
RT-PCR, immunohistochemistry, and Western blot. We detected two transcription
factors, BNC1 and FOSL1, whose expression was increased in cSCC and that could

contribute to cSCC development. Additionally, a strong correlation between copy



numbers and gene expression of NEK10 was identified by integrating the
transcriptomic and genomic array data. NEK10 gene encodes a NIMA (“Never in
Mitosis gene A”) related kinase, located within a small region in the 3p24.1 band,
which was found to be deleted in 7 out of 10 cSCCs studied. By
immunohistochemistry and Western blot, we confirmed the progressive loss of
NEK10 from sun-exposed skin to cSCC and functional studies demonstrated the
role of NEK10 in the regulation of the cell cycle in the epithelial HaCaT cells. These

data support the role of NEK10 as a tumor suppressor gene in cSCC.

In the second part of this work we evaluated the usefulness of PD-L1 expression,
determined by immunohistochemistry, as a prognostic marker in ¢cSCC. PD-L1
expression was analyzed in ninety-nine primary cSCCs with lymphatic metastases
(n = 48) and without metastases (nh = 51), and 24 metastases. An association
between PD-L1 expression by = 1% of tumor cells and the presence of lymphatic
metastases, as well as with recurrence, poor histopathological differentiation and
perineural invasion was detected. In most cases (90%), PD-L1 expression remained
constant between primary cSCCs and their metastases, with a trend towards a
higher expression in the latter. No differences among the three types of samples
analyzed with respect to the expression of PD-L1 or CD8 by the cells of the
peritumoral infiltrate were found. Our results suggest that PD-L1 could be useful as

a prognostic biomarker in cSCC.






“Toda nuestra ciencia, comparada con la realidad,
es primitiva e infantil...y sin
embargo es lo mas preciado que tenemos.”

ALBERT EINSTEIN (1879-1955)
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Introduccioén

1.1. Epidemiologia

El carcinoma escamoso cutaneo (CEC) es el segundo tumor maligno cutaneo mas
prevalente, siendo la neoplasia cutanea con potencial metastasico mas frecuente,
y con una incidencia global en aumento.}? La incidencia estandarizada por edad
del CEC en Europa oscila entre 9 y 96 por 100.000 habitantes en hombres y entre
5 y 68 por 100.000 habitantes en mujeres segun distintos estudios.>® En un
metaanalisis reciente se estim6 una tasa de incidencia global en Espafa de
38,16/100.000 personas-afio.® Afecta principalmente a hombres (relacion 3/9 3:1)
de raza caucésica y edad avanzada (edad media de 65 afios).%?

El CEC sigue habitualmente una evolucion benigna, con una supervivencia a los 5
afios de aproximadamente un 90% tras la exéresis quirlrgica.” Aunque sus tasas
de mortalidad no estan bien definidas, se considera que la tasa global del CEC junto
con el carcinoma basocelular es de aproximadamente 0,52/100.000 en los paises
desarrollados, pudiéndose atribuir probablemente la mayoria de estas muertes al
CEC.8 El CEC produce metastasis ganglionares tinicamente en un 4% de los casos,
habitualmente en los ganglios linfaticos regionales o metastasis cutaneas en
transito (satelitosis).® A pesar de su baja frecuencia, el prondstico es malo, con una
tasa de supervivencia menor del 20% a los 10 afios.!® Su elevada prevalencia
condiciona que, a pesar de ser una neoplasia con un prondéstico excelente, un
namero no despreciable de pacientes desarrollen metastasis ganglionares o
mueran por la enfermedad. En un estudio realizado en Estados Unidos en 2012 por
Karia y cols., el total de muertes por CEC en el sur y centro del pais se aproximaba
a las causadas por melanoma y por otras neoplasias malignas orofaringeas o
renales,''y los autores destacaban el considerable coste econémico que ocasionan

estos tumores.1?
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Introduccioén

1.2. Patogénesis

El CEC es una proliferacion maligna de los queratinocitos de la epidermis o de sus
anejos. En la gran mayoria de los casos se desarrolla a partir de lesiones
premalignas (queratosis actinicas [QA]), aunque también puede aparecer de novo
sobre piel aparentemente sana o sobre piel crénicamente dafada.®!® La
progresién a CEC desde la QA parece seguir el modelo clasico de carcinogénesis

en multiples etapas.*®

El CEC es un tumor muy heterogéneo, con mutaciones en multiples genes, siendo
la neoplasia maligna con mayor carga de mutaciones somaticas.'* El gen supresor
tumoral TP53 es el gen mas frecuentemente mutado y la mayoria de las mutaciones
son transiciones CC>TT o C->T de dos o un nucledtido en las bases de pirimidina
inducidas por la radiacion ultravioleta (RUV) tipo B (UVB), también conocidas como
UVB signature.'>16 La inactivacion de TP53 da lugar a una inestabilidad genémica
que permite la acumulacion de mutaciones simples inducidas por la RUV en
oncogenes con relevancia biolégica.'# Las mutaciones en TP53 son compartidas
por las QAs y también se detectan, aunque en menor niumero, en piel fotoexpuesta

aparentemente sana (PF).1317

Otras mutaciones frecuentes presentes en los CEC previamente descritas en la
literatura y en el catalogo de mutaciones somaticas en cancer (COSMIC, Instituto
Sanger) afectan a los siguientes genes: CDKN2A, NOTCH1, NOTCH2, KMT2C,
KMT2D y RAS.18-20 |_as mutaciones en NOTCH1, NOTCH2 y RAS se han detectado

en la PF y en las QAs, lo que sugiere que la funcién de estos genes es importante
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Introduccioén

en fases precoces del desarrollo del CEC, pero que serian necesarias mutaciones

adicionales para la transformacion tumoral del queratinocito.?21-24

Respecto a las alteraciones de distintas vias moleculares, las vias de sefializacion
del receptor de EGF, el EGFR, y que incluyen las cascadas RAS/RAF/MEK/ERK y

PI3K/AKT/mTOR, son esenciales en la carcinogénesis del CEC (figura 1).19.20.24-26

(a) (b)
GF GF
-— HE Membrana plasmatica
—
) @ C PTEN
(SOS) )
E8eor [8cre
Ne A
@ Yy
il cr [BE-cop
Lisosoma
g RagA/B)-GTP
l ] _, RagCV/D‘-GDF
P |
Supervivencia celular L E

Proliferacion celular Supervivencia celular
Motilidad celular Proliferacién celular
Motilidad celular
Biogénesis ribosomal y traduccion

Figura 1. Componentes principales de las vias RAS-MAPK y PI3K-mTOR. Ambas vias

responden a estimulos extra e intracelulares para controlar la supervivencia, proliferacion, motilidad
y metabolismos celulares.?” (Fuente de la imagen: modificado de Mendoza MC.y cols. The Ras-ERK

and PIBK-mTOR Pathways: Cross-talk and Compensation. Trends Biochem Sci 2011; 36: 320-8.)

Ademas de mutaciones en numerosos genes, tanto las QAs como los CECs
presentan multiples alteraciones cromosOmicas (ganancias o deleciones), aunque
éstas son significativamente mas frecuentes en el CEC.?82° Al igual que con las

mutaciones somaticas, Ashton y cols. observaron, mediante la técnica de

13



Introduccioén

hibridacion gendémica comparada, patrones de aberraciones cromosémicas
similares entre QAs y CECs, tales como ganancias en los brazos de los
cromosomas 3q, 4p, 17q, 5p, 9q y pérdidas regionales en 3p, 4q, 9p, 11p, 13qy
17p.?° Estas alteraciones cromos6micas, al igual que las mutaciones somaticas,
podrian estar inducidas por la RUV.*° Asimismo, mediante el uso de paneles de
marcadores de polimorfismos de microsatélites se han observado pérdidas de
heterocigosidad (loss of heterozygosity o LOH) en ambas patologias, siendo
algunas de estas LOHs comunes a ambas. En las QAs se han detectado pérdidas
de heterocigosidad en los loci 3p, 9p, 9q, 13q, 17p y 179,332 mientras que los loci
afectados en el CEC suelen ser 13q, 9p, 17p, 179 y 3p.%334 Las LOH se han

relacionado con la pérdida de genes supresores tumorales tales como CDKN2A.3°

En los ultimos afios han surgido nuevas técnicas mas sensibles para el estudio de
las alteraciones en el niumero de copias del ADN, como los microarrays basados
en polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP), que facilitan la identificacion precisa

y rapida de cambios alélicos, incluyendo la LOH.33

A pesar de las alteraciones genéticas comunes observadas entre QAs y CECs, sélo
una minoria de QAs progresaran a CEC (entre 0.025% y 16% por lesién individual
por afio), siendo aun desconocidos los mecanismos claves implicados en dicha

transformacion/evolucion.13

Por otro lado, distintos estudios del transcriptoma mediante microarrays de ARN
han demostrado que, si bien tanto las QAs como los CECs presentan diferencias
en su perfil de expresion genética, también comparten la activacion de una serie de
vias comunes.?83637 Algunos de los genes involucrados muestran un espectro

continuo en su regulacion (infra o sobreexpresados) desde PF a QA y CEC,

14



Introduccioén

apoyando la teoria de un origen comin para ambas lesiones.3¢ A pesar de que
estas plataformas de microarrays han permitido el estudio simultaneo de la
expresion de miles de genes, existe, en general, un bajo consenso entre los
distintos estudios para los genes expresados diferencialmente, lo cual pone en
duda su validez y relevancia bioldgica.3®

En cuanto al CEC metastasico, nuestro conocimiento sobre las bases moleculares
y genéticas es todavia muy limitado, no habiéndose descrito firmas moleculares
clinicamente relevantes y reproducibles que puedan predecir el potencial
metastasico de un CEC primario.*® Estudios realizados en CECs primarios que
habian dado lugar a metastasis han observado algunas alteraciones epigenéticas
como la hipermetilacién del gen FRZB*? y una elevada carga de mutaciones en
distintos genes clasicamente asociados con cancer. TP53, CDKN2A, NOTCH1,
AJUBA, HRAS, CASP8, FAT1, KMT2C (MLL3), NOTCH2, PARD3, RASAL, KMT2C
y KMT2D.?%4! De forma similar al CEC invasivo, predominan las mutaciones
inactivantes en genes supresores tumorales. Respecto a mutaciones activadoras,
en un estudio realizado en 29 muestras correspondientes a metastasis
ganglionares de CECs, se observd que el 49% de las muestras presentaba
mutaciones en genes asociados a la via RAS/RTK/PI3K, tales como PIK3CA,

FGFR3, BRAF y EGFR.°

En CECs metastasicos, Lambert y cols. detectaron un elevado numero de
microdeleciones y mutaciones somaticas en el gen receptor tipo D de la proteina
tirosina fosfatasa o protein tyrosine phosphatase receptor Type D (PTPRD), que

podria actuar como gen supresor tumoral.*?
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Introduccioén

Finalmente, distintos mecanismos de regulacion epigenética como la metilacion, los
micro ARNs (miARNS) y los ARN largos no codificantes, también participan en la
carcinogénesis del CEC.1®* Se han detectado asimismo alteraciones del
microambiente tumoral, de la composicion de la membrana basal y de la matriz
extracelular dérmica o de las células inflamatorias, que también participarian en el

crecimiento y la progresion del CEC en sus distintas etapas.*3

1.3. Factores de riesgo

Se han descrito distintos factores de riesgo para el desarrollo de un CEC. Sin
embargo, una exposicion solar prolongada, la edad avanzada, la piel clara (fototipos
bajos) y una situacion de inmunosupresién continuada constituyen los factores mas

relevantes implicados en la progresion del CEC.?

e EXxposicion solar: La exposicion acumulada a la RUV es el factor de riesgo
ambiental mas importante para el desarrollo del CEC.1°44 La mayoria de los
CECs aparecen sobre areas fotoexpuestas tales como la frente, la cara, el cuello
y el dorso de las manos. Una exposicion continua a la RUV explica el aumento
progresivo de la incidencia del CEC con la edad y su mayor prevalencia en
individuos con fototipos mas bajos (I y 11).444> De la misma manera, la incidencia
de CEC es mayor en paises de latitudes bajas y en individuos que realizan su
actividad al aire libre.444%

e Inmunosupresidn: Los pacientes en situaciones de inmunosupresion cronica
(incluyendo individuos con una infeccion por VIH, con neoplasias

hematoldgicas, trasplantados de 6rganos soélidos u otras enfermedades que
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requieran terapia inmunosupresora prolongada) presentan un mayor riesgo para
desarrollar CEC, habitualmente de evoluciéon agresiva.*6—*° Los pacientes
trasplantados de érgano solido presentan un riesgo de entre 65 y 250 veces
superior para desarrollar un CEC en relacion a la poblacién general. Presentan
asimismo una mayor frecuencia de recurrencias locales, metastasis y muerte
relacionada con la enfermedad.*®* En los pacientes con CEC metastasico la
inmunosupresion se asocia con una menor supervivencia.®%>!

Virus del papiloma humano (VPH): El VPH se ha relacionado con el CEC
principalmente en las localizaciones periungueal y genital.? Los subtipos de VPH
mas comunmente detectados, tanto en el CEC como en sus lesiones
precursoras, son del grupo de VPH-B.5253 Se ha demostrado la participacion del
VPH en el desarrollo de CECs en pacientes inmunodeprimidos y con
epidermodisplasia verruciforme, aunque no se ha establecido de forma definitiva
su papel etiolégico en los CECs de pacientes inmunocompetentes.>
Probablemente el VPH actuaria como un cofactor junto a la RUV en la etapa de
induccion del CEC, a través de una accion directa sobre distintas proteinas,
incluyendo pRb, p53 y Notch.55:56

Enfermedades genéticas: Existen muchas enfermedades genéticas asociadas
a un mayor riesgo para desarrollar un CEC. En estos procesos, los tumores
aparecen en edades mas tempranas y presentan una evolucién mas agresiva.
Incluyen distintos sindromes con defectos en los mecanismos de proteccion (el
albinismo Oculo-cutaneo, vitiligo), de reparacion del ADN (xeroderma
pigmentoso, disqueratosis congenita) frente a la RUV o de proteccion frente al
VPH (epidermodisplasia verruciforme), etc.*® Otros sindromes, como la

epidermdlisis ampollosa (principalmente su variante distrofica), a partir de
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mecanismos probablemente distintos (inflamacion cronica) también se asocian
a un mayor riesgo para desarrollar un CEC.’

Otros factores ambientales distintos a la RUV: La exposicion a la radiacion
ionizante se ha relacionado con la aparicion de CEC. También la exposicion a
ciertos compuestos quimicos como el arsénico, los hidrocarburos aromaticos
policiclicos, las nitrosaminas y los agentes alquilantes, a menudo a partir de una
exposicién ocupacional.>10:45

Procesos inflamatorios cronicos de la piel: EI CEC puede desarrollarse
sobre zonas de piel con procesos inflamatorios crénicos de larga duracion, tales
como Ulceras, cicatrices, quemaduras, trayectos fistulosos, radiodermitis o
ciertas dermatosis inflamatorias cronicas (liquen escleroso y atrofico, lupus
eritematoso discoide crénico, lupus vulgar, etc.).?? Los CEC que surgen sobre
estas lesiones estarian asociados a una mayor agresividad, con frecuentes
recurrencias y un riesgo metastasico elevado.?’

Farmacos: Los inhibidores de BRAF, que se utilizan para el tratamiento del
melanoma metastasico, se han relacionado con el desarrollo de CECs con un
namero inusualmente alto de mutaciones en el oncogén RAS (41-60% frente 3-
30% en el CEC no relacionado con la inhibicibn de BRAF), principalmente en
HRAS.%® Asimismo los inhibidores de JAK como el ruxolitinib también se han
asociado con un mayor riesgo para desarrollar CECs.5%%0 Finalmente, se ha
descrito un rapido desarrollo de CECs en pacientes con psoriasis y artritis
reumatoide en tratamiento con el antagonista del factor de necrosis tumoral a

(TNF a) etanercep.51:62

18



Introduccioén

1.4. Diagnostico clinico e histopatologico

La QA representa la lesion precursora por excelencia del CEC. Algunos autores
identifican la queratosis actinica como una lesién precursora pero distinta del CEC,
mientras que otros la consideran un sinénimo del CEC in situ.%3-%% En la mayoria de
los CEC invasivos pueden identificarse lesiones equivalentes a CEC in situ (0 QAS)
en los bordes de la lesion.® Las QAs pueden involucionar, persistir o evolucionar a

un CEC invasivo, con una frecuencia variable de entre el 0.025% al 20% por afio.*°

Clinicamente las QAs son papulas o placas descamativas, de color carne o
eritematosas, en ocasiones pigmentadas, con una textura rasposa, habitualmente
mas palpables que visibles. En algunos casos, desarrollan una intensa
hipergueratosis lo que les confiere una apariencia de cuerno cutaneo. Suelen ser

asintomaticas, aungue ocasionalmente pueden ser discretamente pruriginosas.®?

Histologicamente las QAs se caracterizan por una proliferaciéon intraepidérmica de
gueratinocitos atipicos que puede afectar a las distintas capas de la epidermis. La
epidermis puede ser acantética o atréfica y con frecuencia se asocia con una
alteracion de la maduracion epidérmica con hiperqueratosis y paragueratosis. Las
células neoplasicas muestran una pérdida de la polaridad, pleomorfismo nuclear y
frecuentes figuras de mitosis. En muchos casos la dermis subyacente muestra una

intensa elastosis solar y un discreto infiltrado inflamatorio acompafiante.®3

Se han descrito distintos sistemas de clasificacion de las QAs en base a criterios
tanto clinicos como histopatoldgicos. Siguiendo los sistemas de clasificacion
utilizados en la neoplasia intraepitelial de cérvix y de vagina a partir del concepto
de neoplasia intraepitelial, Cockerell y cols. propusieron la clasificacién de las QAs,

también denominadas neoplasias queratinociticas intraepidérmicas (keratinocytic
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intraepidermal neoplasia [KIN]), en 3 subgrupos (KIN 1, KIN 2 y KIN 3) en funcién
de la ocupacién por los queratinocitos atipicos del 1/3 basal, 2/3 o de todo el

espesor de la epidermis.®®

La enfermedad de Bowen representa otro subtipo de CEC in situ.® Suele
observarse en individuos ancianos y clinicamente suele presentarse como una
placa eritemato-descamativa de bordes bien definidos, persistente y de tamafio y
localizacion variables (habitualmente en zonas no fotoexpuestas). Presenta unas
caracteristicas histopatologicas bien definidas que permiten diferenciarla de las

QAS.67

Un CEC puede desarrollarse a partir de una QA (lo mas frecuente) o como una
lesion de novo sobre una piel fotoexpuesta en forma de una placa o nddulo
asintomatico de crecimiento progresivo.*® El diagndstico diferencial incluye lesiones
tales como el queratoacantoma, el fiboroxantoma atipico, las verrugas viricas y el

melanoma amelandético.*

El diagnéstico de CEC invasivo se establece a partir de las caracteristicas clinicas
y el estudio histopatolégico, observandose una proliferacién de células epiteliales
atipicas formada por cordones y nidos celulares de origen habitualmente
epidérmico, y ocasionalmente folicular, que invaden la dermis subyacente.®® Las
células neoplasicas presentan un citoplasma eosindfilo abundante y un ndcleo
grande, a menudo vesicular. Pueden mostrar un fendbmeno de queratinizacion
celular individual. Suele observarse asimismo una queratinizacion intratumoral de
grado variable, disqueratosis y la formacion de perlas coérneas. Habitualmente se
clasifican histologicamente segun el grado de diferenciacion, variando desde

lesiones bien diferenciadas con queratinizacion prominente hasta formas

20



Introduccioén

pobremente diferenciadas, con abundante atipia y mitosis y con ausencia o escasos

signos de queratinizacion.*®

Se han descrito distintos subtipos histolégicos de CEC invasivo: verrucoso, de
células fusiformes, desmoplasico, acantolitico, adeno-escamoso y el CEC
semejante a linfoepitelioma.®® Algunas de estas variantes se han asociado con un

peor prondstico.

1.5. Factores prondosticos

A pesar de que la mayoria de los CEC presentan un prondstico excelente, existe
un subtipo conocido como CEC de alto riesgo que se asocia a un comportamiento
mas agresivo, con elevada frecuencia de recurrencias, metastasis (hasta en un

37%) y una mayor tasa de mortalidad.®®70

Se han descrito distintos factores clinicos, histol6gicos y moleculares asociados a
este subtipo de alto riesgo (tabla 1). Existe una cierta variabilidad con respecto a
los factores asociados a mal prondstico en las distintas guias y estudios. Sin
embargo, los principales factores considerados de mal prondéstico incluyen la
inmunosupresion, el diametro tumoral > 2 cm, la localizacion en el pabellén auricular
o el labio, los tumores recurrentes, el grosor tumoral > 6 mm, un pobre grado de

diferenciacion y la presencia de infiltracion perineural.?7:4551.70-72
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1.5.1. Factores clinicos

e Diametro tumoral: Es el factor de riesgo mas fuertemente asociado al riesgo
de muerte especifica por enfermedad.” El didmetro superior a 20 mm se ha
asociado a un riesgo aumentado de recurrencias y de metastasis.’*"’

e Localizacién tumoral: El riesgo de recurrencia y de metéastasis del CEC varia
en funcién de la localizacion, siendo los sitios considerados de mayor riesgo el
labio y la oreja.”*">7" La National Comprehensive Cancer Network (NCCN)
clasifica el riesgo de los tumores en funcién de la localizacion, separandolos en
3 zonas: H de High o alto riesgo (areas de mascara de la cara, los genitales, las
manos y los pies), M de Medium o riesgo medio (mejillas, frente, cuero
cabelludo, cuello y localizacion pretibial) y L de Low o bajo riesgo (tronco y resto
de las extremidades).”?

e Tumores recurrentes: Aproximadamente el 75% de las recurrencias
apareceran dentro de los 2 afios siguientes al diagndstico.*® Los CEC
recurrentes son biolégicamente mas agresivos, con un riesgo aumentado de
metastasis.’®’® Ademas, tienen tendencia a presentar mayor tamarfio e invasién
en profundidad (mas alld del tejido celular subcutdneo), perineural y

linfovascular.”

1.5.2. Factores histopatologicos

e Grosortumoral: El grosor tumoral es el factor de riesgo mas relevante asociado
con recurrencias y metastasis.”737579.80 En algunos estudios se ha evidenciado
un riesgo de metastasis practicamente nulo en tumores con un grosor <2 mmyy

de casi un 16% en CECs con un grosor 2 6 mm.’> En una revision sistematica
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reciente de 23 estudios se evidencidé que tanto el grosor > 6 mm como el
diametro tumoral > 2 cm se asociaban con una mayor tendencia a presentar un
ganglio centinela positivo.”® Los tumores con un grosor = 6 mm presentan un
riesgo aumentado de muerte especifica por enfermedad.>"°

Invasion perineural y linfovascular: La incidencia de invasion perineural en el
CEC varia del 2 al 16%.2 La afectacion perineural es un marcador pronéstico
tanto de recurrencia local como de riesgo metastasico y muerte especifica de
enfermedad.>%7377.8182 | os dos sistemas de estadiaje tumoral que se utilizan
habitualmente en el CEC, el AJCC-8 y el BWH (American Joint Committee on
Cancer y Brigham and Women’s Hospital, respectivamente) incluyen como
factor de riesgo la afectacion de nervios de un calibre igual o mayor de 0,1
mm.83,84

La invasion linfovascular también se ha relacionado en algunos estudios con
un peor prondstico,’’® aunque su impacto en la supervivencia es
controvertido,””’® no habiéndose incluido dentro de las clasificaciones AJJC-8 y
BWH.

Grado de diferenciacion: A la hora de realizar el estudio histopatolégico del
CEC se aconseja que el patélogo informe el grado de diferenciacién histolégica
del mismo (bien diferenciado, moderadamente diferenciado, mal diferenciado e
indiferenciado).®4°> Los tumores mal diferenciados se han asociado con mayor
riesgo metastasico, mortalidad y recurrencias.”37577.86.87

Subtipo histoldgico: Algunos subtipos histolégicos de CEC conllevan mal
pronéstico. La variante desmoplasica del CEC se ha asociado con un mayor
riesgo de recurrencias (diez veces mayor) y de metastasis (seis veces

mayor)’>8 respecto a otras variantes de CEC.8% Este subtipo histolégico se
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caracteriza por un crecimiento altamente infiltrativo con frecuente distribucion
perivascular y perineural, junto con abundante cantidad de estroma y delgados
cordones celulares.*® En un estudio reciente realizado en 2.149 CEC invasivos
la desmoplasia se asoci6 con mayor riesgo de muerte especifica de
enfermedad.>!

e Otras variantes histologicas del CEC consideradas de mal prondstico son la
acantolitica, la adeno-escamosa y el CEC de células fusiformes que aparece

sobre una zona previamente irradiada.*®

Tabla 1. Resumen de los factores clinicos e histolégicos que definen la variante de alto
riesgo del CEC.

v" Inmunosupresion
Trasplantados de 6rgano sdlido, enfermedades
hematolégicas
v'  Enfermedades genéticas
v/ Tumores sobre piel cronicamente dafiada
Ulceras, cicatrices, quemaduras...
v Diametro tumoral >20 mm
v Localizacién tumoral
Labio, oreja, zona H

v' Tumores recurrentes

Factores histoldgicos

Grosor tumoral = 6mm
Invasién perineural nervios = 0,1mm
Invasion linfovascular

Tumores mal diferenciados

DR N N NN

Subtipo histolégico
Desmoplésico, acantolitico, adeno-escamoso,

pseudoangiosarcomatoso
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1.5.3. Biomarcadores

Existe un déficit importante de biomarcadores utiles en la préactica clinica para
determinar el potencial metastatico del CEC primario. La elevada carga mutacional
de la PF ha dificultado la identificacion de genes con relevancia biolégica en la

enfermedad invasiva y potencial metastasico.

e Transicion epitelio-mesénquima (TEM): La interaccidon tumor-estroma es
clave para que se produzca el fendbmeno metastasico. La diseminacion vascular
de las células tumorales puede realizarse de manera individual o colectiva
mediante una TEM. La TEM se caracteriza por la pérdida de la expresion de
cadherina E por las células epiteliales, adquiriendo rasgos fenotipicos de células
mesenquimales, y por un aumento de su capacidad migratoria.3?:%°
La TEM puede detectarse en el CEC metastasico mediante técnicas de
inmunohistoquimica, y se caracteriza por la pérdida de la expresion o por la
traslocacion desde la membrana celular al nacleo de la cadherina E y por la
expresion de vimentina, siendo esta ultima un mejor indicador de la TEM y del
riesgo metastasico.*®

e Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR): Su sobreexpresion
en CECs se ha relacionado con mayor riesgo de progresion y metastasis.%%:%2
Sin embargo, su utilidad como marcador pronéstico es controvertida, dado que
también puede sobreexpresarse en CECs no metastasicos.%3:%4

e PD-L1: La via de la proteina de muerte celular programada 1/ligando de la
proteina de muerte programada 1 (PD-1/PDL-1) actia como un punto de control

inmunologico, manteniendo la tolerancia periférica e impidiendo la
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autoinmunidad.®® PD-1 es un receptor transmembrana que se localiza
principalmente en la membrana de linfocitos T activados. Tiene como ligandos
las proteinas transmembranas PD-L1 y PD-L2, que a su vez se localizan en la
superficie de las células tumorales en diversas neoplasias malignas. La union
de estos ligandos con el PD-1 de la membrana de los linfocitos citotéxicos CD8+
que infiltran los tumores da lugar a una sefial inhibitoria que impide la respuesta
inmunitaria antitumoral, permitiendo a las células tumorales escapar de la
vigilancia inmunoldégica.®® Otras poblaciones celulares que infiltran el tumor,
como las células dendriticas mieloides y los macrofagos, también pueden
expresar los ligandos de PD-1.%°

La expresion de PD-L1 por las células tumorales se ha asociado con mal
prondstico en una amplia variedad de canceres.®® Sin embargo, los estudios
de expresion de esta proteina en el CEC son escasos y la mayoria no incluyen
un numero significativo de muestras de casos metastasicos o de biopsias de
metastasis. Ademas, los resultados de estos estudios son heterogéneos,?’-104
por lo que no se pueden establecer conclusiones definitivas sobre el posible

papel de PD-L1 como biomarcador en el CEC.
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Figura 2. Principales efectos de la via PD-1 / PD-L1 (punto de control inmunoldgico). La

molécula PD-L1 da lugar a importantes sefales inhibitorias tras unirse al su ligando PD-1,
produciendo un detrimento importante de la inmunidad antitumoral. Entre los efectos
desencadenados por esta unién se encuentran la disminucion del metabolismo de aminoacidos, la
glicolisis y la tasa de consumo de oxigeno (OCR). Este cambio del metabolismo de las células T
daria lugar a una alteracién en su diferenciacién fenotipica, favoreciendo su diferenciacion hacia
linfocitos T reguladores y exhaustos.®s (Fuente de la imagen: modificado de Bardhan K. y cols. The

PD1:PD-L1/2 Pathway from Discovery to Clinical Implementation. Front Immunol 2016: 7; 550)

1.6. Estadificacion

No existe un Unico sistema de estadificacion para la estratificacion del riesgo del
CEC. En 2010 la AJCC introdujo en su 72 edicién un sistema de estadificacion TNM
(tumor, ganglios linfaticos, metastasis) especifico para el CEC, que incluia distintos
factores de riesgo para la clasificacion del estadio tumoral (T). Sin embargo, esta

clasificaciéon de la AJCC-7 no clasificaba correctamente por riesgo a los tumores,
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produciéndose la mayoria de resultados desfavorables en estadios bajos (T2).71:19
Por ello, las guias de la AJCC-81% (Enero 2018) incluyeron una actualizacién del
estadiaje de CEC que mejoraba el potencial predictivo de los casos con mal
prondstico.1%7:108 Sin embargo, esta edicion sélo se referia a los CECs localizados
en cabeza y cuello, y no especificaba su aplicacion en CECs de otras

localizaciones.

Un sistema de estadiaje alternativo al de la AJCC para la clasificacion de la T es el
de la BWH, propuesto en 2013.84 Segun un estudio reciente, la clasificacion del
BWH presenta mayor especificidad (93%) y valor predictivo positivo (30%) que la
de la AJCC-8 en la identificacion de casos con riesgo de metastasis o muerte,
aungue segun otro trabajo ambas serian similares en su potencial predictivo de la
evolucién del CEC.1%5:107 Tanto la clasificacion de la AJCC-8 como la del BWH son
superiores a la AJCC-7 a la hora de identificar aquellos tumores con peor
pronéstico.'%” Una de las limitaciones de la AJCC-8 es que no incluye el grado de
diferenciacion histolégica dentro de los factores de riesgo, al contrario que la AJCC-
7 y la BWH, a pesar de que se trata de un factor de mal prondstico
demostrado.”®77.7887.109 | os tumores con mal prondstico se asocian principalmente

a los estadios T3 de la AJCC-8 y T2b/T3 de la BWH.
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Tabla 2. sistemas de clasificacion AJCC-8 y BWH (adaptado de Ruiz y cols.)105

Sistema de

estadificacion ey

AJCC-8

T1 <2cm de diametro maximo

T2 =22cm pero <4cm de diametro maximo

T3 >4cm de diametro maximo o invasion ésea menor o
invasion perineural o invasion profunda*

T4a Tumor con invasién gruesa de la cortical 6sea y/o de la
médula 6sea

T4b Tumor con invasion del hueso del craneo y/o afectacién
del foramen de la base del craneo

BWH

T1 0 Factores de riesgo**

T2a 1 Factor de riesgo

T2b 2-3 Factores de riesgo

T3 4 Factores de riesgo o0 invasion 6sea

* Invasion profunda definida como invasién por debajo del tejido celular
subcutaneo o Breslow >6mm; invasion perineural definida como células
tumorales en la vaina tumoral de un nervio localizado més profundo que la
dermis o de >0,1mm de didmetro o afectacién clinica o radiolégica de
nervios con nombre sin afectacién o transgresion de la base del craneo.

** Los factores de riesgo incluyen: didmetro tumoral > 2cm, tumor
histologicamente pobremente diferenciado, invasion perineural de nervios
> 0,1mm de didametro e invasién mas alla del tejido celular subcutaneo
(excluyendo la invasién 6sea, que se clasifica como estadio T3)

1.7. Tratamiento

Actualmente no existe un tratamiento estandar para las QAs, disponiéndose de
multiples opciones terapéuticas que dependen de factores clinicos y del propio
paciente. Las opciones disponibles incluyen tratamientos tépicos del campo de
cancerizacién (5-fluorouracilo,diclofenaco,imiquimod, ingenol mebutato) o terapias
destructivas (crioterapia, curetaje, terapia fotodinamica, laser resurfacing, escision
o peelings quimicos).!? A pesar de que algunos de estos tratamientos presentan

tasas de eficacia de alrededor del 75%, no van dirigidos a dianas moleculares
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especificas y suelen acompafarse de efectos secundarios como inflamacion y
dolor.** Ademas, del 25 al 75% de los pacientes van a requerir la realizacién de un

nuevo tratamiento a los 12 meses.111

Respecto al CEC invasivo, el tratamiento de eleccidn es la escision quirdrgica con
margenes laterales de minimo 4-5 mm, incluyendo el tejido celular subcutaneo
medio.%>*>72 En tumores del alto riesgo podria ser de eleccién la cirugia micrografica
de Mohs o cirugia con control microscépico completo de los margenes laterales y

profundos.®?

La radioterapia se utiliza principalmente de manera adyuvante en aquellos casos
en los que los margenes de escision hayan quedado afectos o muy cercanos y la
cirugia no sea posible.?24>72 Otra indicacién de la radioterapia adyuvante son
aguellos CECs primarios que hayan sido totalmente extirpados, pero que tengan
alto riesgo de recurrencia local, especialmente cuando exista invasion perineural
de nervios de = 0,1mm o afectacion neural extensa (> 2 nervios).?°4%72 Finalmente,
también puede estar indicada en el caso de metastasis a ganglios regionales o
parotideas de manera adyuvante a la linfadenectomia o parotidectomia superficial,

respectivamente.

La biopsia de ganglio centinela es una técnica controvertida, no estando claro su
impacto en el manejo ni el prondstico del paciente.®#>72 Su utilidad deberia
valorarse en tumores de alto riesgo (T2b y T3 de BWH) sin afectacion linfatica

clinica ni por pruebas de imagen.?

El tratamiento del CEC localmente avanzado o metastasico es un tratamiento
multidisciplinar.® Cuando existan Gnicamente metastasis linfaticas regionales o en

transito, el tratamiento de primera linea sera la extirpacion quirargica siempre que
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ésta sea posible, pudiendo asociarse a radioterapia adyuvante y en ocasiones a
quimioterapia.®4>’2 En el caso de metastasis a distancia o CEC localmente
avanzado irresecable no existe ningun tratamiento estandarizado y los tratamientos
disponibles presentan efectos limitados sobre la supervivencia global con una
mortalidad y morbilidad asociadas considerables. Se pueden emplear tanto la
radioterapia como la quimioterapia.>®’? Respecto a la quimioterapia, no existen
esquemas especificos para el CEC, utilizandose habitualmente los mismos que
para el carcinoma escamoso (CE) de cabezay cuello.!'? Las remisiones sostenidas

con estos tratamientos son raras y las recidivas son frecuentes y rapidas.?

En los dltimos afios se han utilizado nuevos farmacos para casos puntuales de
CECs localmente avanzados o metastasicos: los inhibidores del EGFR y los
inhibidores de PD-1. Los inhibidores del EFGR (p. €j: cetuximab y panitumumab)
se utilizan fuera de indicacion en el CEC y, aunque aproximadamente el 50% de
los pacientes responden, las respuestas mantenidas son infrecuentes.>® Mas
recientemente se han introducido los inhibidores del PD-1 (p. ej: pembrolizumab,
nivolimumab), que actian mejorando la vigilancia inmunolégica frente a las células
tumorales. Han sido utilizados para el tratamiento de una gran variedad de
neoplasias malignas, incluyendo el melanoma, cancer de pulmoén, de préstata, renal
y colorrectal.>!13 Se ha publicado la utilizacion de los inhibidores de PD-1
cemiplimab, nivolumab y pembrolizumab para el CEC metastasico, localmente
avanzado o recurrente en dos ensayos clinicos fase 2, un ensayo fase 1, un estudio
de cohorte retrospectivo y 19 casos clinicos, observandose unos resultados
favorables®”114-12% Cemiplimab ha sido aprobado tanto por la FDA (Food and Drug
Administration) como por la EMA (European Medicines Agency) para el tratamiento

del CEC localmente avanzado o metastasico en septiembre de 2018 y julio de 2019,
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respectivamente. Se observaron un 0-7% de remisiones completas, 41-50% de
remisiones parciales y 5-12% de progresion de la enfermedad tras el tratamiento
con cemiplimab, mientras que con pembrolizumab estos porcentajes fueron del 5%,

del 37%, y del 42%, respectivamente.127-129
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B HinGtesis

A lo largo de las distintas etapas de evolucion del CEC tienen lugar diferentes
alteraciones en el transcriptoma y en el genoma, algunas de las cuales, pueden ser

claves en la progresion desde las lesiones premalignas a un CEC invasivo.

La expresion aumentada por las células tumorales del CEC invasivo de la molécula
PD-L1 del punto de control inmunitario P-D1/PD-L1 se relaciona con un riesgo
aumentado de metastasis, pudiendo considerarse como un biomarcador

pronéstico.
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Objetivos

3.1. Objetivo principal

Estudiar los mecanismos de expresion génica implicados en la

carcinogénesis/progresion desde PF hasta CEC metastasico.

3.2. Objetivos secundarios

3.2.1. Detectar ganancias y pérdidas de regiones gendmicas, pérdida de
heterocigosidad y disomias uniparentales en PFs, QAs y CECs invasivos.

3.2.2. Detectar alteraciones en la expresion génica, asi como las vias implicadas,
en PFs, QAs y CECs invasivo.

3.2.3. Correlacionar las alteraciones citogenéticas y del transcriptoma halladas en
PFs, QAs y CECs invasivos para identificar moléculas con relevancia bioldgica en

la transformacién de QA a CEC invasivo.

3.2.4. Estudiar la expresiéon de la molécula PD-L1 en CECs primarios metastasicos
y N0 metastasicos, asi como en sus metastasis, para valorar su posible papel como

biomarcador de riesgo metastasico en el CEC.
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Inicialmente, se estudiaron los mecanismos de expresion génica implicados en la
progresion desde la PF a CEC invasivo (apartados 4.1-4.7). Posteriormente, se
analizé la expresion inmunohistoquimica de PD-L1 en CECs con progresion

metastasica (apartados 4.8-4.11).

4.1. Pacientes y muestras de tejidos

Se seleccionaron diez pacientes inmunocompetentes del Departamento de
Dermatologia del Hospital del Mar (Barcelona) que presentaban simultdneamente
un CEC y multiples QAs. Todos los pacientes firmaron un consentimiento
informado. La aprobacion para realizar este estudio se obtuvo del Comité de Etica
del centro, de acuerdo con las directrices de la Declaracion de Helsinki de 1975,

revisada en 1983 (CEIC 2010/3913/ I).

De cada paciente se obtuvieron muestras de CEC, QA y PF de manera simultanea
gue fueron congeladas. Se analizaron un total de 30 muestras: 10 PFs, 10 QAs y
10 CECs. En la tabla 3 se detallan las caracteristicas clinicas de los pacientes
incluidos en el estudio. Ademas, se extrajo una muestra de sangre periférica de

cada paciente para el andlisis del nimero de copias de ADN.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes y muestras del estudio.

N° Sexo/Edad Muestras Localizacién KIN Diferenciacion
paciente (QA) (CEC)
PF100 C. cabelludo
1 H/85 QAl01 cara 2 MD
CEC99 c. cabelludo
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PF106 preauricular
5 M/86 QA107 adyacente 5 MD
CEC105 preauricular
PF115 c. cabelludo
3 H/83 QAl16 cara 2 MD
CEC114 c. cabelludo
PF146 c. cabelludo
4 H/76 QA148 c. cabelludo 1 BD
CEC145 c. cabelludo
PF125 cara
5 M/80 QA126 cara 2 MD
CEC124 cara
PF150 cara
6 H/96 QA151 cara 2 MD
CEC149 cara
PF162 c. cabelludo
7 H/87 QA163 adyacente 1 MD
CEC161 c. cabelludo
PF182 cara
8 H/79 QA183 cara ND MD
CEC181 cara
PF191 cara
9 M/95 QA190 cara ND MD
CEC189 cara
PF79 cara
10 M/81 QA81 cara 2 MD
CECT78 cara

Abreviaturas: H: hombre; M: mujer; c.cabelludo: cuero cabelludo; NV: no valorable; MD:
moderadamente diferenciado; BD: bien diferenciado
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Todos los CECs eran primarios, invasivos, estaban bien o moderadamente
diferenciados y localizados en areas fotoexpuestas. Se excluyeron los casos
recurrentes o metastasicos. Las muestras de CEC se tomaron de la porcion
periférica del tumor mediante un punch de 4 mm. Las muestras de QA y PF se
obtuvieron mediante afeitado. La mayoria de las QAs fueron cercanas (n = 8) o
adyacentes (n = 2) al CEC, mientras que la mayoria de las muestras de PF se
recolectaron de los margenes de reseccion de los CECs. El examen histopatologico

de las muestras de PF descarto la presencia de QAs subclinicas.

4.2. Analisis de la expresion génica

El ARN para el array de expresidn se extrajo de las muestras congeladas con el
mirVana™ miRNA Isolation Kit. Los niveles de expresién génica se perfilaron
mediante tecnologia de microarrays. El procesamiento, amplificacion, marcaje e
hibridacién de muestras se realiz6 de acuerdo con el protocolo del kit de reactivos
GeneChip WT PLUS y posteriormente se hibridé con GeneChip Human Gene 2.0
ST Array (Affymetrix) en el GeneChip Hybridization Oven 640. El lavado y el
escaneo se realizaron utilizando el Expression Wash, Stain and Scan Kit y el
sistema GeneChip de Affymetrix (GeneChip Fluidics Station 450 y GeneChip
Scanner 3000 7G). Después del control de calidad de los datos brutos, se procedié
a su correccion de fondo, se normalizaron por cuantiles y se resumieron a nivel de
gen mediante el método robust multi-chip average (RMA),3° resultando en un total

de 48.144 clusters de transcritos, excluyendo los controles, que aproximadamente

correspondian a genes u otros ARN mensajeros (ARNmM) como miARNs o ARNNcls.

Se utilizé el paquete de bioconductor Linear Models for Microarray Data (LIMMA)*3?
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para detectar, de manera apareada, genes expresados diferencialmente entre dos
muestras diferentes de los tres tipos de muestras estudiados: PF, QA y CEC. Se
seleccionaron como significativos aquellos genes con un valor de p < 0,01 y un fold

change (factor de proporcionalidad) absoluto > 1,5.

Los andlisis funcionales se realizaron con el Ingenuity Pathway Analysis v 9.0
(Ingenuity® Systems, www.giagenbioinformatics.com). Todos los analisis se
realizaron en R (v 3.1.1)'%2 con los paquetes aroma.affymetrix,'33 Biobase!3* y

lima.135

4.3. Analisis del numero de copias de ADN

Se evaluaron el niumero de copias y las alteraciones de LOH utilizando el CytoScan
HD Cytogenetics Solution (Affymetrix). EI ADN fue extraido con el QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen), procesado segun el CytoScan Assay protocol (P / N 703038)
(28),13¢ hibridado con el CytoScan HD array y finalmente lavado, tefido vy
escaneado usando el GeneChip Hybridization Oven 640, la GeneChip Fluidics

Station 450 y el GeneChip Scanner 3000 7G.

Las alteraciones se recuperaron utilizando el Chromosome Analysis Suite (ChAS,
Affymetrix), NetAffx Build na32.3 (hg19) considerando como filtros: 25 marcadores
alterados en 150 kbp para ganancias, 35 marcadores en 75 Kbp para pérdidas y 50
marcadores en 5 Mbp para LOH. Para cada paciente se consideraron como
constitucionales las alteraciones encontrados en su muestra de sangre periférica,

siendo descartadas para los analisis posteriores.

Se estudiaron las alteraciones intrapaciente para evaluar la progresion de cada

lesion de manera individual.
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Por dltimo, también se obtuvieron las alteraciones comunes a al menos 3 muestras
por grupo de muestras (CEC, QA o FP) conocidas como Smallest Overlapping

Regions of genomic Imbalance (SORIs).*3” Este andlisis se realizé en R.

4.4. Analisis de integracion

La integracién de las alteraciones del nimero de copias del ADN vy los resultados
del transcriptoma se realizé a través del DR-Integrator.'%8 Esta herramienta analitica
integra los datos del ADN y ARN combinando en una puntuacion o score comun los
resultados de ambas comparaciones simples mediante una t de Student moderada.
Para ello, se extrajeron los genes de una region y se les asigné su valor
correspondiente al analisis del niumero de copias. Solo se incluyeron en la
integracion los genes comunes para ambas tecnologias. La integracion se realizo
comparando dos muestras diferentes de los tres tipos de muestras considerados:

PF, QAy CEC.

4.5. PCR cuantitativa por retrotranscripcion (RT-gPCR)

Los resultados del transcriptoma obtenidos mediante el array de expresion se
validaron en muestras apareadas de PF, QA y CEC de 12 pacientes (6 de ellos
incluidos en el array). Se realizdé una sintesis de ADN complementario (ADN-c)

utilizando el kit de sintesis de ADNc Transcriptor First Strand (Roche Diagnostics).

Se obtuvieron cebadores verdes SYBR predisefiados (Sigma-Aldrich) para 13
genes de interés y 2 genes de referencia. Los genes de referencia (GAPDH,

TBPL?2) se seleccionaron en base a la literatura y a su expresion estable en el array.
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Las RT-gPCRs se realizaron mediante el sistema de PCR en tiempo real
QuantStudio ™ 12K Flex utilizando la SYBR Green select PCR master mix (Applied

Biosystems, Life Technologies). Todas las muestras se analizaron por triplicado.

Los datos de expresion relativa se calcularon mediante el método 2-(A2CY, |as
diferencias en la expresion génica de las diferentes muestras (PF, QA y CEC) se
analizaron estadisticamente a través de la prueba de los rangos con signo de

Wilcoxon, considerando como significativo un valor de p < 0,05.

4.6. Inmunohistoquimica

Se recuperaron los bloques de parafina de 13 PFs, 49 QAs y 46 CECs de nuestros
archivos hospitalarios. Se revisaron las laminillas de hematoxilina-eosina de todos
los casos para confirmar el diagndstico y seleccionar un area representativa para
la posterior construccion de los microarrays tisulares (TMASs). Aquellas areas
previamente seleccionadas se perforaron con un punch de 2 mm vy se transfirieron
a blogues de parafina, que posteriormente se cortaron en secciones de 2,5 um. Las
laminas obtenidas fueron desparafinadas y rehidratadas previamente a la
realizacion de la inmunohistoquimica con el Anticuerpo FOSL1 (Fra-1, SC-28310,
Santa Cruz Biotechnology; dilucién 1:100), anticuerpo BNC1 (orb2023, Biorbyt;
dilucion 1:100) y anticuerpo NEK10 (HPA038941 Sigma-Aldrich; dilucion 1:400). La
peroxidasa enddgena se bloque6é usando una solucién salina tamponada con
fosfato al 1% que contenia peréxido de hidrégeno al 4% y azida sddica al 0,1%.
Como anticuerpo secundario se empleé un polimero marcado con peroxidasa
conjugado con inmunoglobulinas anti-conejo de cabra en el caso de BNC1 y

NEK10, y de inmunoglobulinas anti-raton de cabra en el caso de FOSL1 (Sistema
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Dako EnVision +, Agilent Technologies). Para visualizar los anticuerpos unidos se

utilizé 3'-3-diaminobencidina (Dako) como cromogeno.

Las laminillas de inmunohistoquimica fueron evaluadas por dos observadores (A.T
e |. G.) utilizando criterios semicuantitativos. En el caso de FOSL1 y NEK10, se
midieron la intensidad de la tincion (gradacion de 0 a 3) y el porcentaje de la muestra
tefida. El Histoscore se calculd multiplicando el nivel de intensidad de la tincion por
el porcentaje de células positivas, resultando en un valor entre 0 y 300. En el caso
de BNC1, en lugar del porcentaje de células tefiidas, se evalud el patrén de tincién
(citoplasmatico o nuclear). El analisis estadistico de los resultados se realizo
mediante la prueba t de Student para FOSL1 y NEK10 y la prueba exacta de Fisher

para BNC1.

4.7. Cultivos celulares, extraccion de proteinas, Western blot y
citometria de flujo

Se cultivaron queratinocitos epidérmicos humanos (HEKa), células HaCaT vy
SCC13 siguiendo los procedimientos descritos previamente.'3® Las células HaCaT,
una linea celular consistente en queratinocitos humanos inmortalizados, se usaron
como sustitutas de la queratosis actinica.'*® La extraccion de proteinas y el Western
blot se realizaron siguiendo técnicas estandar utilizando los mismos anticuerpos
empleados para la inmunohistoquimica. Como anticuerpos secundarios se
utilizaron anticuerpos conjugados con HRP (Dako). La intensidad de las bandas
individuales se normalizé a las sefales de la actina (Sigma-Aldrich) o lamina B
(Abcam). Los ensayos funcionales se llevaron a cabo mediante transfeccion

transitoria a las células HaCat de ARN pequefios de interferencia (ARNip) de tres
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secuencias diferentes dirigidos frente a NEK10 o el ARNip de control
(GCTGACCCTGAAGTTCATC) (Thermo Fisher). Veinticuatro horas después de la
transfeccion las células se dejaron sin tratamiento o bien fueron tratadas con
etopdsido 1 uM o bleomicina 5 pg / ml (Sigma Aldrich). Tras 24 horas en cultivo, se
recolectaron las células y se analizaron los perfiles del ciclo celular mediante
citometria de flujo a través de la tincion estandar con yoduro de propidio. La
significancia estadistica se analizé mediante la prueba t de Student. Los niveles de
proteina se determinaron mediante Western blot utilizando anticuerpos para
detectar la MAP quinasa activada (ERK1 / 2 desfosforilada) y ERK2 (C-14) (Sigma),

asi como la Ciclina B1 (Santa Cruz Biotech).

4.8. Pacientes y muestras de tejidos

Se recogieron biopsias cutaneas pertenecientes a 99 pacientes diagnosticados de
CEC en 3 hospitales de atencidn terciaria de Espafia entre 2001 y 2011. Se
seleccionaron un total de 99 tumores primarios que se agruparon en dos grupos en
funcién de si presentaban o no diseminacién metastasica linfatica. Se incluyeron 48
CECs metastasicos (CECMs): 40 con metastasis en ganglios linfaticos y 8 con
metastasis cutaneas en transito. Como grupo control se incluyeron 51 CECs no
metastasicos (CECNMSs), considerandose como tales aquellos CECs que no
habian desarrollado diseminacion metastasica tras un minimo de 5 afios de
seguimiento. Adicionalmente, también se recogieron 24 metastasis pertenecientes
a 24 de los CECMs del estudio: 22 localizadas en ganglios cutaneos y 2 metastasis

cutaneas en transito.

50



Material y métodos

De cada paciente se recopilaron de manera retrospectiva los siguientes datos: el
sexo, la edad, el estado inmunoldgico, el afio de diagndstico del CEC, la presencia
de recurrencias del tumor, el tamafio (dicotomizado en las categorias > o < de
20mm), la exposicion solar y la localizacion. El estadio tumoral (T) se evalué a
través de 2 sistemas de estadiaje: el AJCC-8 y el BWH.84106 Se consideré como
inmunosuprimidos a aquellos pacientes que tenian antecedentes de trasplante de
organos, presentaban una neoplasia hematoldgica (p. ej. leucemia linfocitica
cronica) o se encontraban en tratamiento con farmacos inmunosupresores en el

momento del diagnéstico CEC.

La aprobacién para llevar a cabo este estudio se obtuvo de los comités de ética de
todos los centros participantes de acuerdo con las directrices de la Declaracion de

Helsinki de 1975, revisada en 1983.

4.9. Evaluacion histopatoldgica

Cada muestra de CEC fue analizada simultaneamente por 2 evaluadores (A.T. e
I.G.) utilizando laminillas tefiidas con hematoxilina eosina que contenian secciones
de la escision tumoral completa. Se registraron los siguientes datos: grosor tumoral,
nivel anatémico (nivel de Clark dicotomizado en las subcategorias = 4 o < 4), el
grado de diferenciacion histopatolégica (bueno, moderado, malo), la presencia de
invasion vascular o perineural (incluyendo el diametro del nervio afectado
dicotomizado en las subcategorias = 0,1 o < 0,1 mm), y la presencia de

desmoplasia.
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4.10. Evaluacion inmunohistoquimica

Las tinciones inmunohistoquimicas se realizaron en secciones de 2,5 mm de grosor
que contenian el tumor completo. Se utilizaron anticuerpos frente a PD-L1 (clon
SP142, Spring Bioscience; dilucion 1: 100) y CD8 (clon SP57, Ventana Medical
Systems; prediluido). Las secciones se desparafinaron y fueron sometidas a una
recuperacion de antigeno inducida por calor usando Tris-EDTA (pH 9), en el caso
de PD-L1, y 10-mMcitrato (pH 6), en el caso de CD8. Posteriormente se incubaron
las laminillas con los anticuerpos primarios durante 12 horas. Después de realizar
el lavado se aplico el reactivo Envision + System—horseradish peroxidase (Dako
EnVision+ System, HRP). Las reacciones de inmunohistoquimica se llevaron a
cabo utilizando diaminobencidina como sustrato cromégeno. Finalmente, las

secciones fueron deshidratadas y montadas.

Las laminillas de inmunohistoquimica fueron revisadas de manera simultanea por
dos evaluadores (1.G. y A.T.) “a ciegas”. En el caso de PD-L1 se cuantificaron el
porcentaje de células tumorales que presentaban una tincibn de membrana parcial

o completa y la intensidad de la tincion. Esta ultima se clasific6 como negativa (0),

débil (1+), moderada (2+) e intensa (3+). Se consideraron como positivos para PD-
L1 aquellos tumores que presentaban una tincion de PD-L1 positiva en 21% de las
células (intensidad = 1 +). Este punto de corte fue definido como el mejor para la
discriminacion del prondstico tras evaluar diferentes puntos de corte en el analisis
univariante. Este mismo umbral de PD-L1 habia sido reportado previamente en
diferentes trabajos que estudiaban la expresién de PD-L1 en el CEC.%8-100.141
Asimismo, también se evalué la presencia de PD-L1 en las células del infiltrado

inflamatorio (porcentaje de células positivas e intensidad de la tincion).
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Previamente al andlisis de la tincién para linfocitos CD8 se procedié a valorar el
infiltrado inflamatorio peritumoral. Esto se realiz6 a través de un sistema de
puntuacion semicuantitativo que se denomind histoscore de inflamacion (rango de
0 a 300), obtenido a partir del producto de 2 parametros: el porcentaje de la periferia
del tumor rodeada por inflamacion y el grosor del infiltrado inflamatorio (escala de
0-3). Posteriormente se evalud la tincion para linfocitos CD8 de la siguiente manera:
primero, se cuantificd el porcentaje de células CD8-positivas (0% -100%) respecto
a las células inflamatorias peritumorales (% de células CD8+); a continuacién, para
obtener una puntuacién semicuantitativa del infiltrado CD8+ (llamado histoscore

peritumoral CD8+) se empled la siguiente formula:

Histoscore de CD8+ peritumorales = (Histoscore de inflamacién) x (% de células

CD8+) / 100

4.11. Andlisis estadistico

Se evalud la correlacion entre las variables categéricas utilizando la prueba X2 o la
prueba exacta de Fisher. Las variables continuas se compararon mediante la
prueba de U de Mann-Whitney para distribuciones muestrales no normales. Para
realizar las comparaciones entre los tumores primarios y sus metastasis se
utilizaron la prueba de McNemar (variables categoricas) y la prueba de los rangos
con signo de Wilcoxon (datos continuos). De cara a determinar las caracteristicas
clinico-patoldgicas e inmunohistoquimicas predictivas de metastasis linfaticas se
llevé a cabo un andlisis de regresion logistica multivariante. Todos los analisis
estadisticos fueron bilaterales con un error alfa de 0,05 y se realizaron en SPSS

18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).
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El primer apartado del trabajo se centr6 en estudiar las diferencias a nivel de
transcriptoma y de genoma presentes a lo largo de los distintos estadios evolutivos
del CEC, desde la PF y la QA hasta el CEC invasivo no metastasico, cuyos

resultados se detallan en los apartados 5.1-5.4.

Posteriormente, analizamos el papel de la expresion génica de PD-L1 y CD8 en el
CEC y en células del infiltrado inflamatorio peritumoral como biomarcadores de

progresion metastasica (apartados 5.5-5.7).

5.1. Analisis del transcriptoma

Las diferencias en la expresion génica de las distintas muestras apareadas se
detectaron mediante las siguientes comparaciones: QA vs PF, CEC vs PFy CEC
vs QA. Un total 189 genes, 1135 genes y 400 genes se expresaban de manera
diferencial en los 3 grupos de comparacion, respectivamente (tabla 4). Al agrupar
las distintas muestras en funcion de su patron de genes expresados
diferencialmente (Heatmap, figura 3), este se correspondia de manera adecuada

con el tipo de muestra (PF, QA o CEC).
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Color Key
Color Key y Color Key

CECvs QA - PF vs CEC

Row Z-Score

Figura 3. Heatmap de los genes diferencialmente expresados en las tres comparaciones: PFvs

QA, CEC vs QA Yy PF vs CEC. En rojo los genes sobreexpresados y los genes infraexpresados

estan en verde.

Veintidos de los genes diferencialmente expresados en el array presentaban un
espectro de expresion progresivo desde PF a CEC, bien aumentando (12 genes) o

disminuyendo su expresion (10 genes) (tabla 4).

Tabla 4. Genes diferencialmente expresados en el array de expresion.

QA vs PF CEC vs QA CEC vs PF
Infraexpresados 52 165 398
Sobreexpresados 137 235 737
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Infraexpresados KRT77, DCT, PODN, DPT, SVEP1, APOD, SLIT3,
GATM, MFAP4, TNXB

Sobreexpresados ANXA1, RAB31, UPP1, SERPINB1, MYO1B, BNC1,
SAMDS, IL1A, GJB2, ANXA3, STK17A, SAT1

La mayoria de los genes regulados negativamente en el CEC respecto a la QA
estaban relacionados con vias involucradas en las funciones de apoptosis, necrosis
y anoikis, lo que probablemente se encuentre relacionado con la adquisicion de
resistencia a la muerte celular. Los genes regulados de manera positiva se
encontraban principalmente asociados con el movimiento celular, principalmente

con la migracién y la invasion celulares, involucrando metaloproteasas e integrinas.

Muchos de los genes sobreexpresados en la QA respecto a la PF también estaban
relacionados con el movimiento celular, pero en este caso se trataba de genes que
participaban en la quimiotaxis y la sefalizacion del movimiento de las células
inflamatorias, implicando a quimiocinas, anexinas y defensinas. En general, la
mayoria de los genes expresados diferencialmente en la QA respecto a la PF

estaban implicados en vias relacionadas con la inflamacion.

De cara a validar los resultados del array, se seleccionaron 13 de los genes
diferencialmente expresados para su estudio mediante RT-gPCR. Los genes se
eligieron en base a su funcion como factores de transcripcién o genes reguladores
en el andlisis del Ingenuity Pathway Analysis o por su papel en otros tipos de
cancer. Se confirmé la expresion diferencial entre CEC y PF para 5 genes: IL1A,

GJB2, BNC1, ANXA3y FOSL1 (tabla 5).
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Tabla 5. Genes validados en la RT-qPCR.

PF2 QA2 CEC? Valor de p®

Gen Media DS Media DS Media DS QAvsPF CECvsQA CECvsPF

IL1IA 0,78 038 09 058 08 045 0,515 0,314 0,011
GJB2 0,29 0,53 206 527 233 514 0,86 0,515 0,021
FOSL1 033 041 041 053 035 044 0,214 0,173 0,038
ANXA3 066 028 1,12 09 098 0,39 0,173 0,767 0,021
BNC1 045 021 080 097 08 091 0,515 0,678 0,011

a Expresion relativa normalizada al nivel de expresién de dos genes de referencia (GAPDH,

TBPL2).

b Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.

DS: desviacion estandar
Los genes FOSL1 y BNC1 codifican factores de transcripcion, formando el daltimo
parte de los 22 genes que presentaban un aumento progresivo de la expresion de
PF a CEC en el array (tabla 4). Adicionalmente, ambos genes se han asociado con

el cancer.1#2143 por todo ello, se decidi6 realizar estudios adicionales a dichos

genes mediante inmunohistoquimica en muestras de PF, QA y CEC de TMAs.

En la inmunohistoquimica FOSL1 presentaba una expresion nuclear difusa pero
moderadamente intensa en muestras de PF. La tincion de FOSL1 en las QAs y los
CECs era heterogénea, presentando algunos CECs una tinciéon intensamente
positiva en el frente invasivo (Figura 4). Las diferencias entre las distintas muestras
no fueron estadisticamente significativas. Con el objetivo de caracterizar mejor la
expresion inmunohistoquimica de FOSL1 en el CEC, realizamos un estudio

inmunohistoquimico adicional en ocho de los CECs, utilizando toda la muestra de
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tumor en lugar del TMA, que confirmo el predominio de la tincion de FOSL1 en el

frente de invasion tumoral.

La inmunohistoquimica de BNC1 mostré una tincion nuclear, nuclear /
citoplasmatica y citoplasmatica en muestras de PF, QA y CEC, respectivamente (p

<0,01) (figura 4).

Los andlisis de Western blot demostraron el aumento de la expresion de FOSL1 y
BNCL1 en las células HaCat y SCC13 respecto a las HEKa (figura 4). En las células
SCC13, la sefial de BNC1 parecia desplazarse sutiimente a una posicion de
migracion mas lenta. Se ha descrito una reduccion de la motilidad de BNC1 en
relacion con su fosforilacion en la serina 541, que se ha asociado con su
localizacién en el citoplasma.'** Los estudios de Western blot confirmaron in vitro
la regulacién de estas dos proteinas a lo largo de la progresion del CEC observada

previamente in vivo.
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Figura 4. (A'y B) Inmunohistoquimica de FOSL1y BNC1 en TMAs de PF, QA 'y CEC. (A) FOSL1

mostraba un patrén de tincién nuclear, presentando una intensidad media (2+) en PFs. La intensidad
de la tincibn aumentaba (3+) en el borde invasivo de los CECs. (B) BNC1 se localizaba
principalmente en el ndcleo de los queratinocitos en la PF, en el nicleo o en el citoplasma en las
QAs y en el citoplasma con refuerzo perinuclear en los CECs (p<0,01). (C) Western blot de los
extractos citoplasmicos y nucleares de células HEKa, HaCat y SCC13 para estudiar la expresion de
FOSL1 y BNC1. Se observé una banda correspondiente a FOSL1 a 40 kDa. La sefal de FOSL1
aumentaba de manera progresiva desde las células HEKa hasta las SCC13. Se observé una banda
correspondiente a BNC1 a 60 kDa, con un aumento de la sefial en células HaCat y SCC13 respecto
a las HEKa. El pequeiio retraso de la banda de BNC1 observado en las células HaCat y SCC13
respecto a las HEKa se debe al cambio de localizacion subcelular (de nuclear a citoplasmética) de

BNC1.
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5.2. Analisis del numero de copias de ADN

Las alteraciones cromosOmicas en el namero de copias fueron mucho mas
frecuentes en los CECs (n = 175) que en las QAs (n = 106), siendo practicamente
inexistentes en las PFs (n = 6). En el CEC las aberraciones cromosdémicas mas
comunes fueron las deleciones (n = 81), seguidas de las ganancias (n = 66) y la
LOH (n = 28). En la QA, las ganancias fueron mas comunes que las deleciones y
la LOH (49, 42 y 15, respectivamente). En la mayoria de los casos estas
alteraciones cromosOmicas ocurrian en mosaicismo, habitualmente involucrando
menos del 75% de la muestra. Los cromosomas afectados de manera

predominante en el analisis fueron el 8,9y 3.

En general, se encontré una baja correlacion intrapaciente para las aberraciones
encontradas en PF, QA y CEC. Sin embargo, un total de 32 aberraciones
cromosomicas (16 ganancias y 16 pérdidas) eran compartidas por las muestras de

QA y CEC pertenecientes a los mismos pacientes.

Para caracterizar aln mas las alteraciones del nUmero de copias, se detectaron las
SORIs, esto es, las regiones mas pequefias superpuestas de desequilibrio
gendmico que eran compartidas por al menos 3 de las muestras de cada grupo (PF,
QA o CEC) (tabla 5). Estas regiones fueron 3 veces mas frecuentes en el CEC que
en la QA (63 vs.19, respectivamente), siendo Unicamente 9 de ellas comunes a
ambas lesiones. Una vez mas, los cromosomas 3, 8 y 9 fueron el lugar de

localizacion de los SORIs mas habitual, tanto en CECs como en QAs.

De manera destacable, se detecté una SORI, una delecién en la banda p24.1 del
cromosoma 3, que era compartida por 7 de los 10 CECs estudiados, no estando

presente en ninguna de las muestras de QA analizadas. Ademas, a pesar de que
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la mayoria de las SORIs consistian en amplias regiones de ADN que incluian

muchos genes, esta SORI contenia Unicamente 6 genes (RNU1-96P, RPS20P15,

SLC4A7, NEK10, EOMES y CMC1).

Tabla 5. SORIs encontradas en QAs y CECs compartidas por al menos 5 de las muestras de

cada tipo.

101,116,148,1

Ganancia 3  (26.32 2
63,81
101,126,148,1
Ganancia 8 q24.22 0
51,163
p13.1 p13.2 p13.3 p21.1
p21.2 p21.3 p22.1 p22.2
101,116,148,1
Pérdida 9 P22.3 p23 p24.1 p24.2 409
p24.3 63,81
. 105,114,145,1
Pérdida 3 p241 6
49,161,78,99
pl2.1 pl2.2 pl2.3 pl3
pl4.1 p1l4.2 p14.3 p21.1
_ p21.2 p21.31 p21.32 105,114,149,1
Pérdida 3 465
p21.33 p22.1 p22.2 61,78,99
p22.3 p23 p24.1 p24.2
p24.3 p25.1 p25.2
pl2.1 pl2.2 pl2.3 p13
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Pérdida 3 455
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8,99




Resultados

p24.3 p25.1 p25.2 p25.3
p26.1 p26.2 p26.3

105,114,161,7

Pérdida 3 pll.lpli2 14
8,99
. 105,145,161,7
Ganancia 5 p15.31p15.32 p15.33 55
8,99
g21.13 ¢g21.2 ¢g21.31
. 021.32 g21.33 g22.1 114,149,161,7
Ganancia 9 316
022.2 (g22.31 (22.32 8,99
022.33q31.1
: 145,149,161,1
Ganancia 8 024.23924.3 12
81,99
: 145,149,161,1
Ganancia 8 243 116
81,99
145,149,161,7
Pérdida 13 q14.3 2

8,99

Cr: cromosoma

5.3. Integracion de los andlisis del transcriptoma y del nimero de

copias

Los datos del analisis del nimero de copias se compararon con los obtenidos a
partir del array de expresion para determinar si las alteraciones a nivel del ADN
producian los cambios esperados en los niveles de ARNm de los genes contenidos
en ellas. Sin embargo, se encontraron muy pocos casos en los que ambos datos
fueron concordantes,

diferencialmente entre CEC y QA, 20 genes entre CEC y PF y 3 genes entre QA 'y

PF .
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El gen con la correlacion mas fuerte en la integracion para la comparacion CEC vs
QA era NEK10. Este gen codifica una quinasa de la familia NIMA y era uno de los
genes localizados en la banda 3p24.1 cuya delecion se habia detectado en 7 de los
CECs de nuestra serie. Para profundizar en el estudio del posible papel de NEK10
en la carcinogénesis del CEC se investigo su expresion por inmunohistoquimica en
muestras de tejido de PF, QA y CEC. Se observé una sefial nuclear de NEK10
positiva intensa en todas las muestras de PF. La tincion de NEK10 disminuia en las
QAs y se negativizaba en todas las muestras de CEC analizadas (p < 0,01) (figura
5). Ademas, los estudios de Western blot demostraron que la expresion de NEK10
estaba regulada negativamente en las células HaCat y SCC13 en comparacion con

las HEKa (figura 5).
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Figura 5. Resultados de inmunohistoquimica y Western blot de NEK10. (A) tincién de

inmunohistoquimica de NEK10 en muestras de TMA de PF, QA y CEC (escala 50 um). NEK10
expresado en el nicleo de los queratinocitos con disminucion progresiva desde PF hasta CEC. (B)
Resultados de la expresién inmunohistoquimica de NEK10 mediante histoscore. Las diferencias
entre los distintos tipos de muestras fueron estadisticamente significativas (p < 0,001) (C) Western
blot con extractos nucleares y citoplasmaticos de las células HEKa en el que se observa una
disminucién progresiva de la proteina NEK10 desde las células HEKa hasta las células SCC13, en

las que practicamente desparece. Se utilizé la lamina b como control de carga.

5.4. NEK10 regula la progresion del ciclo celular en respuesta al dafio

al ADN

Los miembros de la familia NIMA (Never-in-mitosis A) o NEK juegan un papel
importante en el control del ciclo celular, habiéndose implicado en la respuesta al
dafio celular.'*®> La funcién de NEK10 en la progresion del CEC se estudié en
células HaCaT con niveles reducidos de NEK10, en las que se analizo el ciclo
celular en condiciones basales y bajo el efecto de agentes que producen dafio en
el ADN (bleomicina y etopésido). Mientras que el ciclo celular no variaba en células
con niveles reducidos de NEK10 en condiciones basales, se observaba un aumento
de la fase G2/M y una disminucion de G1 en condiciones de dafio al ADN (figura

6).
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Figura 6. Efectos del agotamiento de NEK10 en células HaCat tras la exposicion a agentes
genotoéxicos. Las células HaCat se oligofectaron con el ARNip de control (siCTL) o de NEK10
(SINEK10) y se trataron durante 24h con etopésido 1 uM o bleomicina 5 pg / ml (A) Perfiles
representativos de andlisis del ciclo celular, segin lo determinado por citometria de flujo. (B)
Cuantificacion de las poblaciones durante las diferentes etapas del ciclo celular. Los resultados son
de tres experimentos independientes. Las barras de error representan el error estandar de la media.
* p <0,05; **, p <0,005.

La disminucién de NEK10 dificulta la fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a la RUV
en células HEK293 y se ha sugerido que la accion de NEK10 sobre el ciclo celular
podria estar mediada por la activacién de ERK1/2.146 De cara a conocer si la accion
de NEK10 sobre el ciclo celular en las células HaCat estaba mediada por la
activacion de ERK1/2, procedimos a estudiar su fosforilacion (figura 7). Sin
embargo, mientras que ERK1/2 se activd por fosforilacion en las células tratadas

con etoposido sin niveles disminuidos de NEK10, la bleomicina no afecté a la

fosforilacion de ERK1/2, sugiriendo un mecanismo diferente para la actuacion de
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NEK10 sobre el punto de control G2/M del ciclo celular. Este punto de control del
ciclo previene a las células de entrar en mitosis cuando existe dafio en el ADN,
siendo su principal regulador los complejos de ciclina B-CDK1, que se inhiben en
respuesta al estrés genotoxico. El analisis por Western blot de los niveles de ciclina
B en las células HaCat mostré dos bandas: la inferior, correspondiente al peso
molecular esperado para Ciclina B1 (55 kDa), y otra que corresponderia a una
forma de ciclina B1 ubiquitinada de 63 kDa descrita previamente y que estaria
protegida frente a la degradacién mediada por proteosomas (figura 7).24’ Por lo
tanto, en nuestro estudio la deplecién de NEK10 dio lugar a un aumento de la ciclina
B1 de 63 kDa en respuesta al dafio al ADN, lo que, junto con los aumentos de la
poblaciéon en la fase G2/M del ciclo celular, sugeriria que la pérdida de NEK10

podria favorecer la progresion del ciclo celular en las células tumorales.

Etopdsido Bleomicina
+ - + - + - siCTL
- + - + - + siNEK10
— - _— - NEK10
pERK1/2
b ERK2
2 —— e — Ciclina B1
— eoamm CcooID ST @I ST

Actina

Figura 7. Niveles de proteina en células HaCat oligoinfectadas con RNAip de control (siCTL) y de

NEK10 (siNEK10) y no tratadas o tratadas con etopdsido o bleomicina. Actina como control de carga.
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5.5. Hallazgos clinicos e histopatolégicos

De los 99 CECs primarios estudiados, 51 se clasificaron como CECNMs y 48 como
CECMs (tabla 6). La composicion por sexo y edad fue similar en ambos grupos,
con predominio de los hombres y una edad media de 76 y 79 afios en CECNM y
CECM, respectivamente. La mayoria de los tumores se localizaban en areas
fotoexpuestas siendo la cabeza la localizacibn mas frecuente, seguida de las
extremidades y el tronco. Unicamente una minoria de casos (6 en CECNMs frente
a 5 en CECMSs) correspondian a pacientes inmunodeprimidos. Dos CENMs y 10

CECMs eran recidivas de tumorales locales.

Los siguientes parametros se asociaron con un aumento del riesgo de metastasis
en el analisis univariante (p < 0,05): la recurrencia, la mala diferenciacion, el grosor
vertical, el nivel anatomico (Clark = 4), la infiltracion perineural y el diametro del
nervio invadido = 0.1mm. Ademas, los CECMs presentaban un mayor estadio de la

T por los sistemas de AJCC-8 (p < 0,01) y BWH (p < 0,01).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
con respecto al tamafio tumoral, la invasion vascular ni la presencia de

desmoplasia.
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Tabla 6. caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e inmunohistoquimicas de los CECNMs

y CECMs y su asociacién con el riesgo de metastasis en el analisis univariado.

CECNM (n=51) CECM (n=48) p
Variables clinicas
Sexo varén, n (%) 34/51 (66.6) 36/48 (75) NS
Edad, media (x DS) 76.3 (9.2) 79.2 (8.8) NS

Localizacion

Cabeza 42/51 (82.4) 41/48 (85.4) NS
Tronco 1/51 (2) 2/48 (4.2)

Extremidades 8/51 (15.7) 5/48 (10.4)
Oreja 5/50 (10) 9/48 (18.8) NS
Labio 2/50 (4) 0/49 (0) NS
Exposicién solar

Si 46/49 (93.9) 43/48 (89.6) NS
Tamafio horizontal (mm)

> 20 20/51 (39.2) 19/44 (43.2) NS
Caso recurrente

Si 2/51 (3.9) 10/47 (21.3) <0.01
Immunosupresion

Si 6/51 (11.8) 5/44 (11.4) NS
Variables histopatolégicas n (%) n (%)
Diferenciacion, n (%)

Buena 21/51 (41.2) 7148 (14.6) <0.01

Moderada 27/51 (52.9) 33/48 (68.8)

Mala 3/51 (5.9) 8/48 (16.7)
Grosor tumoral
>6 mm 10/51 (19.6) 22/46 (47.8) <0.01
Nivel de Clark
>4 35/51 (66.8) 43/46 (93.5) <0.01
Invasion perineural

Si 1/51 (2) 8/48 (16.7) 0.014
Diametro del nervio
2 0.1mm 0/51 (0) 7148 (14.6) <0.01
Invasion vascular

Si 0/51 (0) 2/48 (4.2) NS
Desmoplasia

Si 1/51 (2) 3/48 (6.3) NS
Sistemas de estadificacion
TNM (AJCC-8), n (%)

pT1 24/51 (47.1) 12/46 (26.1) <0.01

pT2 13/51 (25.5) 6/46 (13)

pT3 14/51 (27.5) 2546 (54.3)

pT4 0/51 (0) 3/46 (6.5)
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TNM (Brigham) 24/51 (47.1) 10/45 (22.2) <0.01
1 23/51 (45.1) 22/45 (48.9)
2a 4/51 (7.8) 9/45 (20.0)
2b 0/51 (0) 4/45 (8.9)
3
Inmunohistoquimica
PD-L1 +, punto corte 21%
n, (%) 13/50 (26) 23/46 (50) 0.02
Intensidad PD-L1
0 36/51 (72) 23/46 (50)
1+ 5/51 (10) 14/46 (30.4) 0.055
2+ 7/51 (14) 6/46 (13)
3+ 2/51 (4) 3/46 (6.5)
Mediana del % de células 0 (0-1) 0.5 (0-2) 0.027
tumorales PD-L1 + (rango)
Histoscore de inflamacién 140 (30-240) 100 (50-240) NS
peritumoral
Histoscore de CD8 40 (10.2-120) 32.5(8-72) NS

peritumorales (rango)

5.6. Expresion de PD-L1 y CD8 en los tumores primarios

Se encontré expresion positiva de PD-L1 (punto de corte = 1%) en el 26% de los
CECNMs y 50% de los CECMs (p = 0,02) (tabla 6). Al comparar los dos grupos en
funcién del porcentaje de células tumorales PD-L1 positivas, este también era

significativamente superior en los CECMs (p = 0,027).

Casi todos los CECs positivos para PD-L1 mostraron una expresion de PDL1 baja,
con un porcentaje medio de células tumorales positivas de 1,5 (1-10) y una
intensidad baja (1+) en el 50%. En la mayoria de los tumores positivos la tincion de

PD-L1 se observaba en el borde invasivo periférico del tumor (figura 8).
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Figura 8. Tincion de PD-L1 con intensidad 3+ de las células del margen infiltrativo del CEC. Se
puede apreciar una tincion mas suave (1+) de las células del interior del tumor. Escala 200 y 50 um.
Con respecto a la expresion de PD-L1 por las células inflamatorias, no se
observaron diferencias entre los CECNMs y CECMs. Por norma general, las células
inflamatorias positivas para PD-L1 se disponian a lo largo del borde de avance

profundo del CEC, junto con las células tumorales positivas para PD-L1 (figura 9).

Figura 9. Positividad de las células inflamatorias (1-2+) a lo largo del margen invasivo tumoral.

Escala 200 pum.
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Asimismo, no se hallaron diferencias respecto a la cantidad del infiltrado
inflamatorio o a la expresion de CD8 por las células inflamatorias entre CECNMs y

CECMs (tabla 6).
Para controlar los posibles factores de confusidn, se realiz6 un analisis multivariable

ajustado por la edad y el sexo. Se encontr6 una asociacion de los siguientes
pardmetros con un mayor riesgo de metastasis: la expresion de PD-L1 positiva, la

recurrencia, la mala diferenciacion y la invasion perineural (tabla 7).

Tabla 7. Analisis multivariable de las variables clinicas, histopatolégicas e

inmunohistoquimicas del CEC asociadas ariesgo de metastasis.

ORcute ~ 1C 95% p ORujustado~~ Cl 95% P
Diferenciacion 2.32 0.97-5.53 0.057 2.66 1.02-6.93 0.045
Invasién perineural 10.47 1.10-99.50 0.041 11.23 1.08-117.05 0.043
Caso recurrente 8.40 1.39-50.83  0.02 7.71 1.17-50.95 0.034
PD-L1+ punto corte > 3.74 1.36-10.34 0.011 3.37 1.17-9.68 0.024
1%

Grosor tumoral >6 mm 1.63 0.56-4.76  0.374 1.75 0.58-5.31 0.319

OR, odds ratio ajustados por edad y sexo

Ademas, con el objetivo de detectar las posibles variables asociadas con una
expresion aumentada de PD-L1, se analizaron los datos demogréficos,
histopatolégicos y de inmunohistoquimica de los tumores PD-L1 positivos y
negativos (tabla 8). En el andlisis univariado, los tumores PD-L1 positivos
presentaban un mayor tamafo horizontal y una mayor proporcion de nivel de Clark
= |V que los tumores PD-L1 positivos (p < 0,01 y p = 0,035, respectivamente).

Finalmente, no se encontraron diferencias entre los tumores PD-L1 positivos y
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negativos en cuanto a la cantidad del infiltrado inflamatorio peritumoral ni el

histoscore de CDS8.

Tabla 8. caracteristicas clinicas, histopatolégicas e inmunohistoquimicas de los CECs

PD-L1 negativos y positivos (punto de corte 21%). Asociacion de las variables con la

expresion positiva de PD-L1 en el anédlisis univariado.

PD-L1 - (n=60) PD-L1 + (n=36) p

Variables clinicas
Sexo hombre, n (%) 43/60 (71.7) 26/36 (72.2) NS
Edad, (media + DS) 76.4 (8.2) 79.4 (10.4) NS
Localizacion

Cabeza 51/60 (85) 29/36 (80.6) NS
Tronco 2/60 (3.3) 1/36 (2.8)

Extremidades 7/60 (11.7) 6/36 (16.7)
Fotoexposicion

Si 54/58 (93.1) 32/36 (88.9) NS
Tamafo horizontal (mm)

> 20 17/59 (28.8) 21/34 (61.8) <0.01
Caso recurrente

Si 8/59 (13.6) 3/36 (8.3) NS
Imunosupresién

Si 7/57 (12.3) 4/35 (11.4) NS
Variables patoldgicas
Diferenciacion

Buena 21/60 (35) 6/36 (16.7) NS

Moderada 32/60 (53.3) 26/36 (72.2)

Mala 7160 (11.7) 4/36 (11.1)
Grosor tumoral (mm)

>6 17/59 (28.8) 15/35 (42.9) NS
Nivel de Clark

>4 43/59 (72.9) 32/35 (91.4) 0.035
Invasion perineural

Si 5/60 (8.3) 3/36 (8.3) NS
Diametro del nervio (mm)

>0.1 4/60 (6.7) 3/36 (8.3) NS
Invasion vascular

Si 1/60 (1.7) 1/36 (2.8) NS
Desmoplasia

Si 1/60 (2) 3/3 (6.3) NS
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Sistemas de estadificacion

TNM (AJCC-8)

pT1 25/59 (42.4) 10/36 (27.8) NS
pT2 12/59 (20.3) 6/36 (16.7)
pT3 21/59 (35.6) 18/36 (50)
pT4 1/59 (1.7) 2/36 (5.6)
TNM (Brigham)
1 24/59 (40.7) 9/35 (25.7) NS
2a 29/59 (42.2) 15/35 (42.9)
2b 5/59 (8.5) 8/35 (22.9)
3 1/59 (1.7) 3/35 (8.6)
Inmunohistoquimica
Histoscore de inflamacion
peritumoral 140 (20-210) 120 (60-240) NS
Histoscore de C8D mediana 32 (7-96) 40 (12-112) NS
(rango)

5.7. Expresion de PD-L1 y CD8 en los CECM y sus metastasis

Siguiendo los mismos procedimientos descritos para los CECs primarios, se estudié
la expresion de PD-L1 y CD8 en 25 CECMs primarios y sus correspondientes
metéstasis. La expresion de PD-L1 pudo valorarse en ambos tumores (primario y
su metastasis) en 19 de los pacientes, presentando 13 de ellos una expresion
positiva de PD-L1 en las dos muestras. La mayoria (90,9%) de las metastasis
pertenecientes a tumores positivos para PD-L1 también eran positivas para esta
proteina (p = 6.25). Sin embargo, se encontrd una tendencia no significativa hacia
una expresion mas alta de PD-L1 en las metastasis en comparacion con sus
tumores primarios (p = 0,058) (figura 10). No se encontraron diferencias

significativas entre ambos grupos para la expresion de CDS8.
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CECM PD-L1- CECM PD-L1 +

Metastasis PD-L1 - 5 at
Metéstasis PD-L1 + 3 10

Figura 10. Tincién de PD-L1 de un CEC primario (A y B) y de su metastasis (Cy D). (Ay B) CEC

primario con tincién de PD-L1 en la membrana de las células tumorales con intensidad 1+. Escala
200y 50 um. (C y D) Metéstasis con tincion de PD-L1 de la membrana de las células con intensidad
2+. Escala 200 y 50 um. Tabla con los datos de expresion de PD-L1 correspondientes a los 19 casos

de CEC primario y su metastasis estudiados.
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El CEC es un tumor heterogéneo que presenta una carga de mutaciones somaticas
muy elevada y alteraciones en mlltiples cromosomas.'# Este hecho, junto con la
elevada carga mutacional presente en la PF, probablemente ha dificultado que se
tenga un mejor conocimiento de los mecanismos moleculares clave implicados en
Su carcinogénesis y progresion desde las lesiones precursoras a las lesiones
malignas establecidas y a sus metastasis. Asimismo, no disponemos de
biomarcadores con valor pronostico ni de dianas moleculares que permitan
aproximaciones terapéuticas mas precisas y dirigidas, tanto para las lesiones
precoces (QAs) como para los estadios avanzados (CECs irresecables o

metastasicos).

En los ultimos afios han surgido distintas plataformas que permiten un estudio mas
exhaustivo y detallado del genoma y del transcriptoma. Recientemente, un mejor
conocimiento de los mecanismos de progresion del CEC y de la interaccién entre
las células tumorales y el sistema inmunolégico, ha permitido estudiar nuevas
moléculas como posibles biomarcadores y desarrollar nuevos farmacos
antineoplésicos dirigidos frente a dianas inmunoldgicas. La experiencia inicial con
alguno de estos tratamientos, como los dirigidos frente a las moléculas PD-1 o PD-
L1, ha permitido obtener unos resultados prometedores en distintos subtipos de

canceres, incluyendo el CEC.

En la primera parte de nuestro trabajo, analizamos el perfil de expresion génica

(ARN) y las variaciones en el numero de copias (ADN) en muestras apareadas de

10 individuos, incluyendo piel no-tumoral fotoexpuesta (PF), pretumoral (QA) y
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tumoral (CEC). Los resultados de este trabajo han sido publicados en el articulo 1
adjuntado en la seccidén de anexos del manuscrito de esta tesis doctoral.

En los dltimos afos, se han publicado un niumero considerable de estudios en los
qgue se han valorado las diferencias de expresion génica entre biopsias de CEC y
de piel sana,8148-1%0 algunos de los cuales incluian también lesiones premalignas
(QAs).283637.151  Jpnjcamente en uno de estos estudios se valoraron
simultineamente las alteraciones gendémicas y de expresion.?® Sin embargo, en
dicho estudio, los pacientes incluidos eran individuos inmunosuprimidos y las

muestras de piel sana fueron obtenidas de zonas no fotoexpuestas.

En nuestro analisis del transcriptoma, a partir de los resultados de un array de
expresion, encontramos muy pocos genes diferencialmente expresados entre las
biopsias de PF y QAs (n=189), siendo la mayoria de ellos genes implicados en vias
relacionadas con la inflamacion. Las escasas diferencias detectadas parecen
apoyar el concepto de campo de cancerizacion. En consonancia con nuestros
resultados, la presencia de una respuesta inflamatoria intensa se considera como
uno de los hallazgos histopatoldgicos que pueden servir para diferenciar el campo

de cancerizacion o la PF de las QAs.'?

Se detectaron Unicamente 400 genes diferencialmente expresados entre QA y
CEC, si bien la mayoria de las QAs correspondian a lesiones no adyacentes al
CEC. En contraste, al comparar los CECs con las PFs, detectamos un total de 1135
genes diferencialmente expresados, a pesar de que una proporcion considerable
de las muestras de PFs fueron obtenidas de la piel adyacente al CEC. Las

similitudes observadas en el perfil de expresion génica entre CECs y QAs apoyan
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un origen comun para ambas patologias y son similares a los resultados de estudios
previos en los que se ha analizado su transcriptoma.?8:36.37,151,153,154 Racientemente,
Rodriguez-Paredes y cols. evidenciaron que las QAs y los CECs comparten
también diferencias epigenéticas (metilacién), en contraste con la PF.1%

Se ha objetivado una falta de homogeneidad en los resultados entre los distintos
estudios cuando se utilizan plataformas de arrays para evaluar la expresion génica
del CEC.3® Estas diferencias podrian deberse a la falta de uniformidad en la
metodologia técnica y analitica utilizada (plataformas, tipo de muestras, analisis
estadisticos).3® Sin embargo, nuestros resultados presentaban semejanzas
(especificamente con respecto a los genes mas sobreexpresados, como
mieloperoxidasas o PTHLH) con estudios previos de expresion génica en los que
se utilizaron plataformas de arrays similares.?836:37.148.149,154.156 No obstante, en
contraste con dos trabajos anteriores en los que se observaba un numero
considerable de genes (173 y 186 genes en total) que seguian un gradiente de
expresion progresivo desde las lesiones precursoras hasta el CEC, nosotros
Unicamente encontramos 22 genes que siguieran este patrén de expresion a lo

largo de las tres etapas de la carcinogénesis del CEC.28:36

Sorprendentemente, no detectamos diferencias entre los tres tipos de muestras
estudiadas con relacion a la expresién de muchos de los genes frecuentemente
mutados en el CEC descritos en la literatura y/o en la base de datos COSMIC,
incluyendo: TP53, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, CDKN2A, FAT1, HRAS, KRAS,
KMT2C y KMT2D. Las unicas excepciones fueron TGFBR1 y NRAS, que se
encontraban sobreexpresados en el CEC en el array de expresion. En consonancia

con nuestros hallazgos, Kathpalia y cols. y Haider y cols. tampoco encontraron
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diferencias en la expresion de p53 y CDKN2A entre los CECs y la piel sana no-
tumoral.*®157 Esta ausencia de correlacion mutacién/expresion podria explicarse
por la posible naturaleza funcional de dichas mutaciones, sin dar lugar a una
alteracion en la expresion, o porque dichas mutaciones ocasionaran cambios
significativos, pero de baja intensidad, en los niveles de expresion que podrian no
ser detectados (al quedar fuera de los puntos de corte) en el analisis estadistico del
array.?®14% Finalmente, las mutaciones en algunos de estos genes (NOTCH1,
NOTCH2, RAS y TP53) tendrian lugar en etapas precoces de la evolucién del CEC
y ya estarian presentes en PF.21317.21-24 por todo ello, parece probable que, junto
con las mutaciones somaticas, sea necesaria la participacion de otros factores para

el desarrollo y la progresion de un CEC.

Una de las limitaciones de los estudios utilizando arrays de expresion es el gran
namero de genes diferencialmente expresados detectados, lo que puede dificultar
la identificacion de genes cruciales para la evolucion tumoral. En nuestro trabajo
identificamos dos genes con una potencial funcién biolégica relevante en el CEC:

BNC1y FOSLL.

EL BNC1, o basonuclina-1, es un factor de transcripcion de dedos de zinc
especifico del tipo de célula y altamente conservado a lo largo de la evolucion.
Inicialmente fue descrito como una proteina especifica de queratinocitos basales
de epitelios escamosos estratificados, como la epidermis o la cornea, donde parece
gue actuaria manteniendo su capacidad proliferativa y evitando su diferenciacion
terminal 158159 Posteriormente, también se ha detectado su expresion en otras

células, tales como las células germinales de testiculos y ovarios.159:160
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El gen BNC1 se localiza en el cromosoma 15 y posee 3 pares de brazos de zincy
una banda de serina.*®® BNC1 actuaria como un factor de transcripcion regulando
la transcripcion de las RNA polimerasas |, Il y posiblemente también la 111.16* Modula
la expresion de proteinas implicadas en multiples funciones celulares: sintesis de
RNA ribosomal, estructura de la cromatina, transcripcion y union a DNA, canales
de iones, union y adhesion celular, transducciéon de sefales y transporte
intracelular.16?

Numerosos estudios han demostrado que una expresion aberrante de BNC1
contribuye a la progresion tumoral, pudiendo actuar como un gen supresor tumoral
0 como un oncogén. Se ha descrito el silenciamiento de BNC1 por metilacion de su
promotor en una amplia variedad de tumores malignos, incluyendo el carcinoma
hepatocelular, carcinoma renal, cancer colorrectal, mesotelioma maligno, leucemia
linfocitica, neoplasias pulmonares, prostaticas y pancreaticas.'%>-16° En estos
tumores BNC1 actuaria como un gen supresor tumoral. Apoyando esta funcién, se
ha observado que la expresién aumentada de BNCL1 inhibe la formacién de colonias
y la proliferacion celular en lineas celulares de cancer de pancreas.’® Sin embargo,
en otros tumores, como el cancer de mama y el carcinoma escamoso (CE) de
cabeza y cuello, la expresion elevada de BNC1 se ha relacionado con una mayor
capacidad metastatica e invasiva.l’%172 Se ha descrito asimismo una expresion
aumentada de BNC1 en el carcinoma basocelular.1”® Por lo tanto, BNC1 podria
jugar distintos papeles en el cancer, dependiendo tanto del tipo de tumor como del

estadio evolutivo de la enfermedad.
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En la piel sana, BNC1 se localiza en la capa basal y suprabasal de la epidermis,
asi como en la vaina folicular externa y en las glandulas sebaceas.'®® En la
epidermis, BCN1 puede localizarse tanto en el nicleo como en el citoplasma de los
gueratinocitos.1’ Por andlisis mutagénico se ha demostrado que la localizacion
citoplasmatica depende de una fosforilacion reversible y dinamica de la serina 541,
pudiendo variar dentro de la misma célula.'*4’4 El papel de las diferentes
localizaciones subcelulares de BNC1 en los queratinocitos humanos continda
siendo desconocido, ya que, aunque su localizacion nuclear se ha relacionado con
una elevada proliferacién celular en cultivos de queratinocitos, en las células del
foliculo piloso, donde la proteina se localiza en el nacleo, dicha expresion no se ha

relacionado con una alta tasa de proliferacion.t’#

En nuestro estudio, de manera similar a estudios previos de CE de cabeza y cuello,
detectamos un aumento de la expresién de BNC1 en los CECs.'’! Dicho aumento
era de intensidad ascendente y progresiva desde la PF, a las QAs y los CECs. En
la deteccion por inmunohistoquimica de la expresion de BNC1 llamaba la atencion
que, mientras en los queratinocitos de PF la localizacion de BNC1 era
predominantemente nuclear, en la mayoria de las muestras de CEC se situaba
principalmente en el citoplasma. Matsuzaki y cols. observaron que la RUV B
promovia la localizacion nuclear de BNCL1 en la piel de un ratén in vivo, siendo dicha
traslocacion reversible tras cesar la radiacion, excepto cuando la dosis total de

radiacién alcanzaba niveles carcinogénicos.’®

Respecto al posible papel de BNC1 en el CEC y su localizacion en el citoplasma,

una posibilidad seria que la proteina presente en el citoplasma fuese inactiva y que
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actuara en el queratinocito como un gen supresor tumoral. Asi, BNC1 actuaria
como un factor de transcripcidn regulador del queratinocito en condiciones
fisiologicas, pero seria desplazada al citoplasma para impedir su actividad tras un
dafio al ADN que pudiera conllevar una transformacion maligna. Otra posibilidad es
gque BNC1 fuese funcionalmente activa en el citoplasma de la célula, donde
ejerceria un papel distinto al de factor de transcripcion nuclear, posiblemente a nivel
de sefializacion celular. El aumento progresivo de la expresion del gen BNC1 desde
la PF hasta el CEC detectado en nuestro estudio apoyaria mas esta segunda
hipoétesis. A este respecto, se ha detectado que BNC1 presenta una localizacion
Gnicamente citoplasmatica en las células del epitelio anterior del cristalino, siendo
la funcién que ejerce desconocida.l’® Asimismo, en etapas precoces de la
espermatogénesis, BNC1 se concentra en los ndcleos de las espermatogonias y
los espermatocitos, mientras que durante la espermiogénesis se desplaza desde el
nucleo al citoplasma.’” Wu y cols. descubrieron que la proteina de unién al factor
de transcripcion de choque térmico 2 (HSF2BP) presente en los testes podia
interactuar con BNC1 inhibiendo su actividad transcripcional sin afectar a su nivel
de expresion, a través del secuestro de BNC1 desde el nucleo al citoplasma de la
célula.'”® Por lo tanto, son necesarios estudios adicionales para comprender mejor
el papel funcional del BNC1 y su distribucion intracelular durante la carcinogénesis

en el CEC.

Junto a BNC1, en nuestro estudio identificamos el antigeno 1 relacionado con Fos
o Fos-related antigen-1 (FOSL1), también conocido como FRAL, como un gen con
potencial relevancia biologica en el desarrollo del CEC. El gen FOSL1 se localiza

en el locus 11913 y codifica un factor de transcripcion perteneciente a la familia
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FOS. Esta familia de proteinas incluye a c-FOS, FOSB y FRA2 y es un componente
importante del factor de transcripcion AP-1, un heterodimero de las proteinas de
las familias JUN y FOS que juegan un papel central en la regulacion de la
transcripcion génica en multiples procesos biolégicos.1’® La expresion y la funcién
de FOSL1 pueden regularse tanto a nivel transcripcional como post-traduccional
(principalmente a través de la fosforilacion), dependiendo principalmente de la via
de sefalizacion RAS/ERK.1"® La expresion de FOSL1 también puede regularse a

través de miARNS.

Se ha descrito una expresion anémala de FOSL1 en multiples tumores como el
melanoma, cancer de mama, de cérvix, ovario, eséfago, colorrectal o CE de cabeza
y cuello.17®180 pyede actuar tanto como un protooncogén o como un gen supresor
tumoral. En la mayoria de los casos se detecta un aumento de la expresion que se
ha relacionado con una mayor proliferacion, capacidad de invasion, desarrollo de
metastasis (a través de la regulacién de la TEM) y apoptosis.t’® Ademas, se ha
relacionado su expresion en las células tumorales con la respuesta a la radioterapia
y quimioterapia, habiéndose propuesto como una potencial diana
terapeltica.#317%181  Zoumpourlis y cols., en un estudio de carcinogénesis
experimental realizado en lineas celulares de piel de raton derivadas de tumores
inducidos por mutagenos quimicos, observaron niveles aumentados de FOSL1
(forma fosforilada) en las células del CEC.*¥? Asimismo, el aumento en la funcién
del factor de transcripcion AP-1 resultante de la activacion epigenética de la
expresion de JUN y FOSL1 se ha relacionado con la capacidad de los CEs de
cabeza y cuello para el crecimiento invasivo y la produccion de metastasis.® En

esta misma linea, los niveles de FOSL1 se han asociado con un aumento en la
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proliferacion (via AKT) y la produccion de metastasis (via JNK/C-Jun) en lineas
celulares de CE de cabeza y cuello y CEC. Finalmente, en este mismo estudio, la
inhibicion de la expresion de FOSL1 in vitro daba lugar a un bloqueo en la capacidad

de las células del CEC para crecer y migrar.18!

En nuestro estudio, al igual que en la mayoria de CEs de otras localizaciones, la
expresion a nivel de ARNm de FOSL1 estaba aumentada en QAs y CECs con
respecto a la PF, aunque no observamos diferencias entre CEC y QA. También
evaluamos la expresién inmunohistoquimica de FOSL1 y ,en contraste con algunos
estudios en CEs de cabeza y cuello en los que se observaba un cambio de
localizacion subcelular (citoplasma vs. nucleo) en funcion del tipo de lesion,
objetivamos una localizaciébn predominantemente nuclear en todas las muestras
estudiadas (PF, QA y CEC).*® Estos resultados concuerdan con otros trabajos
realizados en cancer de cabeza y cuello y en eso6fago, en los que también
observaban una localizacién principalmente nuclear.18185 En nuestra serie
observamos una expresion selectiva de la proteina FOSL1 en las células del frente
de invasion tumoral de los CECs, un fenédmeno descrito previamente por algunos
autores en el CE oral.*® Este hallazgo apoyaria la hipétesis de que FOSL1 podria
actuar aumentando la capacidad de invasion de las células tumorales en el CEC,
con potencial valor prondstico. Sin embargo, son necesarios estudios en un mayor

namero de muestras para confirmar estos resultados.

En una segunda parte de nuestro trabajo estudiamos las alteraciones en el nimero

de copias de ADN de todas las muestras mediante un microarray de SNP. La

mayoria de las alteraciones se observaron en los cromosomas 8, 9y 3 y se
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detectaron con mayor frecuencia en los CECs que en las QAs, unos resultados
similares a los descritos en la literatura.?833187 Sin embargo, en contraste con otras
publicaciones, las alteraciones en el cromosoma 17 no fueron un hallazgo habitual
en nuestros CECs.29:188

De manera similar a Hameetman y cols. detectamos pocas alteraciones genéticas
compartidas entre los CECs y las QAs, incluso entre lesiones obtenidas de un
mismo paciente. Sin embargo, algunas alteraciones del genoma eran comunes
para ambas patologias, apoyando su relacién.?® En contraste, Asthon y cols.,
mediante técnicas de hibridacion genémica comparada, observaron que ambas
lesiones compartian un niumero elevado de alteraciones cromosomicas, aunque el
CEC presentaba un nimero significativamente mayor de aberraciones.?® Al igual
gue en su investigacion, los CECs y las QAs de nuestra serie compartian ganancias
en 3g Yy 8g, aunque no compartian el resto de alteraciones detectadas por estos
autores.®® Estas diferencias podrian deberse al bajo nimero de muestras
analizadas en ambos estudios, al hecho de que Unicamente dos de nuestras QAs
fueran adyacentes al CEC (frente a cinco de las QAs de Ashton y cols.) y a la

distinta técnica empleada para detectar las alteraciones genémicas.

De manera adicional, estudiamos las SORIs compartidas por al menos 3 muestras,
lo que permitié detectar una SORI compartida por siete de los CEC analizados, que
correspondia a una delecion de la banda p24.1 del cromosoma 3 que contiene
Unicamente 6 genes. Este hallazgo es consistente con estudios previos en los que
se han detectado frecuentes deleciones y LOH en el brazo corto del cromosoma 3
en el CEC.29:33.188,189 \4s concretamente, Sikkink y cols. identificaron la region 3p24

como un area comunmente delecionada en el CEC.1%0
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Finalmente, comparamos las alteraciones identificadas en el transcriptoma y en el
genoma de las distintas muestras (FPs, QAs y CECs). Al igual que en el Unico
estudio anteriormente realizado comparando ambos andalisis, observamos muy
pocos casos en los que ambas alteraciones fueran concordantes y en los que las
alteraciones a nivel de ADN se reflejaran en la expresion de los genes contenidos
en dichas regiones.?® Esta discordancia, junto a la previamente mencionada entre
la expresion de ARNm y las mutaciones somaticas, apoyaria la importancia de otros

mecanismos de regulacion epigenética para el desarrollo del CEC.

Una de las pocas regiones gendmicas alteradas con impacto en la expresion
génica, identificada al comparar los CECs con las QAs, era la del gen NEK10. El
gen NEK10 era uno de los genes que se encontraban dentro de la region
delecionada 3p24.1 previamente mencionada. NEK10 es uno de los componentes
de la familia de quinasas NEKs que hasta la fecha incluye once quinasas de serinas
y treoninas, las cuales se han relacionado con la regulacion del ciclo celular,
incluyendo la respuesta al estrés genotodxico, la ciliogénesis y el cancer.#®
Recientemente se ha demostrado que NEK10 podria ser una quinasa con
especificidad dual, es decir, con capacidad de fosforilar tanto residuos de serinas 'y
treoninas como de tirosina.*®* NEK10 se ha relacionado con el cancer de mama en
diversos estudios de asociacién del genoma completo (GWAS) y de arrays de
exomas, siendo uno de los dos genes que se situan en la subregion 3p24 que ha
sido identificada como un nuevo locus con potencial de susceptibilidad al cancer de
mama.’®?19 Ademaés, las mutaciones somaticas en el gen NEK10 se han

relacionado con el cancer de pulmén y melanoma.®*1% NEK10 es considerada
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actualmente como una quinasa candidata a presentar mutaciones somaticas con
relevancia biolégica en el cancer.1%

Mediante técnicas de inmunohistoquimica y Western blot pudimos comprobar que
los cambios transcripcionales detectados en NEK10 se traducian a nivel proteico,
ya que observamos la pérdida progresiva de la expresion de la proteina NEK10
desde PF y QA hasta CEC, tanto en muestras de tejidos como de lineas celulares.
De manera similar a nuestros hallazgos, se ha detectado una disminucion de la
expresion de NEK10 por inmunohistoquimica en céancer de prOstata y en

glioblastoma.®’

Moniz y cols. demostraron que NEK10 participa en el mantenimiento del punto de
control G2/M del ciclo celular en respuesta a la RUV en distintas lineas celulares,
incluyendo los queratinocitos HEK293.146 Esto lo haria a través de su actuacion
como un regulador positivo de la sefial ERK1/2, mediante la formacion de un
complejo con raf-1 y MEK1, que a su vez daria lugar a la autoactivacion de MEK1.
Sin embargo, nuestros resultados parecen indicar que en las células HaCaT la
activacion de ERK1/2 no estaria implicada en la progresion del ciclo celular
mediada por NEK10. Hemos observado que, en presencia de dafio al ADN, las
células con déficit de NEK10 presentan un aumento de los niveles de ciclina B1 y
de la fase G2/M del ciclo celular. Estos efectos podrian estar mediados por ERLINZ2,
una proteina de unién a los microtubulos que estabilizaria la ciclina B1 en la fase
G2/M.*#7 La ciclina B1 facilita el paso de las células de la fase G2 a la M del ciclo
celular y su sobreexpresion puede contribuir a una proliferacion celular
incontrolada.’®® Se ha descrito una sobreexpresion de ciclina B1 en distintas

neoplasias malignas: laringeas, colorrectales, esofagicas, mamarias (en tumores

92



Discusion

de alto grado, de mayor tamafio y con aumento del riesgo metastasico) y en CEs
de cabeza y cuello (con mayor riesgo metastasico, recurrencias y resistencia a la
radioterapia).®®-2%4 Por lo tanto, la pérdida de NEK10 a lo largo de la progresion del
CEC podria actuar facilitando la proliferacion y division de los queratinocitos a pesar
de los dafios en el ADN causados por la RUV, lo que parece indicar que NEK10

actuaria como un factor de proteccion de los queratinocitos frente a la RUV.

Por ultimo, cabe destacar que, aunque todas las muestras analizadas de CEC
presentaban una pérdida de la expresiéon de NEK10 por inmunohistoquimica, sélo
detectamos la delecion de la region 3p24.1 en 7 de los 10 CECs analizados. Esto
sugiere la participacion de otros mecanismos tales como la metilacién, las
mutaciones somaticas 0 mecanismos post-traduccionales, que podrian actuar
regulando la expresion de esta proteina. Por ejemplo, Porpora y cols. observaron
que la baja expresion de NEK10 en tejidos de glioblastoma y cancer de prostata iba
ligada a una fuerte tincién en los mismos de la E3 ubiquitin ligasa CHIP. La
ubiquitinacién de NEK10 por CHIP resultaba en la degradacion de NEK10 por

protedlisis.1®’

Existen algunas limitaciones en nuestro primer estudio que deben ser
mencionadas. En primer lugar, el bajo nUmero de muestras apareadas de CEC, QA
y PF analizadas mediante el array de expresion y de SNP puede haber sido
insuficiente para detectar otras alteraciones que podrian haberse identificado
utilizando una cohorte mayor de pacientes. Ademas, la mayoria de las biopsias de
QAs no fueron obtenidas de la piel adyacente al CEC, lo que puede haber

contribuido al bajo nimero de alteraciones cromosomicas compartidas entre las
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QAs y CECs de un mismo paciente identificadas por el array de SNPs. En segundo
lugar, en el andlisis de los datos generados por el array de expresion, al valorar los
resultados, no utilizamos la tasa de descubrimientos falsos (false discovery rate
[FDRY]). Esto es debido a que se considero que dicha tasa era demasiada restrictiva
y, dado que los resultados iban a ser validados posteriormente con otras técnicas,
se optd por una p estricta de 0.01, en vez de la habitual en este tipo de andlisis
(<0.05). En tercer lugar, como ya se ha mencionado previamente, uno de los
problemas de los arrays de expresion es la falta de concordancia entre los
resultados obtenidos por los distintos estudios. Sin embargo, nuestros resultados
coincidian en lineas generales con trabajos previos y fueron validados en muestras
independientes de PF, QA y CEC. Por ultimo, no realizamos validacién de los
resultados del microarray de SNP mediante técnicas de FISH ni de gPCR, por lo
gue los resultados de este deben interpretarse con cautela. Sin embargo, debemos
destacar que se llevaron a cabo estudios utilizando distintas técnicas
(inmunohistoquimica, Western blot) en muestras independientes que confirmaron

los hallazgos en los genes seleccionados.

En nuestro segundo trabajo, nos centramos en el estudio de la siguiente etapa de
la carcinogénesis del CEC: el CEC invasivo y metastasico. Analizamos la expresion
de PD-L1 y CD8 mediante técnicas inmunohistoquimicas en una serie de 99 CECs
primarios, con y sin diseminacion metastasica (n=48 y n=51, respectivamente), y
en las metastasis correspondientes de algunos de los primeros (n=24). Los
resultados de este estudio han sido publicados en el articulo 2 adjuntado en la

seccion de anexos del manuscrito de esta tesis doctoral.
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PD-L1, también conocido como CD274 y B7-H1, es una proteina transmembrana
habitualmente presente en la superficie de las células presentadoras de antigeno,
tales como linfocitos T y B, células dendriticas, macrofagos o células madre
mesenquimales, asi como en algunos tipos de células tumorales.®2% E| receptor
al que se une especificamente se denomina PD-1 y esta presente en la superficie
de los linfocitos T y B y de las células mieloides.?% La unién de PD-L1 con PD1 da
lugar a una potente sefal inhibitoria que reduce la respuesta inmunoldgica
antitumoral a través de la deplecion de las células T CD8+ efectoras, favoreciendo

que las células tumorales escapen de la inmunovigilancia.®®

La expresion de PD-L1 por las propias células tumorales o las células del sistema
inmune que infiltran el tumor se ha detectado en multiples neoplasias malignas,
indicando un posible rol del eje PD-1/PD-L1 como marcador prondéstico y como
diana terapéutica.’¢2% Se ha observado la expresion de PD-L1 en distintos tumores
sélidos como el cancer de pulmén de células no pequefas, melanoma, CE de
cabeza y cuello, cancer colorrectal, cancer de ovario o cancer de vejiga, entre
otros.?%6:207-210 Esta amplia expresion de PD-L1 explicaria que el bloqueo del eje PD-
1/PD-L1 mediante anticuerpos monoclonales dirigidos frente PD-1 o PD-L1 haya
demostrado una respuesta clinica significativa en una gran variedad de neoplasias
malignas.®® Por lo tanto, el estudio de la expresion de PD-L1 por las células
tumorales puede cumplir dos objetivos, por un lado, como marcador de respuesta

a los farmacos anti-PD1/PD-L1 y, por otro, como biomarcador pronostico.

Los tumores que habitualmente responden a la terapia con anti-PD1/PD-L1 suelen

presentar una expresion de PD-L1 (determinada por inmunohistoquimica)
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aumentada.?!! Sin embargo, existe una correlacion poco homogénea entre los
niveles de expresion de PD-L1 y la respuesta clinica a los anticuerpos anti-PD1/PD-
L1. Porunlado, se ha asociado una expresion de PD-L1 elevada con una respuesta
favorable en el melanoma, el cancer de pulmén no escamoso y los CEs de cabeza
y cuello.?12213 Sin embargo, en otras neoplasias malignas como el carcinoma renal
o el cancer de pulmon de células escamosas, la respuesta de los pacientes al
tratamiento ant-PD1/PD-L1 no difiere de manera significativa en funcion de la
expresion de PD-L1.2*? Incluso en los tumores en los que existe una buena
correlacion, se ha visto que algunos de los pacientes con expresion negativa para
PD-L1 también responden al tratamiento.?12213 Este fendmeno podria explicarse, al
menos en parte, a un resultado falsamente negativo en relacion a la toma de
muestras o0 a errores técnicos, asi como a dificultades propias de la tincion
inmunohistoquimica para PD-L1.%122% En la actualidad, se estan realizando varios
ensayos clinicos valorando el uso de distintos inhibidores de PD-1/PD-L1 en CECs
y se han publicado casos aislados en los que se ha evidenciado su eficacia. Sin
embargo, el inico farmaco anti-PD-1 aprobado hasta el momento por la EMA 'y FDA
en el CEC es el cemiplimab.®7:114-129.215 56|g se han publicado los resultados de un
Unico ensayo clinico evaluando la expresion de PD-L1 por las células tumorales
como predictor de la respuesta clinica al tratamiento con cemiplimab.?'> En este
ensayo abierto pivotal fase 2 en pacientes con CEC localmente avanzado se valor
la asociacion entre la expresion inmunohistoquimica de PD-L1 en células del CEC,
y la carga mutacional, con la eficacia clinica del cemiplimab. A pesar de que se
observo un porcentaje superior de respuesta en aquellos pacientes con tumores
con una expresion de PD-L1 > 1% de las células, también se objetivo respuesta en

pacientes con porcentajes inferiores, por lo que los autores concluyeron que la
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expresion inmunohistoquimica de PDL1-, al menos por si sola, no era un buen
biomarcador para determinar la respuesta al tratamiento. Como limitaciones cabe
destacar que, de los 78 pacientes incluidos en el estudio, Unicamente se pudo
estudiar la expresion basal de PD-L1 en 48 pacientes y que esta fue valorada a

partir de biopsias parciales.

Existe una cierta controversia con respecto a la utilidad de la expresion de PD-L1
como marcador del prondstico. En general su expresion se ha relacionado con mal
prondéstico en multiples neoplasias como el adenocarcinoma gastrico, pancreatico,
carcinoma urotelial o carcinoma hepatocelular.?16-220 Sin embargo, en algunos
tumores, como en el carcinoma de células de Merkel o en el cancer de mama, su
expresion se ha asociado con un buen pronéstico.??'223 En determinadas
neoplasias como el cancer de pulmoén o el melanoma, su expresion puede poseer
tanto un valor predictivo positivo como negativo.?6-229 En algunos casos, (timomay
carcinoma de timo, cancer cervical o CE de pulmén) la expresion de PD-L1 por si
sola no tiene valor pronéstico y debe combinarse con otros marcadores tales como

la proporcion de células CD8/Foxp3+.96

Distintos estudios han valorado la expresion de PD-L1 en el CEC,%7-104141,224,225
aunque Unicamente tres de ellos incluian un nudmero significativo de casos
metastasicos!?10? y/o de metastasis.1% Los resultados obtenidos con respecto al
valor pronéstico de la expresion de PD-L1 por las células tumorales son
contradictorios. En nuestro estudio encontramos una asociacion entre dicha
expresion (21% células positivas) con distintos parametros clinico-patologicos de

alto riesgo (mayor tamafo tumoral y profundidad) y con un riesgo elevado de
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metastasis linfaticas. En consonancia con nuestros hallazgos, Slater y cols. también
observaron que los CECs con caracteristicas clinico-patolégicas de alto riesgo
metastasico presentaban una mayor expresion de PD-L1.1%° Cabe destacar que,
tanto el clon de anticuerpo anti-PD-L1 (SP-142) como el punto de corte utilizados
(21%) para valorar la expresion de PD-L1, fueron los mismos que en nuestro
trabajo. Siguiendo un enfoque similar, Garcia-Pedrero y cols. estudiaron 50 CECs
de cabeza y cuello con metastasis ganglionares y 50 CECs sin metastasis,
detectando asimismo una asociacion entre la expresién de PD-L1 y la presencia de
metastasis linfaticas y también con algunos hallazgos clinico-patologicos asociados
a mayor riesgo metastasico, aunque la asociacion con parametros tales como la
desmoplasia, la mala diferenciacion de las células tumorales y el budding no
coincidian con los observados en nuestro estudio. Al contrario que en nuestro
trabajo, dichos autores utilizaron microarrays de tejido tumoral, un clon de
anticuerpo anti-PD-L1 distinto (E1L3N) y establecieron el punto de corte éptimo en
una expresion de PD-L1 en un porcentaje de células = 25%. Sin embargo, utilizando
el mismo anticuerpo que Garcia-Pedrero y cols., Schaper y cols. y Kamiya y cols.
no encontraron asociacion entre la proporcion de células tumorales que expresaban
PD-L1 y el riesgo metastasico, aunque detectaron una asociacion entre la alta
intensidad de la expresion de PD-L1 y el riesgo de metastasis.?®1% No obstante,
los resultados de ambos estudios estarian seriamente limitados por el bajo nimero

de casos de CEC metastasicos incluidos.

En contraste con las publicaciones previas, Roper y cols. analizaron la expresion

de PD-L1 en un numero elevado de CECs con metastasis ganglionares y sin

metastasis (n=39 y n= 35, respectivamente), y observaron que los pacientes con
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CECs primarios con expresion de PD-L1 en = 5% de células tumorales presentaban
una mayor supervivencia libre de enfermedad.'®® Al igual que en los casos
anteriores, el anticuerpo anti-PD-L1 utilizado (SP263) fue distinto al nuestro y cabe
destacar que al valorar la relacion entre la expresion de PD-L1 y las variables
clinico-patoldgicas no se informé previamente de la cantidad de casos presentes
para cada variable (en total ni separados entre el grupo control y el metastasico), lo

que dificulta, una vez mas, la interpretacion de los resultados.

Respecto a las células inflamatorias del microambiente tumoral, es conocido que
los linfocitos T asociados al tumor juegan un papel en la respuesta inmune frente al
tumor y participan en la destruccion de células malignas.?2® Debido a esta actividad
antitumoral, los linfocitos T CD8+ peritumorales se han asociado con buen
pronéstico en distintas neoplasias malignas, como en el CE de cabeza y cuello, el
cancer de colon, el cancer de mama, el carcinoma de células de Merkel y el
melanoma.??-2%2 Sin embargo, tanto las células tumorales como las del estroma
pueden inhibir la accion de los linfocitos favoreciendo su paso a linfocitos T
reguladores a través de la produccién de diversas citocinas y quimiocinas.??%
Asimismo, en modelos animales, se ha demostrado que en el CE, los linfocitos T
CD8+ pueden presentar signos de activacion cronica y agotamiento, lo que daria
lugar a una pérdida de su capacidad citotoxica.?®® Ademas, las propias células T
activadas pueden contribuir a la inhibicién de la respuesta inmune frente al tumor a
traves del aumento de la expresion de PD-L1 en las células neoplasicas y en las
células mieloides reguladoras.?26:233234 Esto podria explicar la correlacién existente
entre la expresion de PD-L1 y la presencia de linfocitos infiltrantes tumorales y

CD8+ en multiples tumores sélidos, incluidos el CE oral, el carcinoma pulmonar de
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células no pequefias, el cancer de mama, el melanoma y el CEC.100.101,235-239 Fp
algunos tumores, como el melanoma, la expresion aumentada de PD-L1 podria
reflejar una respuesta adaptativa inducida por la producciéon de interferon gamma
por los linfocitos T CD8+ que infiltran el tumor.?14240.241 Cabe destacar que, ademas
de esta expresion inducida de PD-L1, también se ha descrito una expresion
constitutiva de esta molécula que se ha relacionado con mecanismos genéticos a
través de la desregulacion de mudltiples vias oncogénicas, pudiendo algunos
tumores presentar ambos tipos de regulacion de la expresion de PD-L1.%'4 Por lo
tanto, mientras que en algunos casos la expresiéon de PD-L1 por las células
tumorales junto con el infiltrado inflamatorio y/o los linfocitos CD8+ podria ser un
reflejo de la respuesta inmune antitumoral, en otros podria corresponder a un
mecanismo de evasion tumoral de la respuesta inmune.?38-241 Debido a la expresion
inducida de PD-L1 en la mayoria de tumores, se ha propuesto que para predecir la
posible respuesta al tratamiento con farmacos anti-PD1/PD-L1, deberia
correlacionarse la expresion de PD-L1 con la intensidad del infiltrado de linfocitos T
acompafiantes.?'4 De la misma manera, la expresion de PD-L1 en el CEC deberia
interpretarse con cautela en ausencia de una valoracién simultanea de los linfocitos
infiltrantes tumorales y/o CD8+. Sin embargo, en nuestra serie no encontramos
correlacion entre la presencia de linfocitos CD8+ y los tumores PD-L1 positivos ni
tampoco con la cantidad del infiltrado inflamatorio. S6lo en uno de los estudios
previos realizados en CEC valorando simultaneamente PD-L1 y CD8+ se
incluyeron algunos casos de CEC metastasico, detectandose una correlaciéon entre
la expresiéon de PD-L1 y CD8+, pero no entre PD-L1 y un mayor riesgo de
metastasis.®® Podria postularse que la sobreexpresion de PD-L1 por las células del

CEC en ausencia de un infiltrado de células CD8+ significativo podria traducirse en
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un mayor riesgo metastasico, mientras que cuando esta expresion va asociada a
un aumento de TILs o CD8 peritumorales podria relacionarse con un mejor

pronéstico.

Aunqgue existen datos limitados con respecto al valor pronéstico de la expresion de
PD-L1 por las células inflamatorias, dicha expresién se ha asociado con buen
prondstico en algunos tumores soélidos.?38:242-245 Una posible explicaciéon para este
hecho seria que la expresion de PD-L1 por las células inflamatorias tumorales
obedeceria a mecanismos adaptativos tales como un atague inmunoldgico
mediado por inflamacién exdgena y seria, por lo tanto, un reflejo de la inmunidad
pre-existente.?*> Ademas, la expresion de PD-L1 por las células inflamatorias
también puede ser indicativa de una mayor respuesta a la terapia anti-PD1/PD-L1
en algunas neoplasias malignas.?*® En el CEC algunos estudios han relacionado su
expresion con buen prondstico,°! mientras que otros no han detectado ninguna
relacion con factores prondsticos o de riesgo metastasico.'%31%4 En nuestro trabajo
tampoco encontramos una asociacion de la expresion de PD-L1 por las células del
infiltrado inflamatorio con el riesgo metastésico ni con ninguna de las variables

clinico-patologicas estudiadas.

Por ultimo, algunos trabajos han estudiado la expresion de PD-L1 en metastasis
linfaticas de CEC,?%8100101103104 zynque sbélo un estudio incluia un nimero
significativo de metéastasis correspondientes a los CEC primarios previamente
estudiados.’®® En nuestra serie, la mayoria (90%) de los casos analizados
mostraron una buena concordancia de la expresion de PD-L1, positiva 0 negativa,

entre los CECs primarios y sus respectivas metastasis, lo que coincide con estudios
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previos.%101 Sin embargo, cabe destacar que en un 21% de los casos detectamos
una tendencia no significativa hacia una mayor expresion de PD-L1 en las
metastasis. Con un enfoque similar Roper y cols. detectaron una mayor proporcion
de CECs primarios y sus metastasis con expresion discordante de PD-L1 (38%
frente al 10% de nuestra serie), donde el 61% del total de casos discordantes se
debian a la positivizacion de la expresion de PD-L1 en las metastasis.®! Asimismo,
cuando se han estudiado CECs primarios y metastasis pertenecientes a distintos
pacientes, también se ha observado una mayor expresion de esta molécula en las
metastasis.19%.24” Esta discordancia y tendencia hacia una mayor expresion de PD-
L1 en las metastasis podria ser el reflejo de una seleccion clonal de células PD-L1+
en el tumor primario. Al igual que en el CEC, el estudio de PD-L1 en distintos
tumores malignos también ha mostrado diferencias en la expresién de esta
molécula entre las metastasis y el tumor primario.?#8-253 Estas observaciones
parecen relevantes en cuanto a la posible respuesta a los farmacos anti-PD1/PD-
L1 de los CEC metastasicos utilizando PD-L1 como biomarcador, sugiriendo que
parece razonable estudiar tanto el tumor primario como sus correspondientes

metastasis.

La heterogeneidad de los resultados de los distintos estudios con respecto a la
expresion inmunohistoquimica de PD-L1 en el CEC puede obedecer a distintos
factores: En primer lugar, no existe una técnica inmunohistoquimica estandarizada,
habiéndose utilizado distintos clones de anticuerpos y diferentes meétodos de
cuantificacion y puntos de corte. Disponemos de una gran variedad de clones de
anticuerpos anti-PD-L1 sin que, en contraste con otros tumores como el cancer de

pulmdén o mama, existan en el CEC estudios comparativos entre los mismos.?54255
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En nuestra serie, de forma similar a un estudio previo en CEC con el mismo clon
de anticuerpo, se valor6 como punto de corte 21%.1° En segundo lugar, la
expresion de PD-L1 puede ser variable en relacion a una activacion y
sobreexpresion temporal, tanto en el tumor primario como en las células
inflamatorias del microambiente.®® Asimismo, tratamientos previos como la
quimioterapia o la radioterapia también pueden alterar su expresion.®® En tercer
lugar, PD-L1 puede presentar una expresion difusa o focal en los distintos tumores,
siendo su expresion en el CEC habitualmente heterogénea, por lo que su valoraciéon
en biopsias parciales o de pequefio tamafio puede no ser representativa.®6.100.102,
Finalmente, se ha descrito la expresion de PD-L1 tanto intracelular como de
membrana, aunque es esta Ultima la que parece tener mayor significacion bioldgica

y la que se ha evaluado en la mayoria de las publicaciones.?%¢

Este segundo estudio presenta algunas limitaciones que deben mencionarse. En
primer lugar, cabe destacar su naturaleza retrospectiva, lo que puede dar lugar a
potenciales sesgos. En segundo lugar, todas las muestras pertenecian a pacientes
de hospitales universitarios de tercer nivel, siendo habitual que dichos pacientes
presenten tumores avanzados, de peor prondstico, mas agresivos y con multiples
tratamientos previos, lo que podria explicar el alto porcentaje de tumores
recurrentes de nuestra serie de CECMs. En tercer lugar, en nuestro trabajo no
diferenciamos entre zonas fotoexpuestas y no fotoexpuestas, aunque la gran
mayoria de tumores (83,8%) provenian de la cabeza y cuello, una zona
habitualmente fotoexpuesta. Una mayor fotoexposicion se ha relacionado con una
mayor expresion de PD-L1 por las células del infiltrado inflamatorio.*%° Sin embargo,

en nuestro estudio no detectamos diferencias en la expresion de PD-L1 por las
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células inflamatorias ni tumorales en funcién de la localizacion de las muestras.
Finalmente, nuestro trabajo no incluyé un segundo grupo de muestras para validar

los resultados obtenidos, asi como las hipotesis formuladas.
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Conclusiones

7.1. Las similitudes el perfil de expresion génica entre CECs y QAs, asi como la
presencia de alteraciones citogenéticas compartidas, apoyan el papel de las QAs

como lesiones precursoras del CEC.

7.2. El gen FOSL1 podria tener un papel como oncogén dentro del desarrollo del
CEC, en el que podria actuar aumentando su capacidad invasiva. El gen BNC1
podria tener una funcion biolégica relevante para la progresion a CEC de las
lesiones premalignas, aunque desconocemos el papel exacto que ejerceria a nivel

celular.

7.3. La pérdida progresiva de la expresion de NEK10 a lo largo de las distintas
etapas de la carcinogénesis del CEC, cuyo gen se localiza en la region 3p24.1
frecuentemente delecionada, sugiere un posible papel relevante de esta quinasa

en la proteccién frente al desarrollo tumoral.

7.4. La molécula PD-L1 podria ser un factor importante dentro de la progresion del

CEC, favoreciendo el desarrollo de metéastasis linfaticas.

7.5. PD-L1 podria ser un biomarcador pronéstico de CECs de alto riesgo
metastasico. Sin embargo, este papel se ve limitado por la necesidad de
correlacionar su expresion con la cantidad y caracteristicas del infiltrado
inflamatorio tumoral, y por la ausencia de una tincion y método de evaluacion de

inmunohistoquimica estandarizados.
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8. Lineas de futuro

109



110



Lineas de futuro

8.1. Préactica de estudios funcionales utilizando FOSL1 y BNC1 con el objetivo de

elucidar su papel dentro de la carcinogénesis del CEC.

8.2. Realizacion de estudios adicionales con NEK10, incluyendo estudios
funcionales, con el objetivo de conocer mejor su papel en la regulacion del ciclo

celular en los queratinocitos y en células tumorales de CEC.

8.3. Estudios comparativos entre los distintos clones de anticuerpos anti-PD-L1
como biomarcadores prondésticos y de respuesta clinica al tratamiento con
inhibidores de PD1/PD-L1. Establecer un sistema de valoracién y un punto de corte

estandarizados.

8.4. Estudios adicionales que valoren la expresion de PD-L1 en las células del CEC
juntamente con la expresion de éste y otros marcadores, como el CD8, en las
células del infiltrado inflamatorio tumoral, con el objetivo de definir las
consecuencias de este en el papel de PD-L1 como biomarcador tanto prondéstico

como de respuesta al tratamiento con farmacos anti-PD1/PD-L1.
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10.1. ANEXO 1: Publicaciones relacionadas

10.1.1. Articulo 1

Transcriptome and cytogenetic profiling analysis of matched in situ/invasive

cutaneous squamous cell carcinomas from immunocompetent patients.

Garcia-Diez Irene, Hernandez Mufioz Inmaculada, Hernandez Ruiz Eugenia,
Nonell Lara, Puigdecanet Eulalia, Bédalo Torruella Marta, Andrades Evelyn, Pujol

Ramén M., Toll Agusti.

Genes Chromosomes and Cancer. 2019 Mar;58(3):164-174. (Factor de impacto

3,362 en 2017). DOI: 10.1002/gcc.22712.
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10.1.2. Articulo 2

PD-L1 Expression is Increased in Metastasizing Squamous Cell Carcinomas

and Their Metastases.

Garcia-Diez Irene, Herndndez-Ruiz Eugenia, Andrades Evelyn, Gimeno Javier,
Ferrandiz-Pulido Carla, Yébenes Mireia, Garcia-Patos Vicente, Pujol Ramon Maria,
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10.1.3. Material suplementario articulo 1

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary tables

Table S1. qRT-PCR primer sequences.

Forward Reverse
GAPDH AGTCAGCCGCATCTTCTTTITG | AAATCCGTTGACTCCGACCTT
TBPL2 TGTCAAATTCCCATTCACAG | CTGTAGTTGAGGTACAATTCC
ANXA3 GAAAGATGACTTGAAGGGTG | CCCTTCATGGATTTCTTTAGC
BNC1 ACGCTCTAAGTAAGCTAAGG CGGTCCAGTAGGATTTTTAG
FOSL1 CTTGTGAACAGATCAGCC CCAGATTTCTCATCTTCCAG
SVEP1 AGATGTCTGGAAGGTTATACG | CTATTCACACTGAAATCGTCC
IL1A AGAGGAAGAAATCATCAAGC | TTATACTTTGATTGAGGGCG
PPP1R3C CCAGAATGATCCAGGTTTTAG | ATTGAGACATGATTTCAGGG
KIT ACAAAACCAGAAATCCTGAC | CAGTTCCTGGACAAAAATACC
MET CATGTGAATTTTCTCCTGGAC | ATCTTCTTCCCAGTGATAACC
LYN AAAGGAAGCTTCTCTCTGTC | ATGTAATAGCCCCCATTATCC
D1 ACTACTCACCAGAGACTTTAG | AAATCTGAGAAGCACCAAAC
GJB2 AGGATATCGGCATTTGTTIC GAAAGTTGGCAAAAAGAACC
FOXC1 ATGGCGATTTGATTACAGAC ATTACTGCTTAAGTGTTGCC
UPP1 CCCGTCAGACTTTTAAATCC ACTTCACATCTCCAAACAAG
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Table S2. Results of the differentially expressed genes from the gene expression
analysis from limma (logFC[>0,58 (ie [FC[>1,5), p<0.01). (attached as a pdf file as

supplementary material 2)
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Table S3. Shared chromosomal aberrations between AK and ¢cSCC of the same patient.

N° of shared
AK cSCC Alteration Chromosome
alterations
Gain 3,5,6,8
101 929 5
Loss 9
Gain 3
116 114 3
Loss 9.21
Gain 8
148 145 4
Loss 3,21(2)
149 151 Gain 8,9(3) 5
Loss 13
Gain 8, 15(2), 18,
163 161 Loss 2..10,21,. X%, 10
Y(2)
Gain 3,9
81 78 5
Loss 9,13, 14

*In brackets number of chromosomal regions showing alterations (gains/losses) if more

than one region involved.
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Table S4. Results of the comparison of transcriptome and copy number analysis.

182

AK vs SES
Rank Gene Chromosome Dnascore Rnascore Correlation
1 PHF20L1 8 2.029 2.007 3.991
2 KRTAP19-3 21 -1.835 -1.863 -3.642
3 KRTAP12-1 21 -1.835 -1.865 -3.638
¢SCC vs AK
Rank Gene Chromosome Dnascore Rnascore Correlation
1 NEK10 3 -3.012 -2.865 -5.59
2 LMOD3 3 -2.433 -2.423 -4.836
3 RP13-131K19.2 3 -2.433 -2.467 -4.832
4 HSPD1P6 3 -2.433 -2.474 -4.826
5 HESX1 3 -2.433 -2.507 -4.794
6 PRSS46 3 -2.433 -2.406 -4.786
7 SUSDS5S 3 -2.433 24 -4.767
8 ITGA9-AS1 3 -2.433 -2.396 -4.755
9 ZNF660 3 -2.433 -2.393 -4.747
10 SCAP 3 -2.433 -2.369 -4.676
11 RNU6-905P 3 -2.433 -2.365 -4.665
12 CTD-2013N24.2 3 -2.433 -2.363 -4.657
13 KLHDCSB 3 -2.433 -2.69 -4.634
14 LRIGI1 3 -2.433 -2.352 -4.626
15 CHDH 3 -2.433 -2.71 -4.617
16 RPL14 3 -2.433 -2.733 -4.599
17 PDZRN3 3 -2.433 -2.738 -4.595
18 RP11-20B7.1 3 -2.433 -2.743 -4.591
19 CDHR4 3 -2.433 -2.751 -4.585
20 DOCK3 3 -2.433 -2.76 -4.578
21 LINCO00877 3 -2.433 -2.764 -4.575
22 IL17RB 3 -2.433 -2.788 -4.556
23 VENTXP7 3 -2.433 -2.798 -4.549
24 SNORD13P3 3 -2.433 -2.325 -4.547
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25 KCTD6 3 -2.433 -2.886 -4.484
26 FGD5P1 3 -2.433 -2.916 -4.463
27 RNU4-78P 3 -2.433 -2.287 -4.437
28 EIF1B-AS1 3 -2.433 -2.286 -4.433
29 SEMA3G 3 -2.433 -2.284 -4.427
30 MITF 3 -2.433 -2.975 -4.422
31 RP11-804H8.6 3 -2.433 -2.978 -4.42
32 TMA7 3 -2.433 -2.278 -4.412
33 C301f18 3 -2.433 -3.013 -4.398
34 HACL1 3 -2.433 -3.021 -4.392
35 PTPRG-AS1 3 -2.433 -2.271 -4.39
¢SCC vs SES
Rank Gene Chromosome Dnascore Rnascore Correlation
1 EPHA3 3 -2.182 -2.163 -4.308
2 FAM220A 9 2.002 1.997 3.989
3 DAPK1 9 2.002 2.024 3.981
4 MRPL50 9 2.002 2.025 3.98
5 SNORAS 7 2.037 2.005 3.978
6 TSTD2 9 2.002 1.993 3.978
7 NAA35 9 2.002 1.985 3.954
8 ANP32B 9 2.002 2.053 3.953
9 BICD2 9 2.002 2.06 3.946
10 SECISBP2 9 2.002 1.982 3.944
11 ROR2 9 2.002 2.068 3.939
12 INVS 9 2.002 2.074 3.933
13 OSTF1 9 2.002 2.083 3.925
14 HNRNPK 9 2.002 2.084 3.924
15 ABHD17B 9 2.002 2.106 3.904
16 KIF27 9 2.002 2.126 3.886
17 MIR122 18 -1.932 -1.932 -3.863
18 SMIM21 18 -1.932 -1.931 -3.861
19 ZCCHC6 9 2.002 1954 3.86
20 MAPRE2 18 -1.932 -1.93 -3.857
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Supplementary figures

(a) ¢SCC vs AK
[Cateqories | Diseases or Functions Annotation p-Value |Predicted Al Activation leI Cat
Cell Death ar apoptosis BA1E-14 X 94 Cellular N miqration of cells
Cell Death an apoptosis of tumor cell fines 5H4E-11 67 Celluiar M migration of tumor celllines 407621
Cell Death an) cell death 3206100 | -0774 102 ( Cellular ¥ cell movement 179620
Cell Death an necrosis 3.31€-10 |-1.:;: 89 ge::u:a': cell m,::: of tumor cell fines ii‘;;:
Cell Death an cell death of tumor cell fines 1256-08 1 7 ellular Vv invasion of cells -
Cell Death ar) apoptosis of breast cancer cell lines 2546-08 foass 2 Cellular I invasion of mor cell ines 254E-14
Cell Death an cell death of breast cancer cell fines 3BSE08 0626 2 Celkutar IV miaration of breast cancer.cel ines: 4.356-14
Cell Death an necrosis of brain cancer cel lines 248607 Decressed -2238 15 Cellutar i cell movement of breast cancer cell 5.75€-13
Cell Death an apoptosis of connective tissue cels LB2E-06 0161 n E::‘:;’fs ‘::‘;“:D'::;:::‘:" e sy :;‘:-}s
Cell Death an anoikis 9.326-06 Decreased 2451 s ; Ay DI
Cell Death : R R LI0E05 | ’nﬂqs 1 Carcloates plaration e IO cr S0 258 06
Cell Death an apoptosis of stomach cancer cell lines 22605 foacs 7 5;::u : :,'a”mm“""‘m"::: el iﬁ:
Cancer, Cell [ cell death of tumor cells 244605 004t 15 L e e
Cell Death an) apoptosis of prostate cancer cell fines 3486.05 | [L139 1 I R e bl b
Cell Death an fraqmentation of DNA 169605 0160 10 I e ;
v 3 | | Cellular M coll movement of epithelial cells  1.06€-07 11992 10
U Death ] snciie of wor oo M 4000 HRMRTIEHAN | 7 Cellutar v transmiaration of lewkocytes 127607 1815 10
Cell Death an cell death cf carcinoma cell fines 440€-05 k"l'"o 16 Cellular M invasion of breast cancer cell lines & 45€-07 19
Cell Death an necrosis of prostate cancer cell lines S07E-05 882 15 Cellular N migr of keeati s 527607 1000 7
Cell Death an apoptosis of carcinoma celllines S.12€-05 o 1 Cellular ¥ homing of breast cancer cell lines  5.87€-07 [130 . 6
Cell Death an apoptosis of brain cancer celllines B176-05 |s7 |10 Rl lnciabon of kit sale io0e 7
Cell Death an cell death of hung cancer cell lines B36E-05 1526 1 Cellular M migration of leukemia cell lines  2.70€-06 logss 10
Cancer, Cell [ apoptosis of tumor cells LUEO |-085 12 h 0369
(b) AK vs SES
Diseases ar | s { | Activa] Notes| Molecules|

Cell{ call movement of qranulocytes [1a3e11 BT

Ceb{ cell movement of phagocytes | 541E-11 116

Cel| cell movement of myeloid cells | 6.54E-11 116

Cell{ cell mavement of leukocytes | 244E10 L18

Cell{ cell movement 149€-09 132

Celly chemoraxis | 165E-09 |18

Celly migration of cells 311608 |34

Cell{ chemataxis of phagocytes 7 14E-09 |12

Cell{ cell mavement of mononuclear lewkd 8.39€-09 |14

Cell{ chemotaxis of myeloid cells 122€-08 12

Col{ cell movement of neutrophils 184€-08 110

Celly chemotaxis of cells | 3T4E-08 16

Celi{ chemataxis of monocytes 123607 '8

Col{ migration of mononuciear leukocytes 207E-07 {12

Celi{ chemotavis of granulecytes 242607 5

Cel cell movernent of monocytes | 282€-07 |9

Cell{ Lymphocyte miaration | 283607 110

Cellf chemotaxis of mononuclear leukecyt 1.27€-06 |9

Cell| chemotaxis of T lymphocytes | 638€-06 I 6

Cellf migration of breast cancer cell lines | 6 SME-06 ‘1

Cellf coll movement of T lymphocytes | 902€-06 |7

Celly coll movement of tumor cell lines 1 15€-05 22

Cell{ cell mavement of embryonic cell ling 1 66£-05 |7

Cel{ cell mavement of peripheral blood |g 2 19€-05 IS

Celi{ migration of leukocyte coll lines 246€-05 |a

Cell{ cell rolling of blood cells | 296E-05 4

Cell| miaration of tumor cel lines 316605 EC]

Supplementary figure 1. Results of the Ingenuity Pathway Analysis showing
upregulated (orange) and downregulated (blue) biological functions between ¢cSCC and

AK (a) and between AK and SES (b).
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Supplementary figure 2. Immunohistochemistry panel showing the results of FOSLI,
BNC1 and NEK 10 in entire tissue samples (FOSL1) and TMAs (BNC1 and NEK10) of

SES, AK and ¢SCC.
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(c) NEK10 SCC (x40)
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Supplementary material figure 3. Graphical overview of chromosomal aberrations in
peripheral blood (PB) (blue), SES (pink), AK (green) and SCC (orange) from the 10
patients included in the study. LOH events are shown to the right of the chromosome in

purple, gains are shown in blue and loses in red.
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