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PRESENTACIO

La present Tesi Doctoral s’estructura seguint les directrius de la normativa per a
la presentacié de tesis doctorals, aprovada pel consell del Departament de

Medicina de la Universitat Autdbnoma de Barcelona.

Els estudis que conformen aquesta Tesi Doctoral pertanyen a una mateixa linia
d’'investigacid, destinada a avaluar la preséncia i implicacio de diverses

alteracions genétiques i moleculars en la patogénia del carcinoma escatos oral.

Els resultats d’aquests estudis han aportat informacié rellevant en aquest camp,
i han estat recollits en 2 articles originals publicats a revistes internacionals,

amb un index d'impacte global de 6,66.
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1. ABREVIATURES
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CEO: Carcinoma escatos oral

CDK: quinases depenents de ciclina

HCG: comparative genomic hybridization, hibridacié gendbmica comparada

Col: col-laboradors

FISH: hibridacioé in situ fluorescent

IHQ: immunohistoquimic/a

LKO: leucoplasia oral

LPO: liquen pla oral

TMA: micromatriu de teixits

VPH: virus del papil-loma huma
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2. RESUM

Introduccio i objectius

L’'oncogénesi en la cavitat oral és deguda a I'acumulacio d’alteracions
genetiques, epigenétiques i metaboliques, que ocasionen un procés de
transformacié gradual des d’'una mucosa oral normal a una mucosa displasica, i
posteriorment a un carcinoma escatds invasiu, normalment com a resultat de
I'exposicio a diversos factors ambientals (begudes alcohodliques, tabac, virus del
papil-loma huma, etc.). El nombre d’alteracions cromosdmiques sembla que
augmentaria durant la progressio del cancer. S’han descrit diferents alteracions
citogenetiques en el carcinoma escatés oral (CEO) que inclouen anormalitats
del cromosoma Y, l'activacié de proto-oncogens com ciclina D1 (CCND1), v-
erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 (ERBB?2),
neuro/glioblastoma derived oncogene homolov-myc myelocytomatosis
viral oncogene homolog (MYC), RAS p21 protein activator (RAS),
epidermal growth factor receptor (EGFR) i la inactivacié de gens supressors
tumorals com cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKNZ2A) i tumor

protein p53 (TP53).

L’objectiu de l'estudi que presentem és la descripcio de les alteracions
genetiques i d’expressio proteica de CCND1, MYC, EGFR, CKS1B, ERBB2 i el
supressor tumoral TP53 en mostres de CEO i metastasis ganglionars i
comparar-ho amb mucosa oral sana, amb lesions inflamatories orals (liquen pla

oral [LPQ]) i lesions pre-malignes com la leucoplasia oral (LKO).
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Meétodes

Hem inclos 108 mostres de bidpsies corresponents a 14 mucoses orals
normals, 51 mostres de CEO, 14 metastasis ganglionars, 13 LPO i 16 LKO,
amb les quals hem construit dos micromatrius de teixits (TMA). Hem recollit
diverses variables clinico-patologiques de cada cas i s’ha procedit a I'estudi
mitjangant immunohistoquimica i per hibridacié in situ fluorescent (FISH) dels

marcadors d’interés.

Resultats

El primer treball recull les troballes per FISH i immunohistoquimica dels
oncogens i gens supressors CCDN1, MYC, EGFR, ERBB2 i TP53. Es
demostren polisomies, amplificacions i pérdues de TP53 en una proporcio
significativament major en les mostres de CEO primaris i metastatics, amb
correlacio amb I'expressid proteica dels seus productes. La preséncia de dos o
més anomalies genétiques en els loci estudiats és exclusiva de les mostres de

CEO primaris i metastatics.

El segon treball mostra els resultats de I'estudi de I'estat genétic i proteic de
CKS1B. Aquest apareix sobreexpressat en CEO primari i metastatic de forma
significativa, fet que es correlaciona amb la infraexpressi6 de p27 i
sobreexpressio de SKP2. L’estudi per FISH també mostra guanys (polisomies i

amplificacions) de 1921.
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Conclusions

El present treball mostra que I'expressié augmentada de diversos marcadors
moleculars pot océrrer en totes les fases de la carcinogénesi oral. Les
aberracions geneétiques detectades per FISH s’observen frequentment en les
lesions malignes, rarament en les lesions de leucoplasia i excepcionalment en
patologia benigna inflamatoria. Aquest fet dona suport al rol de CKS1B, MYC,
TP53, CCDN1, ERBB2 i EGFR en la patogénia del CEO. Aixi, les mostres de
CEO acumulen més alteracions que les mostres pre-malignes i les benignes,

tant a nivell proteic com genétic, fet que resta en acord amb la bibliografia.

En les nostres mostres tumorals hem detectat multiples anomalies, que afecten
tant a oncogens com a gens supressors tumorals, conduint a un cicle cel-lular
aberrant. Aquest fet és indicatiu de la inestabilitat cromosdmica i multiclonalitat

que caracteritza aquests tumors solids.



20 Estudi de les alteracions genctiques i moleculars en el carcinoma escatos oral




Gemma Martin i Ezquerra 21

3. INTRODUCCIO

3.1 Generalitats del carcinoma escatos oral (CEO)

Dins de les malalties neoplasiques de la cavitat oral, el carcinoma escatos oral
(CEO) representa més del 90% de les neoplasies en aquesta localitzacié. Es
'onzena neoplasia més frequent, amb una incidéncia de 390.000 nous casos
cada any, dels quals almenys dos tergos apareixen en pacients de sexe masculi
(www.iarc.fr). L’area mundial amb una incidencia més alta de CEO és la
Melanésia amb xifres que varien de 31,5 per 100.000 en homes i 20,2 per
100.000 en dones. Les taxes en homes son més altes a I'Europa oriental (11,3
per 100.000), sud d’Europa (9,2 per 100.000), Asia central i del sud (12,7 per
100.000), Sud-africa (11,1 per 100.000), i Australia/Nova Zelanda (10,2 per
100.000). En dones, la incidéncia és relativament alta en el Sud-est asiatic (8,3
per 100.000). Aquests patrons reflecteixen la prevalengca de factors de risc
especifics, tal com I'habit tabaquic i I'abus d’alcohol a I'Europa oriental, el sud
d’Europa i Sud-africa, i la masticacié de bétel a Asia i Melanésia. Lalta
proporcio de casos d’Australia es deuen a la preséncia de cancer de llavi
relacionat amb I'exposicid solar. Entre els factors de risc, també s’ha suggerit
I'existéncia d’alguna predisposicié genética, a causa del fet que la majoria de la
poblacié exposada a aquests factors no desenvolupa cancer oral, aixi com el fet
que existeixen casos esporadics de tumors orals ocorreguts en adults joves i no

usuaris de tabac i alcohol. Aixi en aquesta malaltia resulta d’importancia
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conéixer els mecanismes pels quals els factors mediambientals i genétics

modifiquen les cél-lules normals i les transformen en canceroses.

El CEO representa una malaltia amb una mortalitat i morbilitat significatives,
amb baixa supervivéncia i pronostic desfavorable, malgrat la quantitat de
recerca i els avengos acomplerts en el camp de l'oncologia. Les taxes de
mortalitat romanen inalterades (Parkin DM i col., 2005) i la incidéncia sembla
estar en augment. Actualment, en termes practics, els factors pronostics
consensuats en el CEO inclouen l'estadi de diagnostic, el gruix tumoral,
I'existéncia de marges lliures post-resseccio, i, en cas d’afectacié ganglionar, la
preséncia d'extensio extracapsular. En el futur, el millor coneixement en la
biologia molecular tumoral pot permetre la incorporacio i aplicacio de nous

parametres en I'avaluacio pronostica i abordatge terapéutic de la malaltia.
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3.2 El cicle cel-lular normal

3.2.1. Fases del cicle cel-lular

Les cél-lules estimulades per proliferar passen de forma ciclica a través d'una
série de fases denominades globalment cicle cel-lular. La proliferacié cel-lular
implica la divisio de la cel-lula, fenomen precedit de la mitosi (fase M), en la qual
els cromosomes es condensen i s’organitzen en el fus mitdtic, que acabara
segregant les cromatides homologues en els pols oposats. La mitosi suposa el
10% de la durada total del cicle i al final la mateixa la cél-lula mare s'ha dividit
en dues cél-lules filles amb idéntica dotaci6 cromosomica. Entre dues mitosis
consecutives es defineix un periode de temps, anomenat interfase, en el qual se
succeeixen, al seu torn, tres fases sequencials: G1, S i G2. Durant la fase S,
també anomenada fase de sintesi, té lloc la duplicacié del material cromosomic.
Les fases G1 i G2 son periodes de durada variable en els quals la cél-lula es
prepara per a la duplicacié de I'ADN (fase G1) o per a la mitosi (G2). La fase G1
és especialment important per a la regulacié del cicle, ja que en ella s'integren
els diferents estimuls extracel-lulars que impliquen la decisié de continuar
proliferant o no. En aquesta fase es defineix un periode de temps proper a la
transici6 G1-S denominat punt de restricci6 R, a partir del qual la cel-lula
adquireix el compromis de dividir-se, entra en la fase S i progressa al llarg del
cicle cel-lular fins a completar-lo, ja refractaria als estimuls externs.

En situacions d'abséncia de factors de creixement, les céllules més
diferenciades poden aturar-se en estat diploide en el periode GO del cicle
cel-lular. Algunes d'elles podran ser estimulades a entrar de nou en cicle i

replicar-se mentre unes altres no tornaran a fer-ho mai.
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3.2.2. La regulaci6 del cicle cel-lular: ciclines i quinasas depenents de ciclines

La progressio a través del cicle cel-lular resulta de l'activacié sequencial i
ordenada de diversos elements que juguen un paper determinant en les
transicions G1/S i G2/M. Aquesta maquinaria reguladora del cicle cel-lular esta
composta per dos tipus de proteines: les ciclines i les quinases depenents de
ciclina (CDK). Les ciclines poden classificar-se segons el seu patré d'expressio i
activitat en ciclines mitotiques i ciclines de fase G1. Les ciclines A i B (B1 i B2)
constitueixen les denominades ciclines mitotiques i desenvolupen la seva funcio
en les fases S, G2 i M. Aixi, la ciclina A és necessaria per a l'inici de la sintesi
de I'ADN i les ciclines B controlen el pas a través de la fase M. La regulacié de
la transicio entre les fases G1 i S és més complexa i esta regulada per les
ciclines D (D1, D2 i D3) i |, anomenades globalment ciclines de fase G1. Les
ciclines D se sintetitzen a l'inici de la fase G1 en resposta a agents externs que
promouen l'entrada en cicle. La ciclina | s'expressa al final de G1 i és
necessaria per a l'inici de la fase S. Les CDK que s'uneixen a les ciclines
formant complexos en els quals la quinasa és la subunitat catalitica i la ciclina la
subunitat reguladora. En mamifers, quatre CDK s'expressen amb nivells
significatius i exerceixen un paper clau en la regulacié del cicle: CDK1, 2, 3 i 4.
Cada CDK s'associa a una o diverses ciclines de forma especifica i realitza la

seva funcio en un punt concret del cicle cel-lular (Figura 1).
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Figura 1: Model simplificat del cicle cel-lular normal en mamifers. De Malumbres

i Barbacid. Cell cycle, CDKs and cancer: a changing paradigm. Nature Reviews

Cancer 2009;9:153-66
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3.3 Alteracions genétiques descrites en el CEO

L’'oncogénesi en la cavitat oral és deguda a I'acumulacio d’alteracions
genetiques, epigenétiques i metaboliques, que ocasionen un procés de
transformacié gradual des d’'una mucosa oral normal a una mucosa displasica, i
a carcinoma invasiu (Califano i col., 1996), normalment en relacié a I'exposicio
a diversos agents ambientals com a begudes alcoholiques, tabac i virus del
papil-loma huma (Forastiere i col., 2001). ElI nombre d’alteracions
cromosomiques sembla que augmentaria durant la progressio tumoral. Aixi, la
leucoplasia oral presenta menys alteracions que el CEO, el qual tindria menys

alteracions en fases precoces que en fases evolucionades.

L’oncogénesi de la cavitat oral s’explica pel que anomenem la teoria del camp
de canceritzacid, segons la qual una alteracié genetica ocorre en una area
inicial de la mucosa oral, que prolifera fins a un estat pre-maligne. Canvis
genetics addicionals produiran la progressio cap a carcinoma en certs individus.
Aquesta teoria se sustenta en I'observaciéo que el cancer oral es desenvolupa
de forma multifocal, amb arees de més infiltraci6 envoltades per zones
displasiques sense infiltracio. Les arees que envolten el tumor solen presentar
atipia citologica sense complir criteris de carcinoma escatos. Aixi mateix, no
rarament es desenvolupen segones neoplasies o recurrencies en els pacients
afectes d’aquests tumors. La teoria de camp de canceritzacié també s’aplica a

altres neoplasies, i s’ha postulat per explicar el model d’oncogénesi del
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carcinoma escatos cutani. Baakhuis i col (2005) han proposat un model de
progressié del CEO que s'iniciaria per una alteracio genética en una cel-lula
progenitora de la capa basal de la mucosa; subsequentment, es formaria una
placa que estaria formada per la cél-lula progenitora i les seves cél-lules filles
que comparteixen la mateixa alteracido d’ADN. El canvi seguent es produiria per
'addici6 d’alteracions genétiques que substituirien [I'epiteli normal i

s’expandirien.

La inestabilitat gendmica reflexa la predisposicid i susceptibilitat del genoma a
adquirir multiples alteracions. Les alteracions numeériques dels cromosomes,
anomenades aneuploidies, sén frequentment descrites en casos de CEO i
també en lesions premalignes. S’han descrit diferents alteracions citogenétiques
en el CEO que inclouen l'alteraci6 del cromosoma Y, l'activacié de proto-
oncogens com CCND1, MYC, RAS, EGFR i la inactivacio de gens supressors
tumorals com TP16 i TP53. Els cariotips de les célllules de CEO contenen
diverses anomalies numeériques i estructurals, com la preséncia de
translocacions equilibrades i no equilibrades, delecions, cromosomes dicéntrics
i amplificacions géniques (Reshmi i col., 2004). L’alteracié de I'expressio de

diferents proteines ha estat també estudiada amb resultats diversos.

Existeixen referencies que indiquen que més del 90% de CEO tenen com a
minim una anomalia que afecta els gens del retinoblastoma (Rb), de la ciclina

D1 o de cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKNZ2A) (Garnis i col., 2005).
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La proliferacio cel-lular té un cert significat pronostic en el CEO: una activitat
proliferativa alta sol implicar un mal pronostic. Diversos estudis han objectivat
que un elevat index de proliferacid cel-lular avaluat mitjangant I’ expressio
immunohistoquimica nuclear per Ki67/MIB-1 té una correlacié pronostica en el

CEO (Brinkman i col., 2006)
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3.4 Técniques utilitzades per al diagnostic d’alteracions genétiques

Existeixen diferents técniques per a I'analisi d’alteracions cromosomiques en les

lesions neoplasiques, com el CEO, que detallem a continuacio:

3.3.1 Analisi del cariotip

L’analisi de cariotip en les neoplasies hematologiques sovint mostra aberracions
cromosomiques altament especifiques i recurrents que s’associen amb el
fenotip (Chen i col., 2002). En el cas dels tumors solids, els estudis citogenétics
sén molt més escassos degut a la dificultat d’obtenir cél-lules tumorals dels
teixits i aconseguir que entrin en divisio (Varella-Garcia i col., 2003). Jin i col.,
(1999) van utilitzar cultius cel-lulars per detectar anomalies cromosomiques en
12 carcinomes escatosos primaris cutanis, i van trobar anomalies numeriques
en -2, -4, -8p, -9, -11, -13, -14, -18, -21, -X, -Y, +1q, +7, i +8g. Aquestes dades
cariotipiques son comparables a troballes en altres carcinomes, incloent el
carcinoma de cap i coll (Mitelman i col., 2011). Altres anomalies no infrequents
inclouen rearranjaments estructurals de les regions centromeriques dels
cromosomes 1, 5, 8, i1 9, amb la formacié de isocromosomes i(1p), i(1q), i(5p),
i(8q), i(9p), i i(9q) i delecions cromosomiques i translocacions de tot un brag.
Lese Martin i col. (2008) estudien 31 linies cel-lulars de CEO, en les que
utilitzen diferents técniques per a la caracteritzacié de les seves alteracions
genétiques. Aquests autors varen practicar un analisi de cariotip (Figura 2), i

varen detectar delecions que afecten els bragos dels cromosomes 3p, 4q, 8p i el
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18, i guanys de 3q, 7p, 99 i en els cromosomes 19 i 20. L’'anomalia més

frequentment detectada corresponia a I'amplificacié de 11g13.

(CCq)i 1*' i ;—-_-
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Figura 2: Exemple d’analisi de cariotip d’'una linia cel-lular de CEO. De Lese
Martin C, Reshmi S, Ried T et al. Chromosomal imbalances in oral squamous
cell carcinoma. Examination of 31 cell lines and review of the literature. Oral
Oncol 2008; 44:369-382
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3.3.2 FISH interfasica

La técnica d’hibridacio in situ (HIS) permet la deteccid i localitzacié de
sequencies especifiqgues d'ADN sobre cromosomes metafasics o nuclis
interfasics usant sondes especifiques marcades radioactivament (Pardue i Gall,
1969) o amb substancies no radioactives. La modificacié de la técnica que fa
servir sondes no radioactives i permet detectar la hibridacié observant-la en un
microscopi de fluorescéncia s’ha anomenat hibridacio in situ fluorescent o FISH,
de l'angles fluorescence in situ hybridization (Pinkel i col., 1986; Anastasi i col.,
1991; Price, 1993). Una de les principals aplicacions de la HIS com a técnica
complementaria a la citogenetica convencional és el fet que les sondes
reconeixen la seva regio homologa no només en cromosomes metafasics sin6
també en nuclis interfasics (Cremer i col., 1986; Hopman i col., 1988; Pérez-
Losada i col., 1991; Lalkin i col., 1993; Que i col., 1993). Aquest fet ha donat lloc
a l'anomenada "citogenetica interfasica", aplicable en aquells casos on la
proliferacio de cel.lules neoplasiques és baixa i per tant, és dificil I'obtencié de

metafases, com en el cas de la leucémia limfatica cronica o dels tumors solids.

Segons el tipus d'alteracidé cromosomica que vulguem identificar sera més

adequat utilitzar un o altre tipus de sonda:

- Les sondes centromériques estan formades per sequéncies repetitives
d’ADN que hibriden amb 'ADN de la regié centromérica del cromosoma.
Aquestes sondes permeten detectar alteracions cromosomiques numeériques
tant sobre metafases com sobre nuclis en interfase (citogenética interfasica).
L’Us d’aquest tipus de sondes ens permetra valorar la preséncia o abséncia

d’alteracions numeériques (principalment monosomies i trisomies) sense



32

Estudi de les alteracions genctiques i moleculars en el carcinoma escatos oral

necessitat de disposar de cél.lules en divisidé (per exemple, en la LLC-B
s'utilitza la sonda centromerica del cromosoma 12 per a detectar la trisomia
12).

Les sondes de pintat cromosdomic estan formades per una bateria de sondes
de sequeéncia unica marcades amb el mateix color, que conjuntament
hibriden amb la totalitat d'un cromosoma. Aquest tipus de sondes permeten
visualitzar tant alteracions numeériques com estructurals sobre metafases,
perdo no es poden utilitzar sobre nuclis en interfase. Sén molt utils per a
desxifrar cariotips amb alteracions estructurals complexes o amb
cromosomes marcadors.

Les sondes de locus especific, també anomenades de sequéncia unica, son
sequéncies dADN homologues a una regid genomica corresponent a una
banda cromosdmica o a un gen especific. Aquest tipus de sonda permet
detectar alteracions numériques i estructurals (inversions, delecions,
translocacions...) tant en metafase com en interfase. So6n molt utils quan es

vol estudiar una regié molt concreta del genoma.

Les célllules diploides normals mostraran dues copies de cada sequencia

d’ADN (excloent les sequéncies dels cromosomes sexuals) fet que permet la

deteccié d’aberracions numériques. Existeixen diversos estudis focalitzats en

les alteracions cromosomiques en el CEO per FISH, els resultats dels quals

seran comentats en la discussio del present treball (pagina 59).
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3.3.3 Hibridacié6 Gendmica Comparada (HCG)

La técnica d’hibridacié gendomica comparada (HGC), també anomenada HCG
(de l'angles, comparative genomic hybridization), és una técnica citogenética-
molecular que permet detectar alteracions numeériques de sequéncies d’ADN
concretes (pérdues, delecions, guanys i amplificacions) en un teixit tumoral.
Aquesta técnica es fonamenta en la hibridacio in situ d’'un ADN tumoral i d’'un
ADN control marcats amb fluorocroms de colors diferents sobre metafases
normals. Una vegada realitzada la hibridacio, les variacions numériques en
'ADN tumoral es quantifiquen mitjangant el coeficient d’intensitat de
fluorescéncia entre ’'ADN tumoral i 'ADN normal. La HGC té utilitat en I'analisi
de canvis numérics de sequéncies d’ADN en tumors solids i en aquelles
neoplasies hematoldgiques amb un index de proliferacié baix, ja que per a
realitzar 'esmentada técnica no cal tenir cél.lules en divisid, sind només el seu
ADN. Aixi, aquesta técnica és molt util en aquells casos que presenten cariotips
complexes amb cromosomes marcadors, amplificacions géeniques
extracromosomiques (dobles diminuts)doble diminuts i regions de tincio
homogeénia. Val a dir que només es detecten canvis presents en una proporcio
alta de cel.lules tumorals (minim 50%), i que aquesta técnica no permet detectar
alteracions de tipus equilibrat que no comportin guanys o pérdues de material
genetic (translocacions equilibrades, inversions, etc.) (Houldsworth i Chaganti,

1994; Kallioniemi i col., 1994; Parente i col., 1997; Bentz i col., 1998).
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En l'estudi de Lese Martin i col. (2008) es detecten les mateixes alteracions
descrites amb I'analisi de cariotip, i s’identifiquen a més a més tres arees
d’amplificacié a 13921—q922, 14921—q924 i 19q13.1—qter. Es detecten també
amplificacions géniques extracromosomiques (dobles diminuts) de la regio

13g21-922.

3.3.4 Micromatrius d’hibridaciéo genomica comparada (array HCG)

Aquesta técnica permet augmentar la resolucié de deteccio d’alteracions del
HCG classic de 50-75 kb fins a 1-3 MB, segons la plataforma. En comptes
d’hibridar la mostra d’ADN tumoral sobre cromosomes normals, en la
micromatriu de HCG s’utilitzen clones d’ADN conegut, dipositades sobre una
plataforma d’hibridacié (Cai i col., 2002). Es una técnica que permet una
deteccié més rapida i acurada de les regions gendmiques implicades en el

cancer (Oostiander i col., 2004).

3.3.5 Estudis de pérdua d’heterozigositat

Es tracta d’'una técnica per al despistatge de cél-lules tumorals per a regions
amb pérdua genética basat en marcadors de microsatél-lits amb un elevat
numero de polimorfismes. Es comparen al-lels del tumor i mostres de ADN
normal del mateix individu. La pérdua d’'un al-lel en el teixit tumoral que sigui
present en el control normal identifica regions delecionades (Happle, 1999). Es

pressuposa que en aquestes regions poden existir gens supressors de tumors
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que siguin claus en el desenvolupament tumoral (Imreh i col., 2003). En el CEO,
diversos estudis han utilitzat aquesta técnica per a la descripcié d’alteracions
genetiques (Ohta i col., 2009), detectant-se alteracions dels gens TP16 i TP53
en gairebé un 70 i 40% de tots els cancers orals respectivament, aixi com de la

via del retinoblastoma (Soni i col., 2005).

3.3.6 Cariotip espectral (SKY)

Les técniques de Spectral Karyotyping (SKY) i multicolor-FISH (M-FISH)
utilitzen una bateria de sondes de pintat cromosdmic, marcades amb cinc
fluorocroms, que permeten la classificacié dels 24 cromosomes humans a partir
de set colors diferents (Schrock i cols, 1996). El M-FISH utilitza un programari
que permet la deteccio i la discriminacié de 27 sondes diferents que hibriden
alhora sobre les metafases. EI SKY, en canvi, utilitza un programari més
complex que escaneja les preparacions després de la hibridacid sobre
metafases i utilitza per identificar els cromosomes la visualitzacié de I'espectre
de fluorocromos predefinit per a cada cromosoma. En els dos casos, el resultat
de la hibridacié permet visualitzar simultaniament cada parell cromosomic d'un

color diferent.

Les tecniques de M-FISH i SKY son molt utils per determinar de forma
inequivoca cariotips complexos i cromosomes no identificables amb les
tecniques de bandeig (cromosomes marcadors). Aquestes tecniques presenten
una limitacié en aquelles patologies amb un index de proliferacio cel-lular baix a
causa de la necessitat de realitzar I'estudi sobre cél-lules en divisio. Aixi mateix,

aquestes tecnologies no permeten el reconeixement d'alguns punts de
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trencament, com aquells associats amb delecions, insercions i addicions que
afecten al mateix cromosoma (marcat tot ell del mateix color) i translocacions de
petita mida (inferiors a 500-1500 Kb), pels quals és necessari utilitzar sondes de
locus especific. Des de I'aparicio d'aquestes técniques de M-FISH han aparegut
nombroses publicacions on es demostra que incrementen la interpretacio del
cariotip convencional i ajuden al diagnostic de neoplasies hematologiques
(Veldman i cols, 1997; Rowley i cols, 1999; Bayani i cols, 2002; Mrozek i cols,

2002; Tchinda i cols, 2004).
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3.5 Micromatrius de teixits (TMA)

El 1997, Juhan Kononen i col. (1998) van promulgar la idea de traslladar les
micromatrius d’ADN als teixits per a valorar dianes moleculars en diverses
mostres de tumors de forma paral-lela. Es 'anomenada micromatriu de teixits
(TMA). Es tracta de recol-locar teixits des de blocs histologics de parafina
convencionals a un bloc final, que contindra una mostra de cada un dels blocs

originals, amb un total de cent fins a mil mostres per bloc i lamineta.

Els TMAs han estat dissenyats, doncs, per a I'estudi optimitzat del teixit, de
manera que ens permet practicar diferents estudis (histologia, deteccid proteica
per immunohistoquimica, deteccidé d’ADN per FISH, deteccié de RNA per mRNA

ISH) sobre les cél-lules tumorals.

La majoria de TMAs es dissenyen sobre teixit parafinat i fixat en formol. Es
construeixen a partir de la retirada d’un cilindre de 0,6 a 2 mm de diametre del
bloc original, que sigui representatiu de I'area d’interés del tumor. Mitjangant un
aparell de elaboracié de matrius (“arrayer’), el cilindre es col-loca en el bloc
receptor, el qual permetra la recepcio de fins a 1000 cilindres sempre ordenats.
De cada TMA resultant en podrem obtenir fins a 300 seccions consecutives de
5 micrometres de gruix, que permeten realitzar els estudis abans esmentats. Es
recomana la practica d’'una tincié amb hematoxilina eosina d’'una lamineta cada
25 seccions per tal de detectar els cilindres que han perdut representacio

tumoral.
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Recentment, s’ha introduit la practica de TMAs a partir de teixit congelat, fet que
permet la deteccid de certs antigens que no han estat compromesos per la

fixacié amb formol (Schoenberg i col., 2001).

La principal limitacié de la técnica és el volum tissular, ja que els cilindres tenen
una mida limitada, usualment de 0,6 a 1 mm, fet que no permet la representacio
complerta del teixit tumoral. En tumors molt heterogenis aquest fet és
d’'importancia. Per evitar aquesta limitacié s’han utilitzat cilindres més grans, de
fins 2 mm de diametre. Aquesta técnica és més adequada quan cal estudiar
diferents arees en un mateix tumor perd malmet el bloc original i permet una

incorporacio limitada de cilindres en el bloc receptor.

El fet és que els TMAs han de ser utilitzats amb una finalitat de recerca ja que
permeten augmentar la poténcia estadistica dels estudis, optimitzant els
recursos i el temps. Les seccions tissulars grans son utilitzades en la clinica

amb una finalitat diagnostica (Rahakrishnan i col., 2008).

Finalment, la realitzacié d’'un TMA és llarga i requereix de la practica adequada
de tots els passos per evitar la pérdua de cilindres o la mala selecci6 del cilindre
representatiu del tumor original. Existeixen micromatrius prefabricades i

automatitzades que simplifiquen aquesta problematica.
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4. HIPOTESI | OBJECTIUS

Entre els factors responsables de la patogénia del CEO hi trobem I'acumulacié
d'errors genétics, I'activacio d’oncogens i la inactivacio de gens supressors de
tumors. L'estudi de les alteracions citogenétiques en el CEO mitjangant la
tecnica de FISH i d'expressié proteica mitjangant la técnica d'IHQ,
correlacionades amb variables cliniques i histopatologiques, pot aportar
informacioé addicional a la utilizada en la practica clinica, que ens ajudi a

comprendre el complexe procés de la carcinogénesi.

4.1 Objectius

Els objectius del present estudi sén:

1- Descriure les alteracions genétiques i d’expressio proteica de CCND1, MYC,
EGFR, CKS1B, ERBB2 i TP53 en mostres de CEO primari i metastasic

mitjangant les técniques de FISH i IHQ.

2- Comparar els resultats obtinguts mitjangant la técnica de FISH amb sondes
especifiques dels gens estudiats i I'expressio proteica avaluada mitjangant

immunohistoquimica

3- Avaluar la presencia d’alteracions genétiques i d’expressio proteica de

CCND1, MYC, EGFR, CKS1B, ERBB2 i TP53 en mostres de lesions
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premalignes (leucoplasia oral) i mostres de lesions inflamatories (liquen pla

oral).

4- Comparar els resultats obtinguts amb un grup de variables cliniques i

d’evolucié del CEO.

5- Determinar si I'existéncia d’alguna de les troballes, per FISH i/o IHQ, és

especifica de patologia maligna.
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5. MATERIAL | METODES

5.1 Material

Hem inclds un total de 108 bidpsies a estudi de les quals 14 corresponen a
mostres de mucosa oral normal, 51 a mostres de CEO, 14 a metastasis
ganglionars, 13 a LPO i 16 a LKO. Les mostres provenien de l'arxiu dels
Serveis de Patologia de I'Hospital del Mar, I'Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau, de Barcelona, i del Consorci Sanitari Parc Tauli, de Sabadell, obtingudes

durant el periode de gener de 1989 fins a desembre de 2007.
L’estudi va ser aprovat pel Comité d’Etica de I'Hospital del Mar, IMIM.

Seguint un protocol clinic sistematic, varen ser revisades un grup de diferents
dades cliniques de cada pacient (Taula 1). Per cada mostra es van recollir les
dades d’'un grup de diferents parametres clinico-patologics. Aquestes dades

s’especifiquen a la Taula 2.
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Taula 1: Caracteristiques cliniques dels pacients inclosos en I'estudi

Edat mitja 65 (43-92) 65 (43-90) 70 (45-94)
H/D 41/10 or7 7/6
Habit tabaquic |31 (66%) 16 (100%) 6 (43%)
Abus d’alcohol |24 (51%) 5 (31%) 1(7%)
Liquen pla 3 (6%) 1(6%) -
erosiu | 2 1 3
reticulat | 1 0 10
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Taula 2: Caracteristiques clinicopatologiques dels pacients amb CEO

Parametres clinico-patologics |N° de mostres (n = 51) / (%)

Estadi tumoral *

T1 6 (12%)
T2 23 (49%)
T3 5 (11%)
T4 13 (28%)
Localitzacié

Llengua 21 (41%)
Sol de la boca 11 (21)
Marge alveolar 3 (6%)
Trigon retromolar 5 (10%)
Mucosa jugal 5 (10%)
Uvula 4 (8%)
Paladar dur 2 (4%)

Estadi limfatic *

NO 29 (62%)
> o igual a N1 18 (38%)
Grau *

Ben diferenciat 12 (25%)
Moderadament diferenciat 28 (60%)
Mal diferenciat 7 (15%)

Recurréncia *
Si 16 (34%)
No 31 (66%)

Mort per la malaltia *
Si 13 (27%)

No 34 (73%)

*Faltaven dades en 4 casos
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5.2 Métodes

5.2.1 Micromatriu de teixits

Es varen construir dues micromatrius de teixits segons les directrius de

Kononen i cols (1998).

Una secci6 de cada bloc va ser tenyida amb hematoxilina-eosina per a definir
les arees més representatives de cada tumor. Dos cilindres de 1 mm de
diametre foren extrets d’aquestes arees i inclosos en la parafina receptora
utilitzant un aparell elaborador de micromatrius de teixits (“tissue microarrayer”)

(Beecher Instruments, Silver Spring, USA).

5.2.2 Immunohistoquimica

L’estudi immunohistoquimic (IHQ) es va realitzar utilitzant el DakoThechMate
Immunostainer (Dako-Cytomation, Glostrup, Denmark), seguint el protocol
establert. Les tincions IHQ es van desenvolupar pels seguents anticossos
primaris: c-myc, ciclina D1, EGFR, erbb2, CKS1B, p27, SKP2 i p53. En la Taula

3, es detallen les caracteristiques dels anticossos avaluats.
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Taula 3: Antigens utilitzats en 'estudi

47

Antigen Anticos primari: M/P Dilucié
C-myc M (Dako, Glostrup, Denmark) 1:50
P53 M DO7 (Novocasta, Newcastle, UK) 1:50
Ciclina D1 |M P2D11F11 (Dako, Glostrup, Denmark) 1:10
EGFR M EGFR pharm Dx (Dako, Glostrup, Denmark) D

p27 M (BD Biosciences, Philadelphia PA,USA) 1:100
CKS1B M (Zymed Inc, Life Technologies, Carlsbad, USA) 1:50
SKP2 M (Santa Cruz, USA) 1:25
ERBB2 P Herceptest (Dako, Glostrup, Denmark) D

D: pre-diluit; M: monoclonal; P: policlonal

La tincié IHQ va ser avaluada per almenys dos observadors independents que

no coneixien I'evolucié de la malaltia en cada cas. Es va avaluar 'area de tinci6

(de 0 a 100%) i la intensitat de la mateixa (0-1-2-3, en una escala analogica).

Com a punts de tall per a la interpretacio de les técniques IHQ, es van emprar

els mateixos parametres utilitzats majoritariament en

referéncies

bibliografiques d’articles que avaluen la seva expressio en mostres de CEO:
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1.- Per a la ciclina D1, p53 i ERBB2 es va utilitzar el limit del 10% de cél-lules
tumorals per considerar una mostra com a positiva o negativa ( > 10% positiva;

<oigual 10% negativa) (Bovai col., 1999; Canoz i col., 2006).

2.- La tincio de MYC es va interpretar com: 0=negativa, 1=positivitat <10% de
cél-lules tumorals, 2=positivitat entre el 10 i 50%, 3= positivitat >50% de cél-lules
tumorals. Tant la tincid6 nuclear com la citoplasmatica foren considerades

igualment positives (Schleger i col., 2002).

3.- L'expressio de EGFR va ser avaluada en la base de l'area afecta i la
intensitat de la tincid de les membranes cel-lulars, que es va classificar en una
escala de quatre punts: 0 (sense tincio o tincié inferior al 10% de ceél-lules ), 1
(tincié débil, homogénia o clapejada en >10% de cél-lules tumorals); 2 (tincio
moderada en >10%); 3 (tincio intensa en >10%) (Gamboa-Domingeuz i col.,
2004). Per a la simplificacio de I'analisi estadistic, nomeés els resultats superiors

o iguals a 2 foren considerats positius.

4.- L’expressiéo IHQ de CKS1B va ser valorada segons el percentatge de
cél-lules tumorals que presentaven tincié nuclear. A I'hora d’establir el nivell de
significacidé de lI'expressio de CKS1B en les mostres tumorals, es va utilitzar
com a llindar el calcul resultant de la mitja més tres desviacions estandards
trobades en les 10 mostres controls de mucosa sana. D’aquesta manera, la
positivitat o la preséncia de sobreexpressié per CKS1B va ser considerada

quan més del 60% de nuclis tumorals exhibien la tincio.

5.- Per a la interpretacié de I'expressio de p27, es va considerar com a positiva

la tincid nuclear i va ser classificada com a baixa expressio (quan la tincio era
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positiva en < 5% dels nuclis), moderada (del 5 al 30%) o alta (si >30% dels

nuclis estaven tenyits).

5.2.3 Hibridacio in situ fluorescent (FISH)

Mitjancant la técnica de FISH, es va estudiar I'estat dels gens CKS1B, TP53,

CCND1, CMYC, ERBB2 i EGFR.

Per a cada un dels gens excepte la CCDN1 i CKS1B es va utilitzar una sonda
de dos colors: el gen a estudiar estava marcat amb Spectrum Orange (taronja) i
la regié centromérica corresponent estava marcada amb Spectrum Green
(verd). En el cas de de la sonda per CCDN1 no es va utilitzar sonda
centromeérica de control per motius propis del disseny de la sonda comercial
(Taula 4). Totes les sondes utilitzades eren d’Abbot Molecular, Abbot Park, IL,

USA.

Per a I'estudi de 'estat genétic de CKS1B per FISH es va haver de fabricar la
sonda de FISH especifica. Es va utilitzar la clona del BAC RP11-139114 que
mapeja el locus de CKS1B en el cromosoma 1921.2, obtinguda del Children’s
Hospital Oakland Research Institute library (Oakland, CA, USA). L’ADN s’isola
amb el protocol del kit Qiagen plasmid MIDI. L’ADN es va marcar amb el kit de
translacio nick (Abbott Molecular, Abbott Park, IL, USA) amb Spectrum Green
(Abbott Molecular). La localitzacié citogenética de tots els BACs va ser
verificada per hibridacié6 de cromosomes normals en metafase (G-banding amb
DAPI invers). A més a més, es va afegir una sonda centromérica per al
cromosoma 1 (CEP 1 (D125) SpectrumOrangeTM Probe, Abbott Molecular) per

a la distincio entre polisomia o amplificacio.
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En els estudis de FISH amb les sondes de CKS1B, CCND1, ERBB2 i EGFR, en
els que esperavem trobar guanys i/o amplificacions, es van analitzar 100
cél-lules per cas estudiat. En canvi, en els estudis amb la sonda TP53 es van

comptar 200 nuclis, ja que en aquest cas esperavem detectar delecions.

Les mostres de mucosa oral normal es van utilitzar com a controls negatius i
d’aquesta manera es va establir el valor llindar d’aberracié, com la mitja de
falsos positius més tres desviacions estandards, tal i com es mostra en la Taula

5.

Els patrons anormals de FISH inclouen monosomies (un senyal a estudi i un
senyal per a la regid centromérica), amplificacions (proporcio entre el senyal a
estudi/senyal centroméric superior a 2 per cél-lula) i polisomies (tres 0 més

senyals a estudi i senyals centromeérics).
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Taula 4: Caracteristiques de les sondes comercials utilitzades en el FISH

Gen estudiat | Locus Sonda centromeérica control
CCND1 11913

EGFR 7p12

MYC 8q24.12

ERBB2 17911 D1721

TP53 17p13 D1721

De Abbot Molecular, Abbot Park, IL, USA
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Taula 5: Valors llindar utilitzats en la técnica de FISH calculats a partir de les

mostres de mucosa sana

Valors llindar
Deleci6 Polisomia Amplificacio
TP53 20% NA NA
ERBB?2 NA 3% 0%
EGFR NA 9% 6%
MYC NA 0% 4%
CCND1 NA 18%*

NA: no aplicable * No es va poder distingir entre amplificacié i polisomia ja que
no es va utilitzar sonda centromérica.
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5.2.4 Analisi estadistica

La relacié entre variables categoriques va ser avaluada mitjangant els test de
Chi-quadrat o exacte de Fisher. Un valor de p inferior de 0,05 va ser considerat
estadisticament significatiu. Les analisis es van realitzar amb el programa SPSS

15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
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6. RESULTATS

6.1 Estudi immunohistoquimic

6.1.1 Estudi IHQ de EGFR, ERBB2, P53, MYC, CCDN1

En la mucosa aparentment normal, I'expressi6 de tots els marcadors
immunohistoquimics utilitzats era negativa o restringida a la membrana basal;
amb I'excepcié de EGFR. EGFR es mostrava sobreexpressat en el 62% de
mostres de mucosa sana, amb una variacié que anava des del 10% de cél-lules
basals tenyides fins el 100% de cél-lules positives per mostra (mitjana 56%,

desviacio estandard 40.7).

Les mostres de LKO i LPO presentaven majoritariament una tincio lleu de les
oncoproteines estudiades. Cap mostra expressava MYC. P53 estava
sobreexpressada en només el 9% de LKO i el 17% de mostres de LPO.
Contrariament, una alta expressio de p53, MYC, CCDN1, CKS1B i EGFR es
detectava en el grup de CEO i metastasis limfatiques. Existien diferencies
estadisticament significatives entre I'expressio dels diferents marcadors

estudiats en el grups objecte d’estudi (taula 6).

Existien en la serie sis mostres en qué no es va poder demostrar la
sobrexpressi6 de cap marcador, i que corresponien totes a mostres no

tumorals.
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Totes les mostres que mostraven almenys dues  alteracions

inmunohistoquimiques corresponien a mostres de CEO.

Taula 6: Resultats de I'expressio inmunohistoquimica de les proteines

estudiades en els diferents grups

Proteina % sobreexpressio P
CEO |Metastasis LKO LPO |Mucosa sana
linfatiques
p53 60% |80% 9% 17% |0% <0.0001
MYC 30% |50% 0% 0% |0% 0.009
ERBB2 62% |71% 42% 18% |12% 0.006
Ciclina D1 |80% |100% 23% 41% [12% <0.0001
EGFR 91% |70% 53% 63% |62% 0.016
CKS1B 77% |46% 0% 0% | Control <0.0001

6.1.2 Estudi IHQ de CKS1B, SKP2 i P27

En el cas de CKS1B, les mucoses sanes es van utilitzar per conéixer el nivell de
significacid en mucosa oral d’aquesta tinci6 de manera que es considera
significatiu la preséncia de més del 60% de nuclis de cél-lules positius per
mostra (mitja + 3 desviacions estandards).

Com s’aprecia en la taula 6, no es mostrava tincié per sobre el llindar establert

en cap mostra de LPO i LKO. Es detectava tinci6 per CKS1B, en canvi, en 39
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de 51 (77%) mostres de CEO i en 6 de 14 (46%) mostres de metastasis
limfatiques. La sobrexpressi6 de CKS1B en mostres malignes era
significativament major que en mostres benignes (p<0.001).

P27 tenyia el nucli de les cel-lules de les capes més altes de I'epiteli, essent
negativa en les capes més baixes, en tots els casos de mucosa normal, i en els
casos de LPO i LKO. En tots aquests casos es mostrava tinci6 de moderada a
alta. Per contra, en les mostres de CEO i metastasis linfatiques, la seva
expressid era baixa en 30 de 49 mostres (61.2%). Existia correlacio
estadisticament significativa (p=0.0013) entre la sobreexpressié de CKS1B i la
infraexpressio de p27 (taula 7). La sobreexpressio de CKS1B s’observava en el
31.2% dels casos amb baixa expressio de p27 vs el 15.6% dels casos amb
moderada-alta expressié de p27 (figura 4). L'expressio de SKP2 estava
confinada a les capes basals en la mucosa oral normal i en les mostres de LPO.
En 7 de 9 mostres de LKO (77.7%) mostraven només tincié de capes basals.
Quaranta-vuit de 51 (94%) mostres de CEO i metastasis limfatiques mostraven

tincié per SKP2 moderada-alta.
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Taula 7 : Correlacio entre I’expressié de CKS1B i p27.

Expressio CKS1B
Baixa Alta
o Baixa 12.3% 31.2%
‘»
() N
2 N
g_ Q.| Moderadai | 41%, 15.5%
Ll
alta
P =0.0013

Figura 4: Cilindres correponents a biopsies de CEO que mostren (A) alta
expressio de CKS1B, (B) alta expressié de Skp2 i (C) baixa expressio de p27

(abscéncia de tincié nuclear)
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6.1.3 Correlacio IHQ i parametres clinicopatologics

Es va correlacionar la sobreexpressio/infraexpressié de les diferents
oncoproteines estudiades amb un conjunt de parametres clinicopatologics (grau
histologic, mida tumoral, preséncia d’adenopaties, exitus per la malaltia o
recidiva després de tractament) (taula 8).

Existia associacio significativa entre la sobrexpressio de MYC i la mida tumoral
gran (T3+T4) i preséncia d'extensid limfatica. La correlacio entre la
sobrexpressio de MYC i el risc de mort associada a CEO era propera a la

significacio.
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Taula 8: Correlacioé entre la sobrexpressié de les proteines

estudiades i variables clinico-patologiques.

% sobrexpressio

Proteines |Grau T1+T2 vs T3+T4 |NO vs N1-3 | Recidiva Exitus
I+1 vs |l No vs Si No vs Si
P53 61% / 43% 48% / 56% 58% /62% |52% / 70% 57% / 58%
p 0.43 0.896 0.896 0.298 0.944
MYC 58%/ 60% 44%/ 85% 44%/ 85% 64%/ 50% 50%/ 89%
p 1 0.01 0.01 0.394 0.056
ERBB2 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
p 1 1 1 1 1
Ciclina D1 | 37.5%/ 42.8% 39%/ 43% 38%/ 44% 38%/ 53% 45%/ 31%
p 1 0.772 0.691 0.576 0.376
EGFR 84%/100% 92.6%/88.2% 89%/93% 86.6%/100% |90.9%/90.9%
p 1 0.634 1 0.290 1
CKS1B 85% / 100% 82% / 94% 88% /85% |88% /84% 90% / 80%
1 0.373 1 1 0.584
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6.2 Estudi per FISH

6.2.1 Estudi per FISH dels gens de EGFR, ERBB2,TP53, MYC, CCDN1

En el present estudi es detectaven alteracions numériques (pérdues de TP53,
guanys de MYC, CCND1 i ERBBZ2, i amplificacions de EGFR) en una proporcio
major en el grup de CEO i metastasis limfatiques que en les mostres de LPO i
LKO. Aquestes diferéncies eren estadisticament significatives. No es van
detectar diferéncies en la presencia de polisomies de EGFR entre els diferents
grups (taula 9).

En lestudi de les LKO i els LPO, la preséncia d’alteracions per FISH va ser
excepcional. En les mostres de LPO no es va veure cap alteracid. Només una
mostra que corresponia a leucoplasia oral va mostrar polisoma de ERBBZ2; una
altra va mostrar amplificacié de ERBB2 (aquests dos casos mostraven només
un 5% de cel-lules aberrants) i una tercera va mostrar guanys de CCDN1. Les
mostres de CEO mostraven en canvi multiples aberracions.

La preséncia d’almenys dues aberracions detectades per FISH era exclusiva de
mostres de CEO. En canvi, I'existenica d’'una anormalitat genetic isolada no

predia si la mostra corresponia al grup tumoral o al no tumoral.
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Taula 9: Troballes per FISH dels gens EGFR, ERBB2,TP53, MYC, CCDN1

Resultats
Alteracions Mostres amb I'alteracié/Mostres analitzades (%)
cromosomiques CEO Metastasis limfatiques |LKO LPO p
Pérdua TP53 21/37(56.8%) 2/10 (20%) 0/5(0%) 0/80%) 0.001
Polisomies MYC 19/33(57.6%) 8/13(61.5%) 0/11(0%) | 0/4(0%) |<0.001
Amplificacions MYC | 26/32(81.3%) 9/11(81.8%) 0/11(0%) 0/4(0%) <0.001
Polisomies ERBB2 |25/40(62.5%) 10/11(90.9%) 1/11(9.4%) |0/8(0%) |<0.001
Amplificacions 30/40(75%) 5/12(41.7%) 1/11(9.1%) | 0/8(%) <0.001
ERBB2
Guanys CCDN1 31/37(83.8%) 8/11(72.7%) 1/7(14.3%) |0/12(%) <0.001
Polisomies EGFR 3/39(7.7%) 2/12(16.7%) 0/9(0%) 0/11(0%) [0.492
Amplificacions 21/38 (55.3%) 9/11(81.8%) 1/10(10%) |0/11(0%) |<0.001
EGFR
Polisomies CKS1B | 18(46%) 5(33%) 1(14%) 1(10%) 0.036
Amplificacions 21(53%) 5(33%) 1(14%) 0 (0%) 0.002

CKS1B




Gemma Martin i Ezquerra 61

6.2.2 Estudi per FISH del gen CKS1B

L’estudi per FISH del gen de CKS1B va mostrar amplificacions en el 53% de
mostres de CEO i el 33% de metastasis ganglionars (figura 5). Aquesta
alteracio també es podia detectar en el 14% de mostres de LKO i en cap cas de
LPO. Les polisomies del gen (trisomies, tetrasomies, or més extracromosomes)
es detectaven en el 46% de CEO, el 33% de metastasis limfatiques, el 14% de
LKO i el 10% de LPO. Les diferéncies, tant en amplificacions com en guanys,
entre els diferents grups estudiats van ser estadisticament significatives (taula

9).
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Figura 5: Nuclis de cel-lules d’'una biopsia de CEO en la que s’aprecia

majoritariament més senyals verdes que vermelles per cada nucli, indicatiu

d’amplificacions de CKS1B.
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6.2.3 Correlacio de les troballes per FISH i parametres clinicopatologics

No es va detectar correlacio entre els parametres clinicopatologics estudiats i la

preséncia d’alteracions cromosomiques (taula 10).
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Taula 10: Correlacié entre parameters clinicopatologics | alteracions

cromosomiques detectades per FISH

Alteracions

cromosomiques

% anormalitat

Grau

I+11 vs 1l

T1+T2 vs T3+T4

NO vs N1-3

Recidiva

No vs Si

Exitus

No vs Si

Pérdua TP53

P

56.7% vs 57.4

1

45.5% vs 73.3%

0.176

59.1% vs 53.3%

0.729

58.3% vs 53.8%

0.793

50% vs 72.7%

0.285

Polisomies MYC

P

51.9% vs 83.3%

0.209

50% vs 69.2%

0.275

54.2% vs 66.7%

0.698

54.5% vs 63.6%

0.719

57.7%vs 57.1%

1

Amplificacions MYC

P

80.8%vs 83.3%

1

78.9% vs 84.6%

1

78.3%vs 88.9%

0.648

72.7% vs 100%

0.142

76% vs 100%

0.296

Amplifications
ERBB2

P

70.6% vs 100%

0.307

66.7 % vs 87.5%

0.263

69.2% vs 12%

0.446

74.1% vs76.9%

1

70% vs 90%

0.401

Polisomies ERBB2

P

58.8% vs 83.3%

0.381

54.2%vs 75%

0.318

69.2% vs 50%

0.231

63% vs 61.5%

1

66.7% vs 50%

0.457

Guanys CCDN1

P

80% vs 100%

0.571

78.3% vs 92.9%

0.376

82.6% vs 85.7%

1

86.4% vs 80%

0.670

84.6% vs 81.8%

1

Polisomies EGFR

P

6.3% vs 14.3%

0.457

4 % vs 14.3%

0.289

3.8% vs 15.4%

0.253

12.5% vs 0%

0.271

6.9% vs 10%

1

Amplificacions
EGFR

P

48.4% vs 85.7%

0.104

50% vs 64.3%

0.393

46.2% vs 41.7%

0.796

56.5%vs 53.3%

0.847

50% vs 70%

0.460

Amplificacions

69% vs 66%

68% vs 69%

73% vs 66%

73%vs 61%

72% vs 66%

CKS1B

P 1 1 0.714 0.708 1
Polisomies CKS1B | 55% vs 66% 54% vs 61% 61% vs 50% 62%vs 42% 61% vs 44%
P 0.680 0.686 0.537 0.268 0.451
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6.3 Correlacio entre resultats de les troballes per IHC i per FISH

La correlacié entre les troballes d’alteracions genétiques per FISH i d’expressid
estan resumides a la taula 11 i es mostren en les figures de la 6 a la 10. En el
cas de lestat de CKS71B, CCND1 i MYC es va detectar correlacio
estadisticament significativa entre la preséncia de guanys geneétics i la

sobrexpresio de la proteina.
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Taula 11: Correlacio entre troballes per FISH i IHQ

Correlacio entre pérdues de TP53 and acumul de p53

IHC
P53 expressio normal P53 acumul
FISH | TP53 normal 9 (50%) 13(50%)
TP53 pérdua 9 (50%) 13 (50%)
p=1
Correlacio entre guanys de MYC i sobrexpressiéo de MYC
IHC

MYC expressié normal

MYC sobrexpressio

FISH

MYC normal

14 (36.8%)

24 (63.2%)

MYC guanys

0 (0%)

12 (100%)

p=0.012

Correlacioé entre guanys de CCDN1 i sobrexpressié de ciclina D1

IHC
Cyclin D1 expressié normal Cyclin D1 sobrexpressio
FISH | CCND1 normal 23 (54.8%) 2 (10%)
CCND1 guanys 19 (45.2%) 18 (90%)
p=0.001
Correlacio entre guanys de EGFR i sobrexpressié de EGFR
IHC

EGFR expressié normal

EGFR sobrexpressio

FISH

EGFR normal

8 (66.7%)

4 (33.3%)

EGFR guanys

26 (49.1%)

27 (50.9%)

p=0.270
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Figura 6: Mostra de CEO que mostra (A) sobreexpressio de c-MYC i (B)
polisomia del cromosoma 8 (tres senyals verdes i tres vermelles)

Figura 7: Mostra de CEO on destaca (A) acumul de p53 per IHQ i (B) pérdues
(una senyal vermella i dues verdes) de 17p13 per FISH
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Figura 8: Mostra de CEO on apareix (A) sobreexpressio de Ciclina D1 i (B)

multiples copies de 11913 (senyals vermelles) per FISH

Figura 9: Mostra de CEO que mostra (A) sobreexpressio de EGFR i (B)

amplificacio de 7p12 (dues senyals verdes i 3 senyals vermelles)
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Figura 10: Mostra de CEO que mostra (A) sobreexpressio de ERBB2 (reforg
membrana citoplasmatica) i (B) amplificaci6 de ERBB2 (cinc senyals verdes i
tres senyals vermelles)




70 Estudi de les alteracions genctiques i moleculars en el carcinoma escatos oral




Gemma Martin i Ezquerra 71

7. DISCUSSIO

Existeix un gran numero de marcadors moleculars potencials que s’han
relacionat amb el pronostic del CEO, un fet que il-lustra la complexitat dels
esdeveniments que condueixen a la progressio del procés de carcinogénesi. La
preséncia de clones cellulars citogenéticament independents és una
caracteristica de les ceél-lules del CEO que pot ser indicativa de carcinogénesi

multiclonal i de la inestabilitat cromosomica subjacent.

El control del cicle cel.lular és complex i comprén diverses proteines que
interactuen entre si i juguen un paper important en el seu control. Les
alteracions de gens implicats en la replicacié6 de I'ADN poden donar lloc a un
fenotip mutant, que proporcionaria un mecanisme per a la seleccio de cél-lules
amb un index de proliferaci6 més elevat. Diferents gens supressors de tumors
estan implicats en el control de la replicacié de I'ADN i la mitosi. Oncogens com
EGFR, ERBB2, CCND1 i VEGF indueixen la proliferacio aberrant, alterant els
punts de control del cicle cel-lular a nivell de G-S, G-M i M. Actuen inhibint el
procés d’apoptosi i augmenten la supervivéncia cel-lular en condicions

desfavorables.

S’han realitzat diversos estudis de FISH en el CEO i s’ha demostrat la preséncia
de certes aberracions genétiques, com son els guanys de CCND1, MYC, EGFR

i ERBB2, i les perdues de TP53, amb resultats discordants en termes
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d'associacio amb els patrons d’expressié de la proteina i del seu significat

pronostic.

El nostre estudi confirma que les anomalies genétiques detectades per FISH
sén poc frequents en les lesions precursores i extremadament infrequents en
les lesions inflamatodries benignes, mentre que soén comuns en lesions tumorals.
Per contra, I'augment d'expressié de diversos marcadors moleculars pot océrrer
en totes les fases de la carcinogénesi oral, incloent les lesions premalignes

orals.

Revisem a continuacié el paper de alguns d’aquests marcadors moleculars en

el CEO:

7.1 Estat de la proteina de MYC i el gen MYC (locus 89g24.12)

MYC és una proteina que s’uneix al nucli de la cél-lula i té una activitat
reguladora del cicle. La sobreexpressio de MYC s’ha relacionat amb un mal
pronostic en multiples neoplasies, incloent carcinomes de cap i coll, mama,
colon i tracte genital (Dang i col., 1999; Liao i col., 2007). En la série de Freier i
col. (2003a), la sobreexpressio de MYC era més frequent en tumors faringis i
laringis que en el CEO, de forma similar amb el que succeeix amb la ciclina D1.

Eversole i Sapp (1993) varen demostrar que la sobreexpressié apareixia de
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forma precog en el CEO. En l'estudi de Tsuzuki i col. (2005), la sobreexpressié
de MYC no s’associava amb mal prondstic ni a disminucié de la supervivéncia.
En el nostre estudi, MYC se sobreexpressava en el 30% de CEO i en el 50% de
metastasis ganglionars, perd no en la resta de mostres. La sobreexpressio de
MYC es correlacionava amb el mida tumoral i la preséncia de metastasis
ganglionars, i era marginalment significativa en relacio al risc de mort per la

malaltia. En la nostra série, MYC apareix com un marcador de progressio.

La preséncia de guanys genétics a la regié 8924.12~q24.13 ha estat descrita en
diversos tumors com el carcinoma escatos pulmonar (Kang i col., 2008), tumors
ovarics (Dimova i col., 2006) i limfomes, entre altres. Rodrigo i col. (1996) varen
estudiar les amplificacions de MYC en 59 mostres de CEO per PCR, mostrant
amplificacions en el 11% de les mostres. En el nostre estudi la preséncia de
guanys de MYC era molt més frequent, en el 81% de CEO i el 81% de
metastasis ganglionars, i es correlacionava amb la preséncia de sobreexpressio

proteica.
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7.2 Estat de la proteina p53 i del gen TP53 (locus 17p13)

La proteina p53 respon a diversos senyals de dany i estrés cel-lular, de manera
que regula diferents gens que indueixen I'aturada del cicle cel-lular, 'apoptosi, la
senesceéncia i la reparacié de 'ADN (Yin i col., 2003). Les mutacions de TP53
s’han descrit en diferents cancers humans, de manera que la proteina resultant
es incapag d’'unir-se a 'ADN i es perd la seva capacitat supressora. Aixi doncs,
TP53 és considerat un gen supressor clau que s’inactiva principalment per
presentar delecions 0 mutacions sense sentit en més de la meitat de cancers

humans (Strano i col., 2007).

En el cas del CEO, s’ha demostrat que p53 esta sobreexpressada en relacié a
la preséncia de displasia de la mucosa oral (Santos-Garcia i col., 20095), i les
seves mutacions han estat descrites com un esdeveniment preco¢ en la
carcinogenesi oral (Boyle i col., 1993). De forma similar, en els carcinomes de
cap i coll s’ha descrit alta frequéncia de mutacions de TP53 i acumulacio de la
proteina (Johnoson i col., 1999). Hartig i cols (2000) varen estudiar 31 tumors
linguals i van trobar delecions en el 84% de les mostres. Aquest fet concorda
amb els nostres resultats, en qué el gen TP53 es troba delecionat en el 56% de
CEO i en el 20% de metastasis ganglionars, sense apareixer alterat en cap cas

benigne.
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Sorprenentment, en el nostre estudi, no varem trobar correlacié entre les
troballes d'IHQ i de FISH, fet que pot ser degut a la dificultat de la interpretacio

de la tincio de p53 per IHQ (Cruz i col., 2002), aixi com a la possible preséncia

d’altres mecanismes que expliquin la sobreexpressié de la proteina (delecions

i/o mutacions).
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7.3 Estat de la proteina Ciclina D1 i del gen CCND1 (locus 11q13)

La sobreexpressid de ciclina D1 promou la proliferacié cel-lular per la
desregulacio de la maquinaria de control del cicle cel-lular; activa Cdk 4 i 6, que
indueixen la hiperfosforilacid del gen del retinoblastoma que condueix a una
pérdua del control del punt de restriccid (Ewen i col., 2004), fent que la cel-lula

passi de la fase G1ala S.

En I'estudi de Burnworth i cols. (2006), I'expressié de ciclina D1 és baixa en pell
normal i esta sobreexpressada en tumors cutanis, degut a amplificacié génica.
En els articles referents a carcinomes de cap i coll es troben resultats variables.
La seva sobreexpressio s’ha correlacionat amb un comportament més agressiu
del tumor (Michalies i col., 1997; Kuo i col., 1999). Bova i cols. (1999) van
demostrar una correlacio de la sobreexpressié de ciclina D1 amb variables de
pronostic clinic. En canvi, en 'estudi de Freier i cols. (2003), no es va demostrar
aquesta relacio, i la sobreexpressid de ciclina D1 era un fenomen més propi

dels tumors faringis que dels CEO.

En el nostre estudi, la ciclina D1 es troba sobreexpressada en el 80% de
mostres de CEO i metastasis ganglionars. No es detecta correlacié amb

parametres clinicopatologics.

L’amplificacio de la regié 11913 pot afectar diversos gens. Entre aquests, el gen
de CCDN1 sembla crucial ja que la ciclina D1 esta constantment
sobreexpressada quan el gen esta amplificat (Weinberg, 1995). L’estat genetic

del gen de CCND1 en CEO i carcinomes de cap i coll ha estat estudiat per
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diversos autors (Myamoto i col., 2002; Myo i col., 2005; Namazie i col., 2007;

Uzawa i col., 2007). En la bibliografia es detecten anomalies del gen que varien
entre un 30% i 49% de mostres de CEO, i s’associacien a mal pronostic i
malaltia avancada. En la nostra série, varem detectar una alta proporcio
d’alteracions géniques, en el 83% de mostres de CEO i el 72% de metastasis

ganglionars amb correlaciéo amb la IHQ .
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7.4 Estat de la proteina EGFR i del gen EGFR (locus 7p12)

La familia del receptor de creixement HER consisteix en quatre receptors de
superficie cel-lular, incloent el receptor del factor de creixement epidérmic
(EGFR, c-erb-1/HER1), c-erbB-2 (HER2/neu), c-erbB-3 (HER3) and c-erbB-4
(HER4). EGFR és un receptor important implicat en les vies de senyalitzacio
que modulen la proliferacié i supervivéncia de les cél-lules cancerigenes. La
sobrexpressi6 d’'EGFR s’ha observat en diversos tumors, incloent el CEO
(Kuttan i col., 1997; Nouri i col., 2000). La seva significacid pronostica esta en
discussio. En el treball de Diniz-Freitas i cols (2007), la sobrexpressidé no es
relacionava amb el pronostic. Previament, Kusukawa i cols. (1996) van
correlacionar la sobreexpressié amb I'estadi tumoral avangat, I'estadi patologic
avancgat, i amb la incidéncia de metastasis cervicals. En el present estudi,
'expressi6 d’'EGFR no s’associava a cap de les variables descrites. La
sobrexpressio es detectava en el 91% de mostres de CEO i el 53% de LKO. De
forma interessant, el 63% de mostres de LPO també mostraven sobrexpressio,

fet que no havia estat descrit anteriorment.

Les mutacions del gen EGFR s’han associat a una diversitat de neoplasies, com
gliomes, carcinoma pulmonar de no ceél-lules petites, carcinomes d'ovari i
prostata. Es d’extrem interés en la patogénesi del cancer ja que esta disponible
un anticos monoclonal contra la proteina EGFR (cetuximab) que bloqueja
I'activitat del receptor i s’utilitza en el tractament de certs tumors (Burtness i
col., 2005). Chung i cols. (2006) demostren que en el 58% de les mostres de

carcinoma escatds de cap i coll existeix un augment de copies del gen EGFR.
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Chiang i cols. (2008) estudien especificament CEO i mostren guanys genétics

en el 33% de mostres. En la nostra serie, els guanys es detecten en el 55% de

CEO i el 81% de metastasis ganglionars; per bé que no existia correlacio amb

les troballes IHQ.



80 Estudi de les alteracions genctiques i moleculars en el carcinoma escatos oral

7.5 Estat de la proteina ERBB2 i del gen ERBB2 (locus 17q11)

ERBB2, també conegut com HERZ2/neu o c-erbB-2, és una proteina amb
activitat tirosinquinasa, homologa al receptor de creixement epidermic. Actua
estimulant la proliferacié cellular. En diverses neoplasies s’ha detectat
'augment dels nivells de la proteina ERBB2 en cel-lules i/o sérum, com en el
cancer de mama, ovari, prostata, estbmac, pancrees, fetge i colon (Tolmachev i
col., 2008). En casos de carcinoma escatdos de cervix, s’ha relacionat la
sobrexpressio de ERBB2 amb la severitat histologica de la lesio (Carreras i col.,
2007). Guzzi i cols (2002) van estudiar els nivells de ERBB2 en el plasma de
pacients amb LPO, LKO i controls i es van detectar diferéncies entre les
mostres de leucoplasies i els controls. De totes maneres, en la bibliografia
existeixen resultats discordants en I'expressiéo de ERBB2 en carcinomes de cap
i coll, i 'expressié varia segons la série entre el 0 i el 50% de les mostres
tumorals (Field i col., 1992; Craven i col., 1992; Khan i col., 2002; Fong i col.,
2008; Freier i col., 2003a). En la nostra série, la sobreexpressié es detecta en

el 62% de CEO primaris, el 42% de OLK i el 18% de mostres de LPO.

L’ amplificacié d’ERBBZ2 s’ha observat en diverses neoplasies, com el cancer de
mama (Pauletti i col., 1996), endometri (Saffari i col., 1995), prostata, estomac
(Ishikawa i col., 1997) i carcinoma esofagic (Sato-Kuvawara i col., 2009). Khan i
col. (2002) varen ser els primers que van confirmar I'amplificaci6 d’ERBBZ2 en
casos de CEO amb sobreexpressio ’'ERBB2. La preséncia de guanys genétics,
englobant amplificacions i polisomies, s’apreciava en el 90% de metastasis

ganglionars i en el 75% de mostres de CEO.
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En la nostra serie existeix correlacio entre les troballes per FISH i les troballes
IHQ, encara que la concordanga entre ambdos resultats no és constant. De
totes maneres, és més frequent trobar la proteina sobreexpressada sense
amplificacio o polisomia del gen implicat, com succeeix en les mostres de liquen
pla o mostres sanes. Aquest fet és probablement degut a mecanismes post-
transduccionals. Sauter i col. (2009) revisen els diferents tests per la deteccio
de ERBBZ2 i conclouen que les dades actuals indiquen que I'estudi de ERBB?2
per FISH és més fiable que la IHQ degut a que la interpretacié d’aquesta

presenta un cert grau de subjectivitat que pot portar a una major inexactitud.
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7.6 Estat de la proteina CKS1B i el gen CKS71B ( locus 1g21.2)

El gen de CKS71B esta ubicat a la regid cromosomica 1g21.2, que esta
amplificada en diferents tumors solids (Chu i col., 2001), inclos el carcinoma
escatds de cap i coll (Bockmuhl i col., 2002). La proteina CKS1B (subunitat 1B
de la protein-quinasa regulatoria CDC28) actua com una proteina adaptadora
que promou la ubiquitinitzacié de p27, i induiex la seva degradacié. De forma
similar a CKS1B, SKP2 (proteina 2 quinasa associada a la fase S) també
indueix la degradaci6 de p27. La sobreexpressié de CKS1B i SKP2 es
correlaciona, per tant, amb la infraexpressié de p27 (Matsuda i col., 2003).
Diferents estudis han correlacionat la perdua de p27 amb el caracter agressiu
de diferents neoplasies, com les de mama, prostata, carcinoma hepatocel-lular,
colo-rectal i pulmonar (Inui i col., 2003; Shapira i col., 2004). La pérdua de p27
també s’ha relacionat amb la resisténcia a farmacs, fet que pot tenir cert interés

terapéutic (Abukhdeir i col., 2008).

Referent a I'expressio de CKS1B, la nostra série mostra sobreexpressio en el
77% de les mostres de CEO i en el 46% de les metastasis ganglionars, i per
contra no s’observa expressié en les mostres de LKO, LPO i mucosa sana
(unicament es podia detectar tinci6 de membrana en les cél-lules de la capa
basal). En la nostra série s’ha observat una correlacié entre la sobrepressio de
CKS1B, la infraexpressio de p27 i la sobreexpressio de SKP2 (fig. 9). L'estat

genétic de CKS1B ha estat estudiat per FISH i s’han detectat amplificacions del
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gen en el 53% de mostres de CEO i el 33% de metastasis ganglionars (figura
10). Aquesta alteraci6 nomeés es trobava en el 14% de LKO i en cap cas de
LPO. La preséncia de polisomies també era una troballa frequent, que afectava
el 46% de mostres de CEO, el 33% de metastasis ganglionars, el 14% de LKO i
el 10% de mostres de LPO. Existeix una correlacio estadisticament significativa
entre 'expressio de CKS1B i la presencia de guanys, tant de polisomies com

amplificacions géniques.

Kitajima i cols (2004) han estudiat I'expressio de CKS1B en 63 casos de CEO i
han detectat sobrexpressio en el 62% dels casos, amb resultats paral-lels als
del nostre estudi. Aquest és el primer estudi, perd, que aborda l'estat genétic de
CKS1B, i demostra que les amplificacions d’aquest gen son frequents en aquest
tipus de tumor. La sobreexpressié de CKS1B pot ser atribuida, per tant, a la

preséncia de polisomies del cromosoma 1 o a amplificacions de 1g21.2.
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Alguns dels marcadors proposats no han estat validats en estudis posteriors i la
seva utilitat ha estat motiu de controvérsia pels resultats contradictoris obtinguts
en diferents estudis. En alguns casos el numero de pacients inclosos en els
estudis inicials és reduit, i a vegades s’inclouen grups for¢ca heterogenis,
especialment en la localitzacié dels tumors. També s’ha apuntat que existeix
certa variabilitat intratumoral en I'expressié dels marcadors, i per tal d’evitar

aquest fenomen s’hauria de realitzar un mostreig multiple d’'un mateix tumor.

La progressié tumoral és un fenomen multifactorial i per tal d’ assolir una idea
aproximada del procés dinamic de la carcinogénesi i fer un abordatge pronostic
adequat, cal avaluar multiples marcadors. Desafortunadament, la introducci6 de
marcadors biologics a la practica clinica diaria ha estat lenta i bastant ineficag,
amb manca d'estudis clinics que avaluin la seva utilitat real i facilitin la seva
aplicacio definitiva. A més a més, la dispersié de dades publicades complica la

comprensio acurada i integral de I'escena clinica (Massano i col., 2006).
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8. LIMITACIONS DE L’ESTUDI

La citogenética s’ha aplicat de forma extensa en la recerca oncologica, amb
resultats variables. Aixi, en el camp de I'Hematologia, la citogenética és
actualment essencial per al diagnostic, pronostic i seguiment en les neoplasies
d’aquest camp. Aquesta técnica ha permes entendre la patogénia de la majoria
de discrasies sanguinies. En el cas dels tumors solids, pero, la citogenética ha
mostrat certes limitacions en detectar multiples alteracions en les mostres
tumorals, que sén, en general, poc especifiques i que afecten tant a diversos
oncogens com a gens supressors tumorals. En aquest escenari, la disfuncio del
cicle cel-lular és consequéncia de I'alteracio en multiples vies de senyalitzacio.
Aquests canvis sembla que siguin una consequéncia no especifica d'una gran
inestabilitat cromosomica i carcinogénesi multiclonal, i les aberracions uniques

sembla que tinguin poc impacte en la patogenia de la malaltia.

La tecnica de TMA permet I'escaneig simultani de multiples mostres tumorals
per al seu estudi genétic i molecular. Permet, doncs, I'estudi de I'expressio
proteica i genética amb tots els métodes que tenim sobre teixit parafinat. La
seva utilitat en la recerca oncologica, i especificament en l'area dels CEO

(Freier i col., 2003b; Radhakrishnan i col., 2008), ha estat demostrada.

Aquesta técnica, pero, no permet I'analisi de la distribucio dels antigens, fet que
podria ser d’interes per diferenciar i comparar I'expressio de certs marcadors
moleculars en la part més central del tumor i en la part més periférica. Les
diferencies en la distribucié dels antigens en els tumors poden tenir interés en

tumors heterogenis i hem de recordar que la naturalesa propia del CEO fa que
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sigui un tumor multifocal i que és probable que existeixin aquestes diferéncies.
Aquest fet podria explicar els resultats dispars de la bibliografia. Aquesta és la

major limitacié de la técnica.

La pérdua de cilindres en el TMA no es un fenomen rar. El procés de digestio,
els rentats i la propia configuracid6 del TMA que inclou cilindres de diferents
llargades ho facilita. En el present estudi no ha estat infrequent i ens ha limitat

I'analisi en profunditat, especialment de les mostres ganglionars.

Per altra banda, cap de les mostres de OLK incloses mostraven displasia
severa, fet que pot explicar les poques troballes a nivell genétic que mostren

aquest grup de malalts.

Fora interessant I'estudi de I'evolucié de la malaltia en un mateix pacient, és a
dir, comparar mostres de leucoplasia, CEO i metastasi d’'un mateix cas. Aquesta
compracid podria posar de manifest I'addicié d’alteracions citogenétiques i
d’expressio proteica a mesura que la malaltia avanga. Aquest treball ha estat
concebut de forma retrospectiva per la qual cosa no hem disposat de les
mostres adequades per dur a terme aquesta aproximacio, que hagués requerit

un temps de recollida de mostres major.

Aixi mateix, i per ultim, cal remarcar que la presencia del virus del papil-loma
huma (VPH) no ha estat estudiada. La deteccié de VPH en mostres de CEO ha

estat analitzada amb anterioritat amb resultats variables (Miller i col., 2001). A
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laringe i faringe, algunes seéries troben un percentatge alt d'infeccié pel VPH,
mentre que els tumors de la cavitat oral sembla que tenen incidéncies més
baixes d’infeccié (Termine i col., 2008). L'efecte carcinogénic del VPH ha estat
relacionat amb l'efecte de les seves proteines E6 i E7, que produeixen
degradacio de p53 i inactivacio de pRB, amb pérdua de control del cicle
cel-lular. La deteccio per IHQ de p16 ha demostrat ser un marcador fiable per a
la deteccio de displasia a nivell del cérvix, on la proteina esta frequentment
sobreexpressada arran de la infeccid per subtipus oncogenics del VPH (Klaes i
col., 2001). Fregonesi i col. (2003) varen demostrar una associacioé forta entre la
sobreexpressio de p16 i la infecci6 amb VPH dalt risc en lesions orals.

Tanmateix, la seva utilitat esta en debat.
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9. CONCLUSIONS

1- En el present estudi es detecten guanys genétics en els loci que afecten
els gens de CCND1, MYC, EGFR, CKS1B, ERBBZ2 i pérdues del TP53,

tant en mostres de CEO primari com metastasic.

2- Describim la presencia de sobreexpressio de ciclina D1, MYC, ERBB2,

EGFR, CKS1B i p53, tant en mostres de CEO primari com metastasic.

3- Hem demostrat una associacié significativa entre la sobreexpressié de
ciclina D1, MYC, CKS1B i ERBB2 i el guany genétic dels gens

corresponents.

4- Existeixen diferéncies significatives en la preséncia de les alteracions
genetiques descrites per FISH entre patologia maligna (CEO i
metastasis limfatiques), i, patologia premaligna (leucoplasia) i
inflamatoria (liquen pla oral), a excepcid de la preséncia de polisomies

en EGFR.

5- Existeixen diferéncies significatives en la preséncia de sobreexpressio de

les proteines estudiades mitjangant IHQ entre patologia maligna (CEO i
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metastasis limfatiques) vs patologia premaligna (leucoplasia) i
inflamatoria (liquen pla oral), a excepcié de la sobreexpressio d’EGFR,
per bé que apareix sobreexpressat en una proporcioé superior en mostres

tumorals.

6- No hem pogut demostrar I'existéncia de correlacio entre les aberracions
detectades per FISH i una série de parametres clinico-patologics recollits
(mida tumoral, afectacié limfatica, grau de diferenciacio, preséncia de

recurréncia i mort per la malaltia).

7- Hem detectat una correlacio significativa entre la sobreexpressio de MYC

i la mida tumoral i el risc de desenvolupar metastasi limfatica.

8- En el present estudi, la sobreexpressidé de dues oncoproteines o
I'alteracio genética en dos /oci alhora en una mateixa mostra son

exclusives de les mostres de CEO.
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10. PRESENTACIONS A CONGRESSOS

G. Martin-Ezquerra, R. Salgado, A. Toll, J. Manresa, F. Alameda, B.
Espinet, MP. Garcia-Muret, Ramon M Pujol. Estudio comparativo de la

expresion de p53, HER2, EGFR, ciclina D1, p16, pRB en carcinoma
escamoso oral, leucoplasia, liquen plano y mucosa sana mediante
inmunohistoquimica y técnica de microarrays. XXXVI Congreso Nacional
de Dermatologia, Barcelona 11-14 de juny de 2008. Comunicaci6 oral.

A Toll, G. Martin-Ezquerra, R. Salgado, M. Yébenes. T. Baro, F.

Alameda, B. Espinet, R. Pujol. Caracterizacién del estatus de CKS1B en

el carcinoma escamoso oral mediante inmunohistoquimica e hibridacion
in situ fluorescente. XXXVII Congreso Nacional de Dermatologia y
Venerologia, Madrid, 17-20 juny del 2009. Comunicacio Oral.
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11. PREMIS

1.- L'article “Multiple genetic copy number alterations in oral squamous cell
carcinoma: study of MYC, TP53, CCDN1, EGFR and ERBBZ2 status in
primary and metastatic tumours”, va ser premiat amb l'accesit del premi
Miguel Armijo, otorgat al 39¢ Congrés de Dermatologia i Veneorologia,

Santiago de Compsotela, 11 de juny del 2011

2.- La comunicaci6 oral “Caracterizacion del status de CKS1B en
carcinoma escamoso oral mediante inmunohistoquimica e hibridacion in
situ fluorescente” dels autors A.Toll, G. Martin-Ezquerra, R. Salgado, M.
Yébenes, T. Bard, F. Alameda, B. Espinet, R. Pujol va ser premiada com la

millor comunicacié oral del 37& Congrés de Dermatologia i Veneorologia, Madril,

maig del 2009.
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ANNEX |

PROTOCOL PER A LA TINCIO D’IMMUNOHISTOQUIMICA SOBRE
MOSTRES EN PARAFINA

Kits utilitzats:
Kit Flex + (Dako, Glostrup, Denmark)

1. Desparafinar les laminetes i hidratar
* Xilol 3x10 min

* 100% Etanol 2x5 min

» 70% Etanol 1x5 min

» Esbandir amb aigua destil-lada

2. Desemmascarament d'antigens (si cal) amb PTlink solucié de
desemmascarament pH Low o pH High (Dako, Glostrup, Denmark),
segons I'anticés (en I'estudi de EGFR es realitza amb I'enzim proteinasa K,
seguint les instruccions del Kit).

3. Rentat en TBS-T (1X) durant 5 minuts a temperatura ambient

Inici del procés automatitzat amb Autostainer plus Link 48 (Dako)

4. Bloquejar la peroxidasa enddogena amb peroxid d’hidrogen al 3% durant 10
minuts a temperatura ambient

5. Rentat en TBS-T (1X) 3x5min

6. Dilucio de I’Anticos primari i incubacié durant 30 minuts 7. Rentat en TBS-T
(1X) 3x5min

7. Incubacioé amb anticos secundari unit a peroxidasa durant 20 minuts

(Envision + Flex)
8. Rentat en TBS-T (1X) 3x5min

9. Revelat amb substrat cromogen: substrat cromogen H,O»-Tetrahidroclorur
de 3,3-Diaminobenzidina (DAB)
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10. Esbandir amb aigua destil-lada 3x5min
11. Contrast amb hematoxilina de Mayer
12. Esbandir amb aigua.

13. Deshidratar

« Etanol 100% 3x1min

* 3x1min xilol

14. Muntatge amb DPX
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ANNEX I

PROTOCOL PER A LA REALITZACIO DE LA TECNICA DE FISH SOBRE
MOSTRES EN PARAFINA

DIA 1

Preparacié del tall

- Tallar el bloc d'estudi en seccions de 2-4pm i muntar-lo sobre un portaobjectes
silanitzat(carregat positivament perqué s'adhereixi la mostra).

- Collocar els portaobjectes de mitja hora a tota la nit en estufa a 65°C (fins que
la parafina plori).

Desparafinar els portes

- Xilol 10 min. (3 vegades)

- Etanol 100% 5 min. (2 vegades)

- Etanol 80% 5 min.

- Etanol 70% 5 min.

- H20O destil-lada

Conservar els portaobjectes en H20 destil-lada fins al seu pretractament. (Si no
es va a realitzar immediatament guardar en nevera).

Pretractament amb EDTA-Microones

- Col‘locar els portes en un recipient amb tampé EDTA i incubar durant 3 tandes
de 7 — 5 — 7 minuts en microones (Maxima Poténcia).

- Evitar que la solucié EDTA bulli. En aquest cas, parar el microones i deixar
refredar. Continuar amb els minuts restants d'incubacio quan la solucié s'hagi
refredat.

- Collocar els portaobjectes en un coplin amb aigua destil-lada.

NOTA: El temps de EDTA s'ha d'ajustar al microones utilitzat.

Tractament amb pepsina
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- Precalentar la camera humida a 37°C i preparar les seguents solucions:

- Solucié 0.1mm de HCI (Pepsina, SIGMA, P7012):

10 ml H20

100 yl HCI 1M

5 pl pepsina (100 mg/ml)

- Solucié de STOP:

50 ml PBS 1X

2.5 ml Mg2Cl 1M (100 ml aigua destil-lada + 20.33 g MgClI2; Merck, art. 5833)

- Col-locar 40 pl de la solucié amb pepsina en un cobreobjectes de 24x40 mm o
deixar caure el portaobjectes.

- Incubar 30 min en una camera humida en una estufa a 37°C. El temps es pot
allargar a 45 minuts si no s'aconsegueix una bona digestio.

- Retirar el cobreobjectes acuradament i introduir els portes en la solucié de
STOP durant 5 min.

- Rentar en aigua destil-lada.

- Assecar els portes.

Preparaci6 de la sonda

- Si la sonda no ve preparada per a la hibridacioé directa barrejar en un
eppendorf a temperatura ambient:

- 3.5 uL de tampo d'hibridacio

- 0.5 yL de sonda

- 1 pL d'aigua destil-lada dins d'un eppendorf esteril

- Fer un spin de la barreja.

- Collocar els 5 pL de la barreja de la sonda sobre el portaobjectes.

- Tapar amb un cobreobjectes net de 20x20 mm i segellar amb cola (FixoGum
Ruber Cement, Marabu, REF.LK-071A) o parafilm.

Desnaturalitzacié-Hibridacié

- Encendre el hibridador.

- Seleccionar el programa a utilitzar. Utilitzarem les seguents temperatures:

- Melting: 80°C, 5 min.

- Hybridization: 37°C, 30 h.

- Col-locar en les ranures dels costats del hibridador paper humit per mantenir la
humitat durant el procés d'hibridacio.

- Collocar el portaobjectes en la superficie (vigilar que els portaobjectes quedin
ben col-locats i toquin en tota la seva superficie la placa).

DIA 2

Rentats post-hibridacié
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- Posar el bany a 45°C i col-locar les solucions de rentat.

- 3 coplins amb formamida 50%

- 1 coplin amb 2xSSC

- 1 coplin amb 2xSSC/0.1% NP-40

- Eliminar suaument la cola (o parafilm) i comencar els rentats:
- Realitzar 3 rentats en formamida 50% durant 10’ a 45°C.

- Realitzar 1 rentat en 2xSSC durant 10’ a 45°C.

- Realitzar 1 rentat en 2xSSC/0.1% NP-40 durant 5’ a 45°C.

Contratincio

- Sobre el portaobjectes, encara humit, col-locar 7uL de DAPI Ii
(AbbottMolecular, ref. 53232-804831) i un cobreobjectes damunt. Assecar
I'excés de DAPI Il amb un paper absorbent fins que el cobreobjectes no es
mogui.

- Mantenir les preparacions a —20°C en una caixa fosca. Deixar reposar minim
de 20-30 minuts a —20°C abans de I'observacio.





