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I. INTRODUCCIO

1. Carcinoma escatoés de cap i coll (CECC)

1.1. Definicié

El cancer de cap i coll engloba un grup heterogeni i geneticament complex de tumors
malignes localitzats a la cavitat oral, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe, laringe, sins
paranasals i glandules salivals, amb un perfil d’alta morbiditat i mortalitat (figures 1 i
2). La majoria dels cancers de cap i coll (al voltant del 90%) deriven de I'epiteli de la
mucosa de la cavitat oral, faringe i laringe i es coneixen col-lectivament com carcinoma
escatés de cap i coll (CECC), el qual es presenta freqiientment com una malaltia
localment avancada (Johnson et al., 2020).

Figura 1. Principals llocs anatomics del carcinoma escatds de cap i coll (CECC). Requadre: histologia
caracteristica del carcinoma escatés (Font: Chow LQM. N Engl J Med 2020).

Figura 2. Carcinoma escatés exofitic de laringe amb afectacié transglotica (Font: arxiu del Servei de
Patologia. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona).
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1.2. Epidemiologia

1.2.1. Incidéncia, prevalenca i mortalitat

El CECC es troba entre els cancers més frequents i la incidéncia anual varia segons
els paisos o regions, amb una alta prevalenca al sud-est asiatic, Brasil, Europa central
i América del Nord (figura 3). Si considerem els cancers originats a la cavitat oral,
orofaringe, hipofaringe i laringe en conjunt, aquests van representar més de 700.000
casos nous (3,9% de tots els casos de cancer) i més de 350.000 morts (3,8% de tots
els casos de cancer) a tot el mon el 2018, fet que el converteix en el sise tumor maligne
més comu a tot el moén (Bray et al., 2018; Miranda-Filho et al., 2020; Johnson et al.,
2020). El CE de cavitat oral i el CE d’orofaringe sén els tipus de CECC més frequents.
Al moén desenvolupat, la incidéncia de CE de cavitat oral esta disminuint a
consequéncia dels programes per deixar de fumar mentre que el CE d’orofaringe
relacionat amb la infeccié pel virus del papil-loma huma (VPH) esta en augment i
actualment es considera el cancer associat a VPH més comu als EUA (El-Bayoumi et
al., 2020; Siegel et al., 2022).

ASR (world)
per 100,000

W=107
W 7.5-10.7
5.1-75
3.6-5.1

<3.6
Not applicable
No data

Figura 3. Incidéncia global del CECC. Dades modificades de: GLOBOCAN 2018 (Font: Johnson DE et
al. Nat Rev Dis Primer 2020).

1.2.2. Factors de risc

El desenvolupament del CECC és multifactorial (figura 4) i esta relacionat amb diversos
factors etiologics com la ubicacio geografica, la dieta, els habits toxics, I'exposicio a la
llum solar i el fons genétic (Vigneswaran et al., 2014; Miranda-Galvis et al., 2021).
Altres factors de risc son l'envelliment, la manca d’higiene bucodental i les dietes

mancades de verdures, entre d’altres (Bravi et al., 2021).
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PRIMARY/SECONDARY PREVENTION
« Lifestyle Changes (Smoking Cessation, Limited Alcohol Consumption, Healthy
Diet, Physical Activity. Oral Hygiene, Changes in Sexual Practices)

* Vaccination
* Chemoprevention

\.‘
o .~ Nasal Cavity —

« HPV16 \ + Tobacco Smoking
* Tobacco Smoking — Nasopha ) . Smoke{ess Tobacco
« Alcoholic Beverages " s O oral » Alcoholic Beverages
+ Betel Quid with Tobacco s D T cavity + Betel Quid

5—1 Oropharynx ; * HPV16

i —

—__/ Hyoid bone
— Hypopharynx — 7 Larynx
\ - .
MOLECULAR MECHANISMS

* Modulation of the Inmune System [RNF149, Cbib, Rel, NFATC1, NFATC3, NR4A1]

* Inflammatory Cytokines [IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa]

* Interaction of HPV Proteins with Molecular Targets of Carcinogenesis: [E6-p53, E7-Rb, E7-YAP1,
—(.- E2-Wnt/B-Catenin, E5-p16, E1-KEAP1] a—
Genetic and Epigenetic Regulations: [p53, Rb, PTEN, p16, HRAS, CDK4, CDKS, Cyclin D1, p120,
PI3K, Notch 1, MMP1, FGF, COX-2]
EMT Regulation: [E-Cadherin, B-Catenin, APC, Vimentin, Fibronectin, N-Cadherin, Fgf3]
Modulation of Structure, Diversity, and Function of Oral Microbiome

Figura 4. Factors de risc de cancer oral i d’orofaringe (Font: El-Bayoumi K. Cancer Prev Res (Phila)
2020).

Els cancers de cavitat oral, hipofaringe i laringe s'associen generalment amb
I'exposicié a carcindgens derivats del tabac, el consum excessiu d'alcohol 0 ambdds i
aquest risc esta relacionat amb la intensitat i la durada del consum: existeix un risc
quaranta vegades més gran de CECC amb el consum de tabac i d’alcohol en

comparacié amb els no fumadors i els no bevedors (Alfouzan et al., 2018).

La infeccid persistent pel virus del papil-loma huma (VPH) i pel virus d’Epstein-Barr
(VEB) és un factor de risc etiologic ben conegut del CECC derivat de I'orofaringe i de

la nasofaringe, respectivament (Tsang et al., 2020).

La infeccio pel VPH s'associa amb la majoria de cancers d’orofaringe (més del 70%) i
amb una petita minoria de cancers en altres llocs anatomics de cap i coll (Stein et al.,
2015; Isayeva et al., 2012). El VPH-16 és, amb diferéncia, el tipus de VPH més comu
i representa més del 90% dels CE d'orofaringe VPH (+). Les altres soques
oncogeniques del VPH sén principalment el VPH-18 i, amb menys frequéncia, els VPH
31i33.

El CECC no associat a VPH o VPH negatiu i el CECC associat a VPH o VPH positiu

mostren caracteristiques cliniques i biologiques diferents i per aixd el CECC s’ha
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separat en CECC VPH (-) i CECC VPH (+) (taula 1) (Powell et al., 2021). El fet que els
VPH oncogénics més comuns (tipus 16 i 18) estiguin coberts per les vacunes contra el
VPH aprovades per la FDA fa pensar que el CECC VPH (+) es podria prevenir,
eventualment, mitjancant campanyes de vacunacié arreu del mén (Johnson et al.,
2020).

Taula 1. Caracteristiques cliniques i biologiques del CECC VPH (-) i VPH (+) (Modificat de: Leemans CR
et al. Nature Cancer Rev 2011).

Caracteristica CECC VPH negatiu CECC VPH positiu
Incideéncia Decreixent Creixent

Etiologia Tabaquisme, alcohol Sexe oral

Edat Més de 60 anys Menys de 60 anys
Canceritzaci6 de camp Si Desconegut
Mutacié p53 Frequent Infreqlient
Localitzacié preferent No Orofaringe
Pronostic Dolent Favorable

1.3. Histologia
El CECC deriva de I'epiteli estratificat de la mucosa aerodigestiva superior i la gradacio

histologica es defineix per I'extensié de I'atipia cel-lular i la diferenciacié escatosa.

El carcinoma escatds ben diferenciat s'assembla molt a I'epiteli estratificat d’origen,
amb cél-lules madures que s'organitzen en capes amb queratinitzacio irregular i que
es manifesten més classicament com una acumulacié de queratina o “perla cornia"

(figura 5a).

El carcinoma escatdés poc diferenciat es caracteritza per ceél-lules immadures amb
pleomorfisme nuclear i mitosis atipiques, amb minima organitzacié arquitectural o

gueratinitzacio (figura 5b).

Cal destacar que la qualitat de la diferenciacio escatosa esta estretament associada a
I'etiologia: mentre que els CECC VPH (-) sbn més sovint moderadament o ben
diferenciats amb preservacio de I'estratificacio i la queratinitzacio, els CECC VPH (+)
acostumen a ser poc diferenciats i fins i tot mostren una morfologia basaloide (figura
5¢).
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Figura 5. a) Carcinoma escatés ben diferenciat amb una perla cornia (fletxa) (HEx 200) b) Carcinoma
escat6s mal diferenciat amb atipia nuclear i mitosis abundants (cercles) (HEx400) c) Carcinoma escatés
mal diferenciat de tipus basaloide (HEx 200) (Fotos de I'autor).

1.4. Factors pronostics

El CECC recidiva en aproximadament la meitat dels pacients. La recidiva locoregional
és la més freqient, seguida successivament de la recaiguda a distancia. A més a més,
especialment en els pacients amb CECC VPH (-) no orofaringi, poden aparéixer
segones neoplasies primaries a cap i coll, pulmé o altres localitzacions amb una taxa
anual d'aproximadament entre el 2 i el 3%. Malauradament, tant el cancer de cap i coll
recidivant com el segon cancer primari son notoriament dificils de tractar de manera

curativa (Leemans et al., 2018).

Actualment, l'estadi de la malaltia (TNM) i I'estat del VPH es reconeixen com els
principals determinants del pronostic del CECC a América del Nord i Europa occidental,
per bé que el CECC VPH (+) no es va identificar com una malaltia amb etiologia,
caracteristiques moleculars i pronostic diferents fins a I'any 2010 (Ang et al., 2010).

1.4.1. Estadi TNM

El CECC es caracteritza per un mal pronostic que es relaciona significativament amb
I'estadi del tumor en el moment del diagnostic i que determina la seva gravetat. El
sistema d'estadificacié més utilitzat per al cancer de cap i coll és el TNM (tumor- “node”
0 gangli -metastasi) de “I'American Joint Committee on Cancer” (AJCC) i de la “Union
for International Cancer Control” (UICC). EI TNM s’estableix en funcié de la mida del
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tumor original (T), I'afectacio locoregional ganglionar (N) i la preséncia de metastasis

a distancia (M).

1.4.1.1. Associacié amb VPH
Tot i que solen presentar-se amb un estadi localment avangat, els pacients amb CECC
VPH (+) tenen, en general, un pronostic més favorable i mostren una supervivencia
significativament millor en comparacié amb els pacients amb CECC VPH (-) (O’Rorke
et al., 2012).

Fins a'any 2017 el sistema d’estadificacio incorporava la classificacio TNM per a cada
localitzaci6 anatomica classica (cavitat oral, orofaringe, hipofaringe o laringe)
independentment de I'estat del VPH. La nova edicid (vuitena) de la classificaci6 TNM
de 'AJCC/UICC - gue va entrar en vigor I'l de gener de 2018 - s'ha complementat amb
la incorporacio d’'informacié addicional rellevant com n’és l'estat del VPH (Huang SH
et al., 2017; Muller, 2017). Aquest fet implica un nou sistema d'estadificacié per als
tumors d’orofaringe p16INK4A positius en el que la positivitat per immunohistoquimica
de p16INK4A s'utilitza com a marcador subrogat del virus del papil-loma huma (VPH) i
on la revisié de l'estadi ganglionar ha millorat la discriminacié pronostica d’aquest
tumor en comparaciéo amb la setena edicié (Wirdemann et al., 2017) (taula 2).

Taula 2. Diferencies d’estadificacié del cancer d’orofaringe considerant I'estat del VPH (Modificat de:
Leemans CR et al. Nature Cancer Rev 2018).

Setena edicio TNM Vuitena edicié TNM

Estadi | (T1NO) Estadi | (T1-T2NO-N1)

Estadi Il (T2NO) Estadi Il (T1-T2N2 o T3NO-N2)
Estadi IIl (T3NO o T1-T3N1) Estadi Il (T4 o N3)

Estadi IVa (T4a-NO-N1 o T1-T4aN2) Estadi IV (M1)

Estadi IVb (T4b o T1-T4bN3) -
Estadi IVc (M1) -

1.4.1.2. Profunditat de la invasié (“depth of invasion” / DOI)
En els tumors de cavitat oral, la classificaci®6 TNM de la vuitena edicié de 'AJCC/UICC
té en consideracio la profunditat de la invasié del tumor o DOI* (de I'anglés “Depth of
Invasion”), de manera que per cada augment de 5 mm en la DOI la categoria T

augmenta un nivell (Lydiatt et al., 2017) (taula 3; figures 6-7).
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Taula 3. Profunditat de la invasié (DOI*) en la definicié del tumor primari (T) en el CE de cavitat oral
(pTNM AJCC 82 edici6, 2017).

T1 = tumor < 2 cm; profunditat d'invasié < 5 mm
T2 = tumor £ 2 cm; profunditat d'invasio > Smm i € 10mm o
tumor > 2 cm i £ 4 cm; profunditat d'invasioé < 10mm

T3 = tumor > 4 cm o qualsevol T amb profunditat d'invasié > 10mm

Figura 6. Mesura de la profunditat de la invasié (DOI*) representada per la linia blava vertical i que es
determina amb una linia horitzontal imaginaria al llarg de la membrana basal de la mucosa escatosa
adjacent. No s’ha de confondre amb el gruix maxim del tumor (linia blanca). En aquest cas el gruix maxim
del tumor és més gran que la profunditat de la invasi6é (Font: Lydiatt W et al. CA Cancer J Clin 2017).

b

a

Figura 7. Exemples de la profunditat de la invasié (DOI) en un tumor exofitic (a) i en un tumor ulcerat (b)
(Font: Muller S et al. Head and Neck Pathol 2017).
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1.4.1.3. Extensi6 ganglionar extracapsular (EGE)

El concepte d’extensié ganglionar extracapsular (EGE) (de l'anglés “Extracapsular
Nodal Extension-ENE”) s'utilitza per a I'estadiatge en totes les malalties ganglionars
de cap i coll excepte la nasofaringe i el cancer orofaringi VPH (+). Actualment, la
propagacié extracapsular es classifica com N3b en categories cliniques i patologiques,
independentment de la mida dels ganglis limfatics (Lydiatt et al., 2017). L’'EGE
patoldgica se subclassifica en EGEmi (afectacié microscopica < 0,2 cm més enlla de
la capsula ganglionar) i EGEma (afectacié meés gran de 0,2 cm més enlla de la capsula
ganglionar) (Wreesmann et al., 2015) (figura 8).

Figura 8. a) Extensi6é ganglionar extracapsular “minor” < 2mm i b) EGE “major” >2mm (Font: Wreesmann
VB et al. Head&Neck 2015).

1.4.2. Altres factors pronostics histopatologics

A més de la profunditat de la invasio en el cancer de cavitat oral (DOI*) i de I'extensid
ganglionar extraextracapsular - elements incorporats en el sistema actual
d’estadificaci6 TNM -, hi ha altres caracteristiques histologiques que constitueixen
factors pronostics de risc de recidiva local o de metastasi, com ara la invasié
limfovascular (figura 9), la invasié perineural i intraneural (figura 10), el front d'invasio
no cohesiu (WPOI*, de I'anglés “Worst pattern of invasion”) (figura 11), les gemmacions
tumorals o desdiferenciacié tumoral focal (“tumor budding”), que es defineix com la
preseéncia de cel-lules tumorals aillades o en grups de < 5 cél-lules en el front d’invasio
(figura 12) i la displasia d'alt grau en els marges quirurgics (Li Y et al., 2013; Almangush
et al., 2014; Méakitie et al., 2019; Chatterjee et al., 2019). La dispersio del tumor (WPOI)
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s'avalua en el front d’avangament del tumor. Per tal de simplificar el pronostic, el punt
de tall recomanat per a I'avaluacié del WPOI és si hi ha o no un WPOI-5, que es defineix
com una dispersio tumoral = 1 mm entre els tumors satel-lit. En aquest sentit, el fenotip
WPOI-5 més comu és la dispersio del tumor a través dels teixits tous, que és predictiu

de recidiva locoregional (figura 11).

- ,-A_‘ =
e
y S

Figura 9. Embols tumorals en una vena i en un vas limfatic (Modificat de: Cardesa A et al. (Eds.).
Pathology of the Head and Neck. Chapter 1, 2006).

Figura 10. a) Invasi6 perineural; b) Invasié intraneural (fletxa) (HEx400) (Fotos de 'autor).

29



INTRODUCCIO

Figura 11. a) Front d’invasié tumoral no cohesiu; b) Front d’invasié amb un focus de tumor a muscul
esquelétic (fletxa) que correspon a un WPOI-5 (HEx200) (Fotos de I'autor).

Figura 12. CE de llengua amb focus de “tumor budding” (fletxes vermelles) (Font: Méakitie AA et al.
Head&Neck 2019).

1.4.3. Canceritzacio de camp i recidiva local

El desenvolupament sincronic i metacronic de CECC es coneix com el fenomen de la
“canceritzacio de camp” i afecta negativament a la supervivéncia dels pacients
(Slaughter et al., 1953). La canceritzaci6 de camp defineix la preséncia d’arees
premalignes al voltant del tumor primari i ha estat relacionada amb l'alta taxa de
recidiva local en els CECC (Leemans et al., 2011). Aquestes “zones premalignes”
poden ser molt més grans que el tumor primari i generalment sén dificils de detectar
sense analisis genomiques perqué tant el seu aspecte visual (clinic) com morfologic
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és normal. Aixi doncs, la preséncia de cel-lules histologicament “normals” perdo amb
danys geneétics no només explica el fenomen de la canceritzacié de camp sin6 també
certs patrons de comportament del CECC, com ara la recidiva local després d'una
extirpacié quirdrgica aparentment completa. No és estrany, doncs, que tant la mida
com la multiplicitat d’aquestes lesions precanceroses constitueixin un repte pel que fa

a l'estratégia sobre I'abast dels marges de I'exéresi quirlrgica.

Segons aquest concepte de “canceritzacié de camp” existeixen multiples grups de
cél-lules que experimenten, de forma independent, una transformacié neoplasica sota
I'estrés de I'activitat cancerigena regional (figura 13). Els estudis de genética molecular
han demostrat que aquests focus de transformacié independents sén habituals a
I'epiteli dels pacients amb CECC. De fet, quan es compara un CECC primari amb un
segon tumor en altres llocs del tracte respiratori sovint mostren patrons geneétics
idéntics. Probablement, el que succeeix és que una alteracié genética critica en una
sola cél-lula proporciona un avantatge de creixement respecte a les cél-lules veines.
En algun moment després de la transformacid, les cél-lules que contenen aquestes
alteracions genetiques inicials migren a zones contigies de la mucosa, acumulen
altres alteracions, adquireixen avantatges addicionals de creixement i, finalment, es
transformen en subclons agressius separats pel temps i per I'espai del tumor primari o
inicial (Califano et al., 1996).

Tumour — Surgical resection
L) o2 [e\ o B,
ol e o o> - & o/° o) oo o>
@) 0 0 0
OGO OOO o 2 OvYo \O ooo 0G OOO o S
0 0 0 0 ) 0 0 (6) 0
\ 019C o | 0 |
o) (0/90%s A 0D\000 ©) | (0170, 0o}, O )Clq g
Q)0) O\ o
O °
Progression of 0)° ®) &) o Progression of
related field o independent field
v 29
‘Second field tumours’ ‘
(clinically, a local Y
re?urrence or SeCOnd Loca[ recurrence Second
primary tumour) (tumour cells) primary tumour

Figura.13. Canceritzacié de camp: impacte en la recaiguda local i en I'aparicié de segones neoplasies
(Font: Leemans CR et al. Cancer Nature Review 2011).
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L'epiteli de les vies respiratories superiors es pot poblar per aquests clons de cél-lules
danyades geneticament pero que no exhibeixen una evidéncia histoldgica de displasia.
Aquesta dificultat per reconeixer la preséncia i I'extensiéo del procés neoplasic en
pacients amb risc de CECC ha accelerat la recerca de nous biomarcadors per al

reconeixement i tractament del CECC (Pai Sl et al., 2009).

1.5. Carcinogenesi i progressié tumoral

1.5.1. Carcinogénesi en el CECC no associat a VPH (CECC VPH -)

L'epiteli de la mucosa que recobreix el tracte sinonasal, la cavitat oral, la faringe i la
laringe és el lloc d'origen del CECC. Histologicament, la progressio cap a un carcinoma
escatis invasiu segueix una série ordenada de passos que s'inicien amb la hiperplasia
de cél-lules epitelials seguida de la displasia (lleu, moderada i severa), el carcinoma in

situ i, finalment, el carcinoma invasiu (Shah et al., 2011).

Malgrat I'evidéncia d’aquesta progressio histoldgica - des de l'atipia cel-lular a través
de diversos graus de displasia que finalment condueixen a un CE invasiu -, a molts
dels pacients se'ls diagnostica amb un CE en fase tardana, sense antecedents o

constatacio d’una lesié premaligna clinicament evident (Johnson et al., 2020).

El CECC VPH (-) es caracteritza per una inestabilitat genetica amb pérdua o guany
frequient de regions cromosomiques. En aquest tipus de CE es disposa d'un model de
progressié histologica sequencial que ha permés assignar algunes anomalies
cromosomiques a etapes especifiques de la progressié (figura 14). La carcinogéenesi
inicial comenca amb una pérdua d'heterozigositat en els cromosomes 3p, 9p i 17p. La
pérdua de 9p21 es produeix durant la progressié de la mucosa epitelial normal fins a
la hiperplasia. La regié 9p21 inclou els gens supressors tumorals CDKN2A (que
codifiquen l'inhibidor de CDK4 i CDK6 pl1l6INK4A) i ARF (codifica per pl4, un
estabilitzador de p53). La progressié d’hiperplasia a displasia esta marcada per la
pérdua d'heterozigositat de 3p21 i 17p13, el lloc del gen supresor tumoral TP53. La
transicio de displasia a carcinoma in situ implica la pérdua d'heterozigositat de 11q13,
13921 14932, mentre que la pérdua de 6p, 8, 4927 i 1023 s'observa en la progressio

cap a carcinoma invasiu (Pai Sl et al., 2009).
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Figura 14. Model de progressio genetica de la tumorigénesi en el CECC VPH (-) (Font: Pai Sl et al. Annu
Rev Pathol 2009).

En conjunt, el que revelen els estudis d’aquestes anomalies cromosomiques és que,
per a la transformacié completa a CECC invasiu, es requereixen multiples alteracions
genetiques, tot i que encara no se sap ben bé si la progressio del CECC depén
estrictament de la sequéncia temporal d'aquestes alteracions o, altrament, de la seva

acumulaci6 col-lectiva (Califano et al., 2000).

1.5.2. Carcinogénesi en el CECC associat a VPH (CECC VPH +)

La historia natural dels tumors de cap i coll induits pel VPH, en canvi, continua sent un
enigma. En contrast amb els CECC HPV (-) dels quals, com hem vist, se’n coneix el
desenvolupament a través de lesions precursores displasiques durant un llarg periode
de temps, poca cosa se’'n sap sobre la patogénesi dels CECC VPH (+). En realitat, en
contrast amb els cancers de coll uteri derivats del VPH, poques vegades es troben
lesions displasiques abans de diagnosticar el cancer a les amigdales, que és el lloc a
partir del qual es desenvolupen la majoria dels CECC relacionats amb VPH.
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L’epiteli escatds de superficie de la regié de cap i coll generalment és permissiu per a
una infeccid “productiva” pel VPH. Talment com succeeix en el coll uteri, se suposa
que aquestes infeccions productives tenen una baixa propensio a transformar-se en
una infeccié “transformadora” (figura 15). Les infeccions productives poden produir
titols virals elevats que augmenten la probabilitat d’'una infeccié posterior de les
cél-lules epitelials de la cripta amigdalar. Aquestes ceél-lules epitelials no admeten el
cicle de vida viric normal perd, en canvi, son altament susceptibles a una infeccié
transformadora pel VPH. Les infeccions “transformadores” es caracteritzen per
I'expressio desregulada de les oncoproteines E6 i E7 del VPH a les cel-lules en
proliferaci6. E6 i E7 inactiven p53 i RB respectivament. En conjunt, aquestes
caracteristiques provoquen una interrupcié de la regulacié del cicle cel-lular i la
inhibicié de les respostes apoptotiques mediades per p53, impulsant la immortalitzacié
de les cél-lules i I'acumulacio d'alteracions epigenétiques i genétiques necessaries per
a la progressio cap al cancer. Un d'aquests esdeveniments conductors (“driver”)
implica I'activacié oncogenica de la via PI3K, sovint per mutacié o amplificacio del gen
PIK3CA (Leemans et al., 2018).

N

Stratified squamous === Productive —| Transforming i
surface epithelium infection = infection @
ﬁ!V: J 10 years
" [ Tonsillar crypt » Transforming lc
epithelium [ o o infection >

f

TE6— 1 p53 Other? Mutant PIK3CA
TE7—LRB and T 3q

Driver events

Figura 15. Concepte de carcinogenes a cap i coll induida per VPH (Font: Leemans CR et al. Cancer
Nature Review 2018). 1 indica sobreexpressié o guany; | indica pérdua d'expressio; la fletxa puntejada
indica una regressio cap a la normalitat. HPV*: human papillomavirus.

De manera similar al cancer de coll uteri, I'evolucié del CECC associat a VPH a partir
d'una infeccié transformadora pot trigar més de 10 anys en desenvolupar-se (Kreimer
et al., 2013).
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1.6. Geneética molecular

1.6.1. Introduccio6

Tots els genomes del cancer contenen mutacions somatiques. Una petita part
d’aquestes mutacions sén "motors o conductors" de l'oncogenesi i confereixen un
avantatge de creixement clonal selectiu mentre que la resta - la majoria - sbn mutacions
"passatgeres" que no han estat seleccionades positivament durant I'evolucié de la

neoplasia.

Els projectes de sequenciacié global han generat catalegs de mutacions somatiques a
partir de desenes de milers de cancers (Hudson et al., 2010). Les mutacions dins
d'aguests catalegs sbén el resultat acumulat de tots els mecanismes mutacionals
somatics, inclosos els danys a I'ADN i els processos de reparacié de 'ADN (Stratton,
2011).

Els diversos processos mutacionals deixen wunes “signatures mutacionals”
caracteristiques. En el cas dels tumors de pulmé i de pell, per exemple, I'analisi dels
gens del cancer mutats han demostrat que les classes de mutacions trobades
coincideixen amb les induides experimentalment pels carcindogens del tabac i la llum
ultraviolada respectivament, que son les principals influencies cancerigenes exogenes

conegudes en aguests tipus de cancer.

De la mateixa manera, les fonts mutageniques “endodgenes” també poden contribuir a
mutacions en el cancer. Per exemple, els processos cel-lulars intrinsecs com el
metabolisme energeétic i la peroxidacié lipidica sén fonts de substancies quimiques
reactives que causen danys a I'ADN. Es conegut que aquests mutagens enddgens
generen determinades subclasses de mutacions i que, per tant, també poden donar
forma a catalegs mutacionals dins del genoma del cancer (Ames i Gold, 1991).
D’aquest paper del metabolisme energétic en el cancer en tornarem a parlar en

I'apartat 4 (“El cancer com a trastorn metabolic”).

1.6.2. Genética molecular en el CECC

Al llarg dels anys, els esforcos de la recerca en cancer s'han centrat en la base
genetica del desenvolupament i la progressié dels tumors, identificant mutacions i
caracteritzant vies que activen oncogens i inactiven gens supressors tumorals. En
aquest sentit, durant la darrera decada s'han fet avencos substancials en la
caracteritzacid molecular del CECC. L’any 2015 el consorci “The Cancer Genome
Atlas” (TCGA) va publicar les dades genomiques completes de 279 CECC, inclosos

els tumors VPH (-) i VPH (+) (Cancer Genome Atlas Network. Lawrence et al., 2015).
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Per la seva banda, Seiwert i cols (2015) van determinar mutacions i aberracions del
nombre de copies en una gran cohort de CECC locoregionalment avancat. La
seglenciaci6 massiva de 617 gens associats al cancer va revelar una carrega
mutacional global comparable en tumors negatius i positius per al VPH. En aquest
estudi, els CECC VPH (-) van mostrar un predomini de mutacions a TP53, CDKN2A,
MLL2, CUL3, NSD1, PIK3CA i NOTCH1, amb guanys de nombre de copies d’EGFR,
CCND1 i FGFR1. En canvi, els tumors VPH (+) van mostrar mutacions Uniques en
DDX3X, CYLD i FGFR2/3 i alteracions de PIK3CA, KRAS, MLL2/3 i NOTCHL1.

Els CECC HPV (+), tanmateix, es caracteritzen per nombrosos guanys i pérdues
cromosomiques. Les alteracions geneétiqgues en el CECC derivat del VPH es
caracteritzen, principalment, per la inactivacié de p53 i pRB per les proteines viriques
E6 i E7 respectivament. Aixi doncs, s’ha observat que els tumors VPH (+) tenen un
“paisatge” mutacional diferent dels tumors VPH (-), fet que podria explicar les
diferéncies entre el comportament clinic i les caracteristiques pronostiques d'ambdos

tumors.

La realitat és que cal una interpretacio bioldgica acurada per tal de determinar quins
son els gens veritablement conductors o “drivers” de cancer en el CECC. Depenent de
I'eina d'analisi aplicada s'han descrit entre 50 i 100 gens que estan substancialment
mutats en el CECC i que es consideren gens candidats a ser conductors del cancer
(taula 4). Tot i aix0, molts gens es muten a frequiéncies molt baixes i les conseqiiéncies
funcionals d'aquestes mutacions sovint no estan clares. Molts d'aquests gens encara
no estan vinculats funcionalment a la carcinogenesi i, sense estudis funcionals,
continuen sent només “candidats” (Leemans et al., 2018).

Taula 4. Gens amb canvis genétics somatics freqlients i significatius en el CECC VPH (-) (Font: Leemans
CR et al. Cancer Nature Review 2018).

Cellular process Gene Protein Type of gene Mutation
frequency (%)
Cellcycle CDKN2A p16MNK#A Tumour suppressor 22
TP53 p53 Tumour suppressor 72
CCND1 G1-S-specific cyclin D1 Oncogene 0.6
Growth signals EGFR EGFR Oncogene 4
Survival PIK3CA Catalytic p110a subunit of class 1 PI3Ks Oncogene 18
PTEN PTEN Tumour suppressor 3
WNT signalling FAT1 Protocadherin FAT1 Tumour suppressor 23
AJUBA LIM domain-containing protein AJUBA Tumour suppressor 15
NOTCH1 NOTCH1 Tumour suppressor 18
Epigenetic KMT2D Histone-lysine N-methyltransferase KMT2D Tumour suppressor 16
raulaion NSD1 Histone-lysine N-methyltransferase NSD1 Tumour suppressor 125
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1.7. Epigenetica

Més recentment, s’han assenyalat les alteracions i/o modificacions epigenétiques com
canvis critics implicats en l'inici i la progressié dels cancers humans. El significat
d'epigenética va ser introduit per primera vegada per Conrad Waddington (1942) per
definir canvis estables en el fenotip cel-lular sense alteracions genetiques. Actualment,
I'epigenética es refereix a canvis estables i hereditaris en I'expressio genica sense que
es produeixin canvis en la sequéncia d'ADN.

Les alteracions epigenétiques es produeixen de manera no sistematica, promovent
I'avantatge selectiu del tumor a través de diferents mecanismes com: a) silenciament
dels gens supressors tumorals i b) disfuncié en els gens de reparacié de I'ADN
(oncogens) (Castilho et al., 2017).

Les modificacions epigenétiques més frequents inclouen: 1) la metilacié de I'ADN
(figura 16); 2) les modificacions covalents d'histona; 3) la remodelacio de la cromatina

i I'efecte dels ARN no codificants i 4) les proteines “polycomb” en I'expressié genica.

NORMAL HNSCC
cell cycle arrest cellular proliferation
%00 DNA 9000 |
CDKN2A/p16 — CDKN2A/p16
CpG island promoter Methylation CpG island promoter

Figura 16. La hipermetilacio de I'ADN del gen supressor tumoral CDKN2A/p16INK4a és la modificacio
epigenetica més frequent observada al CECC i condueix a la proliferacio cel-lular (Modificat de: Castilho
RM et al. Int J Mol Sci 2017). HNSCC*: carcinoma escatds de cap i coll.

El nombre creixent de gens que mostren alteracions epigenétiques realga I'impacte
d'aguestes alteracions tant en la progressié com en la terapia del CECC (Castilho et
al., 2017; Heyn et al., 2012). Els canvis epigenétics sébn mecanismes fonamentals per
a la carcinogénesi i poden servir com a métodes per a la deteccid precog, el tractament
i l'avaluaci6é pronostica dels pacients amb cancer. Ho veurem més endavant amb els
ARN no codificants en els apartats 5.3 (“Aspectes moleculars del metabolisme del

cancer”) i 6.2 (“Biomarcadors en el CECC”).
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1.8. Tractament

Les opcions terapeutiques per als pacients amb CECC poden variar ampliament en
funcié de factors epidemiologics, localitzacions anatomiques i estadi TNM de la
malaltia (Chow, 2020).

El CECC és un cancer agressiu, geneticament complex i dificil de tractar. A banda de
terapies dirigides més o menys efectives, la cirurgia i la radioterapia representen les
principals opcions de tractament per a la majoria dels pacients amb CECC. Pero
aguests tractaments estan associats a una morbiditat important i a una reducci6 de la
qualitat de vida. A més, les recaigudes i la resisténcia a la radioterapia i a I'nica terapia

dirigida disponible avui en dia s6n frequents.

Aproximadament del 30 al 40% dels pacients amb CECC debuten amb una malaltia en
estadi | o Il (precog). En general, aquests pacients es curen amb terapia d'una sola

modalitat, sigui cirurgia primaria o radioterapia.

En els pacients que se sotmeten a cirurgia com a terapia definitiva inicial s'afegeix
radiacioé en aquells casos que presenten alguna caracteristica histopatoldgica adversa,
inclosa l'extensié ganglionar extracapsular (EGE), els marges positius, la invasié

perineural, la invasié limfovascular o les metastasis ganglionars multiples.

Tanmateix, els pacients que presenten una malaltia en estadi avancgat (estadis Ill o IV)
tenen un risc més elevat de recidiva local i metastasi a distancia, cosa que suposa un
repte en el tractament. Els pilars del tractament dels tumors avancats son la cirurgia
combinada amb la quimioradioterapia postoperatoria o la quimioradiacio inicial, amb
rescat quirdrgic si és possible. La quimioterapia d'induccié no ha trobat un Us
generalitzat a causa de la manca de beneficis en alguns estudis (Budach W et al.,
2016).

Amb tot, i a pesar dels esforcos substancials invertits en el desenvolupament
terapeutic, la taxa de supervivéncia a 5 anys dels pacients amb CECC s'ha mantingut
practicament sense canvis durant décades i, com s"ha comentat, varia segons l'estadi
de la malaltia (Siegel et al., 2022). Fins i tot amb tractaments combinats que inclouen
cirurgia, radioterapia i quimioterapia, les taxes de supervivencia a 5 anys van des
d'aproximadament el 60% en el carcinoma laringi fins al 25% en el carcinoma
d’hipofaringe (Gatta et al., 2015). Per altra banda, la supervivencia especifica de la
malaltia també es veu afectada negativament per la tendéncia d'aguests tumors a

envair localment el teixit normal circumdant i fer metastasi als ganglis limfatics
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cervicals: més del 50% dels pacients amb CECC es diagnostiquen inicialment en una

etapa localment avancada (Gatta et al., 2015).

L’aparent millora de la supervivéncia evidenciada en els darrers anys s’ha atribuit, en
part, a un augment significatiu de la incidéncia de CECC positiu per al VPH (un subgrup
amb pronostic més favorable) més que no pas a les millores en el tractament
multimodal “per se” (Johnson et al., 2020). El pronostic favorable dels pacients amb
CE d’orofaringe VPH (+) ha donat lloc a diversos estudis — alguns ja acabats i d’altres
en curs - amb I'objectiu de desintensificar el tractament en aquesta poblacid. Fins avui,
pero, no hi ha cap evidéncia a favor de la desintensificacié del tractament en el CE
d’orofaringe VPH (+) fora d'un assaig clinic. A més, és important tenir en consideracio
que només els pacients amb CE d’orofaringe VPH (+) estadis I-1l (T1-3, NO-N2) i un
historial de tabaquisme inferior a 10 paquets-anys s6n considerats com malalts
realment de "baix risc" i candidats als assaigs clinics de desescalada (Mehanna et al.,
2020).

Pero, si bé el tractament dels pacients amb cancer de cap i coll és complex, no hi ha
dubte que ha patit una transformacié considerable en l'Gltima decada. Els avencgos
recents en el tractament inclouen la bidpsia del gangli sentinella (Schilling et al., 2015),
la reseccid robadtica transoral (TORS, de l'anglés “Transoral Robotic Resection)), la
radioterapia adaptativa i basada en imatges, la terapia dirigida amb inhibidors de
molécules petites o0 anticossos, la immunoterapia i els tractaments de modalitat
combinada. Aquesta varietat creixent d'opcions terapeutiques fa que es requereixi una

seleccio6 optimitzada dels pacients per tal de personalitzar el tractament.

En relaci6 amb les terapies “dirigides”, la FDA (de langlés “Food and Drug
Administration”) ha aprovat el cetuximab (anticos monoclonal del receptor del factor de
creixement epidérmic-EGFR) en el CECC recurrent o0 metastatic com a sensibilitzador
de la radiacio, sol o en combinacié amb quimioterapia (Bonner et al., 2010; Sacco et
al., 2015).

La immunoterapia amb farmacs inhibidors del punt de control immune com
pembrolizumab i nivolumab (que sén anticossos monoclonals 1gG4 selectius dirigits
contra el receptor de PD-1 de la superficie de les cél-lules T), estan aprovats per al
tractament del CECC recurrent o metastatic refractari a cisplati; el pembrolizumab sol
o combinat amb plati i fluorouracil és un estandard del tractament en primera linea per
als pacients que presenten una malaltia metastatica o irresecable (Seiwert et al., 2016;
Magnes et al., 2021).
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Aquests tractaments nous d’immunoterapia s'han tornat molt valuosos en el tractament
del CECC. Perd cal una comprensi6 més detallada de la importancia tant del
microambient tumoral com del paper de la immunitat tumoral en la patogénesi i la

resposta al tractament.

Per altra banda, s’ha reportat també la possible relacié entre el microbioma oral i el
CECC, la qual cosa justifica més investigacions sobre la influéncia del microbioma oral

en el desenvolupament del CECC i de possibles tractaments (Alsahafi et al., 2019).

En una publicacié recent, Alsahafi i cols (2019) mostren, de manera esquematica, una
revisio i actualitzacio sobre la comprensio de la biologia del CECC, les arees de recerca
en curs i les perspectives de futur (figura 17).
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Figura. 17. Cronologia de la caracteritzacié molecular, les innovacions terapeutiques en cancer de cap i
coll i les perspectives de futur (Font: Alsahafi E et al. Cell Death Dis 2019).

2. Caracteristiques distintives del cancer en general

L’any 2000, en una revisio de referéncia, Hanahan i Weinberg van suggerir que la base
del creixement de les cél-lules malignes rau en sis alteracions essencials en la
fisiologia cel-lular. Aquests autors van referir-se a aquestes sis alteracions o capacitats
biologiques com el segell distintiu de gairebé tots els cancers i consistien en: 1)

I'autosuficiéncia en els senyals de creixement; 2) la insensibilitat als senyals inhibidors
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del creixement o anticreixement; 3) I'’evasié de la mort cel-lular programada (apoptosi);
4) un potencial de replicaci6 il-limitat; 5) una vascularitzacié sostinguda (angiogénesi)

i 6) la invasio de teixits i la metastasi.

Segons Hanahan, l'adquisici6 d’aquestes capacitats biologiques per part de les
cél-lules tumorals és deguda a dues caracteristiques “habilitadores” que ho fan
possible: el desenvolupament de la inestabilitat gendmica, que genera mutacions
aleatories que inclouen reordenaments cromosomics, i I'estat inflamatori de les lesions
premalignes i malignes, impulsades per cél-lules del sistema immunitari. Onze anys
meés tard els mateixos autors afegeixen dues capacitats biologiques addicionals que
també estarien implicades en la patogénesi del cancer: la capacitat de modificar o
reprogramar el metabolisme cel-lular per tal de donar un suport més eficag a la
proliferacié tumoral, i una segona caracteristica que permet que les cel-lules
canceroses evadeixin la destruccié immunologica, en particular pels limfocits T i B,
macrofags i cél-lules “natural-killer” (Hanahan et al., 2011). Recentment, els mateixos
autors han afegit quatre capacitats distintives més com soén: la plasticitat cel-lular, la
senescencia, la reprogramacié epigenetica no mutacional i les variacions polimorfiques

en els microbiomes d'organs i teixits (Hanahan et al., 2022) (figura 18).

Aquesta “redireccié” del metabolisme energetic esta regulada en gran manera per
proteines (oncogens i gens supressors) que també estan implicades en la programacio
de les altres caracteristiques del cancer. Aixi doncs, avui en dia s’accepta que la
desregulacié del metabolisme energétic en les cel-lules canceroses és un fet tan estées
i tan rellevant com els altres trets distintius associats al cancer.
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Figura 18. Segells distintius del cancer. La desregulacié del metabolisme cel-lular (fletxa vermella) es
considera actualment com un dels segells distintius del cancer (Modificat de: Hanahan D et al. Cancer
Discovery 2022).
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3. Metabolisme i cancer

3.1. Introduccio

Hem vist com la incorporacio del concepte de desregulacié del metabolisme cel-lular
com a segell distintiu del cancer és relativament recent (Hanahah et al., 2011). El
metabolisme del cancer es refereix a les pertorbacions en les vies bioquimigues que
tenen lloc en les cél-lules tumorals en comparacié amb la majoria de les cél-lules

normals.

El cancer és una malaltia que implica trastorns en el mecanisme del control cel-lular.
Les cél-lules canceroses necessiten alterar i adaptar el seu metabolisme per
sobreviure i multiplicar-se sota unes condicions metabodlicament compromeses
proporcionades pel microambient tumoral, procés que s"ha anomenat “reprogramacié
metabolica”. Perd aquesta transformacié les deixa dependents d’'un subministrament

constant de nutrients i d’energia.

Fins fa dues décades el metabolisme del cancer no es considerava una branca
principal de la biologia del cancer. No obstant aixd, en els darrers 20 anys hi ha hagut
un interés creixent pel metabolisme de les cél-lules canceroses — especialment pel
metabolisme de la glucosa - fins al punt que aquests temes s'han convertit en una part
integral de la biologia del cancer de manera similar a la transduccié i la transcripcié de

senyals.

En vista que, durant moltes décades, s’ha considerat I'increment de la glicolisi aerdbica
per distingir les cél-lules canceroses de les cél-lules normals (vegeu l'apartat 3.4.1.1)
i que aquesta caracteristica o distinci6 s'ha aprofitat per detectar i fer imatges de
tumors “in vivo” (PET-TC), és sorprenent que tot just recentment s'hagi reconegut el
metabolisme cel-lular accelerat de la glucosa com un dels distintius del cancer
(Hanahah et al., 2011).

A aguest renovat interes pel metabolisme de la glucosa s’hi afegeix la constataci6 del
fet que una de les consequéncies de certs factors oncogenics és l'augment del

metabolisme cel-lular de la glucosa i, fet i fet, del metabolisme en general (Hay, 2016).

3.2. Caracteristiques distintives (“hallmarks”) del metabolisme del cancer
Una caracteristica comuna del metabolisme de les cél-lules canceroses és la capacitat
d'obtenir els nutrients necessaris d'un entorn freqientment pobre en nutrients i utilitzar-

los tant per mantenir la viabilitat com per crear nova biomassa.
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En una excel-lent revisid, Pavlova et al. (2016, 2022) organitzen els canvis metabdlics
associats al cancer en sis segells distintius: 1) desregulacié en I'absorcié de glucosa i
aminoacids; 2) us de formes oportunistes d'adquisicié de nutrients; 3) Us de productes
intermedis del cicle de la glicdlisi/Krebs per a la biosintesi i produccié de NADPH; 4)
augment de la demanda de nitrogen; 5) alteracions en la regulacié genica impulsada
pels metabolits i 6) interaccions metaboliques amb el microambient (figura 19). Els dos
ultims representen els efectes a llarg termini de la reprogramacié metabolica sobre la
propia cel-lula cancerosa i sobre altres cél-lules del seu microentorn.
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Figura 19. Segells distintius del metabolisme del cancer. Paper del metabolisme de la glucosa i de les

alteracions en la regulacioé génica impulsades pels metabolits (fletxes) (Modificat de: Pavlova NN et al.
Cell Metabolism 2016).

Dos termes ampliament utilitzats en la literatura recent sobre el metabolisme del cancer

son els conceptes de "reprogramacié metabolica" i “oncometabolits” (DeBerardinis et
al., 2016).

3.2.1. Reprogramaci6é metabolica

DeBerardinis i cols. (2016) proposen que s'utilitzi el terme de reprogramacié metabolica

per a descriure les vies metaboliques convencionals que augmenten o disminueixen la
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seva activitat en les cel-lules tumorals en relaci6 amb els teixits benignes, a

conseqiéncia de mutacions tumorigéniques o altres factors.

La reprogramacié metabolica en les cel-lules canceroses es caracteritza,
fonamentalment, per una expressio alterada, mutacio, modificacié post-traduccional o
canvis en l'expressido de les isoformes enzimatiques que veurem en detall més
endavant (Ward et al., 2012).

3.2.2. Oncometabolits
El terme d’'oncometabdlit és relativament nou i fa referéncia als productes intermedis
del metabolisme que augmenten notablement en els tumors. Aquest terme cal

reservar-lo per als metabolits en els que:

a) hi ha un mecanisme clar que connecta una mutacié especifica del tumor amb

['acumulacié del metabolit.

b) hi ha proves convincents de la implicacié del metabdlit en el desenvolupament de la

malignitat (tumorigenesi).

Les alteracions en els metabdlits intracel-lulars i extracel-lulars que poden acompanyar
la reprogramacié metabolica associada al cancer tenen efectes profunds en I'expressio
génica, la diferenciaciéo cel-lular i el microambient tumoral. En definitiva, els
oncometabolits s'acumulen a conseqiiéncia de canvis genétics dins d'un tumor i, a la
vegada, contribueixen al procés molecular de transformacié maligna (Yang et al.,

2013). En veurem alguns exemples en l'apartat 4.2 (“Metabolisme i carcinogénesi”).

D’ara endavant tractarem ampliament de la regulacié/desregulacié del metabolisme del
cancer en general i del CECC en particular. En descriurem diverses caracteristiques -
principalment les referents al metabolisme de la glucosa -, la relacié que aquest
coneixement pot tenir en la cerca de biomarcadors, i el posible impacte en el prondstic
i 'abordatge terapéutic del CECC. Abans, pero, i per tal de contextualitzar-ho, pot ser
avantatjos revisar alguns conceptes generals sobre el metabolisme cel-lular en les

cel-lules no tumorals.

3.3. Metabolisme cel-lular normal

El metabolisme cel-lular descriu les reaccions quimiques intracel-lulars que
converteixen els nutrients i les molécules endogenes en energia i matéria (proteines,
acids nucleics i lipids), els quals s6n necessaris per a la supervivéncia de tot organisme
viu (Kaelin et al., 2010).
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La cél-lula normal realitza diverses reaccions sequencials o vies metaboliques per tal
de proporcionar energia i altres substrats essencials que ajudin en el seu manteniment
i desenvolupament (figura 20). Aquestes vies metaboliques inclouen, entre d’altres: la
glicolisi; la fosforilacié oxidativa (OxPhos); la via de les pentoses fosfat (PPP), que
genera pentoses fosfats per a la sintesi de ribonucleotids i NADPH; la biosintesi de
lipids; la via de I'hexosamina, que és necessaria per a la glicosilacié de proteines; la
glucogeénesi, que genera glucogen per a I'emmagatzematge de glucosa; la via de la

biosintesi de la serina, que genera aminoacids; i la glutaminolisi (Levine et al., 2010).
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Figura 20. Vies metaboliques de la glucosa. La figura mostra aspectes del metabolisme en cél-lules en
proliferacid, inclosa la glicolisi; produccié de piruvat i lactat; cicle ATC; fosforilacié oxidativa; PPP
(pentoses fosfat); glutamindlisi; i la biosintesi de nucleotids, lipids i aminoacids. Glut Trans indica
transportadors de glucosa; Glut 1, glutaminasa 1; Glut 2, glutaminasa 2; LDH, lactat deshidrogenasa;
Mal, malat; i OXPHQOS, fosforilacié oxidativa (Font: Levine AJ et al. Science 2010). TCA Cycle *: cicle de
I’acid tricarboxilic.
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El flux d'aquestes vies depén dels requisits de la cél-lula. A les cel-lules canceroses,
per exemple, aquests fluxos es modifiquen a causa de la hipoxia, cosa que ajuda a la

seva millor supervivéncia.

La glucosa és la principal font d’energia de les cel-lules. El trifosfat d'adenosina (ATP),
la principal molecula que impulsa tots els processos cel-lulars dependents de I'energia,
es genera principalment per dues vies metaboliques: la glicolisi i la fosforilacio

oxidativa (OxPhos).

3.3.1. Glicolisi

La glicolisi (del grec glycos, sucre i lysis, ruptura) és la ruta metabolica encarregada
d'oxidar la glucosa amb la finalitat d'obtenir energia per a la cél-lula. Es produeix al
citoplasma i consisteix en una serie de reaccions enzimatiqgues consecutives que
converteixen la glucosa en dues molécules de piruvat (producte) i produeix 4 ATP
(guany net de 2 ATP) i 2 NADH (dinucledtid de nicotinamida i adenina + hidrogen)
(figura 21). La fosfoglicerat quinasa 1 (PGK1) és I'enzim clau limitant la velocitat en el

procés de glicolisi aerobica.
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Figura 21. Via de la glicolisi (Font: Shrestha A. Microbe online, 2022).
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A les cél-lules normals, la glicolisi pot tenir lloc en preséncia d’oxigen (oxidacio) o en
absencia d'oxigen (fermentacid). En preséncia d'oxigen, el piruvat es transforma en
Acetil CoA i entra al cicle de I'acid citric o tricarboxilic (cicle de Krebs), mentre que en

condicions anaerdbiques, el piruvat es converteix en lactat o etanol.

3.3.2. Fosforilacio oxidativa (OxPhos)

El cicle de Krebs és una ruta metabolica, és a dir, una successié6 de reaccions
quimiques, que forma part de la respiracio cel-lular en totes les cél-lules aerobiques i
on s'allibera I'energia emmagatzemada a través de la descomposicié (oxidacid) de

I'acetil-CoA en dioxid de carboni i energia (ATP) (figura 22).

Cada cicle produeix una moléecula de FADH, (dinucleotid de flavina y adenina + H,),
una molécula de GTP (trifosfat de guanosina), tres molecules de NADH (dinucleotid de
nicotinamida i adenina + hidrogen) i dues molécules de dioxid de carboni. La
degradacié aerobica del piruvat (producte final de la glicolisi), la beta oxidacié dels
acids grassos i el catabolisme dels aminoacids donen lloc a la formacié d'acetil CoA.
El cicle de Krebs es produeix dins de la matriu mitocondrial.
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Figura 22. Cicle de I'acid tricarboxilic (Krebs) (Font: Shrestha A. Microbe online, 2022).
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3.3.3. Metabolisme dels carbohidrats en les cel-lules normals

El primer pas de la respiracié cel-lular de la glucosa és la glicolisi (figura 21). En la
glicolisi la glucosa es converteix en dues molécules d’acid piruvic (piruvat), que és el
producte final, i es generen dues molécules netes d'ATP. Si una céel-lula determinada
té accés a l'oxigen, I'acid piravic es converteix posteriorment en acetil-coenzim A per
I’enzim piruvat deshidrogenasa (PDH) i entra al cicle de Krebs (cicle de l'acid
tricarboxilic/ATC), on es produeixen dues molécules d'ATP, sis de NADH i dues de
FADH2. A aix0 segueix el procés de la cadena de transport d'electrons (que es
produeix a la membrana mitocondrial interna), la qual crea la majoria de les molécules
d'ATP (34 ATP). Aquest ultim pas dins de la cadena de transport d'electrons necessita
oxigen per recollir I'electré terminal de I'dltim citocrom (cyt a3) i convertir-se en un O-
naixent per recollir 2 H+ i crear un dels subproductes de la respiracio6 cel-lular aerobica:
una moléecula d’aigua (Devic, 2016; Fadaka et al., 2017).

D’aquesta manera, amb I'oxidacid6 completa d'una molécula de glucosa dins d'una

cél-lula en preséncia d'oxigen es produeixen en total 38 molécules d’ATP (figura 23).

Gly::ose
| —__ Full Glucose Oxidation
GLYCOLYSIS >
2 ATP+— )
Pyruvic acid 1. Glycolysis
2CO. < 2 NADH + 2H 2. Krebs Cycle
. T :
e 3. Electron Transport Chain
coenzyme A
6 NADH + 6H" Aerobic
" Cellular Respiration
Ao 2 FADH, C.H,O, + 6 O, + 38 ADP + 38 HPO, —>
4CO. Cyde 6 CO, + 6 H,0 + 38 ATP
electrons
2 ATP
34 ATP
a)

Figura 23. Metabolisme cel-lular de la glucosa en cel-lules normals: oxidacié completa de la glucosa
amb formacio6 final de 38 ATP (Font: Devic S. Journal of Cancer 2016).
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En condicions d’hipoxia (nivells baixos d’oxigen) l'acid piravic (producte final de la
glicolisi) no es converteix en acetil-coenzim A, sind en acid lactic a través de I'enzim
lactat deshidrogenasa (LDH), procés anomenat respiracié cel-lular anaerobica o
glicolisi anaerobica (figura 24). En aquest cas, el balan¢ energetic net és de només
dues molécules d'ATP que fan que el metabolisme anaerdbic de la glucosa sigui un
procés energéeticament molt ineficient (Koppenol et al., 2011; Vander Heiden et al.,
2009; Devic, 2016).

Glyfose
GLYCOLYSIS Lack of Oxygen
2 ATP+—
Pyruvic acid
i 1. Glycolysis
i oy 2. Lactic Acid Cycle
Anaerobic
Cellular Respiration
CH,,0, +6 O, + 38 ADP + 38 HPO,
2 CH,COCOOH + 2 ATP
b)

Figura 24. Metabolisme de la glucosa en cél-lules normals en condicions de manca d’oxigen (glicdlisi
anaerobica), amb obtencié final de 2 ATP (Font: Devic S. Journal of Cancer 2016).

3.4. Metabolisme cel-lular en les cel:-lules canceroses

El teixit tumoral esta format per cél-lules canceroses i cél-lules estromals circumdants
amb fons geneétics/epigenétics diversos, una situacié coneguda com heterogeneitat
intratumoral. Les cél-lules canceroses estan envoltades d'un microambient totalment
diferent del de les ceél-lules normals; en conseqiéncia, les cél-lules tumorals han de
mostrar respostes adaptatives rapides a la hipoxia i a condicions amb pocs nutrients.
Aquest fenomen de canvis en la bioenergetica cel-lular tumoral s"ha anomenat
"reprogramacié metabolica" que, com s’ha esmentat en lapartat 2, ha estat
reconeguda com un dels segells distintius del cancer (Hanahan et al., 2011; Vogelstein

et al., 2004; Ne Simonnet et al., 2002). La reprogramacioé metabolica es necessita tant
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per a la transformacié maligna com per al desenvolupament del tumor, incloses la

invasi6 i la metastasi (vegeu apartat 4.2. “Metabolisme i carcinogénesi”).

Les cél-lules canceroses alteren els processos metabolics per mantenir el seu
creixement i proliferacié incontrolats caracteristics. Aquestes alteracions metaboliques
inclouen: 1) canvi de la fosforilacié oxidativa a la glicolisi aerobica per donar suport a
l'augment de la necessitat d'ATP, 2) augment de la glutamindlisi per a la regeneracio
de NADPH, 3) un flux alterat a través de la via de la pentosa fosfat i el cicle de I'acid
tricarboxilic per a la generacié de macromolécules, 4) augment de la captacio de lipids,
lipogénesi i sintesi de colesterol, 5) regulacio positiva del metabolisme del carboni per
a la producci6 d'ATP, NADH/NADPH, nucledtids i glutatid, 6) alteracié del metabolisme
dels aminoacids, 7) regulacié de I'apoptosi basada en el metabolisme i 8) la utilitzacio

de substrats alternatius, com ara el lactat i I'acetat (Schiliro et al., 2021).

La glicdlisi i altres rutes del metabolisme de la glucosa sén les vies metabdliques
alterades més conegudes de les cél-lules canceroses. Aquest treball s’ha centrat
principalment en la primera de les alteracions metabdliques, és a dir, en el canvi de la

fosforilacié oxidativa a la glicolisi aerobica.

3.4.1. Metabolisme dels carbohidrats en les cel-lules canceroses

L’interés pels canvis metabdlics en el cancer s'ha revifat, en part, com a resultat de
I'aplicacié clinica generalitzada de la Tomografia per Emissié de Positrons (PET)
mitjancant fluor-18-desoxiglucosa (FDG). Les imatges PET basades en FDG han
confirmat que la majoria dels cancers primaris i metastatics mostren un augment
significatiu de la captaci6 de glucosa. En aquest sentit, és ben coneguda la
dependéncia que tenen de la glucosa les cél-lules tumorals en els pacients amb cancer

de cap i coll (Sandulache et al., 2011).

3.4.1.1. Glicolisi aerdbica: I’efecte Warburg

Fa més de 90 anys el fisidleg alemany Otto Warburg (figura 25) va descriure per primer
cop que els tumors, en comparacié amb els teixits normals no neoplasics, consumien
una gran quantitat de glucosa per a satisfer les seves demandes d'energia i poder
sobreviure i proliferar. Fins aleshores es pensava que les reaccions de produccio
d'energia necessaries per al creixement de les cel-lules canceroses provenien de la
lipolisi i/o la proteolisi. Uns anys més tard Warburg va demostrar que privar de glucosa
i oxigen les cél-lules canceroses provocava la mort cel-lular. D’aquesta manera, la
primera constatacio de que el metabolisme esta alterat en el cancer té les seves arrels
al treball d'Otto Warburg.
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Figura 25. Otto Heinrich Warburg (1883-1970)

Durant la década de 1920 Warburg va comprovar que, a diferencia de la majoria dels
teixits normals, els teixits cancerosos fermentaven la glucosa a lactat,

independentment de la preséncia d'oxigen.

Per estudiar el metabolisme del cancer ‘in vivo’ Warburg va utilitzar cél-lules del
sarcoma de Jensen per induir tumors a l'abdomen de les rates. En comparar les
concentracions arterials amb les concentracions venoses de glucosa i lactat, Warburg
va poder inferir la captacié de glucosa i I'excrecio de lactat per part del tumor: mentre
que els teixits normals van consumir entre el 2 i el 18% de la glucosa arterial, els tumors
en van consumir entre el 47 i el 70%. El lactat en sang no va canviar significativament
després de la perfusié de teixits normals, perd segons els calculs de Warburg, els
tumors van convertir el 66% de la glucosa consumida en lactat. Aixi, Warburg va
suposar que els tumors prenen molta més glucosa que els teixits normals i que en
converteixen un percentatge molt més gran en lactat i va descriure I'augment de la taxa
de metabolisme de la glucosa i la produccié de lactat a les cél-lules canceroses per a

la supervivéncia i la progressié tumoral (Warburg, 1927).

Warburg també va observar que, a diferéncia del metabolisme cel-lular normal, en les

cél-lules canceroses la conversiéo de glucosa a acid lactic es produeix fins i tot en
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preséncia d'oxigen, el que es coneix com glicolisi aerobica o efecte Warburg (EW)
(Warburg, 1927; Vander Heiden et al., 2009) (figura 26).

Normal cells Cancer cells
Gly::ose Glyfose
2 ATP «—— GLYCOLYSIS|— 2 ATP 2 ATP «—— GLYCOLYSIS|——» 2 ATP
Lack of O, Pyruvic acid | Presence of O, Lack of O, Pyruvic acid | Presence of O,
//\\ 7N
2 Lactic acid | coe?\::::e A 2 Lactic acid 2 Lactic acid

(Warburg effect)

I : 34 ATP l
$$ => 2 ATP $$ => 38 ATP $$ =>2 ATP

a) b)

Figura 26. Diferéncies en la produccié d’ATP segons la preséncia d’oxigen a) en cél-lules normals i b)
en cel-lules canceroses (Efecte Warburg o glicolisi aerobica) (Modificat de: Devic S. Journal of Cancer
2016).

La glicolisi aerdbica constitueix la primera alteracié bioquimica especifica descrita del
cancer. En aquest procés, les cél-lules tumorals depenen de la via glicolitica per al
metabolisme de la glucosa fins i tot en preséncia d'oxigen, generant alts nivells de
lactat i reduint I'is del cicle de Krebs/acid tricarboxilic (ATC) i la fosforilacié oxidativa
(OxPhos) (Levine et al., 2010). El lactat generat €s secretat a I'exterior de la cél-lula,

amb la subseqtient acidificacié del microambient tumoral.

Si bé en aquell moment Warburg va proposar que la preséncia de la glicolisi aerobica
era el resultat d'una disfuncié permanent dels mitocondris (Warburg, 1956), existeixen
nombroses investigacions que han demostrat que el mitocondri, en realitat, és

funcional en molts cancers.

Poc després del descobriment de la glicolisi aerobica en les cél-lules canceroses, el
bioquimic anglés Herbert Crabtree va ampliar el treball de Warburg i va proporcionar

la primera evidéncia “d'heterogeneitat glicolitica” en el cancer i va demostrar que la
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glicolisi no augmentava uniformement en els tumors ni, fins i tot, en els tumors del

mateix tipus (Crabtree, 1929). Aquest concepte s’ha conegut com “I'efecte Crabtree”.

Hem vist, doncs, com a les cél-lules normals la majoria de la glucosa utilitzada es
descompon al citoplasma per la via de la glicdlisi i, en un segon temps, al mitocondri
mitjancant la fosforilacié oxidativa (OxPhos), amb generacié de 38 ATP per molécula

de glucosa.

Les cél-lules canceroses, per contra, se sotmeten a la glicolisi i esquiven 'OxPhos
mitocondrial fins i tot amb disponibilitat d'oxigen adequat (glicolisi aerobica o EW), amb
formacio predominant d’acid lactic mitjangant 'enzim lactat deshidrogenasa A (LDHA).
El més sorprenent d’aquest procés és que els tumors, que son teixits molt demandants
d'energia, canvien a una via de produccié d'energia molt ineficient, ja que el resultat
de la glicdlisi aerdbica és I'obtencié de menys energia en comparacié amb les cél-lules

normals (entre 2 i 4 molécules d’ATP) (figura 27).
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Figura 27. Diferéncies entre una cel-lula normal i una cél-lula cancerosa en el metabolisme de la glucosa
(Modificat de: Schiliro C et al. Cells 2021). OXPHOS*: fosforilacié oxidativa.

La glicolisi aerobica, per tant, és un mitja del tot ineficient per generar ATP en

comparacio amb la quantitat d’energia obtinguda amb la respiracié mitocondrial o
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fosforilacié oxidativa (OxPhos). Per compensar aquesta deficiéncia energética, les
cél-lules canceroses prenen molta més glucosa en comparaci6 amb una cel-lula
normal; d’aquesta manera, la taxa de metabolisme de la glucosa mitjancant la glicolisi
aerobica és més alta i la produccio de lactat a partir de glucosa es produeix de 10 a
100 vegades més rapidament que l'oxidacié completa de la glucosa als mitocondris,
complint aixi la majoria de les necessitats energetiques (Warburg et al.,1927). Aixi, la
guantitat final d'ATP sintetitzada durant un periode de temps determinat és

comparable, sigui quina sigui la via metabdlica utilitzada.

Aquest augment de la glicolisi aerobica, amb els subsequents nivells augmentats de
metabolits glicolitics, no només ajuda a la cél-lula cancerosa a satisfer les demandes
d'energia sin6é que també ajuda en la produccié d'aminoacids, proteines i lipids a través
del metabolisme de la glutamina, el metabolisme de la serina i el metabolisme dels

lipids, respectivament.

Un aspecte interessant d’aquesta adaptaci6 metabdlica (glicolisi aerdbica - efecte
Warburg) és que no es limita només a les cél-lules canceroses sin6 que també s’ha
observat en cél-lules de creixement rapid no tumorals, com ara les cél-lules
embrionaries i les cél-lules implicades en la immunitat, I'angiogénesi, la pluripoténcia i
la infecci6 per patdogens (i.e. la malaria). Les cél-lules embrionaries, per exemple, fan
servir aquest mecanisme (efecte Warburg) per augmentar l'angiogénesi i el
creixement, pero quan deixen de proliferar i comencen a diferenciar-se, els gens
responsables reben les indicacions correctes i “s'apaguen”. En canvi, en les cél-lules
canceroses, aquests gens estan activats sempre, contribuint a la malignitat (Abdel-
Haleem et al., 2017).

3.4.1.2. Beneficis de I'efecte Warburg per al cancer
El segell metabodlic de la majoria de les cél-lules canceroses és l'absorcid i la
metabolitzacié avida de la glucosa. La “reprogramacio” del metabolisme cel-lular cap
a la glicolisi aerobica o EW és una de les modificacions metaboliques desenvolupades
per les cel-lules tumorals per tal de sobreviure en un microambient desfavorable,

alhora que retenen la seva capacitat proliferativa.

Durant diverses decades els investigadors van considerar que la glicolisi aerobica
simplement omplia una necessitat de les cél-lules canceroses que viuen en un entorn
hipoxic i que era una manera ineficient d'obtenir energia. Perdo, malgrat la seva

ineficiencia energetica, la utilitzacié preferent de la glicolisi per part de les cél-lules
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canceroses de creixement rapid confereix molts avantatges potencials que s'han fet

evidents recentment. Es poden resumir de la seglient manera:

a) A través de la utilitzacio de la glicolisi aerobica les cél-lules canceroses poden viure
en entorns amb una concentracié d'oxigen fluctuant que seria assolador per a les
cél-lules que es basen principalment en la fosforilacié oxidativa per a generar ATP
(Pouyssegur et al., 2006). En aquestes condicions, ’ATP es produeix aproximadament

100 vegades més rapid que amb la fosforilacié oxidativa.

b) La produccié d’acid lactic, durant molt temps reconegut només com a "producte de
rebuig metabolic", redueix el pH del microambient cel-lular i tumoral (que oscil-la entre
6,0 i 6,5) i aquest fet promou, per una banda, canvis genetics que perjudiquen la
resposta del sistema immunitari antitumoral, amb “immunopermissivitat” (Jiang, 2017;
Liberti et al., 2016; Gatenby et al., 2004) i de l'altra, redueix la uni6 o adheréncia
cel-lular facilitant el “desenganxament” cel-lular, la invasié i les metastasis (Swietach
et al., 2007; Pedersen, 2007; Calorini et al., 2012).

c) Les cel-lules canceroses utilitzen productes metabolics intermedis de la via
glicolitica per a les reaccions anaboliques necessaries per a la proliferacié rapida
(Gatenby et al., 2004; Adekola et al., 2012).

d) El piruvat i el NADPH, els productes finals de les dues vies principals del
metabolisme de la glucosa (la via de la glicolisi i la via de la pentosa fosfat o PPP,
respectivament) son emprats per les cél-lules canceroses per a lluitar contra l'estrés

oxidatiu.

3.4.1.3. Concepcions “erronies” sobre I'efecte Warburg

Tradicionalment s’ha atribuit a Otto Warburg I'afirmacié que els tumors cancerosos, a
diferéncia dels teixits normals, depenen predominantment o exclusivament de la
glicolisi aerobica per a la produccié d'energia (ATP). Pero, tot i que Warburg va
demostrar que molts tumors presenten una alta taxa glicolitica fins i tot en presencia
d'oxigen, també va destacar que a les cél-lules tumorals de creixement més rapid la
contribucié glicolitica en la produccio d'energia no és exclusiva i normalment no supera
el 50% (Pedersen, 2007).

En I'article que va aparéixer a Science fa més de 50 anys Warburg va resumir els
resultats d'un experiment realitzat amb cél-lules tumorals d'ascites de ratoli afirmant el
seguent: “Aquesta conversid en equivalents d'energia significa que les ceél-lules

canceroses poden obtenir aproximadament la mateixa quantitat d'energia de la
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fermentacio (de la glicolisi a I'acid lactic) que de la respiracié (OxPhos als mitocondris),
mentre que les cel-lules normals del cos obtenen molta més energia de la respiracio
que de la fermentacié” (Warburg, 1956). En definitiva, Warburg va observar que, en el
teixit normal, la glicolisi genera aproximadament el 10% de I'ATP i 'OxPhos als
mitocondris representa el 90%, mentre que als tumors cancerosos més del 50% de
I'energia cel-lular es produeix per la glicdlisi i la resta es genera als mitocondris (Denko
et al., 2008).

3.4.1.4. Efecte Warburg invers

L'efecte Warburg invers (o “acoblament metabdlic estromal-epitelial’) és una hipotesi
que dona suport al paper de 'OxPhos a les cél-lules canceroses. L'efecte Warburg
invers proposa que les cél-lules canceroses indueixen la glicolisi aerdbica en els
fibroblasts estromals veins. Aquests fibroblasts associats al cancer (CAF, de I'anglés
“Cancer-Associated Fibroblasts) se sotmeten a una diferenciacid mio-fibroblastica,
activen la glicolisi i comencen a segregar lactat i piruvat que, al seu torn, sén absorbits
per les cél-lules canceroses epitelials, que els incorpora al seu cicle de Krebs
mitocondrial. Tot aix0 afavoreix que a les cel-lues canceroses hi hagi una alta
produccié d'ATP a través de la fosforilacié oxidativa (respiraciéo mitocondrial) (Pavlides
et al., 2009; Bonuccelli et al., 2010) (figura 28).
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Figura 28. Efecte Warburg invers (vegeu text) (Font: Pavlides S et al. Cell Cycle, 2009).
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Segons aquesta hipotesi, existeix una simbiosi metabolica entre les cel-lules
canceroses epitelials i els CAF, els quals "alimentarien" les cél-lules tumorals.
L'existéncia d’aquesta simbiosi metabolica no és exclusiva dels teixits cancerosos i

aguest procés també es pot observar en el teixit normal.

4. El cancer com a trastorn metabolic

4.1. Aspectes generals

Es necessita la comprensio de la desregulacié metabolica de les cél-lules canceroses
per entendre el cancer. Durant molt de temps s'ha considerat el cancer com una
malaltia genética caracteritzada per una infinitat de mutacions que impulsen la
progressié del cancer. Perd hi ha evidéncies que indiquen que el metabolisme
desregulat de les cél-lules canceroses per si mateix podria ser la causa subjacent dels

tumors.

Perqué el cancer es consideri una malaltia metabdlica cal que hi hagi un metabolisme
desregulat, el qual es produeix per una respiracié (fosforilacié oxidativa) danyada o
insuficient. Es evident que el metabolisme desregulat és una caracteristica clau de tots
els tipus de cancer, pero queda per respondre si l'alternangca genética provoca un
metabolisme alterat en el cancer o si, al contrari, és el metabolisme desregulat el que

dona lloc a les alteracions moleculars o genétiques observades en el cancer.

La defensa del cancer com a malaltia metabolica sosté aixd ultim. Es a dir, que el
cancer es produeix per un metabolisme desregulat. Es necessita un metabolisme
alterat que implica un reencaminament metabolic de les cél-lules canceroses per donar

suport a la seva alta demanda nutricional, necessaria per a la generacio6 d'energia.

Aquesta desregulaci6 metabolica de les cel-lules canceroses conduiria a la
regulacié/activacié o supressié/desactivacié dels oncogens i dels gens supressors
tumorals, respectivament, els quals regulen el metabolisme per mantenir la viabilitat i

la proliferacio cel-lular (Seyfried et al., 2020).

4.2. Metabolisme i carcinogénesi

La carcinogénesi és un procés complex i en diversos passos que requereix I'eliminacio
de diverses barreres imposades per les cél-lules com sbén les respostes
antiproliferatives, els mecanismes d'induccié de la mort cel-lular programada i la
senescencia. Tots aquests processos es produeixen, principalment, per alteracions

genetigues en oncogens i gens supressors de tumors (Fadaka et al., 2017). En relacié
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amb aix0, l'activacié d'oncogens i la desactivacié de gens supressors tumorals s'han

associat tradicionalment a la remodelacié metabolica lligada al cancer.

El recorregut des de la fisiologia cel-lular normal fins al comportament maligne i com
es poden relacionar les caracteristiques distintives del cancer amb les cascades de
senyalitzacié i amb la reprogramacio metabolica de les cél-lules canceroses es mostra

a la figura 29.

Qualsevol condicié que danyi la fosforillacié oxidativa mitocondrial d'una cél-lula, pero
gue no sigui prou greu per a induir I'apoptosi, pot iniciar el cami cap a un tumor maligne.
Algunes de les condicions inespecifiques que contribueixen a la carcinogénesi poden
incloure infeccions viriqgues, mutacions rares de la linia germinal, inflamacié, hipoxia

intermitent, radiacié (ionitzant o ultraviolada), carcindogens i altres.

Qualsevol d'aquestes condicions pot danyar I'estructura i la funcié dels mitocondris,
activant aixi una resposta especifica a la cél-lula danyada (RTG o “resposta cel-lular
retrograda”). Si el dany mitocondrial persisteix, es requereix una resposta energéetica
compensatoria continua que implica la fosforilacio a escala de substrat per mantenir el
consum energeétic d’ATP i, subseqientment, la viabilitat cel-lular (Seyfried et al., 2010).
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Figura 29. Vinculacié dels segells distintius del cancer (“cancer hallmarks”) amb el metabolisme
energetic deteriorat (vegeu text) (Font: Seyfried TN et al. Nutrition&Metabolism 2010). RTG*: retrograde
cellular response”. SLP*: fosforilacio a escala de substrat (de I’langles: “substrat level phosphorylation”).
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La progressio del tumor esta relacionada amb una major dependéncia de la fosforilacio,
que finalment esdevé irreversible. Com que la integritat del genoma nuclear depén de
I'eficiencia de la produccié d'energia mitocondrial, el deteriorament continuat de la
produccié d'energia mitocondrial debilitara gradualment la integritat del genoma donant
lloc a un fenotip mutador i a una gran quantitat de mutacions somatiques. D’aquesta
manera, l'activacié d'oncogens i la inactivacié de gens supressors tumorals seran la
consequeéncia d'una disfuncié mitocondrial perllongada. | aquestes anomalies geniques
contribueixen encara més a la disfuncid6 mitocondrial, alhora que activen les vies

energétiques necessaries per regular i mantenir la fosforilacio en 'ambit de substrat.

Aixi doncs, aquest escenari metabolic permet explicar totes les caracteristiques
principals adquirides del cancer i fa avinent que, en els mecanismes d’adaptacio
metabolica relacionats amb el cancer, existeix una associacié considerable entre
diverses vies del metabolisme huma i la transformacié maligna o carcinogénesi
(Seyfried et al., 2010; Hsu PP et al., 2008).

Vegem-ne alguns exemples:

La isocitrat deshidrogenasa IDH1 i IDH2 (enzims del cicle de 'acid tricarboxilic o cicle
de Krebs) es muten amb freqiiéncia en diversos tipus de cancer com ara el glioma, la
leucémia mieloide aguda i el condrosarcoma, desencadenant canvis significatius en el
paisatge epigenétic dels cancers que contenen aquestes mutacions. Un dels productes
dels enzims IDH1 i IDH2 mutats és el (R)-2-hidroxiglutarat ((R)-2HG). Les cél-lules
canceroses amb mutacio d’'IDH poden acumular nivells mil-limolars d'aquest metabdlit
normalment indetectable, el qual facilita el desenvolupament i manteniment del tumor
maligne (Chowdhury et al., 2011; Hirschey et al., 2015).

A més del (R)-2HG, el succinat i el fumarat (productes metabodlics del cicle de Krebs)
també tenen el potencial d'actuar com a oncometabdlits. En alguns tipus especifics de
cancer s'observen mutacions amb pérdua de funci6 de la fumarat hidratasa (FH) i la
succinat deshidrogenasa (SDH), donant lloc a I'acumulacié de fumarat i succinat,
respectivament (vegeu figura 22). El succinat es coneix, des de fa diversos anys, per
promoure l'estabilitzacié d’HIF1 mitjancant la inhibicié de les prolil-hidroxilases. Més
recentment, s'ha identificat que el succinat i el fumarat també inhibeixen les histones-

desmetilases i les proteines TET (Hirschey et al., 2015).

En atencié a aix0, el descobriment dels oncometabolits proporciona proves de I'estat

metabolic del cancer i vincula I'aparicié del cancer amb alteracions en la produccio
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d'energia, fet que planteja la pregunta de si el cancer podria ser una malaltia

essencialment metabodlica (Gyamfi et al., 2022).

4.3. Efecte Warburg: consequéncia o cauda de la carcinogenesi?

Després de I'observacié pionera d'Otto Warburg de qué el consum elevat de glucosa
per part de les cél-lules canceroses s'associa a una limitacié del consum d'oxigen i a
la produccié d'acid lactic en aerobiosi (glicolisi aerdbica), s’han dedicat nombrosos
esforcos per explicar la génesi del metabolisme glicolitic dels tumors aixi com la seva

implicacio en la transformacié maligna.

L’efecte Warburg o glicolisi aerdbica encara és una questié sense resoldre. Per qué
les cel-lules canceroses agressives s’estimen més utilitzar un méetode energéticament

ineficient per cremar la glucosa a nivell cel-lular?

Aquesta caracteristica ha provocat gran part del conflicte sobre I'origen del cancer, és
a dir, sobre si el cancer és un trastorn genetic o metabolic. Tot i que s’ha acceptat la
glicolisi aerobica com un segell metabdlic clau del cancer, encara no es coneix del tot
de quina manera les cél-lules tumorals estableixen aquest fenotip metabdlic alterat i si

és essencial per a la tumorigénesi.

Devic (2016) hoil-lustra d’'una manera prou grafica: davant la disjuntiva sobre si I'efecte
Warburg és la conseqiiéncia o bé podria estar en l'arrel de la causa mateixa de la
carcinogéenesi la resposta és que “no esta clar que és primer, si I'ou o la gallina” (figura
30).

Carcinogenesis ? Aerobic glycolysis
= (Warburg effect)
Aerobic glycolysis ;& ' .
(Warburg effect) e o Carcinogenesis

Figura 30. Efecte Warburg i carcinogénesi: una questié encara pendent (Font: Devic S. Journal of Cancer
2016).

Per molt que al llarg dels darrers 90 anys s'han suggerit diverses hipotesis, ara com
ara no hi ha una explicacié clara d'aquest efecte. Tradicionalment s'ha assumit que
I'efecte Warburg és una consequéncia de la carcinogénesi, pero també s’han plantejat

altres hipotesis: | si el canvi cel-lular cap a una glicolisi aerobica representa més aviat
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un punt d’inflexi6 en el temps que indueix que una cél-lula normal esdevingui

cancerosa?

Existeixen algunes teories que recolzen la desregulacio del metabolisme de la glucosa
com la causa “inicial” de la carcinogenesi. En aquest context, Devic (2016) planteja el
seglent: en el metabolisme cel-lular de la glucosa hi ha un punt critic on es decideix
el desti de I'acid piravic. En preséncia d'oxigen, I'acid pirdvic es converteix en Acetil-
coenzim A, procés que és intervingut per l'anomenat “complex de la piruvat
deshidrogenasa” (CPD). Aquest complex esta format per tres enzims: piruvat
deshidrogenasa (PDH), dihidrolipoil transacetilasa (DLAT) i dihidrolipoil
deshidrogenasa (DLD). Per contra, la conversidé d’acid piravic en acid lactic només

requereix un enzim: lactat deshidrogenasa A (LDHA).

Des del punt de vista de la cinética cel-lular es podria pensar que la probabilitat d’error
€s més gran en la conversié de piruvat a acetil-coenzim A perqué es necessita la
sintesi de tres enzims i que aix0o afavoriria la integritat de la via de la transcripci6 d'un

sol enzim (LDHA), amb la subsequent formacié d’acid lactic (figura 31).

Lactat deshidrogenasa A (LDHA)

# Acid lactic

Complex piruvat deshidrogenasa (CPD)
IlllIllllllllllIIIIllllllllllllllllllllllllll) Acetil coenzim A

Piruvat deshidrogenasa (E1)

Figura 31. Cruilla en el metabolisme cel-lular de la glucosa on es decideix el desti de I'acid piravic
(Esquema de l'autor, modificat de: Devic S. Journal of Cancer 2016).

Aquest autor proposa que el canvi de respiracié cel-lular (OxPhos) a glicolisi aerobica
(efecte Warburg) amb formacié de lactat conduiria a la carcinogénesi. La cél-lula
comencaria a desenvolupar el fenotip cancerés en el punt on es decideix el desti de
I'acid pirdvic i aquest canvi metabolic es podria regir per la manca d’almenys algun

dels enzims del CPD. A favor d’aquesta hipotesi s"ha reportat que molts cancers tenen
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nivells meés alts de LDHA que els teixits normals (vegeu apartat 5.2 “Enzims metabdlics

i bases moleculars de la glicolisi aerdbica”).

Per la seva banda, Christofk i cols. (2008) van evidenciar que, per al canvi del
metabolisme cel-lular normal a la glicolisi aerobica, n’hi hauria prou amb una
transformacié (“interruptor”) d’'una isoforma de I'enzim glicolitic piruvat-quinasa (PK) i
gue aix0 afavoriria la tumorigénesi. Les cel-lules tumorals expressen exclusivament la
isoforma embrionaria M2 de la piruvat quinasa (PKM2). Quan s’elimina I'expressi6 de
la piruvat quinasa M2 a les linies cel-lulars de cancer huma, canvia l'expressio de la
piruvat quinasa a la isoforma M1 (forma adulta) i condueix a la inversié de l'efecte
Warburg, tal com es veu per la reduccié de la produccié de lactat i l'augment del

consum d'oxigen.

4.4. Consideracions finals

Tot i que existeixen diverses linies d'evidéncia que suggereixen que el “recablejat”
metabolic esta orquestrat per l'accié concertada d'oncogens i gens supressors de
tumors, hem vist que, en algunes circumstancies, el metabolisme alterat pot tenir un
paper principal en I'oncogénesi. En aquest sentit, s'han associat mutacions d'enzims
citosolics i mitocondrials implicats en vies metaboliques clau amb formes hereditaries

i esporadiques de cancer.

Els avengos recents en l'estudi de les mutacions de la isocitrat deshidrogenasa-1
(IDH1), la fumarat hidrogenasa (FH) i la succinat deshidrogenasa (SDH), aixi com les
alteracions d’enzims com la piruvat kinasa M2 (PKM2) han demostrat que homés amb
la mutacié d’enzims metabdlics clau n’hi ha prou per activar tumors, posant en dubte
les creences anteriors. Per tant, els trastorns metabolics també sén causa directa de
l'inici dels tumors, o dit d’'una altra manera, de la carcinogénesi (Liberti i Locasale
2016).

En conjunt, aguests resultats demostren que el metabolisme aberrant, abans vist com
un epifenomen de la reprogramacié oncogenica, té un paper clau en I'oncogénesi amb
el poder de controlar els esdeveniments genetics i epigenetics en les cel-lules
(Hirschey et al., 2015).

5. Aspectes moleculars del metabolisme del cancer

Els mecanismes moleculars subjacents a la reprogramacié metabdlica de les cél-lules
canceroses son complexos. Hi intervenen oncogens i gens supressors tumorals,

enzims metabolics i ARN no codificants (ARNNC).
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5.1. Gens efectors clau decisius en el metabolisme del cancer

Es ben conegut que a les cél-lules canceroses hi ha diverses oncoproteines que
augmenten I'expressio i indueixen l'activitat d'enzims metabolics i transportadors que
faciliten una alta taxa de metabolisme de la glucosa. Hi ha diversos estudis que han
detallat les funcions dels oncogens i gens supressors de tumors identificats amb més
frequéncia i s’ha relacionat la seva funcié amb papers clau en el metabolisme cel-lular
(Boroughs et al., 2015) (figura 32).
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Figura 32. Metabolisme cel-lular: senyalitzacié oncogenica i disponibilitat de nutrients. La senyalitzacio
oncogeénica regula I'adquisicio de nutrients abundants, incloent-hi glucosa i glutamina, i la seva utilitzacié
per donar suport a les vies biosintetiques (en morat). En blau es destaquen transportadors de nutrients
com Glutl i diferents enzims metabolics. Les vies metaboliques classiques es destaquen en taronja
(glicolisi, cicle de Krebs, glutaminolisi i via de la pentosa-fosfat). HK, hexoquinasa; G6P, glucosa-6-fosfat;
G6PDH, glucosa-fosfat deshidrogenasa; Ribosa-5P, ribosa-5-fosfat; F6P, fructosa-6-fosfat; PPP, via de
la pentosa fosfat; GA3P, gliceraldehid-3-fosfat; 3PG, 3-fosfoglicerat; LDHA, lactat deshidrogenasa A;
SREBP, proteina d'unié a elements reguladors d'esterols; ACLY, ATP citrat liasa; ACC, acetil-CoA
carboxilasa; FASN, acids grassos sintasa; GLS, glutaminasa, a-KG, alfa-cetoglutarat; OAA, oxaloacetat;
TCA, acid tricarboxilic (Modificat de: Boroughs LK et al. Nat Cell Biol, 2015).
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5.1.1. HIF (Factor induible per la hipdxia)

En condicions d’hipoxia s’activa el complex del factor de transcripcié induible per la
hipoxia HIF-1. HIF1-alfa indueix I'expressié dels transportadors de glucosa (GLUT) i
regula I'activacio de 9 dels 10 enzims glicolitics (excepte la fosfoglicerat mutasa) que

funcionen en la glicolisi (Levine et al., 2010) (figura 33).
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Figura 33. Regulacié del metabolisme glicolitic per HIF-1, c-Myc i p53 (Font: Yeung SL et al. Cell Mol
Life Sci 2008).

Els gens diana d’HIF-1 implicats en la reprogramacié metabolica inclouen:
transportadors de glucosa GLUT1 (SLC2A1) i GLUT3 (SLC2A3), hexoquinasa 1i 2 (HK
1, 2), els enzims glicolitics aldolasa A (ALDOA), enolasa 1 (ENO1), gliceraldehid-3-
fosfat deshidrogenasa (GAPDH), fosfofructoquinasa L (PFKL), fosfoglicerat quinasa 1
(PGK1), piruvat quinasa M2 (PKMZ2) i lactat deshidrogenasa A (LDHA).
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L'activitat enzimatica de piruvat deshidrogenasa (PDH) és inhibida per la PDH quinasa
1 (PDK1), bloguejant aixi la conversio del piruvat en acetil coenzim A per entrar al cicle
de I'acid tricarboxilic (ATC) (Semenza et al, 2012).

5.1.2. c-Myc (factor de transcripcié Myc)
El primer enlla¢ mecanicista directe documentat entre un oncogen activat i el
metabolisme alterat de la glucosa va ser l'activacié transcripcional de LDHA (lactat

deshidrogenasa A) pel factor de transcripcié oncogenic MYC (Shim et al., 1997).

Myc i HIF-1 regulen conjuntament alguns dels gens implicats en el metabolisme de la
glucosa (transportador de glucosa GLUT1, hexoquinasa 2 (HK2), piruvat quinasa M2
(PKM2), lactat deshidrogenasa A (LDHA) i piruvat deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1),

afavorint la conversio de la glucosa en lactat (figura 33).

Myc també estimula el metabolisme de la glutamina mitjancant la regulacié dels
transportadors de glucosa (SLC1A5) i la glutaminasa (GLS). La glutamina es
converteix en a-cetoglutarat (a-KG) i, a través del cicle de I'acid tricarboxilic (ATC), a
malat, que es transporta al citoplasma i es converteix en piruvat i després en lactat

(glutaminolisi) (Dang et al., 2009).

5.1.3. Gen supressor tumoral TP53

TP53 és un gen supressor tumoral que codifica un factor de transcripcié amb funcions
en el manteniment de I'estabilitat genomica, el cicle cel-lular, la reparacié de I'ADN,
I'apoptosi i la senescéncia. p53 també té un paper en el control del metabolisme de la
glucosa mitjancant la inhibicié de la glicolisi i I'estimulacié concomitant de la fosforilacié
oxidativa. El p53 funcional disminueix la taxa glicolitica inhibint I'expressié dels
transportadors de glucosa GLUT1 i GLUT4 i disminuint els nivells de fosfoglicerat
mutasa, I'enzim responsable de convertir el 3-fosfoglicerat en 2-fosfoglicerat (Soga et
al., 2013).

5.2. Enzims metabolics. Bases moleculars de la glicolisi aerobica en el
cancer

El metabolisme desregulat contribueix a l'oncogénesi i la via metabolica meés
desregulada en cancer és la via del metabolisme de la glucosa. Per aix0 els canvis en
I'expressio dels enzims implicats en el metabolisme de la glucosa sén fonamentals per

a la reprogramacié metabolica (Gyamfi et al., 2022).

Les cél-lules canceroses faciliten el primer pas “obligat” en el metabolisme de la

glucosa augmentant la captacié de glucosa i induint I'expressié d'alts nivells
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d’hexoquinasa 2 (HK2). El segon pas obligat de la glicolisi és catalitzat per la
fosfofructoquinasa 1 (PFK1), que catalitza la conversié de fructosa-6-fosfat (F6P) en
fructosa-1,6-bisfosfat (F1,6BP). El tercer pas és catalitzat per les piruvat quinases

(PKM), que converteixen el fosfoenolpiruvat (PEP) en piruvat (Hay, 2016) (figura 33).

Mentre que en els dos primers passos es consumeix ATP, al tercer pas (de
fosfoenolpiruvat/PEP a piruvat) es genera ATP (figura 21). Aquest tercer pas esta
atenuat o minimitzat en les cél-lules canceroses per la utilitzacié6 predominant de la
isoforma M2 de la piruvat quinasa (PKM2). A les cel-lules canceroses, PKM2 esta
sobreexpressada i aquesta sobreexpressio esta controlada per I'oncoproteina c-Myc.
L’expressi6 i la regulacio de PKM2 juga un paper dominant en la glicolisi per assolir
les demandes de nutrients de les cél-lules canceroses en proliferacié. A més, té una
funcié no metabdlica com a coactivador i proteina quinasa, que contribueix a la

tumorigénesi (Dong et al., 2016).

El darrer pas de la glicolisi (la conversié de PEP a piruvat) disminueix en les cél-lules
canceroses pero, en canvi, hi ha un augment notable de la conversié de piruvat en
lactat (figura 33). Els enzims que catalitzen la conversio reversible del piruvat en lactat
son les lactat deshidrogenases (LDH), que estan codificades per quatre gens separats
(LDHA, LDHB, LDHC i LDHD). LDHA té una afinitat més alta pel piruvat mentre que
LDHB té una afinitat més alta pel lactat; aixi, LDHA afavoreix la reaccié cap a lactat i
LDHB afavoreix la reaccio inversa (cap a piruvat). LDHA és la forma més expressada

a les cel-lules canceroses.

5.3. ARN no codificants

Finalment, diverses investigacions recents han posat emfasi en el paper dels ARN no
codificants (ARNNc) en el metabolisme del cancer. Els ARNnc sén una classe de
molécules d'ARN funcionals que no es tradueixen a proteines perd0 que regulen

I'expressio genica.

S'ha demostrat que els ARNnc estan implicats en diversos processos biologics, inclosa

la regulacié d'enzims clau en la via del metabolisme de la glucosa (Fan et al., 2017).
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Aixi, s’ha observat que els ARNnc regulen el metabolisme de la glucosa dirigint-se als
transportadors de glucosa (GLUT) o als enzims de la glicolisi (com ara HK1/2, PKM2 i
LDHA) i influint en les vies de senyalitzacié oncogénica p53, Akt, AMPK i HIF-1 (Yu et
al., 2015; Shankaraiah et al., 2018;Taefehshokr et al., 2020) (figura 34).
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Figura 34. Paper dels ARNnNc en la regulacié del metabolisme de la glucosa (vegeu text) (Font: Yu C et
al. Tumor Biol 2015).

6. Biomarcadors i cancer

6.1. Aspectes generals dels biomarcadors. Rellevancia clinica

No hi ha dubte que, amb I'aparicié actual de les noves tecnologies, el descobriment de
biomarcadors s'ha convertit en un gran tema d’investigacié. | aixo és aixi perquée el
gran progrés en el control del cancer es veu potenciat significativament amb la
disponibilitat de biomarcadors utils per a la deteccié preco¢ (diagnostic), per al

pronostic i per al tractament del cancer.
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Hi ha diversos tipus de biomarcadors tumorals que es classifiquen en funci6é de les
seves funcionalitats (figura 35). Els marcadors de diagnodstic, per exemple, ajuden a
predir I'aparicié d’'un tumor mentre que els marcadors de prondstic son indicadors que
s'utilitzen per ajudar a detectar el risc d'una consequeéncia futura, com ara la reaparicio

(recidiva) de la malaltia després del tractament primari.
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Figura 35. Esquema de la identificacié de biomarcadors al cancer (Modificat de: Jha NK et al dins: Cancer
Cell Metabolism: A Potential Target for Cancer Therapy. Capitol 9. Springer Nature 2020.
https//doi.org/10.1007/978-981-15-1991.8).

En els darrers anys, el coneixement sobre biomarcadors ha augmentat d’alld més i ha
proporcionat grans oportunitats per avancar en la gestié dels pacients amb cancer,
millorant I'eficiencia de la deteccid i I'eficacia del tractament. D’altra banda, I'avencg
tecnologic recent ha permés I'examen de molts biomarcadors potencials i ha renovat
I'interés per desenvolupar-ne de nous. Els biomarcadors del cancer conformen una
amplia gamma de substancies bioquimiques (acids nucleics, proteines, sucres, lipids i
petits metabolits), parametres citogeneétics i citocinetics i cél-lules tumorals senceres

gue es troben als liquids corporals (Bhatt et al., 2010).

La comprensio6 integral de la rellevancia de cada biomarcador és molt important no
nomeés per diagnosticar la malaltia de manera fiable, siné6 que també ajuda en la
valoracio del pronostic, en I'avaluacio del risc de recidiva i en I'eleccié de les multiples
alternatives terapeutiques disponibles en I'actualitat que poden beneficiar els pacients
(figura 36).
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Figura 36. Aplicacions dels biomarcadors en el cancer (Modificat de Jha NK et al dins: Cancer Cell
Metabolism: A Potential Target for Cancer Therapy. Capitol 9. Springer Nature 2020.
https//doi.org/10.1007/978-981-15-1991.8.).

6.2. Biomarcadors (metabolics i altres) en el CECC
Les neoplasies de cap i coll tenen un mal prondstic a causa del seu diagndstic tarda.
Per tant, la disponibilitat de biomarcadors per detectar aquests tumors en una fase

preco¢ podria millorar el pronostic i la taxa de supervivéencia.

Si bé és cert que existeix un nombre creixent de marcadors moleculars que poden ser
utilitzats com eines prondstiques o predictives en el tractament del CECC, la
comprensio d'aquests marcadors bioldgics no esta tan ben definida com en altres tipus

de tumors com el cancer de mama, colon o pulmé.

En una revisio bibliografica recent sobre biomarcadors per diagnosticar les neoplasies
de cap i coll en la fase inicial i que engloba una visié dels diferents camps —“oOmiques”,
Konings H i cols (2020) van concloure que, fins a aquesta data, no s'havia identificat
cap biomarcador unic o panell de biomarcadors per a la deteccié de tumors de cap i
coll amb aplicabilitat clinica i que calien més investigacions sobre biomarcadors per

diagnosticar neoplasies de cap i coll en una fase inicial.

En el CE de laringe, els biomarcadors més estudiats a la literatura han estat els ARN
no codificants (IncRNAs) (Cossu et al., 2019; Huang GJ et al., 2021), els reguladors
del cicle cel-lular (Ki-67, ciclina D1, p27, p16, PCNA), les proteines reguladores de
I'apoptosi (Bcl2), els oncogens i gens supressors tumorals (p53), les molecules
implicades en les vies dels factors de creixement (EGFR, TGF-B), angiogéniques
(VEGF, angiogenina, CD105), estructurals (E-cadherina, CD44, osteopontina, FAK i
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cortactina), els marcadors immunologics (PD-L1) i les hormones sexuals (ER, PR, AR
i PRLR) (Cavaliere et al., 2021).

Els microARN s6n ARN monocatenaris no codificants de 17 a 25 nucleodtids que
circulen en fluids corporals lliures de cél-lules, com el plasma sanguini, el sérum, la
saliva i I'orina. La investigacio actual té com a objectiu analitzar I'expressio d’aquests
ARNNCc en pacients amb cancer. Alguns autors han estudiat el valor pronostic dels
microRna circulants (miR-26b, miR-124, miR-155 i miR-375) com a factors de risc de
recidiva local en pacients amb CECC no tractats en el moment del diagnostic (Avilés-
Jurado et al., 2020). Per la seva banda, Wang H i cols (2020) proposen que es puguin
utilitzar terapéutiques basades en ARNnNc per inhibir el procés de reprogramacio del

metabolisme de la glucosa en el CECC.

A diferéncia de les alteracions genétiques o epigenétiques, que no es produeixen en
tots els tipus de cancer, les alteracions metaboliques son freqlents entre tots els
subtipus de cancer i entre tots els cancers en general. La metaboldomica es defineix
com l'estudi cientific dels processos quimics que impliquen metabdlits, substrats de
molécules i productes del metabolisme cel-lular. EI metaboloma representa el conjunt

complet de metabdlits en una ceél-lula, teixit, 0rgan o organisme bioldgic.

El fet de reconeéixer el cancer com un trastorn metabolic ha empés a intentar destriar
biomarcadors metabolics claus de diagndstic, prondstic i tractament que permetin
modificar els enfocaments utilitzats fins ara en la gestié dels pacients amb CECC
(Gyamfi et al., 2022).

En aquest sentit, ja fa temps que s'esta investigant en la identificaci6 de dianes
metaboliques potencials en les cél-lules canceroses amb I'objectiu de desenvolupar
agents terapeéutics especifics (Singleterry et al., 2014). Existeixen multiples estudis
sobre farmacs o substancies que han demostrat la capacitat de bloquejar I'activitat de
diversos reguladors implicats en la via glicolitica i que s’han proposat com a possibles
terapies “dirigides” en les alteracions de les vies metaboliques en el CECC (Wigfield et
al., 2008; Shiah et al., 2021; Wang H et al., 2020).

Altres treballs han explorat el potencial de la desregulaciéo metabolica des del punt de
vista de la prediccié diagnostica o pronostica i el seu paper en la tumorigénesi, amb la
finalitat d’identificar “signatures” o biomarcadors associats al metabolisme amb
capacitat diagnostica i pronostica al CECC (Blatt et al., 2016; Sandulache et al., 2012).

Terra i cols (2021), per exemple, van avaluar el valor potencial del succinat circulant i
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I’'expressié dels gens relacionats com factor pronostic i predictiu de control local i

regional en el CECC.

La majoria dels estudis publicats sobre biomarcadors en el CECC fan referéncia al CE
de cavitat oral (Almangush et al., 2017; Konings et al., 2020). Botha i cols. (2021) van
fer una revisié sistematica per esbrinar el paper dels transportadors de la glucosa
(GLUT) en la fisiopatologia del CE de cavitat oral i veure si la sobreexpressio dels gens
transportadors de glucosa esta relacionada amb la taxa de progressié de la malaltia,
els factors clinics, el pronostic del pacient, la resisténcia al tractament i si existeixen
estratégies de tractament efectives dirigides al transport de la glucosa en el CE de

cavitat oral.

Wang Y i cols. (2022) han analitzat els treballs sobre I'estudi del metabolisme cel-lular
alterat de la glucosa i també dels aminoacids i dels lipids per a la identificacié de nous
biomarcadors associats al metabolisme a saliva, sérum, orina i teixit tumoral que

podrien ser utils per al diagnostic precog¢ del CE de cavitat oral (figura 37).
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Figura 37. Deteccio del metabolisme cel-lular alterat per diagnosticar CE de cavitat oral. El CE de cavitat
oral pateix una reprogramacioé metabolica en resposta a pressions complexes. CAF, fibroblast associat
al cancer; LDH, lactat deshidrogenasa; GlIn, glutamina; ASNS, asparagina sintetasa; Gls, glutaminasa;
GDH, glutamat deshidrogenasa; TCA, acid tricarboxilic; ATP, trifosfat d'adenosina; FA, acid gras; FASN,
acids grassos sintasa (Font: Wang Y et al. Biomolecules 2022).
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Recentment s’ha explorat la metabolomica per identificar nous biomarcadors a la

saliva, els quals es podrien fer servir de manera fiable i poc invasiva per al diagnostic

precoc i el control de I'estadi en pacients amb CE de cavitat oral (Nijakowski K et al.,
2022; Ishikawa S et al., 2022).

6.3. Gens relacionats amb el metabolisme estudiats en aquest treball

Aquesta tesi doctoral s’ha fet a partir de la determinacié de I'expressio transcripcional

d'una série de gens que codifiguen proteines relacionades amb el metabolisme

cel-lular. Els gens estudiats, la seva funcid i la localitzacié en el genoma es troben

representats a la taula 5.

Taula 5. Llista de gens relacionats amb el metabolisme analitzats en aquest estudi.

GEN

SLC2A1
SLC2A3

Hexoquinasa 1 (HK1)

Fosfofructoquinasa L

(PFKL)
PDHA1

PDHB

DLAT
DLD

PDHX
PDK1

LDHA
LDHB

SLC16A3 (MCT4)

SLC16A7 (MCT2)
SDHA

SDHB

SDHC
SUCNR-1

HIF1A

FUNCIO

Transportador de glucosa GLUT1
Transportador de glucosa GLUT3

Glicolisi (conversio glucosa a glucosa 6P)

Glicolisi (conversié Fructosa 6P a Fructosa 1,6

biP)
Conversio piruvat a Acetil CoA

Conversio piruvat a Acetil CoA

Conversio piruvat a Acetil CoA

Conversio piruvat a Acetil CoA
Ancoratge DLD a nucli DLAT
Inhibicio formacio Acetil Coa

Conversio piruvat a lactat

Interconversié piruvat a lactat

Transport transmembrana de piruvat i lactat

Transport transmembrana de piruvat i lactat

Cicle acid tricarboxilic (succinat a fumarat)
Cicle acid tricarboxilic (succinat a fumarat)

Cicle acid tricarboxilic

Cicle acid tricarboxilic

Regulacio resposta/adaptaci6 a la hipoxia

LOCALITZACIO

Crom 1 (1p34.2)

Crom 12
(12p13.31)

Crom 10 (10g22.1)

Crom 21 (21g22.3)

Crom X (Xp22,12)

Crom 3 (3p14.3)

Crom 11 (11923.1)
Crom 7 (7931.1)

Crom 11 (11p13)
Crom 2 (2g31.1)

Crom 11 (11p15.1)
Crom 12 (12p12.1)

Crom 17 (17g25.3)

Crom 12 (12q14.1)

Crom 5 (5p15.33)

Crom 1 (1p36.13)

Crom 1 (1g23.3)
Crom 3 (3925.1)

Crom 14 (14q923.2)
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Tot seguit es realitza una descripcié de la funcié de les proteines, els gens de les quals

han estat avaluats en aquest estudi.

6.3.1. Gens transportadors de glucosa

Son gens facilitadors de la difusio o transportadors de glucosa a través de la membrana
plasmatica de les cel-lules i responsables de la captacié de glucosa constitutiva o
basal. També s’anomenen transportadors de glucosa isoformes 1i 3 (GLUT1 i GLUT3

respectivament, de I'anglés “Glucose transporter”).

6.3.1.1. SLC2A1 (GLUT1) (Solute carrier family 2 member 1)
El transportador de glucosa 1 (o GLUT1), també conegut com a transportador de

glucosa facilitat (SLC2A1), és una proteina uniportadora que en els humans esta
codificada pel gen SLC2A1. GLUTL1 facilita el transport de glucosa a través de les
membranes plasmatiques de les cél-lules de mamifers. La proteina codificada es troba
principalment a la membrana cel-lular i a la superficie de les cél-lules, on també pot
funcionar com a receptor del virus de la leucémia de cél-lules T humanes (HTLV) i Il.

GLUTL1 va ser el primer transportador de glucosa que es va caracteritzar.

L’expressié de GLUT1 apareix gairebé en tots els teixits i el grau d’expressio sol estar
en correlaciéo amb la taxa de metabolisme cel-lular de la glucosa. A I'adult, els nivells
més alts s’expressen en els eritrocits, on representa el 2% de les proteines contingudes
a la membrana plasmatica, i també a les cél-lules endotelials dels teixits de barrera,

com la barrera hematoencefalica.

GLUT1 ésresponsable del nivell de captacié basal de glucosa necessari per a mantenir
la respiracié en totes les cél-lules. Els nivells d’expressié de GLUT1 a les membranes
cel-lulars augmenten amb la reducci6 dels nivells de glucosa i disminueixen amb el

seu increment.

6.3.1.2. SLC2A3 (GLUT3) (Solute carrier family 2 member 3)
GLUTS3 va ser el tercer transportador de glucosa que es va descobrir, es va clonar per

primer cop el 1988 a partir d'una linia cel-lular de muscul esquelétic fetal, utilitzant una
sonda d'ADNc de GLUT1 i es va demostrar que compartia un 64,4% d'identitat amb
GLUTL1. Encara que es va descobrir que GLUT3 s'expressava en diversos teixits,
s'expressa més especificament a les neurones, trobant-se predominantment als axons
i les dendrites i també, encara que de forma menys prominent, al cos cel-lular. GLUT3
té una capacitat de transport almenys cinc vegades més gran que GLUT1 o GLUT4,

aixi com una major afinitat per la glucosa que GLUT1, GLUT2 o GLUT4.
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6.3.2. Gens relacionats amb la glicolisi

6.3.2.1 HK1 (Hexogquinasa 1)

Les hexoquinases fosforilen la glucosa per produir glucosa-6-fosfat (G6P), el primer

pas en la majoria de les vies del metabolisme de la glucosa. Aquest gen codifica una
forma ubiqua de I'hexoquinasa que es localitza a la membrana externa dels

mitocondris.

Els nivells fisiologics de G6P poden regular aquest procés inhibint HK1 com a
retroalimentacio negativa, encara que el fosfat inorganic (Pi) pot alleujar la inhibicié de
la G6P. No obstant aix0, a diferéncia de HK2 i HK3, HK1 no esta regulada directament
pel Pi, cosa que s'ajusta millor al paper catabolic. En fosforilar la glucosa, HK1
impedeix efectivament que la glucosa surti de la ceél-lula i, per tant, compromet la
glucosa en el metabolisme energétic. A més, promou l'acoblament de la glicolisi a la
fosforilacié oxidativa mitocondrial, cosa que augmenta sobre manera la produccié
d'ATP mitjangcant el reciclatge directe de I'ATP/ADP mitocondrial per satisfer les
demandes d'energia de la cel-lula. Una altra funcié critica de HK1 unida a la membrana

mitocondrial externa és la supervivéncia cel-lular i la proteccié contra el dany oxidatiu.

HK1 és la isoforma més ubiqua de les quatre hexoquinases i s'expressa de forma
constitutiva a la majoria dels teixits. Cal destacar que HK1 és I'Unica isoforma de
I'nexoquinasa que es troba a les cél-lules i teixits que més depenen del metabolisme
de la glucosa per al seu funcionament, com el cervell, els eritrocits, les plaquetes, els

leucocits i els fibroblasts.

6.3.2.2. PEKL (Fosfofructoquinasa L)
Aquest gen codifica la subunitat hepatica (L) d'un enzim que catalitza la conversio de

la D-fructosa 6-fosfat en D-fructosa 1,6-bisfosfat, que és un pas clau en el metabolisme

de la glucosa (vegeu esquema de la glicolisi, figures 21 i 33).

6.3.3. Gens del complex Piruvat Deshidrogenasa (PDH)

El complex piruvat deshidrogenasa (PDH) és un complex multienzim de la membrana
mitocondrial que catalitza la conversié del piruvat en acetil-CoA i CO i proporciona
I'enllac principal entre la glicolisi i el cicle de I'acid tricarboxilic (cicle de Krebs). El

complex PDH esta format per tres components enzimatics:

6.3.3.1. Piruvat deshidrogenasa (E1)
Heterotetramer de dues subunitats alfa (PDHAL) i dues beta (PDHB)
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6.3.3.2. Dihidrolipoamida acetiltransferasa (E2 o DLAT)

6.3.3.3. Dihidrolipoamida deshidrogenasa (E3 o DLD)

6.3.3.4. PDHX

El complex piruvat deshidrogenasa (PDH) es localitza a la matriu mitocondrial i
catalitza la conversié de piruvat en acetil-coenzim A. El complex PDH enllaga aixi la
glicolisi amb el cicle de Krebs. Conté tres subunitats catalitiques E1, E2 i E3, dues
subunitats reguladores, E1 quinasa i E1 fosfatasa, i una subunitat no catalitica, la
proteina d’unié E3 (E3BP). Aquest gen codifica la subunitat de la proteina d'unié E3,
també coneguda com a component X del complex piruvat deshidrogenasa. Aquesta
proteina lliga els dimers E3 al nucli E2 del complex PDH. Els defectes en aquest gen
son una de les causes de la deficiéencia de piruvat deshidrogenasa, que provoca
disfuncié neuroldgica i acidosi lactica en la infancia i la infantesa primerenca. Aquesta
proteina és també un antigen menor per als anticossos antimitocondrials. Aquests
autoanticossos sOn presents en gairebé el 95% dels pacients amb la malaltia hepatica
autoimmune cirrosi biliar primaria (CBP). A la CBP, els limfocits T activats ataquen i
destrueixen les cel-lules epitelials del conducte biliar, on aquesta proteina esta

anormalment distribuida i sobreexpressada.

PDHX és necessaria per a l'ancoratge de la dihidrolipoamida deshidrogenasa (E3) al
nucli de la dihidrolipoamida transetilasa (E2) dels complexos de piruvat
deshidrogenasa dels eucariotes. Aquesta unié especifica és essencial per a un

complex PDH funcional.

6.3.4. PDK1 (Piruvat deshidrogenasa quinasa 1)

Piruvat deshidrogenasa (PDH) és un complex multienzimatic mitocondrial que catalitza
la descarboxilacié oxidativa del piruvat i €s un dels principals enzims responsables de
la regulaci6 de I'nomedstasi dels carbohidrats als mamifers. La seva activitat
enzimatica esta regulada per un cicle de fosforilacié/desfosforilacié. La fosforilacié de
PDH per una piruvat deshidrogenasa quinasa (PDK) especifica provoca la seva

inactivacio (figura 33).

PDK1 és una quinasa que exerceix un paper clau en la regulacié del metabolisme i
I'hnomeodstasi de la glucosa i els acids grassos per mitja de la fosforilacio de les
subunitats de la piruvat deshidrogenasa PDHAL i PDHA2. Aquesta fosforilacio inhibeix
I'activitat de la PDH i, per tant, controla el flux de metabolits a través del cicle de I'acid

tricarboxilic, regula a la baixa la respiracié aerobica i inhibeix la formacié d'acetil-
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coenzim A a partir del piruvat. Exerceix un paper en les respostes cel-lulars a la
hipoxia, i és important per a la proliferacié cel-lular en condicions d'hipoxia. Protegeix

les cel-lules contra I'apoptosi en resposta a la hipoxia i I'estres oxidatiu.

El paper ubic d'aquest gen el presta a estar involucrat en una varietat de patologies,
incloent-hi el cancer. L'expressié transcripcional de PDK1 esta associada

significativament a la progressio tumoral.

6.3.5. Gens del Complex Lactat Deshidrogenasa (LDH)

Lactat deshidrogenasa (LDH) catalitza la interconversié de piruvat a lactat amb la
interconversié concomitant de NADH i NAD+. Converteix el piruvat, el producte final
de la glicolisi, en lactat quan l'oxigen és absent o escas. A altes concentracions de
lactat, I'enzim presenta una inhibicié de la retroalimentacio i es redueix la velocitat de

conversio de piruvat a lactat.

La lactat deshidrogenasa enzimaticament activa esta formada per quatre subunitats
(tetramer). Les dues subunitats més comunes sén els péptids LDH-M i LDH-H,
anomenats pel seu descobriment al teixit muscular i cardiac, i estan codificats pels
gens LDHA i LDHB.

6.3.5.1. LDHA (Lactat deshidrogenasa A)

LDHA és una de les cinc isoformes de la familia lactat deshidrogenasa. Catalitza la

conversio de piruvat a lactat en condicions anaerobiques i és clau en el metabolisme
glicolitic alterat, el qual és una caracteristica de les cél-lules canceroses. La proteina
codificada per aquest gen catalitza la conversié de L-lactat i NAD en piruvat i NADH
en el pas final de la glicolisi anaerobica. La proteina es troba predominantment en el
teixit muscular i pertany a la familia de la lactat deshidrogenasa. Les mutacions en
aguest gen han estat relacionades amb la mioglobinuria d'esfor¢. S'han trobat maltiples
variants de transcripcié que codifiquen diferents isoformes per a aquest gen. El

genoma huma conté diversos pseudogens no transcrits d’aquest gen.

6.3.5.2. LDHB (Lactat deshidrogenasa B)

Aquest gen codifica la subunitat B de I'enzim lactat deshidrogenasa, que catalitza la

interconversié de piruvat i lactat amb la interconversié concomitant de NADH i NAD+
en un procés postglicolisi. S'han trobat variants de transcripcié empalmades

alternativament per a aquest gen.
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6.3.6. Gens transportadors de piruvat i acid lactic

En el cancer, lI'augment de la conversio de glucosa a lactat esta associada a una taxa
glicolitica elevada que genera concentracions mil-limolars d'acid lactic que s'allibera al
compartiment extracel-lular. Com que l'acid lactic és hidrofil i un acid feble, el seu

transport a través de les membranes necessita transportadors.

El transport d'acid lactic i piruvat a través de les membranes plasmatiques és catalitzat
per membres de la familia de transportadors de monocarboxilats lligats a protons
(MCT) que ha estat designada com a familia de transportadors de soluts-16. Cada
MCT sembla tenir especificitat per un substrat i una cinética de transport lleugerament
diferents, que estan relacionades amb els requisits metabdlics dels teixits en qué es

troben.

Els MCT estan codificats per la familia de gens portadors de solut 16 (SLC16). Entre
els 14 membres de la familia, els MCT1/SLC16A1l, MCT2/SLC16A7, MCT3/SLC16AS8 i

MCT4/SLC16A3 transmeten ions monocarboxilats juntament amb protons (figura 38).

CD147 MCT1 MCT1 CD147
NH,

N, Lactate + H* Lactate + H*

COOH COOH COOH COOH
Lactate + H* Lactate + H*
K P ¥ puonai P Chap!
= lactute control control control modifications protein
MCT1/SLC16A1 3510mM Promoter methylation (-) miR-29a (-) S-nitrosation (-) CD147/basigin (+)
c-Myc (+) NFxB (+)" miR-29b (-) Dimerization (+) CD44 (+)
Wt (+) NFAT (+)" miR-124 (-) CAMP (-) Gp70/embigin (+)
MACC1(+) HIF-2 (+)* miR-219 (+*
GPR81 signaling (+) miR-342-3p (-)
AMPK-PGC-1a pathway (+ or -)* miR-495 (-)
PGC-1a-ERRa pathway (+)
MCT2/SLC16A7 05-075mM c-Myc (+) PI3K-Akt-mTOR (+) Gp70/embigin (+)
= CD147/basigin (+)!
MCT3ISLC16A8 56 mM CD147/basigin (+)
MCT4/SLC16A3 22-28 mM Promoter methylation (-) miR-1(-) CD147/basigin (+)
HIF-1 (+) CD44 (+)8
GPR81 (+)

Figura 38. Transportadors de monocarboxilats (MCT).

6.3.6.1. SLC16A3 / Transportador de monocarboxilat 4 (MCT4)

SLC16A3 és un MCT que catalitza el transport rapid a través de la membrana

plasmatica de molts monocarboxilats com el lactat, el piruvat, els oxoacids de cadena
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ramificada derivats de la leucina, la valina i la isoleucina, i els cossos cetonics

acetoacetat, beta-hidroxibut i acetat.

6.3.6.2. SLC16A7 / Transportador de monocarboxilat 2 (MCT2)
Dels quatre transportadors de lactat coneguts en mamifers (MCTs 1-4), MCT2 és el

que té més afinitat pel lactat. Paral-lelament, s'ha demostrat que la transcripcié del gen

MCT2 respon amb alta sensibilitat a la hipoxia, al pH intracel-lular i al lactat.

L'expressi6 de MCT1, MCT2 i MCT4 (SLC16A1, SLC16A7 i SLC16A3) s’ha
caracteritzat ampliament en linies cel-lulars de cancer i en multiples tipus de tumors,
incloent-hi el CE de cavitat oral (Payen et al., 2020). De la mateixa manera, també s'ha
observat la sobreexpressiéo de MCT4 (SLC16A3) durant la progressié d’epiteli normal

a epiteli tumoral en el cancer de cavitat oral (Zhu et al., 2014).

6.3.7. Gens del Complex Succinat Deshidrogenasa (SDHA, SDHB, SDHC)

El complex SDH es localitza a la membrana mitocondrial interna i té una funcio en els
processos essencials de producci6 d'energia d'una cél-lula. Esta implicat en l'oxidacio
de succinat a fumarat en el cicle de l'acid citric o tricarboxilic (Krebs) i en la cadena
respiratoria, amb la reduccié d'ubiquinona (coenzim Q) a la cadena aerobica de
transferéncia d'electrons, contribuint a la generacié d'ATP per fosforilacié oxidativa
(Rizwan et al., 2018). Estructuralment, és un heterooligdmer format per proteines de 4
subunitats (SDHA, SDHB, SDHC i SDHD). SDHA actua com a intermediari en l'acci6

basica de I'enzim SDH:

1. SDHA converteix el succinat en fumarat com a part del cicle de I'acid citric. Aquesta

reaccié també converteix FAD en FADH2.

2. Els electrons de FADH2 es transfereixen als grups de ferro de la subunitat SDHB.

Aquesta funcié forma part de la cadena respiratoria

3. Finalment, els electrons es transfereixen al pool d'Ubiquinona (Q) mitjangant les
subunitats SDHC/SDHD (figura 39).
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Figura 39. Paper del complex Succinat Deshidrogenasa (SDH) en el cicle de Krebs. (Font: Arch Pathol
Lab Med. 2018;142(12):1564-1570. doi:10.5858/arpa.2017-0285-RS). Vegeu text.

6.3.8. SUCNR-1 (receptor de succinat 1)

Aquest gen codifica un receptor acoblat a la proteina G per al succinat, una molécula
intermédia del cicle de I'acid tricarboxilic (ATC). Esta implicat en la promocio del
desenvolupament de les cél-lules progenitores hematopoétiques i té un paper potencial
en la hipertensioé renovascular, que té correlacions conegudes amb la insuficiencia

renal, la diabetis i I'ateroesclerosi.

6.3.9. HIF1A (Factor induible per la hipoxia 1, subunitat alfa)

Aquest gen codifica la subunitat alfa del factor de transcripcié induible per hipoxia-
factor-1 (HIF-1), que és un heterodimer compost per una subunitat alfa i una beta. HIF-
1 funciona com a regulador mestre de la resposta homeostatica cel-lular i sistéemica a
la hipdoxia. En condicions hipoxiques activa la transcripci6 de més de 40 gens,
englobant eritropoietina, transportadors de glucosa (GLUT), enzims glicolitics, factor
de creixement endotelial vascular, HILPDA i altres gens, els productes proteics dels

guals augmenten el lliurament d'oxigen o faciliten lI'adaptaciéo metabolica a la hipoxia.
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Il. JUSTIFICACIO DEL TREBALL.

El carcinoma escatos de cap i coll (CECC) és un tumor que compta amb una elevada
incidéncia al nostre entorn. Els algoritmes actuals per al maneig clinic dels pacients
amb CECC es basen en una estratégia que depén de la localitzacio i I'estadi del tumor
i on tots els pacients en la mateixa etapa TNM es tracten de manera uniforme, amb un
exit limitat. Aixi, la classificacio actual basada en el lloc anatomic i I'estadi del tumor
no aconsegueix reflectir l'alt nivell d'heterogeneitat bioldgica del CECC i, en
conseqliéncia, la gestid clinica adequada dels pacients continua sent un repte

important.

Malgrat el desenvolupament d'estrategies de tractament curatiu adaptades a cada
nivell de risc, la realitat és que s’observen diferéncies evolutives per a un mateix estadi.
Per tant, és necessari modificar I'enfocament actual de tractar de manera identica a
tots els pacients amb les mateixes caracteristiques cliniques i histologiques: alguns
pacients amb caracteristiques clinigues similars tenen un pronostic diferent com a
resultat de I'heterogeneitat molecular. Per aixo cal fer la seleccié de tractaments guiats
per biomarcadors i basats en les diferents caracteristiques bioldgiques i genétiques
dels tumors (Budach V et al., 2019; Alsahafi et al., 2019).

En els darrers anys ha augmentat considerablement el coneixement dels processos
bioldgics involucrats en la transformacié neoplasica i la progressié del CECC gracies
als diferents tipus d'estudis mitjancant analisis moleculars d'alt rendiment de grans
cohorts de pacients (gendomica, transcriptomica, protedomica, metaboldomica i
radiomica). El discerniment del paisatge genétic, el microambient tumoral, les vies de
senyalitzacié aberrants, I'epigenética i la desregulacié metabolica han generat noves
idees sobre la patogénesi molecular del CECC. Es per aixd que la investigacié
cientifica s'ha centrat en la comprensié de la biologia i la immunobiologia del CECC
per tal d’identificar biomarcadors predictius i/o pronostics que sén clau per
desenvolupar terapies més efectives per al maneig del CECC, amb menys toxicitat i
més especificitat (Bhat GR et al., 2021).

Atés que els regims altament agressius de radioterapia i quimioterapia s'han associat
amb morbiditats substancials agudes i a llarg termini, la identificacié de biomarcadors
metabolics amb capacitat pronostica en relacié6 amb el control local de la malaltia en
pacients amb CECC tractats amb cirurgia o radioterapia permetria modular els
tractaments adjuvants (per exemple disminuint la intensitat del tractament i reduir els

efectes secundaris) (Rosenberg AJ et al., 2021) i, alhora, optimitzar la periodicitat dels
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controls de seguiment en funcié del risc de recidiva. Tot plegat redundaria en una
millora de les estrategies terapeutiques i, subsegientment, en un important benefici

clinic per als pacients.
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ll. HIPOTESI | OBJECTIUS

1. Hipotesi de treball

La desregulaci6 del metabolisme de la glucosa és un factor clau en el

desenvolupament del carcinoma escatds de cap i coll (CECC).

En els pacients amb carcinoma escatés de cap i coll (CECC) tractats de manera

quirargica o amb radioterapia, I'expressié de gens implicats en el metabolisme de la

glucosa es relaciona amb el control local de la malaltia.

2. Objectius del treball

2.1. Objectiu general

Valorar la importancia del metabolisme de la glucosa en I'ambit del

microambient tumoral en relacié amb el pronostic dels pacients amb carcinoma

escatés de cap i coll (CECC)

2.2. Objectius especifics

Identificar una signatura metabolica amb capacitat pronostica de control local
de la malaltia mitjancant I'expressié a nivell transcripcional d'un panell de gens
relacionats amb el metabolisme de la glucosa en mostres tumorals prévies al
tractament d’'una cohort de pacients amb carcinoma escatés de cap i coll

tractats amb radioterapia i avaluar la relacié amb el control local de la malaltia.

Identificar una signatura metabodlica amb capacitat pronodstica de control local
de la malaltia mitjancant I'expressio a nivell transcripcional d'un panell de gens
relacionats amb el metabolisme de la glucosa en mostres tumorals prévies al
tractament d’'una cohort de pacients amb carcinoma escatés de cap i coll
tractats de manera quirdrgica i avaluar la relaci6 amb el control local de la

malaltia.
Analitzar la correlacié entre els nivell d'expressié transcripcional i I'expressio

immunohistoquimica en el teixit tumoral dels gens associats amb el control local

de la malaltia
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IV. PACIENTS | METODOLOGIA

1. Pacients

Aquest treball s’ha realitzat amb mostres de bidopsia obtingudes de la localitzacio
primaria del tumor i de forma prévia a qualsevol mena de tractament en pacients amb
carcinomes escamosos de cap i coll (CECC) localitzats a cavitat oral, orofaringe,
hipofaringe o laringe, confirmats histoldgicament, i que van seguir un tractament amb
intencié radical al Servei d'Otorrinolaringologia de I'Hospital de Sant Pau durant el
periode 2008-2016. Cap dels pacients comptava amb I'antecedent d'un tumor previ a

cap i coll.

L'estudi va ser revisat i aprovat pel Comité d’Etica de la institucié (C.P. PI15/02047) i
s'ajustava als principis esbossats a la Declaracio d'Hélsinki.

La informacié clinica dels pacients inclosos en I'estudi es va obtenir de forma
retrospectiva d'una base de dades que, de manera prospectiva, recull informacio
relativa a les caracteristiques cliniques, oncologiques, de tractament i de seguiment
de tots els pacients amb CECC tractats a I'Hospital de Sant Pau des de 1985 (Ledn et
al., 2002).

Tots els pacients van ser avaluats per un Comité Oncologic que va proposar el
tractament adequat per a cada cas d'acord amb els protocols terapéutics institucionals.
La categoria d’extensio local i regional de la malaltia (estadi clinic) es va definir segons
el sistema de classificaci6 TNM de la Uni6 per al Control Internacional del Cancer

(UICC) vigent en el moment del diagnostic.

Donada la interaccié entre el consum de tabac i alcohol, es va crear una variable
combinada de consum de toxics en tres categories: no consum; consum moderat (< 20
cigarretes/dia i/o < 80 g alcohol/dia); i consum sever (= 20 cigarretes/dia o0 = 80 g

alcohol/dia).

Per als pacients amb carcinomes localitzats a I'orofaringe, en els casos diagnosticats
fins a I'any 2012 es va avaluar l'estat en relacié6 amb el VPH mitjancant la deteccié de
I'ADN viral amb SPF-10 RT-PCR utilitzant, per al genotipat, I'assaig d'hibridacio
reversa LiPA25 —vl. A partir de I'any 2013 es va fer servir I'assaig CLART HPV-2 PCR.
En totes les mostres d’ADN-VPH positives es va avaluar [I'expressio
immunohistoquimica de p16INK4a, amb determinacié de la intensitat de tincié nuclear

i citoplasmatica. Es van considerar pl16INK4a positives les mostres amb una tincio
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intensa i difusa de més del 70% de les cel-lules tumorals. Finalment, es van considerar
tumors relacionats amb VPH (VPH-positius) els que van comptar amb presencia d'ADN

viral juntament amb una immunopositivitat enfront p16INK4a.
Els criteris d’inclusioé per als pacients considerats en aquest estudi van ser:

1. Diagnostic de CECC confirmat histologicament entre 2008 i 2016 a I'Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau.

Localitzacié del tumor a cavitat oral, orofaringe, hipofaringe i laringe.

Absencia d’antecedents d’'un tumor previ a cap i coll.

Tractament inicial amb intencié radical.

o~ DN

Seguiment minim de 3 anys.

Aixi doncs, es van analitzar dues cohorts de pacients diferenciades en funcié del tipus
de tractament realitzat:

» 120 pacients tractats amb radioterapia (RT), incloent-hi pacients tractats amb quimio-
radioterapia (QT-RT).

» 110 pacients tractats amb cirurgia, incloent-hi pacients que van seguir un tractament

adjuvant amb radioterapia o quimio-radioterapia.

1.1. Cohort de pacients tractats amb radioterapia (RT)
Es van analitzar un total de 120 pacients que van rebre tractament amb RT o QT-RT,

sense cirurgia previa. Cap pacient havia rebut un tractament oncologic previ.

En general, el tractament va consistir en radioterapia als pacients amb estadis inicials
(I-1) i quimio-radioterapia als estadis més avancats (lllI-IV), en funci6 de les
caracteristiques cliniques dels pacients. Les caracteristiques clinicopatologiques dels

pacients inclosos en aquesta cohort es mostren a la taula 6.

La planificaci6 del tractament es va realitzar amb una técnica de radioterapia
conformada 3D fins a l'any 2010 i d’'IMRT (radioterapia d’intensitat modulada, de
'anglés “Intensity-Modulated Radiotherapy”) a partir de I'any 2011, amb I'is d’un
accelerador lineal com a font d'irradiacié. El tractament amb radioterapia va consistir
en l'administraci6 de 70 Gy al tumor primari i als ganglis morfologicament o
metabolicament positius, i 50 Gy a les arees ganglionars amb risc de malaltia
microscopica, d'acord amb les guies de consens internacionals. La majoria dels

pacients van ser tractats amb un fraccionament estandard (2 Gy/fraccio, 1 fraccid/dia,
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5 dies/setmana). Onze pacients van ser tractats en régim d'hiperfraccionament (1,2

Gylfracci6, 2 fraccions/dia, cinc dies/setmana).

Dels 120 pacients, 54 pacients (45%) van rebre tractament només amb radioterapia i
66 pacients (55%) amb quimio-radioterapia. El tractament de quimioterapia va consistir
en l'administracié de dos a tres cicles de cisplati en dosis de 100 mg/m2 cada vint-i-
un dies (n=58) o carboplati administrat de forma setmanal en dosis d'1,5 AUC (n=8),
ambdos iniciats de forma concomitant amb la radioterapia. Noranta-un pacients
van comencar el tractament amb quimioterapia d'inducci6. Es va incloure un
buidament cervical dins de I'esquema de tractament inicial en 16 pacients que havien

estat tractats amb quimio-radioterapia.

Taula 6. Caracteristiques clinicopatoldgiques dels pacients tractats amb radioterapia inclosos en I'estudi.

N (%)
Edat Mitja 62,59 anys (rang 38,1 — 98,7)
Geénere Home 106 (88,3%)
Dona 14 (11,7%)
Habits toxics No 13 (10,8%)
Moderat 17 (14,2%)
Sever 90 (75,0%)
Localitzacio Cavitat oral 6 (5,0%)
Orofaringe 50 (41,7%)
Hipofaringe 15 (12,5%)
Laringe 49 (40,8%)
Extensio local cT1 23 (19,2%)
cT2 47 (39,2%)
cT3 35 (29,2%)
cT4 15 (12,5%)
Extensié regional cNO 71 (59,2%)
cN1 14 (11,7%)
cN2 33 (27,5%)
cN3 2 (1,7%)
Grau histologic Ben diferenciat 11 (9,2%)
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Moderadament diferenciat 97 (80,8%)
Mal diferenciat 12 (10,0%)
Tractament Radioterapia 54 (45,0%)
Quimio-radioterapia 66 (55,0%)

El periode mitja de seguiment dels pacients va ser de 5,37 anys (desviacio estandard
3,85 anys). Durant el periode de seguiment, 39 pacients (32,5%) van presentar recidiva
local de la malaltia (rT), 14 pacients (11,7%) recidiva regional (rN) i 15 pacients (12,5%)
aparici6 de metastasi a distancia (rM). Fins al moment del tancament de I'estudi, 35
pacients (29,2%) havien mort a consequeéncia de I'evoluci6 del tumor.

La supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys va ser del 66,3% (IC 95%: 57,7-
74,9%); la supervivéncia lliure de recidiva regional va ser del 87,7% (IC 95%: 81,6-
93,8%) i la supervivéncia lliure de metastasi a distancia del 86,4% (IC 95%: 79,9-
92,9%).

La supervivéncia especifica a 5 anys va ser del 70,0% (IC 95%: 61,4-78,6%) (figura
40). La supervivencia global a 5 anys, incloent-hi totes les causes de mort, va ser del
55,2% (IC 95%: 46,2-64,2%).

RT

100%
80%
60%

40%

Specific-disease survival

20%

0%

years

Figura 40. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia especifica a 5 anys dels pacients tractats amb
radioterapia.
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Es van analitzar un total de 110 pacients que van rebre un tractament inicial amb

cirurgia, complementada amb radioterapia adjuvant en 46 pacients (41,8%) i quimio-

radioterapia adjuvant en 26 pacients (23,7%). Les caracteristiques clinicopatologiques

dels pacients inclosos en aquesta part de I'estudi es detallen a la taula 7. Els diferents

procediments quirargics realitzats es detallen a la taula 8.

Taula 7. Caracteristiques clinicopatologiques dels pacients tractats amb cirurgia inclosos en I'estudi.

N (%)
Edat mitja (desviaci6 estandard) anys 65,8 (13,4)
Geénere Home 90 (81,8%)
Dona 20 (18,2%)
Habits toxics No 14 (12,7%)
Moderat 20 (18,2%)
Sever 76 (69,1%)
Localitzacio Cavitat oral 39 (35,5%)
Orofaringe 6 (5,4%)
Hipofaringe 10 (9,1%)
Laringe 55 (50,0%)
Categoria pT pT1-2 20 (18,2%)
pT3-4 90 (81,8%)
Categoria pN pNO 46 (41,8%)
pN1 17 (15,5%)
pN2 23 (20,9%)
PN3 24 (21,8%)

Grau histologic

Ben diferenciat

8 (7,3%)

Moderadament diferenciat

93 (84,5%)

Mal diferenciat 9 (8,2%)
Marges reseccié Negatius 88 (80%)

Propers 15 (13,6%)

Positius 7 (6,4%)
Tractament adjuvant No 38 (34,5%)
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Radioterapia 46 (41,8%)

Quimio-radioterapia 26 (23,7%)

Taula 8. Procediments quirurgics realitzats en els pacients tractats amb cirurgia.

Laringectomia total 40
Laringo-faringectomia 16
Laringectomia supraglotica/supracricoidea 9
Hemiglosectomia/pelviglosectomia 18
Mandibulectomia 20
Bucofaringectomia 5
Palatectomia 2

En tots els casos el tractament quirdrgic va incloure un buidament cervical de manera
simultania a I'exeresi del tumor primari, llevat d'una pacient d'edat avancada amb un
tumor localitzat a la mucosa jugal que es va tractar només amb cirurgia del tumor

primari.

Les indicacions de tractament adjuvant es van mantenir de manera estable al llarg del
periode de seguiment. En general, es van considerar candidats a tractament adjuvant
els pacients amb: tumors localment avancats (pT3-4); marges de resecci6é positius o
propers; factors histopatologics de mal pronostic en I'estudi de la pega de reseccié com
ara invasio limfovascular o perineural, preséncia de dues o0 més metastasis ganglionars

0 metastasi ganglionar amb trencament capsular.

El tractament de radioterapia postoperatoria va consistir, habitualment, en
I'administraci6 de 60 Gy sobre les zones de risc, assolint una dosi de 70 Gy en els
casos amb marges de reseccié positius 0 amb trencament capsular ganglionar. La
planificacié del tractament es va realitzar amb una técnica de radioterapia conformada
3D fins a I'any 2010 i d'IMRT a partir de I'any 2011, utilitzant un accelerador lineal com
a font d'irradiacié. Els pacients van ser tractats amb un fraccionament estandard
(2 Gyl/fraccio, 1 fraccio/dia, 5 dies/setmana). En funcid de I'edat, de les caracteristiques
del pacient i de la indicacio del tractament adjuvant, la radioterapia es va complementar
amb quimioterapia concomitant amb l'administracié de dos a tres cicles de cisplati en
dosis de 100 mg/m2cada vint-i-un dies (n=21)o carboplati setmanal a
dosi 1,5 AUC (n=5).
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Un total de 16 pacients (14,5%) van iniciar la sequiéncia terapeutica amb quimioterapia
d'induccid, que va consistir en I'administracié de tres cicles de cisplati-5 fluorouracil (14

pacients) o cisplati-5-fluorouracil-docetaxel (2 pacients).

El periode mitja de seguiment dels pacients inclosos en aquesta part de I'estudi fou
de 4,52 anys (desviacié estandard 3,94 anys). Durant el periode de seguiment, 20
pacients (18,2%) van presentar recidiva local de la malaltia (rT), 15 pacients (13,6%)
recidiva regional (rN) i 31 pacients (28,2%) van desenvolupar metastasis a distancia
(rM). Fins al moment del tancament de l'estudi, 48 pacients (43,6%) havien mort a

consequéncia de I'evolucié del tumor.

La supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys va ser del 80,7% (IC 95%: 73,6-
87,8%); la supervivéncia lliure de recidiva regional va ser del 85,1% (IC 95%: 78,0-
92,2%) i la supervivéncia lliure de metastasis a distancia del 67,2% (IC 95%: 57,6-
76,8%).

La figura 41 mostra la supervivéncia especifica a 5 anys, que va ser del 54,1% (IC
95%: 44,3-63,9%). La supervivencia global a 5 anys, incloent-hi totes les causes de
mort, va ser del 35,9% (IC 95%: 26,9-44,9%).

Cirurgia

40%

Specific-disease survival

20%

0%

years

Figura 41. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia especifica a 5 anys en el pacients tractats amb
cirurgia.
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2. Determinacié de I'expressié transcripcional dels gens

inclosos en 'estudi

Les mostres de biopsia obtingudes de cada pacient es van incloure immediatament en
RNA-later (Quiagen GmbH, Hilden, Alemanya) per a evitar la degradacié de 'ARNm, i
es van emmagatzemar a -80 °C fins al seu processament. L'ARN total es va extreure

utilitzant Trizol (Invitrogen, Carlsbad, USA) d'acord amb les instruccions del fabricant.

Es va obtenir 'ADNCc per transcripcio inversa d’1 ug dARN amb High-Capacity Cdna
Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) i es va avaluar I'expressio
transcripcional dels gens relacionats amb el metabolisme de la glucosa - amb la Beta-
actina com a control endogen- amb la técnica de RT-PCR en un ABI Prism 7000
mitjancant assajos validats predissenyats (TagMan Excpression Assays; Applied

Biosystems).

La taula 9 mostra els gens analitzats a cadascuna de les cohorts de tractament incloses

en l'estudi.
Taula 9. Gens analitzats a cadascuna de les cohorts de 'estudi.
Gen Cohort radioterapia n=120 Cohort cirurgia n=110
SLC2A1 +
SLC2A3 + +
HK1 + +
PFKL +
PDHAl1 +
PDHB + +
DLAT + +
DLD +
PDHX +
PDK1 +
LDHA +
LDHB +
SLC16A3 + +
SLC16A7 +
SDHA + +
SDHB +
SDHC +
SUCNR-1 + +
HIF1A +
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3. Analisi immunohistoquimica de I’expressié de LDHA

En el grup de pacients tractats amb cirurgia es va dur a terme una analisi de la

correlacio entre I'expressio transcripcional i I'expressié immunohistoquimica de LDHA.

Per fer-ho es van fer servir mostres de teixit tumoral fixades en formaldehid al 10% i
incloses en blocs de parafina de 14 pacients amb CECC que corresponien a set
mostres amb una expressio transcripcional elevada de LDHA i set mostres amb una
expressio baixa de LDHA.

A continuacio es van tallar seccions de 2 ym de gruix i es van tenyir amb Hematoxilina
i Eosina per confirmar la preséncia de teixit representatiu valid per a I'estudi. Per a
I'analisi immunohistoquimica es van fer talls de 4 um de gruix. Cada preparacié (vidre
o lamineta) es va desparafinar en xilé durant 20 minuts, es va rehidratar amb una série
d'etanol decreixent i es va rentar amb solucié salina tamponada amb fosfat. A
continuacio, les seccions es van escalfar a 96 °C durant 20 minuts per a la recuperacio
antigénica i després es van incubar durant 30 minuts amb un anticos monoclonal
primari contra I'antigen LDHA (Clone E-9, Santa Cruz Biotechnology, Ref sc-137243),
a una dilucié de 1:500. La immunodeteccié automatica es va realitzar amb el métode
END-VISIONTM High FLEX (DAKO, Carpenteria, CA, EUA) fent servir el cromogen
3,3'-diaminobenzidina com a substrat, seguit d'una contratinci6 amb hematoxilina.
Seguidament, les preparacions obtingudes es van escanejar amb Pannoramic 300
Flash Ill DX (3D Histech, Hongria) amb un objectiu de 20x. Posteriorment, aquestes
preparacions digitalitzades van ser examinades per dos observadors a doble cec i es
va catalogar la localitzacié de la tincié de LDHA (cél-lula tumoral versus cél-lula
estromal). La intensitat i homogeneitat (focal/extensa/difusa) de la immunoexpressié
de la proteina en les cél-lules tumorals i en les cél-lules estromals es va puntuar
semiquantitativament com O+, 1+, 2+, 3+i4+. Es va assignar la puntuacié com segueix
(Taula 10):

Taula 10. Puntuacio per a I'avaluacié de I'expressiéo immunohistoquimica de LDHA.

0+: abséncia d’expressi6

1+: expressio feble i heterogénia o focal
2+: expressio moderada i focal

3+: expressio moderada i extensa

4+: expressio intensa i difusa
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Les puntuacions 0+, 1+ i 2+ es van considerar com a expressié baixa i les puntuacions

3+ i 4+ es van considerar com a expressié elevada.

4. The Cancer Genome Atlas

Per comparar els nivells d'expressio de DLAT i LDHA entre les mostres de mucosa
sana i les mostres de tumor es van analitzar les dades incloses en el “The Cancer
Genome Atlas” (TCGA). El TCGA és una base de dades d'accés lliure que ofereix
informacié relacionada amb I'expressio transcripcional del genoma de tumors de

diferents localitzacions.

El TCGA inclou dades relatives a I'expressio transcripcional de mostres aparellades de
tumor i de mucosa sana de 43 pacients amb CECC. Les caracteristiques dels pacients
dels quals es va disposar d'informacié de mostres de tumor i de mucosa sana es
mostren a la taula 11.

Taula 11. Distribuci6 dels pacients en els que es va estudiar I'expressio transcripcional de DLAT i LDHA
en mostra de tumor i de mucosa sana (TCGA).

N (%)
Edat mitjana (desviaci6 estandard /anys 62,6 (13,7)
Geénere Home 29 (67,4%)
Dona 14 (32,6%)
Tabaquisme No 11 (25,6%)
Ex-fumador 20 (46,5%)

Fumador actiu

12 (27,8%)

Localitzacio Cavitat oral 30 (69,7%)
Orofaringe 2 (4,7%)
Laringe 11 (25,6%)

CategoriacT cT1-2 19 (44,2%)
cT3-4 24 (55,8%)

Categoria cN cNO 33 (76,7%)
cN+ 10 (23,3%)

Es va procedir a extreure de la base de dades els valors de I'expressio transcripcional

corresponents a DLAT i LDHA, tant de les mostres de tumor com de les mostres de

mucosa sana.
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5. Analisi estadistica de les dades

Els valors de I'expressio transcripcional dels diferents gens analitzats i les dades
corresponents a la immunopositivitat en la valoracié immunohistoquimica de LDHA no
van seguir una distribucié normal (test de Kolmogorov-Smirnov p<0,05), aixi que els
valors de tendéncia central es van expressar en forma de mediana i en les
comparacions entre variables qualitatives i continues es van utilitzar els tests no

paramétrics U de Mann-Whitney i H de Kruskal-Wallis.

En I'analisi de I'existencia de relacié entre variables qualitatives es van emprar els tests

de Chi-quadrat o el test exacte de Fisher, en funcié de les condicions d'aplicacio.

Els valors transcripcionals dels resultats obtinguts al TCGA si que van complir els
criteris de normalitat, de manera que les comparacions es van dur a terme fent servir

['Student-t test. A I'estudi de correlacions es va utilitzar el test de Pearson.

Es van fer servir corbes ROC (de I'anglés “Receiving-Operating-Characteristic”) i I'area
sota la corba (AUC, de I'anglés “Area Under Curve”) per valorar i comparar la capacitat

pronostica dels valors transcripcionals dels diferents gens analitzats.

Per a la valoraci6 de lexisténcia de relaci6 entre els valors de I'expressio
transcripcional de cada gen i el control local de la malaltia es van emprar arbres de
classificacio i regressio (CRT, de I'anglés “Classification and Regression Tree”). Els
punts de tall i nodes terminals especifics aconseguits amb aquesta analisi de particio
recursiva (RPA, de I'anglés “Recursive Partition Analysis”) es van fer servir per

classificar els pacients en funcio del risc de recidiva local.

Els calculs de supervivéncia es van fer amb el métode de Kaplan-Meier, usant el test
log-rank en la comparaci6 de les corbes de supervivéncia. Per a I'analisi multivariant

es va utilitzar el model de riscos proporcionals de Cox.

L’analisi estadistica es va fer amb la versié 17.0 del programari SPSS per a Windows
(de I'angles “Statistical Package for the Social Sciences”) (SPS, Inc., Chicago, IL, USA).
En totes les analisis es va considerar estadisticament significativa una p amb un valor
inferior a 0,05 (p<0,05).

6. Suport Financer

Aquesta recerca ha estat finangcada amb subvencions del Pla Estatal d'l+D+l de
I'Instituto de Salud Carlos Il (FIS P118/0844 a FX A-J, i FIS PI19/01661 a XL). Fons
Europeu de Desenvolupament Regional (FEDER),”A Way to Build Europe”.
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V. RESULTATS

1. Resultats de la cohort de radioterapia

En aquesta part de I'estudi es van analitzar un total de 120 pacients tractats amb
radioterapia, incloent-hi pacients tractats amb radioterapia exclusiva (n=54) i amb
guimio-radioterapia (n=66).

En primer lloc, es va dur a terme una analisi de la relacio entre els nivells d’expressio
transcripcional dels diferents gens analitzats i variables com el sexe, I'antecedent
de consum de toxics, la localitzacié del tumor primari, I'extensio local (cT) i regional
(cN) del tumor o I'estat del VPH (virus del papil-loma huma) en el cas dels pacients

amb carcinomes d'orofaringe.

Les taules seglients (taules 12-15) mostren la mediana de I'expressié transcripcional
de cadascun dels gens estudiats en funcié de les diferents variables cliniques
analitzades. S'assenyalen en vermell aquelles determinacions en qué van apareixer

diferéncies estadisticament significatives.

Taula 12. Expressid transcripcional d’HK1 i SUCNRL1 segons les diferents variables cliniques.

HK1 p SUCNR1 p

Geénere Home 1,80 0,373 0,85 0,086
Dona 2,24 1,35

Toxics No 1,97 0,537 2,40 0,073
Moderat 1,75 0,87
Sever 1,96 0,83

Localitzacio Cavitat oral 1,84 0,279 1,33 0,136
Orofaringe 1,75 0,71
Hipofaringe 1,67 1,49
Laringe 2,19 0,84

cT cT1-2 2,09 0,766 0,86 0,970
cT3-4 1,76 0,93

cN cNO 1,97 0,277 0,87 0,599
CN+ 1,69 1,10

VPH Negatiu 1,69 0,815 0,63 0,016
Positiu 1,65 1,20
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Taula 13. Expressio6 transcripcional de SLC2A3 i SLC16A3 segons les diferents variables cliniques.

SLC2A3 p SLC16A3 p

Génere Home 15,56 0,011 44,15 0,177
Dona 35,18 58,63

Toxics No 28,56 0,425 53,85 0,109
Moderat 12,61 40,07
Sever 18,59 46,48

Localitzacié Cavitat oral 43,11 0,288 75,68 0,211
Orofaringe 15,73 41,70
Hipofaringe 16,72 58,94
Laringe 17,69 43,78

cT cT1-2 15,40 0,066 46,48 0,132
cT3-4 22,15 44,55

cN cNO 17,69 0,723 43,78 0,723
CN+ 18,51 47,69

VPH Negatiu 15,64 0,223 43,52 0,883
Positiu 10,48 37,05

Taula 14. Expressio transcripcional de SDHA i DLAT segons les diferents variables cliniques.

SDHA p DLAT p

Genere Home 32,15 0,689 13,89 0,725
Dona 39,14 16,05

Toxics No 32,50 0,867 14,62 0,761
Moderat 32,23 13,87
Sever 32,15 14,48

Localitzacié Cavitat oral 29,11 0,999 18,62 0,018
Orofaringe 32,20 12,63
Hipofaringe 32,50 11,32
Laringe 32,13 18,00

cT cT1-2 30,57 0,551 15,57 0,225
cT3-4 36,00 13,39

cN cNO 31,29 0,434 15,04 0,112
cN+ 33,13 13,52

VPH Negatiu 32,18 0,698 13,57 0,779
Positiu 34,62 12,56
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Taula 15. Expressié transcripcional de PDHB segons les diferents variables cliniques.

PDHB P

Geénere Home 1,46 0,391
Dona 1,91

Toxics No 2,37 0,122
Moderat 1,17
Sever 1,54

Localitzacié Cavitat oral 2,91 0,020
Orofaringe 1,51
Hipofaringe 1,07
Laringe 1,93

cT cT1-2 1,54 0,782
cT3-4 1,56

cN cNO 1,56 0,723
cN+ 1,55

VPH Negatiu 1,33 0,288
Positiu 2,37

Es van observar diferéncies significatives en funcié del génere en l'expressié de
SLC2A3 i en funcié de la localitzacié del tumor primari en I'expressié de DLAT i
PDHB. L'expressiéo de SLC2A3 va ser superior per a les dones (taula 13). Els
pacients amb tumors localitzats a cavitat oral o laringe van tenir uns nivells
d'expressi6 de DLAT superiors als dels pacients amb tumors d’orofaringe o
hipofaringe (taula 14). En el cas de PDHB, els pacients amb tumors localitzats a

cavitat oral van tenir uns nivells d'expressié superiors (taula 15).

En el cas dels pacients amb carcinomes d'orofaringe, I'expressié de SUCNRL1 va ser

superior per als pacients amb tumors VPH-positius (taula 12).

No van apareixer diferéncies significatives en els valors d'expressio dels gens
analitzats segons l'antecedent en el consum de toxics, I'extensidé local (cT) o

I'extensi6 regional (cN) del tumor.

A continuacio es van analitzar els nivells d'expressié dels diferents gens en funcié
del control local de la malaltia (és a dir, si havia aparegut recidiva local o no) després

del tractament amb radioterapia o quimio-radioterapia (taula 16).
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Taula 16. Expressié transcripcional dels gens estudiats en funcié del control local de la malaltia en
els pacients tractats amb RT o QT-RT.

No rT rT p
HK1 1,79 2,14 0,154
SUCNR1 0,85 0,93 0,525
SLC2A3 15,32 26,95 0,043
SLC 16A3 42,24 52,50 0,217
SDHA 32,18 34,62 0,085
DLAT 14,30 13,60 0,485
PDHB 1,43 1,85 0,202

*No rT: no recidiva tumoral local; rT: recidiva tumoral local

Van apareixer diferencies significatives en el valor de I'expressié transcripcional de

SLC2A3 segons el control local de la malaltia després del tractament amb

radioterapia. Els pacients amb recidiva local del tumor (rT) van mostrar uns valors

d’expressio transcripcional de SLC2A3 significativament superiors als dels pacients

que van aconseguir un control local del tumor després del tractament amb

radioterapia (p=0,043). La figura 42 mostra la distribucio dels valors d’expressio de

SLC2A3 en funcié del control local del tumor.

100

SLC2A3

50

254

1

1

T
Mo recidiva

T
Recidiva local

Figura 42. Distribucio dels valors d’expressio de SLC2A3 en funcié del control local del tumor.

Al mateix temps, els pacients amb recidiva local (rT) van mostrar una tendéncia a

tenir una expressio de SDHA més elevada, pero sense que les diferéncies arribessin

a la significaci6 estadistica (p=0,085)
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Tot seguit, per mitja d’'una analisi de particio recursiva (RPA, de I'anglés “Recursive
Partition Analysis”), es va determinar la capacitat de I'expressio transcripcional de
cadascun dels gens analitzats de discriminar l'aparicio de recidiva local després del
tractament amb radioterapia. Les determinacions que van comptar amb capacitat
pronostica en relacié amb el control local de la malaltia van ser les corresponents
als gens SLC2A3, SLC16A3, DLAT i SDHA, tal com mostren els arbres de

classificacié seglents (figura 43 A-D).

RT

Node O
Categony % n

“““““ " B No recidiva 675 81

| S
| ® No recidiva : B Recidiva local 325 39

| ® Recidiva local | Total 100,0 120

E]

SLC2A3
Improvement=0,026

<= 19,1689654381240 » 19,16289654381240

Node 1 Node 2
Categony % n Categony % n

B No recidiva 721 50 B No recidiva 554 31
B Recidiva local 219 14 B Recidiva local 446 25

Total 533 64 Total 46,7 56

RT

B Node O
Categony % n

i m——— B No recidiva 675 81
; ® No recidiva ! B Recidiva local 325 39

| ® Recidiva local | Total 100,0 120

=

Improvement=0,016

<= 40,8319663816574 » 40,8319663816574

Node 1 Node 2
Categorny % n Categony % n

B No recidiva 780 39 B No recidiva 600 42
B Recidiva local 22,0 11 B Recidiva local 40,0 28

Total 4,7 50 Total 583 70
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RT
C Node O
Categorny % n
=1 B No recidiva 675 81
| ™ No recidiva : M Recidiva local 325 30
!.' Recidiva local | Total 100,0 120
DLAT
Improvement=0,011
<= 10,1991665176609 » 10,1991665176609
Node 1 Node 2
Categony % n Categony % n

B No recidiva 794 27 B No recidiva 628 54
B Recidiva local 206 7 B Recidiva local 37,2 32

Total 283 34 Total 717 86

RT

D Node 0
Categony % n

[ B No recidiva 675 81
B No recidiva ! B Recidiva local 325 39

-~ |
| ® Recidiva local | Total 100,0 120
SDHA
Improvemlen =0,025

<= 20,1363041922387 » 29,1363041922387

Node 1 Node 2
Category % n Categony % n

B No recidiva 304 4 B No recidiva 5280 40
B Recidiva local 196 10 B Recidiva local 420 29

Total 425 51 Total 575 69

Figura 43. Arbres de classificacio i regressié obtinguts amb I'analisi de particié recursiva per a les
taxes de recidiva local basats en I'expressi6 dels gens SLC2A3 (A), SLC16A3 (B), DLAT (C) i SDHA

(D).

Els valors de l'expressio transcripcional de HK1, SUCNR1 i PDHB no van tenir
capacitat pronostica en relaci6 amb el control local de la malaltia després del

tractament amb radioterapia.

La taula seguent (taula 17) mostra la distribucié dels pacients d'acord amb els punts
de tall obtinguts amb els arbres de classificacié i regressié (CRT, de I'angles

“Classification and Regression Tree”) corresponents a cadascun dels gens que es
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van relacionar amb el control local de la malaltia, aixi com la supervivéncia lliure de

recidiva local a 5 anys per a cadascuna de les categories obtingudes amb aquests

punts de tall.

Taula 17. Distribucié dels pacients segons els punts
supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys.

de tall dels CRT en el control local i la

Punts de tall N Sup 5 anys lliure rT (IC | p
95%)

SLC2A3 Baix (<19.16) 64 77,2% (66,6-87,8%) 0,005
Alt (>19.16) 56 54,0% (40,7-67,3%)

SLC16A3 Baix (<40.83) 50 77,0% (65,0-89,0%) 0,025
Alt (>40.83) 70 5,2% (46,2-70,2%)

DLAT Baix (£10.19) 34 79,0% (65,1-92,9%) 0,100
Alt (>10.19) 86 61,4% (50,8-72,0%)

SDHA Baix (£29.13) 51 79,5% (68,1-90,9%) 0,009
Alt (>29.13) 69 56,5% (44,58-68,5%)

Les figures 44-47 mostren les corbes de supervivéncia lliure de recidiva local a 5

anys per a cadascuna de les categories obtingudes en 'analisi de particié recursiva.

Local recurrence-free survival

100%

B80% |

60% |

40% |

0%

0%

SLC2A3

k2 |

years

BAIX
< 19,16

ALT
> 19,16

Figura 44. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de SLC2A3 (p = 0,005).
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SLC16A3

100%

6% | |

< 40,83

BO% | = 40,83

4% |

Local recurrence-free survival

A% |

%

years

Figura 45. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressio de SLC16A3 (p = 0,025).

DLAT

100%

8% =10,19

B0% =10,19

0%

Local recurrence-frees survival

%

0%
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Figura 46. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressio de DLAT (p = 0,100).
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SDHA
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Figura 47. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de SDHA (p = 0,009).

Per als quatre gens amb capacitat pronostica, els nivells d’expressio transcripcional

alts (en vermell) es van associar a una pitjor supervivencia lliure de recidiva local.

En analitzar conjuntament els valors d'expressié transcripcional dels diferents gens
cal tenir en compte Il'existéncia d'una correlacié altament significativa entre alguns
d’ells. La taula 18 mostra els nivells de correlacié en I'expressio transcripcional
existent entre els gens estudiats i s’assenyalen en vermell aquells amb un coeficient

de correlacié de Pearson per sobre de 0,5.
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SUCNR-1 | SLC2A3 DLAT SDHA SLC16A3 PDHB
HK1 0,577 0,316 0,760 0,460 0,104 0,725
0,000 0,000 0,000 0,000 0,257 0,000
120 120 120 120 120 120
SUCNR-1 0,297 0,563 0,288 0,080 0,570
0,001 0,000 0,001 0,385 0,000
120 120 120 120 120
SLC2A3 0,291 0,161 0,163 0,435
0,001 0,079 0,076 0,000
120 120 120 120
DLAT 0,535 0,057 0,681
0,000 0,534 0,000
120 120 120
SDHA 0,504 0,381
0,000 0,000
120 120
SLC16A3 0,157
0,087
120

Finalment, en l'analisi de particié recursiva (RPA) es van incloure de manera
conjunta els valors d’expressié transcripcional d’aquells gens que van comptar amb
capacitat pronostica en relaci6 amb el control local de la malatia després del

tractament amb radioterapia.

El model de particié recursiva va classificar els pacients en tres categories, amb una
primera particié6 depenent de I'expressio de I'SLC2A3 i una segona particio per als
pacients amb una expressié elevada de SLC2A3 depenent de I'expressio de SDHA.
Es va obtenir un arbre de classificacié amb tres nodes terminals (figura 48): pacients
amb expressié de SLC2A3 baixa (n=64, percentatge de recidiva local 21,9%);
pacients amb expressio elevada de SLC2A3 i baixa de SDHA (n=21, percentatge de
recidiva local 14,3%) i pacients amb expressio elevada de SLC2A3 i de SDHA (n=35,

percentatge de recidiva local 62,9%). De manera conjunta, aquestes variables van
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discriminar adequadament el 75,0% dels pacients d'acord amb el control local de la

malaltia aconseguit després del tractament amb radioterapia.

Mo recidiva !
Recidiva local

== 19,168955432 1240

RT

Node 0
Categony k.

n

B No recidiva
B Recidiva local

7.5 &1
22,5 20

Tatal

100,0 120

SLCZAZ
Improvement=0,025

=

= 19, 16239554331 240

Made 1 Mode 2
Categony k] n Categony % n
B No recidiva 7.1 &0 B Ho recidiva 554 34
B Recidiva local 219 14 B Recidiva local 446 25
Tuotal a53.3 64 Total 45,7 &6
| (=]

SDHA

Improvement=0,052

<= 22,02127450204952

= 28,02127450204952

Mode 3 Mode 4
Categony k1 n Categons % n
B Ho recidiva 257 18 B Na recidiva 271 13
B Recidiva local 143 3 B Recidiva local 6249 22
Total 175 21 Total 2092 34

Figura 48. Arbre de classificacié i regressié obtingut amb I'analisi de particio recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I'expressié dels gens SLC2A3 i SDHA.

A continuacio es va procedir a agrupar els dos nodes terminals amb els percentatges

més baixos de recidiva local i es van classificar els pacients en dues categories:

- Categoria 1: pacients amb expressio de baixa de SLC2A3 i pacients amb

expressid elevada de SLC2A3 i baixa de SDHA (n= 85, percentatge de

recidiva local 20%).

- Categoria 2: pacients amb expressio elevada de SLC2A3 i expressio

elevada de SDHA (n=35, percentatge de recidiva local 62,9%).
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La supervivéncia lliure de recidiva local en funcié del patro transcripcional de

SLC2A3-SDHA es mostra a la figura 49. La supervivéncia lliure de recidiva local a
5 anys per als pacients de la Categoria 1 va ser del 79,1% (IC 95%: 70,3-87,9%) i
per als pacients de la Categoria 2 del 35,1% (IC 95%: 18,6-51,6 %)(p=0,0001).

D’aquesta manera, I'expressié conjunta elevada de SLC2A3 i SDHA comportava

una disminucié molt important de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys.

100%

80%

60%

40%

Local recurrence-free survival

20%

0%

SLC2A3-SDHA

p=0,001

years

Categoria 1 (n=85)

- SLC2A3VY
- SLC2A3A SDHAV

Categoria 2 (n=395)
- SLC2A3A SDHA A

Figura 49. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de SLC2A3-SDHA.

Aquestes diferencies en el control local de la malaltia es van mantenir tant per als

pacients tractats amb radioterapia (p=0,0001) com per als pacients tractats amb

quimio-radioterapia (p=0,001).

En les figures seguents (50-51) es mostren les corbes de supervivencia lliure de

recidiva local a 5 anys en funci6 del patré transcripcional de SLC2A3-SDHA i del

tipus de tractament realitzat.
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SLC2A3-SDHA/ RT (n=54)

100%
Categoria 1

50% - SLC2A3V¥
- SLC2A3A SDHAW

60%

Categoria 2
- SLC2A3 ASDHA A

40%

Local recurrence-free survival

20%

p=0,001
0%

years

Figura 50. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressio de SLC2A3-SDHA en els pacients tractats amb RT.

SLC2A3-SDHA/ QT-RT (n=66)

100% |
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Figura 51. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de SLC2A3-SDHA en els pacients tractats amb RT-QT.
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En analitzar de forma separada els pacients amb CE d'orofaringe en funcio de I'estat
del VPH, s’observa que en els pacients amb tumors VPH-negatius, es va mantenir
I'avantatge en la supervivéncia lliure de recidiva local per als pacients de la categoria
1 (supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys dels pacients de la categoria 1:
66,9% versus 42% en els pacients de la categoria 2), si bé les diferéncies no van

assolir la significaci6 estadistica (p=0,123) (figura 52).

VPH-negatiu
100%
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[ .
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- - SLC2A3¥
£ - SLC2A3A SDHAV
o
§ Categoria 2
g - SLC2A3 A SDHA A
5
o
o
-1 0%
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Figura 52. Analisi de Kaplan-Meier entre la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressio de SLC2A3-SDHA en els pacients amb CE d’orofaringe VPH negatiu.

Per als pacients amb tumorsd’orofaringe VPH-positius, la supervivéncia lliure de
recidiva local a 5 anys per als pacients de la categoria 1 (n=9) va ser del 88,9% i la
de la categoria 2 del 100% (n=3), sense que s’estimessin diferéncies sinificatives

en la supervivéncia (p=0,564) (figura 53).

VPH-positiu
0% Categoria 2
| - SLC2A3 A SDHA A
Categoria 1
g e - SLC2A3V
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E B0% |
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8
= 20%
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0%

years

Figura 53. Analisi de Kaplan-Meier entre la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressio de SLC2A3-SDHA en els pacients amb CE d’orofaringe VPH positiu.
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Es va dur a terme una analisi multivariant en que es va considerar la supervivencia
lliure de recidiva local com a variable dependent i en la que es van incloure, com a
variables independents, I'’edat i el génere dels pacients, I'antecedent de consum de
toxics, la localitzacio del tumor, I’extensié local i regional, el grau histologic, el tipus
de tractament realitzat i la categoria d’acord amb el patré d’expressio transcripcional
de SLC2A3-SDHA (taula 19).

Taula 19. Analisi multivariant amb la categoria d’expressié6 SLC2A3-SDHA com a variable
independent.

HR (IC 95%) P

Edat 1,02 (0,98-1,06) 0,234
Génere Home 1

Dona 0,74 (0,25-2,22) 0,602
Toxics No 1

Moderat 0,44 (0,07-2,57) 0,367

Sever 0,45 (0,10-1,99) 0,296
Localitzacié Cavitat oral 1

Orofaringe 0,84 (0,12-5,86) 0,865

Hipofaringe 2,14 (0,25-17,99) 0,481

Laringe 1,50 (0,19-11,33) 0,693
Extensié local cT1-2 1

cT3-4 2,29 (0,94-5,58) 0,066
Extensié regional cNO 1

cN+ 1,04 (0,38-2,88) 0,929
Grau histologic Ben diferenciat 1

Mod. diferenciat 2,99 (0,47-19,01) 0,244

Mal diferenciat 0,89 (0,08-8,95) 0,925
Tractament Radioterapia 1

Quimio-radioterapia 2,20(0,56-8,55) 0,253
SLC2A3-SDHA Categoria 1 1

Categoria 2 4,24 (2,07-8,69) 0,0001

HR*: hazard ratio

L'Unica variable que es va relacionar de manera significativa amb el control local de
la malaltia va ser la categoria d’expressio de SLC2A3-SDHA. En comparacié amb

els pacients de la categoria 1, els pacients de la categoria 2 (expressio elevada de
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SLC2A3 i elevada de SDHA) van tenir un risc de recidiva local 4,24 vegades superior
(IC 95%: 2,07-8,69%; p=0,0001).

La taula 20 mostra els valors de supervivencia lliure de recidiva local per als pacients
en funcié que comptessin amb una expressio elevada o baixa de SLC2A3 i SDHA
d'acord amb els punts de tall obtinguts enl'analisi individual de cadascun dels gens

amb el model de particié recursiva.

Taula 20. Supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys segons patr6 d’expressié SLC2A3/ SDHA.

Sup. 5 anys (IC 95%)

Expressié elevada de SLC2A3 / baixa de SDHA (n=21) 85,2% (69,7-100%)

Expressié elevada de SLC2A3 / elevada de SDHA (n=35) 37,1% (18,6-51,6%)

Expressié baixa de SLC2A3 / baixa de SDHA (n=30) 75,5% (59,6-61,4%)

Expressié baixa de SLC2A3 / elevada de SDHA (n=34) 78,6% (64,5-92,7%)

L'dnica combinacié en qué es va observar un deteriorament significatiu de la
supervivéncia lliure de recidiva local va ser una expressié elevada de SLC2A3 i
elevada de SDHA. Cal destacar que, per als pacients amb una expressié baixa de
SLC2A3 (n=64), no van apareéixer diferencies en la supervivéncia lliure de recidiva
local a 5 anys en funcio6 de la categoria d'expressié de SDHA (75,8% per als pacients
amb SDHA baixa versus 78,6% per als d'expressio de SDHA elevada, p=0,826). La
figura 54 mostra la supervivéncia lliure de recidiva local dels pacients en funcié que

comptessin amb una expressio elevada o baixa de SLC2A3 i SDHA.

100%

. SLC2A3A SDHAV
80% SLC2A3 { SDHA A
SLC2A3 ¥ SDHAV

0%

SLC2A3 A SDHA A

Local recurrence-free survival

0%

yaars

Figura 54. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i els diferents
nivells d’expressido de SLC2A3 i SDHA.
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La supervivencia lliure de recidiva regional per als pacients de la categoria 1 va ser
significativament més elevada que la dels pacients de la categoria 2 (supervivéncia
lliure de recidiva regional a 5 anys: 93,9% (IC 95%: 88,8-99,0%) versus 71,5% (IC
95%: 55,0-88,0%) (p=0,001) (figura 55).

Recidiva regional

100% Categoria 1
-SLC2A3 W
- SLC2A3 A SDHAY
80%

I .
Categoria 2

60% - SLC2A3 A SDHAM

40%

Regional recurrence-free survival

20%

p=0,001

0%

years

Figura 55. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva regional a 5 anys i la
categoria d’expressio de SLC2A3 i SDHA.

La supervivéencia lliure de metastasi a distancia per als pacients de la categoria 1 va
ser també més elevada, si bé en aquest cas les diferéncies no van assolir la
significacié estadistica (supervivéncia lliure de metastasi a distancia a 5 anys:
88,7% (IC 95%: 81,6-95,8%) versus 80,3% (IC 95%: 66,0-94,6%) (p=0,249) (figura
56).
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Figura 56. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de metastasi a distancia a 5 anys i la
categoria d’expressio de SLC2A3 i SDHA.
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Finalment, es va analitzar la supervivéncia especifica en funcio de la categoria en
I'expressi6 de SLC2A3-SDHA. Els pacients de la categoria 1 van tenir una
supervivencia especifica significativament superior. La supervivencia especifica a 5
anys dels pacients de la categoria 1 va ser del 75,6% (IC 95%: 65,8-85,4%), i la dels
pacients de la categoria 2 del 51,2% (IC 95%: 33,2-69,2%) (p=0,005) (figura 57).

Supervivéncia especifica

100%
_ % Categoria 1
g SiCoAs * SDHAY
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20%
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Figura 57. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia especifica a 5 anys i la categoria d’expressio
de SLC2A3 i SDHA.
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2. Resultats de la cohort de cirurgia

La cohort de pacients tractats amb cirurgia va incloure un total de 110 pacients
tractats amb intenci6 radical.

Primerament es va fer un estudi avaluant la relacié entre els nivells d'expressio dels
diferents gens analitzats i variables com: el génere dels pacients, els antecedents
de consum de toxics, la localitzacio del tumor primari i I'extensié local (pT) i regional
(pN) del tumor. Les taules que apareixen a continuacié (taules 21-25) mostren els
valors de la mediana de I'expressio transcripcional per al panell de gens analitzats
en funcié de les caracteristiques cliniques dels pacients. S'assenyalen en vermell
aquelles determinacions en que van apareixer diferéncies estadisticament

significatives.

Taula 21. Valors de la mediana de I'd’expressio transcripcional dels gens analitzats segons el génere.

Homes Dones p
HIF1A 1,80 1,38 0,425
LDHA 8,34 11,50 0,104
LDHB 1,53 1,42 0,633
PDK1 6,19 3,92 0,021
HK1 5,31 4,75 0,110
SUCNR1 3,22 6,44 0,091
SLC2A1 2,52 2,19 0,546
SLC2A3 1,84 1,29 0,264
SLC16A3 2,41 1,64 0,102
SLC16A7 2,73 1,65 0,090
PFKL 3,46 3,40 0,664
DLD 3,26 2,44 0,026
DLAT 10,34 7,43 0,045
PDHA1 5,06 4,50 0,582
PDHB 1,96 1,49 0,053
PDHX 14,57 9,95 0,161
SDHA 1,64 1,68 0,510
SDHB 6,23 7,18 0,481
SDHC 1,36 1,27 0,394
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Taula 22. Valors de la mediana de I'expressi6 transcripcional dels gens analitzats segons el consum

de toxics.
No Moderat Sever p
HIF1A 1,67 1,38 1,80 0,543
LDHA 1,02 1,00 0,82 0,308
LDHB 1,54 1,21 1,58 0,488
PDK1 3,92 3,48 6,68 0,026
HK1 4,42 4,77 5,56 0,146
SUCNR1 6,44 4,03 3,28 0,215
SLC2A1 2,46 1,81 2,59 0,762
SLC2A3 1,40 1,31 1,84 0,364
SLC16A3 1,72 1,57 2,69 0,071
SLC16A7 2,38 1,53 2,84 0,162
PFKL 3,23 3,43 3,61 0,364
DLD 2,39 2,58 3,39 0,057
DLAT 7,43 8,59 10,51 0,145
PDHA1 4,80 4,83 5,06 0,871
PDHB 1,49 1,77 1,95 0,114
PDHX 9,95 12,95 15,40 0,235
SDHA 1,57 1,38 1,71 0,289
SDHB 7,70 5,42 6,27 0,571
SDHC 0,90 1,55 1,36 0,419

Taula 23. Valors de la mediana de I'expressié transcripcional dels gens analitzats segons la
localitzacié del tumor primari.

Cav oral | Orofaringe | Hipofaringe | Laringe | p
HIF1A 1,60 1,44 1,74 1,88 0,503
LDHA 1,00 1,55 0,64 0,83 0,110
LDHB 1,23 2,97 3,94 1,50 0,011
PDK1 3,79 4,95 7,85 8,20 0,027
HK1 4,81 6,15 5,00 5,68 0,182
SUCNR1 4,65 2,23 3,84 3,32 0,570
SLC2A1 1,82 3,53 2,16 3,03 0,037
SLC2A3 1,19 1,13 2,99 1,91 0,268
SLC16A3 1,67 1,38 1,57 2,89 0,010
SLC16A7 1,57 4,60 2,79 3,39 0,123
PFKL 3,34 4,26 4,07 3,62 0,268
DLD 2,46 2,67 5,16 3,50 0,012
DLAT 8,54 13,39 10,01 10,64 0,088
PDHA1 3,30 7,53 6,12 5,51 0,090
PDHB 1,68 1,85 1,84 2,22 0,168
PDHX 9,80 11,63 15,20 1,67 0,034
SDHA 1,17 2,11 2,64 1,78 0,004
SDHB 5,31 6,76 9,10 6,62 0,145
SDHC 1,19 2,67 2,13 1,36 0,015
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Taula 24. Valors de la mediana de I'expressi6 transcripcional dels gens analitzats segons I'extensio

local del tumor.

pT1-2 pT3-4 p
HIF1A 1,43 1,77 0,203
LDHA 0,92 0,87 0,707
LDHB 1,23 1,59 0,639
PDK1 6,23 5,19 0,458
HK1 5,12 5,28 0,991
SUCNR1 4,65 3,10 0,150
SLC2A1 1,78 2,63 0,289
SLC2A3 1,30 1,78 0,161
SLC16A3 1,49 2,52 0,039
SLC16A7 2,37 2,58 0,811
PFKL 3,44 3,45 0,741
DLD 3,19 2,67 0,587
DLAT 10,64 9,92 0,613
PDHA1 4,70 5,00 0,729
PDHB 2,08 1,81 0,525
PDHX 1,41 1,33 0,741
SDHA 1,37 1,78 0,026
SDHB 5,49 6,62 0,104
SDHC 1,24 1,36 0,906

Taula 25. Valors de la mediana de I'expressi6 transcripcional dels gens analitzats segons I'extensio

regional del tumor.

pNO pN+ p
HIF1A 1,84 1,49 0,036
LDHA 0,92 0,86 0,112
LDHB 1,44 1,59 0,460
PDK1 6,15 4,87 0,333
HK1 5,55 4,95 0,499
SUCNR1 4,44 3,11 0,261
SLC2A1 2,65 2,06 0,074
SLC2A3 1,76 1,28 0,016
SLC16A3 2,14 2,12 0,676
SLC16A7 2,31 2,56 0,811
PFKL 3,45 3,40 0,298
DLD 2,63 2,73 0,990
DLAT 1,04 0,94 0,171
PDHA1 5,33 4,78 0,492
PDHB 1,84 1,81 0,650
PDHX 1,52 1,10 0,180
SDHA 1,62 1,62 0,530
SDHB 6,00 6,10 0,830
SDHC 1,27 1,42 0,611
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En la majoria dels gens estudiats no van aparéeixer diferencies significatives en els
nivells d’expressié transcripcional per a les diferents variables analitzades. La
variable en qué un nombre més gran de gens va mostrar una diferencia significativa
va ser la localitzacié del tumor primari, on va destacar la SDHA, que va comptar
amb uns nivells d'expressi6 més elevats en el cas dels tumors localitzats a

orofaringe i hipofaringe (taula 23).

Seguidament es van analitzar els nivells d’expressio6 dels diferents gens avaluats en

funcié del control local de la malaltia després del tractament quirdrgic (taula 26).

Taula 26. Nivell d’expressié transcripcional dels gens en funcié del control local després de la cirurgia.

norT rm p
HIF1A 1,71 1,66 0,733
LDHA 0,84 1,13 0,044
LDHB 1,58 1,24 0,178
PDK1 5,82 5,11 0,476
HK1 513 5,47 0,822
SUCNR1 3,42 3,34 0,877
SLC2A1 2,34 2,87 0,443
SLC2A3 1,69 1,73 0,751
SLC16A3 2,24 2,02 0,664
SLC16A7 2,73 1,71 0,196
PFEKL 3,53 3,34 0,416
DLD 3,21 2,19 0,028
DLAT 1,05 0,76 0,031
PDHA1 5,48 4,54 0,137
PDHB 1,95 1,60 0,131
PDHX 1,42 1,14 0,530
SDHA 1,77 1,36 0,139
SDHB 6,35 5,50 0,452
SDHC 1,34 1,35 0,218

De nou, no van apareixer diferéncies per a la majoria dels gens analitzats. Les
diferéncies en funci6 del control local de la malaltia només van assolir el nivell de
significaci6 estadistica en les determinacions de LDHA (p=0,044), DLD (p=0,028) i
DLAT (p=0,031). Els pacients sense recidiva local del tumor van mostrar uns nivells
d’expressié de DLD i DLAT significativament més elevats i, per contra, uns nivells
més baixos de LDHA. En les figures segiients (figures 58 i 59) es mostra la
distribuci6 dels valors de DLD i DLAT en funcié del control local del tumor després

del tractament quirurgic.
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Figura 58. Distribucio6 dels valors de DLD segons el control local després de la cirurgia.
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Figura 59. Distribucio dels valors de DLAT segons el control local després de la cirurgia.
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A continuacié, de manera univariant i a través d’una analisi de particio recursiva, es
va determinar la capacitat de I'expressio transcripcional de cadascun dels gens

analitzats de discriminar I'aparicié de recidiva local després del tractament quirargic.

Les determinacions que van tenir capacitat pronostica significativa en relacié amb
el control local de la malaltia van ser les corresponents als valors d'expressio
transcripcional de LDHA, SLC16A3, DLAT, DLD, PDHAL, PDHB, SDHA i SDHC. Per
a alguns gens com LDHB, SLC2A1, SLC2A3, PFKL, PDHX i SDHB, l'analisi de
particié recursiva va determinar I'existencia d'un punt de tall perd sense que la
diferéncia en la supervivencia lliure de recidiva local per a cadascun dels grups

assolis una significacio estadistica.

A les figures seglents (figures 60-87) es mostren els arbres de classificacio i
regressio i les corbes de supervivencia lliure de recidiva local de la malaltia per a
cada gen, obtingudes en aplicar les categories generades a partir de les analisis de

particié recursiva.
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' ® No recidiva
| ™ Recidiva local
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Node D
Categony % n
” B No recidiva 818 90
| B Recidiva local 182 20
I Total 1000 110
=
LDHA
Improvement=0,018
<= 802 2756839065370 > 802,27568890655870
Mode 1 Node 2
Categony % n Categony % n

B No recidiva 8932 42 B No recidiva 738 48
B Recidiva local B7 3 B Recidiva local 262 17

Total 409 45 Total 59,1 65

Figura 60. Arbre de classificacio i regressio obtingut amb I’'analisi de particié recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I’expressio del gen LDHA.
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Figura 61. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de LDHA (p = 0,009).
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Mode 0O
Category Y n

- B Ko recidiva 21,7 &9
B Reacidiva lacal 12,2 20

| Tuotal 100,0 1049
LL*HBE
Improvement=0,009

== 211 4536863069520 » 211 4536263069520
Mode A1 Mode 2
Categorny g n Categorny o n

B Mo recidiva JES &2 B o recidiva a0,z 37
B Recidiva local 225 16 B Recidivalocal 92 4

Total 62,4 &2 Total arE N

Figura 62. Arbre de classificacio i regressio obtingut amb I’analisi de particié recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I'’expressié del gen LDHB.
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Figura 63. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de LDHB (p = 0,083).
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SLC2A1

I -
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| ® Recidiva lacal

Mode O
Categaory % n
- B No recidiva 212 90
: B Recidiva local 13,2 20
| Total 1000 110
| =

SLCZ2AM
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<= 260, 3252422720280

RESULTATS

» 260, 3858422T7 20280

Mode 1 Mode 2
Categorny i n Categony % n
B Narecidiva 279 51 B Mo recidiva 750 29
B Recidiva local 121 7 B Recidiva local 260 13
Total 527 &8 Total q4r 3 a2

Figura 64. Arbre de classificacid i regressioé obtingut amb I'analisi de particio recursiva per a les
taxes de de recidiva local basat en I'expressio del gen SLC2A1.
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Figura 65. Analisi de Kaplan-Meier de supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de SLC2A1 (p = 0,101).

128



SLC2A3
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= g, T66 154072542
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Categary i) n Categaory g n
B Mo recidiva TTE BE6 B Mo recidiva ag,0 24
B Reacidiva local 224 14 B Reacidiva local 40 1
Total Fr2 84 Total 227 24

Figura 66. Arbre de classificacié i regressié obtingut amb I'analisi de particio recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I'’expressié del gen SLC2A3.
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Figura 67. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria

d’expressio de SLC2A3 (p

= 0,061).
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B Ho recidiva 21,8 aa
B Recidiva local 18,2 20
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Categarny %% n Categarny %% n
B HNo recidiva 746 A0 B Ho recidiva 93,0 40
B Recidiva local 254 17 B Recidiva local 7,0 3
Total G609 &7 Total 291 43

Figura 68. Arbre de classificacio i regressio obtingut amb I’analisi de particié recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I'’expressié del gen SLC16A3.
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Figura 69. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria

d’expressio de SLC16A3 (p =

0,026).
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Mode O
Category i n
B Ha recidiva 21,2 ao
B Recidiva lacal 12,2 20
Total 1000 140
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Figura 70. Arbre de classificacio i regressio obtingut amb I’analisi de particié recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I'’expressié del gen PKFL.
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Figura 71. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de PKFL (p = 0.068).
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Figura 72. Arbre de classificacio i regressio obtingut amb I’analisi de particié recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I’expressio del gen DLAT.
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Figura 73. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de DLAT (p = 0,0001).
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DLD

Mode O
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Categony k] n Categony i) n
B No recidiva TFE 3 B Ho recidiva 91,2 52
B Recidivalocal 225 4 B Recidiva local 28 &
Total 26,4 40 Taotal 518 47

Figura 74. Arbre de classificacio i regressio obtingut amb I’analisi de particié recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I'expressié del gen DLD.
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Figura 75. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressio de DLD (p = 0,001).
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B Ho recidiva 212 90
B Recidiva local 182 20
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Total §2.7 48
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Figura 76. Arbre de classificacio i regressio obtingut amb I’analisi de particié recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I'’expressié del gen PDHA1.
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Figura 77. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressiéo de PDHA1 (p = 0,024).

134



PDHB

| @ No recidiva
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Figura 78. Arbre de classificacié i regressié obtingut amb I'analisi de particio recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I’expressié del gen PDHB.
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Figura 79. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de PDHB (p = 0,009).
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Figura 80. Arbre de classificacié i regressié obtingut amb I'analisi de particio recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I’expressié del gen PDHX.
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Figura 81. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressio de PDHX (p = 0,131).
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Figura 82. Arbre de classificacié i regressié obtingut amb I'analisi de particio recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I’expressié del gen SDHA.
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Figura 83. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de SDHA (p = 0,039).
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Figura 84. Arbre de classificacio i regressio obtingut amb I’analisi de particié recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I’expressié del gen SDHB.
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Figura 85. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressio de SDHB (p = 0,115).
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SDHC
Mode O
Categorny % n
e B Mo recidiva 218 90
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Figura 86. Arbre de classificacié i regressié obtingut amb I'analisi de particio recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I'’expressié del gen SDHC.
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Figura 87. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de SDHC (p = 0,026).
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La taula 27 mostra la distribucio6 dels pacients en funcié de les categories obtingudes
en aplicar els arbres de classificacio i els valors de supervivéncia lliure de recidiva
local a 5 anys en aplicar els punts de tall obtinguts en cadascuna de les
determinacions.

Taula 27. Distribucié dels pacients en funcié dels punts de tall obtinguts en els CRT i supervivéncia
lliure de recidiva local (rT) a 5 anys per a cadascuna de les categories.

Punts de tall N Sup 5 anys lliure rT (IC p
95%)

LDHA < 802,27 45 92,8% (85,0-100%) 0,009
> 802,27 65 72,0% (60,6-83,4%)

LDHB <211,45 68 75,4% (64,8-86,0%) 0,083
> 211,45 41 89,3% (79,3-99,3%)

SLC2A1 < 260,38 58 86,8% (77,6-96,0%) 0,101
> 260,38 52 73,8% (61,5-86,1%)

SLC2A3 <44,71 85 76,6% (67,4-85,8%) 0,061
> 44,71 25 96,0% (88,4-100%)

SLC16A3 < 27,84 67 74,0% (63,4-84,6%) 0,026
> 27,84 43 91,9% (83,1-100%)

PFKL < 4,27 69 74,8% (64,0-85,6%) 0,068
> 4,27 41 90,1% (80,9-99,3%)

DLAT <8,72 43 63,8% (49,1-78,5%) 0,00001
> 8,72 67 91,6% (84,5-98,7%)

DLD <13,49 13 50,0% (21,8-78,2%) 0,001
>13,49- <27,39 40 75,7% (61,8-89,6%)
> 27,39 57 90,4% (82,4-98,4%)

PDHA1 < 53,10 58 72,5% (60,5-84,5%) 0,024
> 53,10 52 89,4% (80,6-98,2%)

PDHB <13,10 27 65,0% (46,6-83,4%) 0,009
> 13,10 83 85,7% (77,9-93,5%)

PDHX < 13,36 55 75,6% (64,0-87,2%) 0,131
> 13,39 55 85,4% (75,2-95,6%)

SDHA < 16,30 53 72,7% (60,5-84,9%) 0,039
> 16,30 57 88,3% (79,3-97,3%)

SDHB < 74,37 64 75,2% (64,2-86,2%) 0,115
> 74,37 46 88,5% (78,9-98,1%)

SDHC < 24,75 84 75,9% (66,3-85,5%) 0,026
> 24,75 26 94,7% (84,7-100%)
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A la figura 88 es mostren les corbes ROC (de l'anglés “Receiver-Operating
Characteristics”) obtingudes en incloure els valors d'expressié dels gens en qué una
expressio elevada es va relacionar amb una disminucio en la supervivencia lliure de
recidiva local, juntament amb els valors d’AUC corresponents (area sota la corba,
de I'anglés “Area Under the Curve”) (taula 28).
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Figura 88. Corbes ROC dels gens que van mostrar nivells d’expressié elevats i disminucié de la
supervivéncia lliure de recidiva local.

Taula 28. Valors AUC dels gens amb nivells d’expressio elevats i disminucio de la supervivencia
lliure de recidiva local.

Test Result Asymptotic 95% Confidence Interval
Variable(s) Area Asymptotic Sig.? |Lower Bound Upper Bound
LDHA 0,644 0,044 0,525 0,764

SLC2A1 0,555 0,443 0,431 0,679

a. Under the nonparametric assumption

b. Null hypothesis: true area = 0.5

De la mateixa manera, es presenten les corbes ROC (figura 89) i els valors de I'AUC
(taula 29) per a aquells gens on un nivell d'expressio elevat es va relacionar amb un

increment en la supervivéncia lliure de recidiva local.
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Figura 89. Corbes ROC dels gens que van mostrar nivells d’expressié elevats i augment de la
supervivéncia lliure de recidiva local.

Taula 29. Valors AUC dels gens amb nivells d’expressio6 elevats i augment de la supervivéncia lliure
de recidiva local.

IC 95%
Area p Lower Bound Upper Bound
LDHB 0,597 0,178 0,466 0,727
SLC2A3 0,526 0,719 0,409 0,642
SLC16A3 0,536 0,616 0,419 0,653
PFKL 0,558 0,420 0,427 0,689
DLD 0,660 0,026 0,522 0,798
DLAT 0,654 0,032 0,507 0,801
PDHA1 0,611 0,123 0,487 0,735
PDHB 0,612 0,119 0,469 0,755
PDHX 0,544 0,541 0,407 0,681
SDHA 0,603 0,150 0,471 0,736
SDHB 0,553 0,462 0,423 0,682
SDHC 0,589 0,216 0,459 0,719
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De totes les determinacions realitzades, les que van aconseguir una AUC més
elevada i amb un valor que va assolir la significacié estadistica van ser les
corresponents a LDHA, DLD i DLAT.

En incloure la totalitat de les determinacions efectuades en l'analisi de particid
recursiva, es va obtenir un arbre de classificacio basat en els valors transcripcionals
de DLAT i de LDHA, amb una primera particié en funcioé de I'expressi6é de DLAT, i
una segona particié que afectava als pacients amb una expressi6 baixa de DLAT en

funcié de I'expressié de LDHA, tal com es mostra a la figura 90.

Mode O
Categorny i n
P B No recidiva 21,2 40
| ™ Norecidiva B Recidiva local 182 20
Ll Fecidiva local I Total 1000 110
DLAT
Improvement=0,025
== 2, 720922678 1416 8209826731916
Mode 1 Mode 2
Categony h) n Categony h) n
B No recidiva 65,1 28 B No recidiva gz a8 62
B Recidiva lozal 3349 15 B Recidiva local Fha 5
Total 9.1 43 Total G609 &7
LOHA
Improwvement=0, 052
== 021,252115647 0500 = 021,252 1556470500
Mode 2 Maode 4
Categony h) n Categony h) n

B Ho recidiva 257 24 B Hao recidiva 267 4
B Recidiva local 14,2 < B Recidiva loczal 73,2 14

Total 255 28 Total 136 15

Figura 90. Arbre de classificacié i regressié obtingut amb I'analisi de particio recursiva per a les taxes
de recidiva local basat en I'’expressié dels gens DLAT i LDHA.

143



RESULTATS

Quan es van aplicar les regles de I'analisi de partici6 recursiva es va aconseguir una
classificacié adequada del 88,2% dels pacients. En la figura seglient es mostren les
corbes de supervivéncia lliure de recidiva local en funcié dels nodes terminals

obtinguts amb Il'analisi de particio recursiva (figura 91).
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Figura 91. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de DLAT-LDHA obtinguda amb I'analisi de particié recursiva.

En acabat es va procedir a agrupar els pacients amb un risc més baix de recidiva

local, i es van classificar els pacients en dues categories:

e Categoria 1: pacients amb una expressio elevada de DLAT o pacients amb
expressio baixa de DLAT i baixa de LDHA.

e Categoria 2: pacients amb expressi6 baixa de DLAT i elevada de LDHA.

Els pacients de la Categoria 1 (n=95) van tenir una supervivéncia lliure de recidiva
local a 5 anys del 89,6% (IC 95%: 83,1-96,1%), mentre que per als pacients inclosos
a la categoria 2 (n=15) va ser del 26,7% (IC 95%: 4,4-49,0%) (p=0,0001). Les corbes
de supervivencia lliure de recidiva local en funcié de la categoria de I'expressio de
DLAT-LDHA es mostren a la figura 92.
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Figura 92. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la categoria
d’expressié de DLAT-LDHA.

Es va dur a terme una analisi multivariant considerant la supervivéncia lliure de

recidiva local com la variable dependent incloent-hi, en el model, la categoria en

I'expressié de DLAT-LDHA com a variable independent (taula 30).

Taula 30. Analisi multivariant amb la categoria de I'expressi6 DLAT-LDHA com a variable

independent.
HR* | Cl 95% HR p

Localitzacié Cavitat oral 1

Orofaringe 0 0 0,987

Hipofaringe 0,74 0,07-7,78 0,807

Laringe 0,51 0,15-1,72 0,280
Categoria pT pT1-2 1

pT3-4 4,83 | 0,97-24,01 0,054
Categoria pN pNO 1
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pN+ 1,22 0,44-2,23 0,414
Marges reseccio Negatiu 1

Proper 0,56 0,14-2,23 0,414

Positiu 8,21 1,85-34,49 0,006
Tractament adjuvant |No 1

Radioterapia 0,61 0,19-1,91 0,397

Quimioterapia 0,75 0,13-4,08 0,741
Expressio Categoria 1 1
DLAT-LDHA Categoria 2 16,82 | 5,10-55,37 0,0001

HR*: Hazard ratio

Les variables que es van relacionar de manera significativa amb la recidiva local del
tumor van ser I'estat dels marges de reseccio i la categoria de I'expressio de DLAT-
LDHA.

En comparacié amb els pacients amb marges negatius, els pacients amb marges
positius van tenir un risc 8,21 vegades superior de recidiva local (IC 95%: 1,85-
34,49%; p=0.006).

Comparat amb els pacients inclosos en la Categoria 1, els pacients de la Categoria
2 (expressio baixa de DLAT i elevada de LDHA) van tenir un risc 16,82 vegades
superior de recidiva local (IC 95%: 5,10-55,37%; p=0,0001).

Els pacients amb tumors localment avancats (pT3-4) van tenir una tendéncia a
presenter un risc més gran de recidiva local, perd sense que les diferéncies
assolissin la significacié estadistica (HR 4,83; IC 95%: 0,97-24,01%; p=0,054).

Es va analitzar si hi havia relacio entre I'estat dels marges de reseccio i la categoria
en I'expressio de DLAT-LDHA. Tal com mostra la taula segient (Taula 31), no van
apareixer diferéncies significatives en I'estat dels marges de reseccié en funcié de

la categoria d'expressio transcripcional de DLAT-LDHA (p=0,218).
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Taula 31. Relacio entre I'estat dels marges de reseccid i la categoria d’expressié transcripcional de

DLAT-LDHA.
Categoria DLAT_LDHA
Categoria 1l Categoria 2 Total
Marges Negatius 78 10 88
82,1% 66,7% 80,0%
Propers 11 4 15
11,6% 26,7% 13,6%
Positius 6 1 7
6,3% 6,7% 6,4%
Total 95 15 110
100,0% 100,0% 100,0%

Seguidament, es va analitzar la supervivéncia lliure de recidiva regional, a distancia

i la supervivéncia especifica en funcié de la categoria d’expressio transcripcional de

DLAT-LDHA.

La figura seguent (figura 93) mostra la supervivéncia lliure de recidiva regional en

funcié de I'expressié de DLAT-LDHA.
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Figura 93. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva regional a 5 anys i la
categoria d’expressio de DLAT-LDHA.
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No van aparéixer diferencies en el control regional de la malaltia en funci6 de la
categoria d’expressio de DLAT-LDHA (p=0,5710). La supervivencia lliure de recidiva
regional a 5 anys per als pacients de la Categoria 1 va ser del 84,5% (IC 95%: 77,1-
91,9%), i per als pacients de la Categoria 2 del 87,5% (IC 95%: 64,6- 100%).

Igualment, tampoc van apareixer diferéncies en el control a distancia del tumor en
funcio de I'expressio de DLAT-LDHA (p=0,269) (Figura 94). La supervivéncia a 5
anys lliure de metastasi a distancia per als pacients de la Categoria 1 va ser del
68,9% (IC 95%: 58,9-78,9%) i per als pacients de la Categoria 2 del 56,3% (IC 95%:
26,3 -86,3%).
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Figura 94. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de metastasi a distancia a 5 anys i la
categoria d’expressio de DLAT-LDHA.

En canvi, si que van aparéixer diferéncies estadisticament significatives en la
supervivencia especifica dels pacients segons I'expressio transcripcional de DLAT-
LDHA (p=0,013) (figura 95). La supervivencia especifica a 5 anys per als pacients
de la Categoria 1 va ser del 57,4% (IC 95%: 46,8-68,0%) i la dels pacients de la
Categoria 2 del 33,3% (IC 95%: 9,4-57,2% ).
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Figura 95. Anal
de DLAT-LDHA

isi de Kaplan-Meier de la supervivéncia especifica a 5 anys i la categoria d’expressio

Per als pacients amb una expressio elevada de DLAT (n=67), el control local de la

malaltia no va diferir en funcié de I'expressié de LDHA (p=0,873). No van existir

diferéncies e

expressio tra

100%
B0%
B0%

40%

Local recurrencefree survival

0%

n la supervivencia lliure de recidiva local entre els pacients amb una

nscripcional baixa (n=27) o elevada (n=40) de LDHA (figura 96).
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Figura 96. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéencia lliure de recidiva local a 5 anys en pacients
amb DLAT elevada en funcid de I'expressio de LDHA.
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Hi va haver un grau de correlacié significatiu entre els valors transcripcionals
d'alguns dels diferents gens analitzats. La taula 32 mostra els coeficients de
correlacio de Pearson existents entre les diferents determinacions realitzades.
S'assenyalen en vermell les correlacions amb un coeficient superior a 0,5. La
correlaci6 més elevada entre totes les determinacions dutes a terme va
correspondre als valors d’expressié transcripcional de SDHA i SDHB (coeficient
r=0,884) (figura 97). La correlaci6é entre els valors d'expressié de DLAT i LDHA va
ser de 0,502 (figura 98).
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Figura 97. Correlacié entre els valors d’expressio transcripcional de SDHA i SDHB.

190

— g R? Linear = 0,193

T T
100 1000 10000
LDHA

Figura 98. Correlacié entre els valors d’expressio transcripcional de DLAT i LDHA
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Taula 32. Correlacions entre els valors d'expressio transcripcional dels gens analitzats.

LDHA | LDHB |PDK1| HK1 | SUCNR | SLC2A1 | SLC2A3 |SLC16A3 |[SLC16A7| PFKL | DLD | DLAT |PDHAl| PDHB |PDHX|SDHA|SDHB |SDHC

HIF1A 0,438| 0,538] 0,393 0,463 0,204 0,349 0,418 0,266 0,400 0,503]| 0,637 0,668| 0,109| 0,542| 0,466| 0,618 0,584| 0,216
0,000 0,000| 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,005 0,000| 0,000/ 0,000 0,000 0,255 0,000| 0,000/ 0,000( 0,000 0,024

110 109 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110( 110 110 110

LDHA 0,353| 0,383| 0,474 0,211 0,396 -0,014 0,168 0,180( 0,459] 0,485 0,502 0,217 0,412| 0,459| 0,481| 0,541| 0,343
0,000| 0,000{ 0,000 0,027 0,000 0,885 0,079 0,060| 0,000/ 0,000 0,000 0,023 0,000| 0,000/ 0,000( 0,000| 0,000

109 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110( 110 110 110

LDHB 0,453| 0,526 0,227 0,305 0,063 0,167 0,341 0,528] 0,736 0,648 0,189 0,661 0,667| 0,728 0,697| 0,407
0,000 0,000 0,018 0,001 0,517 0,082 0,000| 0,000/ 0,000 0,000 0,049 0,000| 0,000/ 0,000( 0,000/ 0,000

109 109 109 109 109 109 109 109| 109 109 109 109 109 109 109 109

PDK1 0,616 0,383 0,389 0,153 0,246 0,263 0,567] 0,649 0,587 0,291] 0,574 0,588| 0,475| 0,454| 0,545
0,000 0,000 0,000 0,111 0,010 0,006| 0,000/ 0,000 0,000 0,002 0,000| 0,000/ 0,000 0,000| 0,000

110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110( 110 110 110

HK1 0,214 0,618 0,015 0,338 0,211 0,744) 0,686 0,615 0,328] 0,599( 0,727| 0,681} 0,614| 0,587
0,025 0,000 0,877 0,000 0,027| 0,000/ 0,000 0,000 0,000f 0,000| 0,000/ 0,000 0,000| 0,000

110 110 110 110 110 110 110 110 110 110 110( 110 110 110

SUCNR-1 0,146 0,155 0,302 0,128 0,304] 0,335 0,356 0,032] 0,303| 0,367| 0,291| 0,328| 0,111
0,128 0,106 0,001 0,183| 0,001 0,000f 0,000 0,742 0,001| 0,000/ 0,002 0,000| 0,248

110 110 110 110 110 110 110 110 110 110( 110 110 110
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SLC2A1 -0,035 0,326 0,052 0,590| 0,364 0,344 0,032 0,226 0,452| 0,434 0,373| 0,277
0,714 0,001 0,589| 0,000/ 0,000( 0,000 0,744 0,018| 0,000/ 0,000( 0,000 0,003

110 110 110 110 110 110 110 110 110( 110/ 110 110

SLC2A3 0,485 -0,051| 0,084 0,089 0,015 -0,028( 0,023| 0,118| 0,042]| 0,078| 0,001
0,000 0,596| 0,383 0,357 0,875 0,768 0,810| 0,220| 0,660| 0,417 0,990

110 110 110 110 110 110 110 110 110 110| 110

SLC16A3 -0,108| 0,329 0,157 0,122 0,025 0,110| 0,250| 0,229| 0,167 0,055
0,261 0,000/ 0,101f 0,205 0,797 0,253| 0,008| 0,016 0,080 0,570

110 110 110 110 110 110 110 110 110| 110

SLC16A7 0,128| 0,471 0,652 0,331] 0,643] 0,127| 0,300 0,254| 0,338
0,183| 0,000f 0,000( 0,000 0,000| 0,187| 0,001| 0,007| 0,000

110 110 110 110 110 110 110{ 110| 110

PFKL 0,687| 0,561 0,174 0,518 0,811| 0,730| 0,677| 0,480
0,000 0,000| 0,069 0,000( 0,000/ 0,000( 0,000| 0,000

110 110 110 110 110 110{ 110| 110

DLD 0,835 0,263] 0,819] 0,807| 0,787 0,803] 0,571
0,000( 0,005 0,000 0,000| 0,000{ 0,000] 0,000

110 110 110 110 110{ 110| 110

DLAT 0,311 0,862] 0,594 0,701| 0,700 0,438
0,001 0,000| 0,000| 0,000| 0,000( 0,000

110 110 110 110{ 110| 110
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PDHA1L 0,328| 0,123 0,147] 0,153| 0,641
0,000| 0,201 0,126| 0,111 0,000

110 110 110 110 110

PDHB 0,603| 0,662 0,648| 0,505
0,000( 0,000| ,000( 0,000

110 110 110 110

PDHX 0,814 0,853| 0,535
0,000( 0,000| 0,000

110 110 110

SDHA 0,884( 0,449
0,000 0,000

110 110

SDHB 0,439

0,000

110
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2.1. Correlacio entre I’expressioé transcripcional i immunohistoquimica de
LDHA

Amb l'objectiu de determinar la correlacié entre I'expressio transcripcional i I'expressié
immunohistoquimica de LDHA, es va dur a terme un estudi en 14 pacients: set amb
una expressio transcripcional elevada de LDHA i 7 amb una expressio baixa. En I'ambit

immunohistoquimic, LDHA va mostrar una expressio predominantment citoplasmatica.

En les figures segients (figures 99 A-D) es mostren exemples que es corresponen amb
diversos patrons immunohistoquimics d'expressio de LDHA, tant a les cél-lules

tumorals com estromals.

Figura 99 A. Expressi6 IHQ de LDHA. Esquerra: CE queratinitzant (HEx200). Dreta: expressi6 elevada
al tumor (puntuacié 4+) i a I'estroma (puntuaci6 3+) (Cortesia: Dra. Lejeune).

Figura 99 B. Expressio IHQ de LDHA. Esquerra: CE mal diferenciat (HEx200). Dreta: expressio elevada
a I'estroma (puntuacio 3+) i reduida al tumor (puntuacié 2+) (Cortesia: Dra. Lejeune).
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Figura 99 C. Expressi6 IHQ de LDHA. Esquerra: carcinoma escatos (HEx200). Dreta: expressio elevada
al tumor (puntuaci6 3+) i reduida a I'estroma (puntuacio 1+) (Cortesia: Dra. Lejeune).

Figura 99 D. Expressio IHQ de LDHA. Esquerra: carcinoma escatos (HEx100). Dreta: expressio reduida
al tumor (puntuacié 1+) i a I'estroma (puntuaci6 2+) (Cortesia: Dra. Lejeune).

Les puntuacions obtingudes en la valoraci6 immunohistoquimica de les mostres
analitzades en funcio de I'expressio de LDHA es mostren a la taula segient (taula 33).

Taula 33. Relacioé entre I'expressio transcripcional i I'expressié immunohistoquimica de LDHA.

Cas Expressio transcripcional Puntuacié tumor Puntuaci6 estroma
LDHA
1 Elevada 3 3
2 Elevada 4 2
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3 Elevada 2 2
4 Elevada 2 1
5 Elevada 4 3
6 Elevada 3 2
7 Elevada 3 3
8 Baixa 1 2
9 Baixa 1 3
10 Baixa 4 3
11 Baixa 1 3
12 Baixa 2 3
13 Baixa 3 1
14 Baixa 2 0

En els pacients amb una expressié transcripcional elevada de LDHA, les cel-lules

tumorals van tenir una tendéncia a mostrar uns nivells d'immunopositivitat més elevats

de LDHA pero sense que les diferéncies arribessin a la significacio estadistica

(p=0,086). Respecte a l'estroma, no van aparéixer diferéncies entre els nivells

d'immunopositivitat de LDHA en funcié de l'expressié transcripcional de LDHA

(p=0,945). A la figura 100 (A-B) es mostren els nivells d'immunopositivitat al tumor (A)

i a 'estroma (B) en funcié de I'expressioé transcripcional de LDHA.

A

LDHA immunoexpression score

Tumor

p=0,086

Low

LDHA transcriptional expression

High

Figura 100-A. Relacié entre els valors de I'expressiéo immunohistoquimica i I'expressié transcripcional
de LDHA en les cél-lules tumorals.
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Estroma

LDHA immunoexpression score

p=0,945

Low High
LDHA transcriptional expression

Figura 100-B. Relaci6 entre els valors de I'expressio immunohistoquimica i I'expressio transcripcional
de LDHA en les ceél-lules estromals.

2.2. Nivells d'expressié transcripcional DLAT/LDHA en tumor i mucosa
sana (TCGA)

Es van comparar els nivells d'expressio transcripcional de LDHA i DLAT en 43 mostres
aparellades de tumor i mucosa sana de pacients amb CECC inclosos al TCGA. La taula
seglent mostra els valors promig corresponents a cadascun dels tipus de teixit (taula
34).

Taula 34. Comparacio dels nivells transcripcionals de LDHA i DLAT entre tumor i mucosa sana en
pacients amb CECC (TCGA).

Mean N Std. Deviation
LDHA tumor 29730,07 43 13611,99
LDHA sana 19766,26 43 9021,70
DLAT tumor 988,91 43 346,96
DLAT sana 1531,22 43 548,45

Hi va haver diferéncies significatives en I'expressio dels dos gens en funcié del tipus
de teixit analitzat (p=0,0001). En el cas de LDHA, les mostres de tumor van comptar
amb uns nivells d'expressio transcripcional significativament superiors (figura 101). Per
contra, en el cas de DLAT les mostres de tumor van mostrar uns valors d'expressio

transcripcional significativament inferiors respecte al teixit normal (figura 102).
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Figura 101. Nivells d’expressio transcripcional de LDHA en teixit tumoral i mucosa sana.
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Figura 102. Nivells d’expressio transcripcional de DLAT en teixit tumoral i mucosa sana.
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Malgrat el coneixement, des de fa molts anys, que les alteracions del metabolisme
cel-lular estan implicades en el desenvolupament del cancer (Warburg, 1927)
tradicionalment, la recerca s’ha centrat sobretot en I'’estudi de I'activacié o pérdua de
funcié d’oncogens i gens supressors tumorals. Aixd no obstant, la desregulacié del
metabolisme ja es considera un segell distintiu del cancer (Hanahan et al., 2011) i, en
la darrera década, I'estudi del metabolisme i la seva relacio amb la patogénesi del
cancer ha esdevingut una linia de gran interés, principalment en la cerca de
biomarcadors de diagnostic, pronostic i, amb més entusiasme, de tractament (dianes

terapéutiques) en el cancer en general i també en el CECC.

En aquest treball s’han estudiat una série de gens relacionats amb el metabolisme amb
el proposit de trobar biomarcadors amb capacitat pronostica - més concretament amb
capacitat de predir la recidiva local - en dues cohorts de pacients amb CECC tractats
amb radioterapia i cirurgia, respectivament. La discussié sobre les troballes en

cadascun d’aquests grups es fara de forma separada.

1. Expressié SLC2A3/SDHA en la cohort de radioterapia

La radioterapia és un pilar del tractament del cancer de cap i coll. Amb tot i amb aixo,
la morbiditat d’aquest tractament continua sent un repte clinic. El coneixement del perfil
molecular ha proporcionat més informacio sobre la biologia del tumor i la sensibilitat
del tumor a la RT. Aixi, la identificaci6 de biomarcadors pot permetre una millor

estratificacio dels pacients en funcié de la previsio de la seva resposta al tractament.

En el CECC la mortalitat relacionada amb la malaltia es deu principalment a un fracas
locoregional, per la qual cosa és imprescindible comprendre els mecanismes de la
radioresisténcia. S’ha vist que I'augment de I'activitat glicolitica en el CECC és un
factor important per a I'avang de la malaltia i la metastasi i condueix a una disminuci6
de la sensibilitat a la quimioterapia i la radioterapia. Per altra part, se sap també que
la RT afecta diversos processos cel-lulars per promoure el dany cel-lular i,
consegientment, desencadenar la mort del tumor. Alguns d'aguests mecanismes
cel-lulars alterats per la irradiacio inclouen la reparacié de I'ADN, la regulacio del cicle
cel-lular i la reoxigenacié dels tumors. En una revisi6 recent sobre diversos
biomarcadors de sensibilitat a la radioterapia en el CECC, Pardo-Reoyo et al. (2016)
apunten a l'expressié de microRNAs, a signatures o perfils d’expressié de gens

relacionats amb la transicié epitelial-mesenquimal (EMT) i a algunes vies de
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senyalitzaci6 com EGFR-PI3K/AKT, perd no es fa cap esment a biomarcadors

relacionats amb el metabolisme cel-lular.

Segons els resultats del nostre estudi, I'avaluacio de I'expressio transcripcional del gen
SLC2A3 conjuntament amb SDHA en 120 pacients amb CECC tractats amb RT o QT-
RT ha permes definir un grup de pacients amb un risc elevat de recidiva local del tumor
després del tractament. Els pacients amb una expressié elevada tant de SLC2A3 com
de SDHA van mostrar un risc de recidiva local 4,24 vegades superior a la resta de

pacients.

1.1. SLC2A3
SLC2A3 és un gen facilitador de la difusié6 o transport de glucosa a través de la
membrana plasmatica de les cél-lules i és responsable de la captaci6 de glucosa

constitutiva o basal (figura 103).

Els portadors de soluts de la familia dels transportadors de glucosa (SLC, de I'angles
“Solut Carrier Family”) intervenen en el primer pas per a I'is de la glucosa cel-lular.
L'augment de la captaci6 de glucosa és una caracteristica reconeguda de les cél-lules
canceroses: les cel-lules tumorals tenen un metabolisme accelerat i una alta demanda
de glucosa en un entorn pobre en nutrients. La combinacié d'aguests factors pot
provocar una dependéncia metabdlica d'un subministrament continu d'energia i
nutrients i aixd sovint s'associa amb una expressié desregulada dels transportadors de
glucosa, especialment GLUT1 i GLUT3, codificats pels gens SLC2A1 i SLC2A3,

respectivament (Ancey et al., 2018).

Post-translational regulation
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Figura 103. Mecanismes de desregulacio de GLUT1 i GLUT3 en el cancer (Font: Ancey P et al. The
FEBS journal 2018).
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L’expressié elevada dels transportadors de glucosa (o, si és el cas, dels gens que
codifiquen aquests transportadors) s'ha relacionat amb una disminucié de Ia
supervivencia i amb la resisténcia al tractament en la majoria de models de cancer,
inclos el CECC (Ancey et al., 2018; Chen X et al., 2017; Zhou et al., 2008).

Baer et al. (2002), per exemple, van trobar una associacié significativa entre I'expressio
immunohistoquimica de GLUT3 i una pitjor supervivéncia en pacients amb carcinomes

de laringe tractats amb cirurgia i/o radioterapia.

En un altre estudi en pacients amb CE de cavitat oral tractats amb cirurgia, Ayala et al.
(2010) van comprovar que l'expressid immunohistoquimica elevada de SLC2A3
constituia un indicador de mal prondstic, amb un risc significativament augmentat de
recidiva local i una supervivéncia disminuida, tant en les analisis univariants com
multivariants (figura 104). Segons aquests autors, 'augment del metabolisme glicolitic
en les cél-lules tumorals més agressives d’aquests pacients indicaria un valor pronostic

potencial per a estratificar els pacients segons el risc.
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Figura 104. Analisi de Kaplan Meier de la supervivéncia lliure de malaltia i el patr6 de tincio
immunohistoquimica de GLUT3 (p = 0,021) (Font: Ayala F et al. Molecules 2010).

En un estudi realitzat en pacients amb CE de llengua tractats amb cirurgia, Estilo et al.

(2009) van trobar una associacio significativa entre I'expressio transcripcional elevada
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de SLC2A3 i la profunditat de la invasio, la mida del tumor, I'estadi patoldgic i el risc

de recidiva.

Per la seva banda, Starska et al. (2015) van trobar un augment de l'expressio
transcripcional i immunohistoquimica de SLC2A3 en el teixit tumoral en relacié amb el
teixit laringi normal adjacent en pacients amb carcinomes de laringe localment
avancats tractats amb cirurgia. Els tumors amb una expressié elevada de SLC2A3
mostraven una tendéencia a tenir una supervivencia pitjor, pero les diferéncies no van

assolir significacio estadistica.

Més recentment, Botha et al. (2021) han revisat el paper dels transportadors de
glucosa en el CE de cavitat oral (meta-analisi) i han conclos que SLC2A1 i SLC2A3
tindrien un paper en la fisiopatologia del CE de cavitat oral i podrien representar
biomarcadors valuosos per ajudar en el diagnostic i el prondstic d’aquest tipus de

tumor.

A més a més, I'expressié transcripcional de SLC2A3 apareix en les signatures
genetiques associades amb el pronostic i la resposta al tractament en pacients amb
CECC. Han Y et al. (2021) van construir un model pronostic de gens relacionats amb
la hipdxia en el CE de cavitat oral que inclou SLC2A3. Altrament, Lu W et al. (2021)
van desenvolupar una signatura genética pronostica i de resposta a la quimioterapia
relacionada amb la ferroptosi. La ferroptosi és una forma de mort cel-lular descoberta
recentment que esta impulsada per la peroxidacio lipidica depenent del ferro i esta
controlada per nombroses vies metaboliques. L'evidéncia acumulada indica que la
ferroptosi esta relacionada amb la supressié del tumor i té propietats antitumorals,
especialment en casos amb resistéencia adquirida als farmacs. SLC2A3 codifica el
transportador de glucosa 3 (GLUT3), que pot inhibir la ferroptosi i, d’aquesta manera,

facilitar el desenvolupament del tumor.

D’acord amb el nostre coneixement, no hi ha estudis que hagin analitzat la relacié entre
I'expressio de SLC2A3 i la resposta a la RT. Per contra, si que s’ha trobat relacié entre
I'expressio de SLC2A1 (que codifica per GLUT1) i la resposta a la RT en pacients amb
CECC. Kunkel et al. (2007) van detectar que els pacients amb CE de cavitat oral amb
una expressio immunohistoquimica elevada de SLC2A1 a les biopsies pretractament
tenien una major resisténcia a la RT. Segons els seus resultats, els tumors amb >65%
de ceél-lules GLUT-1+ eren més resistents a la radiacié (p=0,023). Per la seva banda,
Chen RY et al. (2017) van analitzar I'expressio immunohistoquimica de SLC2A1 en

mostres de biopsia pretractament de 60 pacients amb cancer d’orofaringe o hipofaringe
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pl6 negatius tractats amb RT o QT-RT i van observar una disminucio significativa de
la supervivéncia lliure de malaltia i de la supervivencia especifica en els tumors amb
una expressid immunohistoquimica de SLC2A1 elevada. En un treball amb
xenoempelts, Bao et al. (2015) van trobar que la sobreexpressié de GLUT-1 podria
estar implicada en la radioresisténcia del carcinoma de laringe in vivo i que es podia

afavorir la radiosensibilitat a costa de la supressié de I'expressioé de GLUT-1.

Tots aquests treballs (siguin sobre SLC2A1 o SLC2A3) estan en consonancia amb les
nostres troballes en el sentit que, en el CECC, l'expressid elevada -a nivell
transcripcional o immunohistoquimic- d’aquests gens es correlaciona amb un pitjor

pronastic.

1.2. SDHA

SDH és un enzim mitocondrial heterotetraméric que té un paper en el cicle de l'acid
tricarboxilic (ATC) i en la cadena de transport d'electrons mitocondrials com a complex
Il. La subunitat succinat-deshidrogenasa A (SDHA) és un enzim metabolic essencial
que converteix el succinat en fumarat i acobla funcionalment el flux del cicle ATC amb
la transferéncia d'electrons (ETC, de I'anglés “Electron Transport Chain”) associada a

la fosforilacié oxidativa (OxPhos).
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Figura 105. Complex succinat deshidrogenasa (CSD) simplificat (Font: Eijkelenkamp K et al. Clin Genet.
2020).
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Generalment, les mutacions dels gens que codifiquen el complex succinat
deshidrogenasa (SDH) condueixen a una inactivaci6 de SDHA (“SDHA-deficient”).
Quan es produeix una inactivaci6 de SDHA, l'excés de succinat acumulat als
mitocondris es trasllada al citoplasma on actua com a oncometabolt i, juntament amb
altres metabdlits intermedis del cicle ATC pertorba la regulacié metabolica de la cél-lula
i pot donar lloc al desenvolupament i progressié del cancer. El succinat competeix amb
I'a-cetoglutarat i inhibeix una familia d'enzims prolil hidroxilasa (PHD). Aixo condueix a
I'estabilitzacié de I'HIFa fins i tot en preséncia d'oxigen, una condicié coneguda com a
“pseudohipoxia”, que probablement afavoreix la resisténcia a la radioterapia. La
inactivacié o péerdua de funcié del complex enzimatic succinat deshidrogenasa (SDH)
és causada, amb més freqiiéncia, per una mutacié hereditaria en un dels quatre gens
SDHx (SDHA, SDHB, SDHC i SDHD) i s’ha associat amb I'aparicié de tumors com ara
paragangliomes i feocromocitomes, tumors de I'estroma gastrointestinal, carcinomes

de cel-lules renals i adenomes hipofisaris (MacFarlane et al., 2020).

El nombre d'estudis que han analitzat la implicaci6 de SDHA en el procés de la
carcinogénesi és limitat. Chattopadhyay et al. (2019) van observar que lI'expressio
elevada de SDHA es va associar amb el risc de propagacié metastatica i un mal resultat
clinic en pacients amb melanoma uveal. Olszewski i cols. (2022) van trobar una
inhibicié del creixement del tumor en un model de xenoempelt derivat del pacient de
cancer amb deficiéncia de SDHA. Per altra banda, s'ha descrit la SDHA funcionant com
un supressor de tumors perqué redueix la secrecié i I'acumulacio de succinat (King A
et al., 2006). Li J et al. (2019) van trobar una expressié reduida de SDHA en el
carcinoma hepatocel-lular i que aixd s’associava a un mal prondstic en aquests

pacients.

En analitzar les dades incloses en el The Cancer Genome Atlas (TCGA), es pot
observar que la capacitat pronostica de I'expressio transcripcional de SDHA depeén del
tipus de tumor (https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga). L'expressio elevada de SDHA es va
associar amb una supervivencia global significativament reduida en pacients amb
cancer de mama, mentre que es va associar amb una supervivéncia augmentada en
pacients amb cancer renal. En els pacients amb CECC, I'expressi6é elevada de SDHA
es va associar amb una disminucio6 de la supervivéncia global, pero les diferencies no
van assolir una significacié estadistica (p=0,16). Cal tenir en compte que les
caracteristiques dels pacients inclosos en el TCGA sén molt diferents de les dels
pacients analitzats en aquest estudi, amb una gran proporcio de pacients amb CE de

cavitat oral i una gran majoria de pacients tractats amb cirurgia.
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Practicament no hi ha referéncies sobre la relacié entre SDHA i el CECC. En el present
treball s’ha constatat la relacié entre un augment de I'expressié transcripcional de
SDHA i un risc augmentat de recidiva local en pacients tractats amb RT. Igualment,
Terra et al. (2021) van estudiar una cohort de 41 pacients amb CECC i van demostrar
que l'expressié transcripcional elevada SDHA estava associada amb un mal control
locoregional de la malaltia en pacients tractats amb RT o QT-RT, i van identificar els
nivells sérics de succinat circulant com un biomarcador no invasiu potencialment
valuds per al diagnostic i pronostic del CECC. Aquests autors suposen que el succinat
plasmatic s'origina a partir de la secrecié extracel-lular de succinat a partir de cél-lules
del microentorn tumoral de les cél-lules tumorals. S'han proposat diverses explicacions
per a I'acumulacio de succinat. Una explicacio és que en el teixit hipoxic, la induccio
relacionada amb la hipoxia dels oncometabolits es podria propagar i amplificar pels
mateixos oncometabolits a través de l'estabilitzacié de I'expressio HIF-1a.

Els mecanismes pels quals I'expressio transcripcional augmentada de SLC2A3 i SDHA
té capacitat pronostica i condueix a un augment del risc de recidiva local en pacients
amb CECC tractats amb radioterapia (fenotip radioresistent) poden ser diversos.

El subministrament de nutrients a les cel-lules tumorals pot originar-se del metabolisme
cel-lular o pot ser importat del microambient extern a través de la membrana plasmatica
merceés a transportadors de glucosa com GLUT3, codificat pel gen SLC2A3, alimentant
aixi 'ATC per a la sintesi de precursors metabolics i 'OxPhos per a la producci6 d'ATP
als mitocondris. De fet, les cél-lules canceroses amb una alta expressiéo dels
transportadors de glucosa mostren un comportament agressiu i aixo és degut al fet que
transporten activament la glucosa extracel-lular i obtenen una gran energia per a una

proliferacio rapida, amb un augment de la glicolisi aerdbica i de la produccié de lactat.

Al seu torn, aquest augment de I'acid lactic es transporta des de les ceél-lules tumorals
a l'espai extracel-lular i genera una acidosi del microambient del tumor que pot impulsar
el creixement del tumor per diversos mecanismes com la immunopermisivitat i
I'angiogenesi, entre d’altres. Al mateix temps, I'augment dels nivells de lactat també
estimulen la produccio d'acid hialuronic per part dels fibroblasts, cosa que pot contribuir

a la invasivitat local del tumor.

La desregulacié de SDH, per altra part, pot exercir efectes sobre moltes vies
metaboliques i bioenergétiques, principalment a través del succinat, el qual pot
esdevenir una diana terapéutica (Sant’Anna-Silva et al., 2021). L’expressio

augmentada de SDH podria afavorir, i) la conversié de succinat a fumarat com a part
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del cicle de I'acid tricarboxilic, i ii) la fosforilacié oxidativa, lliurant equivalents reductors
a I'ETC mitjancant FADH2 i finalment produint ATP. Aquest canvi sembla un entorn
ideal per al desenvolupament del cancer perqué permet estalviar bio-precursors per a
altres necessitats, que d'altra manera s'utilitzen per a la produccié de NADH, mentre
que es manté una oxidacié elevada de succinat per a una produccié eficient d'ATP
utilitzant FADH2 com a donant d'electrons. Aguesta hipotesi coincideix amb el fet que
en els nostres resultats, quan I'expressié de SLC2A3 és baixa, SDHA no afecta el
resultat quant a la supervivéncia lliure de recidiva local (tant fa si els nivells d'expressio
son alts o baixos). En canvi, quan SLC2A3 esta elevat, I'afluéncia potencial de glucosa
no és suficient per induir un fenotip radioresistent si els nivells de SDHA sén baixos.
Recentment, Olszewski et al. (2022) van demostrar que per reduir el creixement del
tumor es necessita tant I'entrada reduida de glucosa a la cél-lula com una expressié
disminuida dels enzims del cicle d'acid tricarboxilic (ATC). Van demostrar que la
inhibicié dels transportadors de glucosa de classe | era eficag per inhibir el creixement
del tumor en models de xenograft derivats de pacients de cancer amb deficiéncia de
SDHA.

Ja hem vist que l'alteraci6 de la funciéo de SDHA pot produir-se per déficit de funcié o
per augment de I'activitat. Quan es produeix un augment de I'expressié transcripcional
de SDHA s’incrementa la conversié de succinat a fumarat, el qual actua com a
oncometabolit. Schopf et al. (2020) van estudiar la readaptacié del metabolisme
energetic i I'adaptacié dels mitocondris en el desenvolupament i la progressié del
cancer de prostata. Els seus resultats revelen un canvi cap a una oxidacié més alta del
succinat, que s'associa amb mutacions nocives en els gens del Complex | mitocondrial
i una expressio reconnectada dels enzims metabdlics mitocondrials en el cancer de
prostata primari. El canvi en la preferéncia del substrat estava present principalment
en els tumors d'alt grau, cosa que indica que aquest recablejat metabolic és un pas
definitiu durant la tumorigénesi, amb importancia pronostica. El seu estudi sobre les
capacitats de fosforilacié oxidativa en teixits de cancer de prostata va descobrir un
augment de l'oxidacio del succinat a través del Complex Il (SDH) com a compensacio
d'una disminuci6 de la capacitat d'oxidar substrats mitjancant el Complex | en tumors

de prostata d'alt grau.

En la nostra cohort de pacients amb CECC tractats amb RT, l'augment de I'expressio
de SDHA també podria estar associada a una capacitat de fosforilaci6 oxidativa
augmentada que podria conferir resisténcia a la radiacié. En qualsevol cas, els enzims

SDH es caracteritzen per altres mecanismes reguladors que inclouen la regulacio de
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I'expressio de I'ARNm, la modificacié post-traduccional i la inhibicié enddgena (Dalla
Pozza et al., 2019). La realitat actual és que es necessiten més estudis per dilucidar el

paper d'aquest enzim tant en la carcinogéenesi com en la progressié del CECC.

Per Gltim, comentar que en aquest treball I'expressié augmentada de SLC2A3 i SDHA
no només va impactar en la recidiva local, sin6 també en la recidiva regional de la
malaltia (disminucié de la supervivéncia lliure de recidiva regional, amb significacio

estadistica).

2. Expressié DLAT/LDHA en la cohort de cirurgia

En aquest treball, I'avaluacié conjunta de I'expressio transcripcional dels gens DLAT i
LDHA ha permes definir un grup de pacients amb una reduccié del control del tumor
com a resultat d’un risc elevat de recidiva local del tumor després del tractament amb
cirurgia. Aixi, els pacients amb una expressio col-lectiva baixa de DLAT i elevada de
LDHA van mostrar un risc de recidiva local 16,82 vegades superior a la resta de
pacients.

2.1. DLAT

DLAT (Dihidrolipoamida S-acetiltransferasa) €s una proteina implicada en el
metabolisme de la glucosa i constitueix la subunitat catalitica E2 del complex piruvat
deshidrogenasa (PDH), que és un complex multienzim de la membrana mitocondrial
que proporciona l'enlla¢ principal entre la glicolisi i el cicle de I'acid tricarboxilic (cicle
de Krebs). En condicions normals, el complex PDH actua com un node metabolic
central que intervé en I'oxidaci6 del piruvat a acetil-CoA i CO i alimenta el cicle de I'acid

tricarboxilic per satisfer la demanda d'energia.

El piruvat és un metabolit glicolitic principal que es pot convertir principalment en lactat
per accio de lactat deshidrogenasa A (LDHA) o en acetil-CoA a través del complex
piruvat deshidrogenasa E1 (PDHAL).

En general, en les cél-lules canceroses es produeix I'acumulacié de lactat, mentre que
la conversié de piruvat en acetil-CoA mitocondrial és menys activa en comparacié amb
els seus homolegs normals. Chen T et al. (2019) van analitzar els canvis cel-lulars i
moleculars en les cel-lules de CECC en resposta a la perdua de LDHA i PDHAL in
vitro, in vivo i en clinica. Mitjancant I'is de diverses bases de dades de cancer huma i
mostres cliniques van observar que els nivells de LDHA i PDHALl presenten un
significat pronostic invertit. L'analisi in vitro va demostrar una disminucio del creixement

i la motilitat cel-lular i una major sensibilitat als agents quimioterapics a les cél-lules
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amb perdua de LDHA, mentre que el silenciament de PDHAL presentava un fenotip

oposat.

No s’han trobat referéncies a la literatura que relacionin directament DLAT amb el
CECC, pero si amb altres tipus de cancer. Quan et al. (2015) van descriure per primer
cop I'associacio entre DLAT i el metabolisme energétic alterat del cancer. Agquests
autors van trobar una sobreexpressié de DLAT en algunes linies cel-lulars de cancer
gastric, amb augment de la conversié de piruvat en acetil CoA, presumiblement per
facilitar la fosforilacié oxidativa, la generacié d'ATP i les reaccions cataboliques, que
probablement sén tan importants com les reaccions anabadliques en el creixement del
cancer. Per contra, quan es neutralitza I'activitat de DLAT es produeix un bloqueig en
la conversi6 de piruvat en acetil CoA, generant I'acumulacié de piruvat a les cél-lules.
No obstant i aix0, en aquest estudi també van observar que, en algunes linies
cel-lulars, DLAT estava infraexpresssat en comparacié amb les cél-lules epitelials de

cancer no gastric.

Mitjancant I'analisi de diverses bases de dades bioinformatiques, Chen S et al. (2020)
van identificar diversos gens relacionats amb la glicolisi (incloent-hi DLAT) que afecten
el pronostic dels pacients amb adenocarcinoma de colon i constitueixen un model de

prediccié de la supervivéncia en aquests pacients.

PM2.5 (matéria particulada 2,5, de I'anglés “particulate matter”) son particules molt
petites suspeses a l'aire (contaminants atmosférics). Segons Chen Q et al. (2020)
aquestes particules indueixen la carcinogénesi i I'aparicio de carcinoma no de cél-lula
petita de pulmo a través de la reprogramacio de la glicolisi a causa de 'activacio de

I'activitat transcripcional de DLAT.

En un estudi recent, Tsvetkov et al (2022) van proposar una nova forma de mort
cel-lular molt lligada al metabolisme mitocondrial iinduida per coure. Aquests autors
van comprovar que l'excés de coure intracel-lular indueix l'agregacié de DLAT, que
s'associa amb el cicle de I'acid tricarboxilic mitocondrial (TCA), donant lloc a estres
proteotoxic i conduint a la mort cel-lular. D’aquesta manera, Bian Z et al. (2022) van
avaluar les alteracions geneétiques dels gens relacionats amb la cuproptosi en un total
de 524 pacients amb carcinoma de cél-lules clares renal (ccRCC) de la base de dades

The Cancer Genome Atlas (TCGA) (https://portal.gdc.cancer.gov//) i van trobar una

disminucio (i no un increment) de I'expressiéo de DLAT en el teixit tumoral respecte el

teixit normal, establint DLAT com a part d’'un nou model o signatura prondstica basada
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en el gens relacionats amb la cuproptosi i, a més, va revelar el paper de DLAT com a
gen supressor tumoral.

2.2. LDHA

LDHA es localitza principalment al citoplasma i és clau en el metabolisme glicolitic
alterat del cancer. La seva funcio principal és convertir el piruvat en lactat, i transformar
NADH en NAD+ en condicions anaerobiques. En les cel-lules canceroses existeix un
augment de la glicolisi aerdbica (efecte Warburg), amb un augment notable de la

conversié de piruvat en lactat a expenses de l'activitat de la LDHA (figura 106).
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Figura 106. Paper i ubicaci6 de LDHA en el metabolisme cel-lular (Modificat de: Hou X et al. Cell
death&Disease 2021).

LDHA esta estretament relacionada amb les caracteristiques biologiques de malignitat
del cancer a través de diversos mecanismes (Feng Y et al., 2018). Pot promoure la

proliferacié de cel-lules canceroses i mantenir la supervivencia cel-lular, afavoreix la

171



DISCUSSIO

invasié tumoral i les metastasis, pot desencadenar angiogénesi i pot ajudar les cél-lules

canceroses a escapar del sistema immunitari (figura 107).
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Figura 107. Paper critic de LDHA en els diferentes segells distintius del cancer (vegeu text) (Font: Feng
Y et al. Cancer Medicine 2018).

L'associacié entre una expressio alta de LDHA i una disminucio6 del control del tumor i
de la supervivéncia s'ha descrit en diversos models de tumor (Hou et al., 2021; He et
al., 2018: Huang X et al., 2016; Zhang J et al., 2015; Yao et al., 2013). En una
metaanalisi de Lv et al. (2019) en qué es van analitzar els resultats obtinguts en 4.176
pacients inclosos en 17 estudis, es va trobar que I'expressié elevada de LDHA es va
associar amb una disminucio significativa de la supervivéncia global (HR: 1,74; p =
0,001). De la mateixa manera, existeixen nombrosos estudis en diferents tipus de
tumors que han demostrat que silenciar I'expressié de LDHA provoca la inhibicié de la
proliferacid i la migracio cel-lular sense un impacte significatiu en les ceél-lules no
tumorals, i €s per aixo que s’ha considerat LDHA com un objectiu prometedor en la

prevencio i el tractament del cancer.

Els models in vitro desenvolupats amb linies cel-lulars de CECC han demostrat la
relacio entre I'expressio de LDHA i la progressi6 del tumor. Cai et al. (2019) van trobar

evidéncies convincents in vitro i in vivo que demostren que LDHA pot promoure la
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proliferacio, migracié i invasio de cél-lules del CE de cavitat oral facilitant la glicolisi i

la transicio epitelial-mesenquimal (EMT).

En un estudi in vivo amb un model ortotopic de CECC, Chen Y et al. (2021) van trobar
que la supressié de l'expressié de LDHA va disminuir la proliferacié cel-lular i
augmentava la sensibilitat a la radioterapia. En estudis realitzats per Cai et al. (2019)
i Chen Y et al. (2021) a partir dels resultats inclosos en les bases de dades de “The
Cancer Genome Atlas” (TCGA), els pacients amb una alta expressié transcripcional de

LDHA tenien pitjor supervivéncia global.

En un treball publicat recentment pel nostre grup vam estudiar I'expressio
transcripcional de LDHA en 110 pacients amb CECC tractats amb cirurgia, que sén els
que hem fet servir en aquest treball (Bagué et al., 2022). Segons els nostres resultats,
els pacients amb una expressi6 elevada de LDHA tenien un risc 3,4 vegades més gran
de recidiva del tumor en relaci6 als pacients amb tumors amb una expressié
transcripcional baixa de LDHA (IC; 1,8-6,3%; p = 0,0001). No es van trobar diferéncies
en I'expressio transcripcional de LDHA segons variables com la localitzacié del tumor,
I'extensié local o regional o el grau histologic. Tenint en compte el nombre limitat de
pacients amb CE orofaringis inclosos en aquest estudi (n = 6), no es va realitzar una
determinacié de I'expressio de LDHA en funcio de I'estat del VPH. A partir dels resultats
obtinguts a les bases de dades de “The Cancer Genome Atlas” (TCGA), Chen Y et al.
(2021) no van trobar diferéncies en l'expressié transcripcional de LDHA en pacients
amb CECC en funcié de l'estat del VPH.

Un dels metabolits derivats de I'activitat enzimatica de LDHA és el lactat. Estudis in
vitro realitzats en linies cel-lulars de CECC han demostrat que la reduccié de
I'expressioé de LDHA condueix a una disminucié del consum de glucosa per part de les
cél-lules tumorals i una reduccio6 dels nivells de lactat (Cai et al., 2019; Chen T et al.,
2019). En un estudi de mostres de CECC de pacients tractats amb cirurgia i
radioterapia adjuvant, Blatt et al. (2016) van trobar que els pacients amb uns nivells
elevats de lactat al teixit tumoral tenien un augment significatiu del risc de recidiva i

una disminucio de la supervivencia global.

18F-FDG-PET és una técnica d'imatge util per reflectir el metabolisme de la glucosa.
A partir de I'augment de la glicolisi aerobica acompanyada de la captacié de glucosa
en els tumors malignes, el valor de captaci6 estandarditzat (SUV, de l'anglés
“Standarized Uptake Value” ) a les exploracions 18F-FDG-PET es pot utilitzar per

mesurar el grau de captacié de glucosa per les cél-lules canceroses. Diversos autors
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han trobat una relacié significativa entre I'expressié de LDHA del tumor i el valor SUV
en pacients amb carcinoma de mama i GIST (Kim et al., 2020; Cho et al., 2015). Zhou
X et al. (2014) van elaborar una analisi retrospectiva de 51 pacients amb
adenocarcinoma de pulmé que es van sotmetre a PET 18F-FDG. Van examinar la
relacio entre el valor maxim d'absorcié normalitzat i I'expressio de LDHA, transportador
de glucosa 1 (GLUT1) i hexoquinasa 2 (HK2) i van trobar que el SUV va ser
significativament més alt al grup amb expressié transcripcional elevada de LDHA que
al grup amb baixa expressio LDHA (p=0,018). Malauradament, la majoria dels pacients
inclosos en el nostre estudi no tenien una exploraci6 de 18F-FDG-PET abans del
tractament, de manera que no es va poder analitzar la relacié entre I'expressié de

LDHA i I'activitat metabolica del tumor.

Generalment, l'augment de I'expressido de LDHA al tumor es correlaciona amb un
augment de la concentraci6 sérica de LDHA, fet que s'ha utilitzat com a biomarcador
amb capacitat pronostica (Zhang JP et al., 2015). En pacients amb carcinomes de la
cavitat oral, Grimm et al. (2016) van trobar una correlacio significativa entre I'expressio
immunohistoquimica de LDHA i la concentracio sérica prévia al tractament, i una
reduccié de la concentracié després de la reseccié del tumor. A més, els valors sérics
elevats de LDHA s'han associat amb la progressié de lesions pre-malignes de la cavitat
oral fins a un carcinoma infiltrant (Grimm et al., 2016). Diversos autors han analitzat
la correlaci6é entre la concentracié sérica de LDHA i la supervivéncia en pacients amb
carcinoma de nasofaringe, i tots ells conclouen que tant les concentracions sériques
elevades de LDHA pretractament (Li G et al., 2012) com posttractament (Wang J et al.,

2016) es van associar significativament amb un pitjor prondstic.

Uehara et al. (2021), en un estudi de 101 pacients amb CE d’orofaringe, van suggerir
que el nivell séric de LDHA prediu una mala supervivéncia després del tractament amb
RT, tant en els casos VPH (+) com en els VPH (-). Tanmateix, els nivells de LDHA en
els teixits cancerosos no sempre es correlacionen completament amb el nivell séric de
LDHA, cosa que pot indicar que I'expressio de LDHA en el tumor i a nivell séric son

dos predictors independents de diagnostic de cancer (Koukourakis et al., 2011).

En resum, I'expressié baixa de DLAT — que és un component del complex piruvat
deshidrogenasa que transforma el piruvat en acetil- CoA - comportaria un augment de
la concentracio6 del piruvat al citoplasma fet que, al seu torn, conduiria a una activacio
de la via alternativa de la metabolitzaci6 del piruvat, aixo és, a un augment de I'activitat

de LDHA i, conseqiientment, a un increment de la produccié de lactat. Es conegut que
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el lactat redueix el pH del microambient cel-lular i tumoral, fet que promou canvis
genetics que perjudiquen la resposta del sistema immunitari antitumoral i redueix la
unioé o adheréncia cel-lular facilitant la descohesio cel-lular, la invasio i les metastasis
(de la Cruz-Lépez et al., 2019).

L'expressié de DLAT i LDHA no va influir ni en el control regional de la malaltia ni en

el control a distancia del tumor.

3. Expressiéo immunohistoquimica de LDHA

En el treball actual es va analitzar la correlacié entre I'expressio transcripcional i
I'expressié immunohistoquimica de LDHA i vam observar que els tumors amb una
expressié transcripcional elevada de LDHA tendien a exhibir puntuacions
d'immunoexpressio més elevades independentment del grau de diferenciacié tumoral
(Figura 99) pero, donada la limitacié en la mida de la mostra, les diferéncies no van
assolir una significacié estadistica. Cai et al. (2019) van trobar que els pacients amb
tumors en estadis precocos (T1-2) i histologicament ben diferenciats tenien una

expressié immunohistoquimica significativament menor de LDHA.

Crida I'atencié I'expressio de LDHA en les cél-lules estromals. Els fibroblasts associats
al cancer (CAF) sén un component cel-lular important del microambient tumoral en el

CECC i son determinants clau per regular la progressié maligna del cancer (figura 108).
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Figura 108. Modulacié del metabolisme dels CAF i I'agressivitat de les cél-lules canceroses (Font:
Domingo-Vidal M et al. Frontiers in Oncology 2022).
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De fet, ja s'ha demostrat que els CAF promouen la transicié epitelial-mesenquimal
(EMT), la invasié i les metastasis en el CECC. Creiem que I'expressio de LDHA en les
cél-lules estromals es pot explicar per I'efecte Warburg invers proposat per Pavlides et
al. (2009). Segons aquests autors, i en contrast amb I'efecte Warburg classic, les
cél-lules canceroses epitelials indueixen la glicolisi aerdbica als CAF circumdants els
guals, a la vegada, augmenten la produccié de metabolits rics en energia, com ara el
lactat, per alimentar directament les cél-lules canceroses epitelials (vegeu figura 28).
La produccio de lactat a les cél-lules estromals implicaria un augment de I'activitat de
LDHA i podria explicar, d’alguna manera, aquesta expressio IHQ de LDHA en les

cel-lules estromals.

4. Altres gens inclosos en I'estudi i relacié amb el CECC

A continuacio es descriuen breument els estudis trobats a la literatura del gens que en
aquest treball no han mostrat capacitat prondstica en relacié amb la recidiva local i la

supervivencia lliure de malaltia en el CECC.
Hexoquinasa 1

Es un enzim de la glicolisi que converteix la glucosa la glucosa- 6- fosfat. En fosforilar
la glucosa, la HK1 impedeix efectivament que la glucosa surti de la cél-lula i, per tant,
compromet la glucosa en el metabolisme energetic. Clatot et al. (2014) van estudiar
una cohort de 61 pacients amb CECC i van trobar un perfil d’expressié génica (incloent-
hi HK-1) amb capacitat pronostica de propagacié metastatica. Liu et al (2020) van
obtenir les dades transcripcionals i cliniques de 544 mostres de CECC de la base de
dades TCGA i van identificar vuit gens relacionats amb la glicolisi d'importancia
pronostica en el CECC, entre ells HK-1, i es van agrupar els pacients en dos grups (alt

i baix risc) en funci6 de I'expressié d'aquests gens.
Piruvat deshidrogenasa quinasa 1 (PDK1)

PDK1 fosforila les subunitats piruvat deshidrogenasa PDHAl i PDHA2, amb la
subseguent inhibicio de I'activitat de la PDH i la inhibicio de la formacié d'acetil-coenzim
A a partir del piruvat. Exerceix un paper en les respostes cel-lulars a la hipoxia i és
important per a la proliferacio cel-lular en condicions d'hipoxia. Jing et al. (2019) van
trobar que PDK1 induia la transici6é epitelial-mesenquimal i que la sobreexpressié de
PDK1 en el CE d’hipofaringe es correlacionava amb les metastasis ganglionars i a
distancia. Hi ha diversos estudis que han posat en relleu la relacié entre la inhibicié de

PDK1 i la millora de la resposta al tractament. Pai S et al (2021) van analitzar
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I'expressio de PDK1 en 22 mostres de 62 pacients amb CE de cavitat oral. L'analisi
immunohistoquimica va revelar que una expressié més alta de PDK1 s'associa amb un
mal prondstic en el CE de cavitat oral i, d’altra banda, que la supressid6 de PDK1

sensibilitza les cel-lules tumorals al cisplati i la RT.
Lactat deshidrogenasa B (LDHB)

LDHB codifica la subunitat B de l'enzim lactat deshidrogenasa, que catalitza la
interconversié de piruvat i lactat amb la interconversié concomitant de NADH i NAD+
en un procés postglicolisi. Quan existeixen més cadenes A que cadenes B, els
isoenzims LDH es tornen més eficients en la conversio catalitica de piruvat en lactat.
Per contra, un nombre més gran de cadenes B facilita la conversio del piruvat en acetil
coenzim A. Mohajertehran et al. (2019) van evidenciar la sobreexpressié de lactat
deshidrogenasa a la saliva i en el teixit (avaluat per immunohistoquimica) de pacients
amb CECC. Mohtasham et al. (2019) van trobar elevacié sérica de LDHA i B i
sobreexpressié en el teixit (avaluat amb RT-PCR). L'associacié de LDHA i LDHB
mesurada per IHQ juntament amb la LDH sérica podria ser un biomarcador atil per
minitoritzar els pacients de CE de cavitat oral tractats quirargicament (Grimm et al.,
2016). Per la seva banda, Sun et al. (2015) van avaluar [I'expressio
immunohistoquimica de LDHB en 107 mostres de pacients amb CE de cavitat oral i
van concloure que I'expressio elevada de LDHB es va associar significativament amb
la recidiva del tumor i a una mala supervivéncia global. De la mateixa manera,
I'expressio elevada de LDHB es va correlacionar amb una resposta desfavorable a la

QT neoadjuvant i amb resisténcia a la RT.
SLC16A3/SLC16A7

Sén gens que codifiquen els transportadors de monocarboxilats MCT4 i MCT2,
respectivament, que sén els responsables del transport de monocarboxilats com L-
lactat, piruvat, i cossos cetonics a través de la membrana plasmatica (vegeu figura 38).
Les cel-lules canceroses de cap i coll mantenen una gran activitat glicolitica i generen
una quantitat important d'acid lactic a I'entorn extracel-lular. L'acumulacié de lactat
intracel-lular és perjudicial per a les cél-lules, ja que redueix drasticament el pH
intracel-lular. Els MCT faciliten I'exportacio de lactat fora de la cél-lula, el que és crucial
per a la supervivéencia de les cél-lules canceroses (Chandel et al.,, 2020). S'ha
demostrat que una expressié elevada de MCT4 esta associada a un mal pronostic en
pacients amb CE de cavitat oral (Bisetto et al., 2018; Zhu et al., 2014). Simoes-Sousa

et al. (2016) van avaluar I'expressio immunohistoquimica de MCT4 i MCT2 en 135
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mostres humanes de CE de cavitat oral i van investigar la correlacié amb parametres
clinicopatologics i la possible associacié amb el prondstic. Van trobar que MCT4 es va
associar significativament amb l'estadi T avancat. Curiosament, els tumors que
expressaven tant MCT1 com MCT4 pero que eren negatius per a MCT2 es van associar

amb una supervivéncia global més curta.
SDHB / SDHC/ SUCNR1

El complex SDH es localitza a la membrana mitocondrial interna i té una funcio en els
processos essencials de producci6 d'energia d'una cél-lula. Esta implicat en 'oxidacio
del succinat a fumarat en el cicle de I'acid citric o tricarboxilic (Krebs) i en la cadena
respiratoria, amb la reduccié d'ubiquinona (coenzim Q) a la cadena aerobica de
transferéncia d'electrons, contribuint a la generacié d'ATP per fosforilacié oxidativa.
Estructuralment, és un heterooligomer format per proteines de 4 subunitats (SDHA,
SDHB, SDHC i SDHD) (vegeu figura 39). El succinat, oncometabdlit important en la
progressié tumoral, s’acumula en situacions de déficit de funcié del complex SDH.
Terra et al. (2021) van estudiar la contribucié de l'eix succinat-SUCNR1 en la
progressié del CECC. Els seus resultats van mostrar que els nivells circulants de
succinat eren més alts en pacients amb CECC que en els controls sans i que
I'expressié de SUCNRL, succinat deshidrogenasa (SDH) A i SDHB era més alta en el
teixit tumoral que en la mucosa normal. Aixi mateix, els nivells alts d'expressié de
SUCNRL1 i SDHA es van associar amb un pitjor control locoregional de la malaltia.
Prusinkiewicz et al. (2020) van estudiar els gens metabdlics associats a la
supervivencia en CECC HPV+, incloent-hi SDHC. Els CECC VPH+ van mostrar nivells
d'expressié més baixos dels gens implicats en la glicolisi i nivells més alts de gens
implicats en el cicle de I'acid tricarboxilic, la fosforilacié oxidativa i I'oxidacio B que els
CECC VPH (-). La reduccio de l'expressié de SDHC es va correlacionar amb una

millora de la supervivencia només en el grup de pacients VPH+.
HIF-1a

HIF-1a funciona com a regulador de la resposta homeostatica cel-lular i sistémica a la
hipoxia. En condicions hipoxiques activa la transcripcio de més de 40 gens, incloent-
hi els transportadors de glucosa (GLUT) i enzims glicolitics, els productes proteics dels
quals augmenten el lliurament d'oxigen o faciliten I'adaptacié metabolica a la hipoxia.
De Souza et al. (2018) van investigar I'efecte de la RT sobre els nivells de marcadors
hipoxics en el CE de cavitat oral i van demostrar que la RT redueix els nivells de HIF-

1a in vivo i in vitro.
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No s’han trobat treballs a la literatura que relacionin els gens PKFL, PDHB o DLD amb
el pronostic del CECC.

5. Limitacions de I'estudi

Hi ha diverses limitacions en el nostre estudi que cal tenir en compte a I'hora d'analitzar
els resultats. En primer lloc, es tracta d'un estudi retrospectiu en el qual es van estudiar
un nombre limitat de gens relacionats amb el metabolisme de la glucosa. D’altra banda,
s’han estudiat dues poblacions amb un cert grau d’heterogeneitat on s’han inclos
pacients amb tumors de diverses localitzacions (cavitat oral, orofaringe, hipofaringe i
laringe) i diferents categories d’extensié locoregional (estadi TN). Per exemple, en la
cohort de pacients tractats amb RT, hi havia un predomini de carcinomes d’orofaringe
(41,7%) mentre que en els pacients tractats amb cirurgia el percentatge era del 5,4%.
En el primer cas, un 41,7% dels pacients es van presentar amb tumors cT3-T4, mentre
gue en els pacients tractats amb cirurgia el percentatge de pT3-T4 va ser del 81,8%,

amb una incidéncia de c/pN+ del 40,9% i 58,2%, respectivament.

Si bé la mida de la mostra (inclusié de 120 pacients tractats amb RT i de 110 pacients
tractats amb cirurgia) gaudeix d’'una poténcia estadistica raonable, féra desitjable

ampliar la casuistica de forma prospectiva per millorar la confianca en els resultats.

La relacio entre I'expressio dels gens relacionats amb el metabolisme i el control de la
malaltia es va dur a terme a través d’'una analisi de I'’expressié transcripcional, sense
aportar informacio sobre les vies de senyalitzacio activades, la concentracié local de
substrats o l'existéncia de mecanismes reguladors post-traduccionals. Aixi doncs,
calen estudis de validacié independents abans de poder considerar I'expressio
transcripcional d’aquests gens com biomarcadors amb capacitat predictiva de resposta

ala RT o QT-RT o de recidiva local en pacients amb CECC.

El nombre de gens estudiats en aquest estudi és limitat si ho comparem amb altres
estudis a la literatura. Addicionalment, en la cohort de pacients tractats amb RT el
nombre de gens és substancialment inferior al que es va analitzar en la cohort de
pacients tractats amb cirurgia (7 versus 19), fet que podria implicar una certa distorsio
en la interpretacio dels resultats. LDHA per exemple, que hem identificat com un dels
gens amb significat pronostic en els pacients amb CECC tractats amb cirurgia, no es
va incloure en I'analisi dels pacients tractats amb RT, per bé que la relacié entre la
sobreexpressio de LDHA i la resisténcia a la radioterapia es troba sobradament

documentada a la literatura.
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Un factor limitant destacable rau en el canvi en el sistema d’estadificacio TNM introduit
'any 2018. Vist que els casos inclosos en aquest treball corresponen a pacients
diagnosticats i tractats durant el periode 2008-2016, els examens histopatoldgics no
van reflectir de manera uniforme alguns dels factors pronostics considerats en
I‘actualitat determinants en I'estadificacié, com I'extensié ganglionar extracapsular
(trencament capsular), I'estat del VPH en els carcinomes d’orofaringe o la profunditat
de la invasié (DOI) en el carcinoma de cavitat oral, ni tampoc altres factors
histopatologics que comporten un risc de recidiva local “per se” com ara el front
d’invasio no cohesiu (WPOI), la preséncia de displasia d’alt grau en els marges
quirdrgics o la desdiferenciacio tumoral focal (“tumor budding”). En aquest sentit,
'abséncia d’aquesta informacié o els canvis introduits en la nova estadificacié6 TNM

des del 2018 so6n un factor que pot influir en la interpretacio dels resultats.

En ultim lloc, cal fer esment que existeixen pocs estudis cientifics sobre alguns dels
gens estudiats en aquest treball (llevat del cas de LDHA), fet que implica que no es

pugui fer un estudi comparatiu i contrastar els nostres resultats amb la literatura.

6. Aplicabilitat de I’estudi i futures linies de recerca

Avui i ara estem vivint I'esclat de la “medicina de precisié”. Conéixer les dades
moleculars inherents als diferents tipus de tumors és clau per al desenvolupament de
biomarcadors que permetin una millor aproximacié al maneig i tractament del cancer.
En aquest context, la rad de ser i el fruit d’aquest treball tenen per objectiu contribuir
en I'intent de millorar I'estratificacié dels pacients amb CECC segons el risc de recidiva
local i, per tant, optimitzar i individualitzar les decisions medico-terapéutiqgues més

adients i amb menys morbiditat per a cada pacient.

Malgrat les limitacions mencionades en I'apartat anterior (i quin estudi no en té?),
aguesta tesi obre una linia de treball i recerca amb continuitat. A mitja termini amb la
validacié dels resultats a través d’estudis prospectius dels pacients que es tractin a
I'Hospital de Sant Pau incloent-hi, com ja és practica habitual avui en dia, el refinament

i la uniformitat en el diagnostic patologic.

Un altre aspecte a considerar és la correlacié entre I'expressié transcripcional i
I'expressiéo immunohistoquimica dels altres gens, a banda de la LDHA, per tal d’establir
la seva rellevancia clinica. La cerca i incorporacié de marcadors immunohistoquimics
a la practica assistencial que, de manera senzilla, sensible i reproduible, permetin
'avaluacid de I'expressié dels gens relacionats amb el metabolisme implicats en

I'evolucid i pronostic dels pacients amb CECC és un dels reptes, talment com es fa
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amb altres biomarcadors pronostics i predictius de resposta al CECC, particularment
p16 en el carcinoma d’orofaringe associat a HPV i PDL-1 en el CE localment avancat
o metastatic. En aquest sentit, al nostre centre disposem d’un raonable flux de
pacients, dels medis técnics necessaris i, el que és tant o més rellevant, de I'esperit
col-laboratiu entre els equips investigadors i assistencials involucrats en aquest tipus

de cancer.
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VIl. CONCLUSIONS

1. Els pacients amb CECC i una expressi6 transcripcional conjunta elevada dels
gens SLC2A3 i SDHA tenen un risc significativament més alt de recidiva local
de la malaltia després del tractament amb radioterapia o quimio-radioterapia.

2. En Tanalisi multivariant, I'Gnica variable que es va relacionar de manera
significativa amb el control local de la malaltia va ser els nivells elevats de
SLC2A3-SDHA, que va comportar un risc 4,24 vegades superior de recidiva

local després del tractament amb radioterapia o quimio-radioterapia.

3. Els nivells d’expressio dels gens DLAT i LDHA van tenir capacitat pronostica en
relaci6 amb el control local de la malaltia després del tractament amb cirurgia.
Una expressio baixa de DLAT i elevada de LDHA es va associar a un increment

del risc de recidiva local.

4. En lanalisi multivariant, les variables que es van relacionar de manera
significativa amb el control local de la malaltia van ser I'estat dels marges de
reseccio i la categoria d’expressi6 de DLAT-LDHA. Els pacients amb una
expressio baixa de DLAT i elevada de LDHA van mostrar un risc 16,82 vegades

superior de recidiva local després de la cirurgia.

5. Es va trobar una tendéncia a la correlacié entre I'expressio transcripcional i

I'expressié immunohistoquimica de LDHA en el teixit tumoral.

6. D’acord amb els nostres resultats, la desregulacié de determinats gens
relacionats amb el metabolisme de la glucosa té un paper en el CECC. En
aquest sentit, I'expressido transcripcional dels gens relacionats amb el
metabolisme ha mostrat capacitat pronostica en el control local de la malaltia

en funci6 del tractament.
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1. Llista de figures

Figura 1. Principals llocs anatomics del carcinoma escatés de cap i coll (CECC).

Figura 2. Carcinoma escatos exofitic de laringe amb afectacié transglotica. Font: arxiu del
Servei de Patologia. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

Figura 3. Incidéncia global del CECC.
Figura 4. Factors de risc de cancer oral i d’orofaringe.

Figura 5. Histologia. a) Carcinoma escatés ben diferenciat amb una perla cornia (fletxa) (HEX
200) b) Carcinoma escatds mal diferenciat amb atipia nuclear i mitosis abundants (cercles)

(HEx400) c) Carcinoma escatds mal diferenciat de tipus basaloide (HEx 200).

Figura 6. Mesura de la profunditat de la invasié (DOI*).

Figura 7. Profunditat de la invasié (DOI) en un tumor exofitic (a) i en un tumor ulcerat (b).
Figura 8. a) Extensié ganglionar extracapsular “minor” < 2mm i b) “major” >2mm.

Figura 9. Embols tumorals en una vena i en un vas limfatic.

Figura 10. a) Invasié perineural; b) Invasié intraneural (fletxa) (HEx400).

Figura 11. a) Front d’invasi6 tumoral no cohesiu; b) Front d’invasié amb un focus de tumor a

muscul esquelétic (fletxa) que correspon a un WPOI-5 (HEx200).
Figura 12. CE de llengua amb focus de “tumor budding”.

Figura.13. Canceritzacié de camp: impacte en la recaiguda local i en I'aparicié6 de segones

neoplasies.

Figura 14. Model de progressio genética de la tumorigénesi en el CECC VPH (-).
Figura 15. Concepte de carcinogénes a cap i coll induida per VPH.

Figura 16. Hipermetilacio de I'ADN del gen supressor tumoral CDKN2A/p16INK4a.

Figura. 17. Cronologia de la caracteritzacié molecular, les innovacions terapéutiques en cancer

de cap i coll, i perspectives de futur.
Figura 18. Segells distintius del cancer.
Figura 19. Segells distintius del metabolisme del cancer. Paper del metabolisme de la glucosa

i de les alteracions en la regulacié génica impulsades pels metabdlits.
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Figura 20. Vies metaboliques de la glucosa.

Figura 21. Via de la glicolisi.

Figura 22. Cicle de I'acid tricarboxilic (Krebs).

Figura 23. Metabolisme cel-lular de la glucosa en cél-lules normals.

Figura 24. Metabolisme de la glucosa en cél-lules normals en condicions de manca d’oxigen

(glicolisi anaerobica).
Figura 25. Otto Heinrich Warburg (1883-1970).

Figura 26. Diferéencies en la produccio d’ATP segons la preséncia d’oxigen a) en cél-lules

normals i b) en cél-lules canceroses (Efecte Warburg o glicolisi aerobica).

Figura 27. Diferencia entre una cél-lula normal i una ceél-lula cancerosa en el metabolisme de

la glucosa.
Figura 28. Efecte Warburg invers.

Figura 29. Vinculaciéo dels segells distintius del cancer amb el metabolisme energétic
deteriorat.

Figura 30. Efecte Warburg i carcinogénesi: una questiéo encara pendent.

Figura 31. Cruilla en el metabolisme cel-lular de la glucosa del desti de I'acid piravic.
Figura 32. Metabolisme cel-lular: senyalitzacié oncogénica i disponibilitat de nutrients.
Figura 33. Regulacié del metabolisme glicolitic per HIF-1, c-Myc i p53.

Figura 34. Paper dels ARNnc en la regulacié del metabolisme de la glucosa.

Figura 35. Esquema de la identificacio de biomarcadors en el cancer.

Figura 36. Aplicacions dels biomarcadors en el cancer.

Figura 37. Detecci6 del metabolisme cel-lular alterat per diagnosticar CE de cavitat oral.
Figura 38. Transportadors de monocarboxilats (MCT).

Figura 39. Paper del complex Succinat Deshidrogenasa (SDH) en el cicle de Krebs.

Figura 40. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia especifica a 5 anys en els pacients

tractats amb radioterapia.
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Figura 41. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia especifica a 5 anys en els pacients

tractats amb cirurgia.
Figura 42. Distribucié dels valors d’expressié de SLC2A3 en funcié del control local del tumor.

Figura 43. Arbres de classificaci6 i regressié obtinguts amb I'analisi de particio recursiva per a
les taxes de recidiva local basats en I'’expressio dels gens SLC2A3 (A), SLC16A3 (B), DLAT
(C) i SDHA (D).

Figura 44. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de SLC2A3.

Figura 45. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de SLC16A3.

Figura 46. Analisi de Kaplan-Meier de supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de DLAT.

Figura 47. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressié de SDHA.

Figura 48. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particid recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I’expressio dels gens SLC2A3 i SDHA.

Figura 49. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressio de SLC2A3-SDHA.

Figura 50. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de SLC2A3-SDHA en els pacients tractats amb RT.

Figura 51. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressio de SLC2A3-SDHA en els pacients tractats amb RT-QT.

Figura 52. Analisi de Kaplan-Meier entre la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressio de SLC2A3-SDHA en els pacients amb CE d’orofaringe VPH negatiu.

Figura 53. Analisi de Kaplan-Meier entre la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de SLC2A3-SDHA en els pacients amb CE d’orofaringe VPH positiu.

Figura 54. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i els
nivells d’expressio de SLC2A3 i SDHA.

Figura 55. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva regional a 5 anys i la
categoria d’expressio de SLC2A3 i SDHA.
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Figura 56. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de metastasi a distancia a 5 anys
i la categoria d’expressié de SLC2A3 i SDHA.

Figura 57. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia especifica a 5 anys i la categoria
d’expressié de SLC2A3 i SDHA.

Figura 58. Distribuci6 dels valors de DLD segons el control local després de la cirurgia.
Figura 59. Distribuci6 dels valors de DLAT segons el control local després de la cirurgia.

Figura 60. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particidé recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressié del gen LDHA.

Figura 61. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de LDHA (p = 0,009).

Figura 62. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particid recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressio del gen LDHB.

Figura 63. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de LDHB (p = 0,083).

Figura 64. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particid recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressié del gen SLC2A1.

Figura 65. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressio de SLC2A1 (p = 0,101).

Figura 66. Arbre de classificacio i regressio obtingut amb I'analisi de particié recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressio del gen SLC2A3.

Figura 67. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressio de SLC2A3 (p = 0,061).

Figura 68. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particid recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressio del gen SLC16A3.

Figura 69. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressio de SLC16A3 (p = 0,026).

Figura 70. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particid recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressié del gen PKFL.

Figura 71. Analis de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de PKFL (p =0,068).
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Figura 72. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particid recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressio del gen DLAT.

Figura 73. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressio de DLAT (p = 0,0001).

Figura 74. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particid recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I’expressi6 del gen DLD.

Figura 75. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de DLD (p = 0,001).

Figura 76. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particioé recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressié del gen PDHA1.

Figura 77. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressio de PDHA1 (p = 0,024).

Figura 78. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particié recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I’expressio del gen PDHB.

Figura 79. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de PDHB (p = 0,009).

Figura 80. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particid recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressié del gen PDHX.

Figura 81. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressio de PDHX (p = 0,131).

Figura 82. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particid recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressio del gen SDHA.

Figura 83. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressié de SDHA (p = 0,039).

Figura 84. Arbre de classificacio i regressié obtingut amb I'analisi de particid recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressié del gen SDHB.

Figura 85. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la

categoria d’expressié de SDHB (p = 0,115).

Figura 86. Arbre de classificacio i regressid obtingut amb I'analisi de particié recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressié del gen SDHC.
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Figura 87. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressié de SDHC (p = 0,026).

Figura 88. Corbes ROC dels gens amb nivells d’expressio elevats i disminucié de la

supervivéncia lliure de recidiva local.

Figura 89. Corbes ROC dels gens amb nivells d’expressiéo elevats i augment de la

supervivencia lliure de recidiva local.

Figura 90. Arbre de classificacio i regressio obtingut amb I'analisi de particié recursiva per a

les taxes de recidiva local basat en I'expressio dels gens DLAT i LDHA.

Figura 91. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i les

categories d’expressié de DLAT-LDHA obtingudes amb I'analisi de particié recursiva.

Figura 92. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys i la
categoria d’expressio de DLAT-LDHA.

Figura 93. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva regional a 5 anys i la
categoria d’expressio de DLAT-LDHA.

Figura 94. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivencia lliure de metastasi a distancia a 5 anys
i la categoria d’expressioé de DLAT-LDHA.

Figura 95. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia especifica a 5 anys i la categoria
d’expressio de DLAT-LDHA.

Figura 96. Analisi de Kaplan-Meier de la supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys en

pacients amb DLAT elevada en funcié de I'expressié de LDHA.
Figura 97. Correlaci6 entre els valors d’expressio transcripcional de SDHA i SDHB.
Figura 98. Correlacio entre els valors d’expressio transcripcional de DLAT i LDHA.

Figura 99 A. Expressi6 IHQ de LDHA. Esquerra: CE queratinitzant (HEx200). Dreta: expressié

elevada al tumor (puntuacié 4+) i a I'estroma (puntuacio 3+).

Figura 99 B. Expressio IHQ de LDHA. Esquerra: CE mal diferenciat (HEx200). Dreta: expressié
elevada a I'estroma (puntuacié 3+) i reduida al tumor (puntuacié 2+).

Figura 99 C. Expressié IHQ de LDHA. Esquerra: CE (HEx200). Dreta: expressio elevada al

tumor (puntuacié 3+) i reduida a I'estroma (puntuaci6 1+).

Figura 99 D. Expressio IHQ de LDHA. Esquerra: CE (HEx100). Dreta: expressio reduida al
tumor (puntuacié 1+) i a I'estroma (puntuacié 2+).
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Figura 100-A. Relaciéo entre els valors de I'expressié immunohistoquimica i I'expressio
transcripcional de LDHA en les cél-lules tumorals.

Figura 100-B. Relaciéo entre els valors de I'expressié immunohistoquimica i I'expressio

transcripcional de LDHA en les cél-lules estromals.

Figura 101. Nivells d’expressio transcripcional de LDHA en teixit tumoral i mucosa sana.
Figura 102. Nivells d’expressio transcripcional de DLAT en teixit tumoral i mucosa sana.
Figura 103. Mecanismes de desregulacié de GLUT1 i GLUT3 en el cancer.

Figura 104. Analisi de Kaplan Meier de la supervivencia lliure de malaltia i el patré de tinci6

immunohistoquimica de GLUT3.

Figura 105. Complex succinat deshidrogenasa (CSD) simplificat.

Figura 106. Paper i ubicacié de LDHA en el metabolisme cel-lular.

Figura 107. Paper critic de LDHA en els diferentes segells distintius del cancer.

Figura 108. Modulacié del metabolisme dels CAF i I'agressivitat de les cél-lules canceroses.
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2. Llista de taules

Taula 1. Caracteristiques cliniques i biologiques del CECC VPH (-) i VPH (+).
Taula 2. Estadificacié del cancer d’orofaringe considerant I'estat del VPH.

Taula 3. Profunditat de la invasié (DOI*) en la definici6 de tumor primari (T) del cancer de
cavitat oral (AJCC 82 edicio, 2017).

Taula 4. Gens amb canvis genétics somatics freqlients i significatius en el CECC VPH -.
Taula 5. Llista de gens relacionats amb el metabolisme analitzats en aquest estudi.

Taula 6. Caracteristiques clinicopatologiques dels pacients tractats amb radioterapia inclosos

en I'estudi.

Taula 7. Caracteristiques clinicopatoldgiques dels pacients tractats amb cirurgia inclosos en
I'estudi.

Taula 8. Procediments quirdrgics realitzats en els pacients tractats amb cirurgia.
Taula 9. Gens analitzats a cadascuna de les cohorts de I'estudi.
Taula 10. Puntuacio per a I'avaluacié de I'expressié immunohistoquimica de LDHA.

Taula 11. Distribucié dels pacients en els que es va estudiar I’expressio transcripcional de
DLAT i LDHA en mostra de tumor i de mucosa sana (TCGA).
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Taula 15. Expressi6 transcripcional de PDHB segons les diferents variables cliniques.

Taula 16. Expressio transcripcional dels gens estudiats en funcioé del control local de la malaltia

en els pacients tractats amb RT o QT-RT.

Taula 17. Distribucié dels pacients segons els punts de tall dels CRT en el control local i la

supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys.

Taula 18. Nivells de correlacio en I'expressio transcripcional entre els gens estudiats.
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Taula 19. Analisi multivariant amb la categoria d’expressi6 SLC2A3-SDHA com a variable

independent.

Taula 20. Supervivéncia lliure de recidiva local a 5 anys segons el patré d’expressio SLC2A3 /
SDHA.

Taula 21. Valors de la mediana de I'expressi6 transcripcional dels gens analitzats segons el
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Taula 22. Valors de la mediana de I'expressio transcripcional dels gens analitzats segons el

consum de toxics.

Taula 23. Valors de la mediana de I'expressio transcripcional dels gens analitzats segons la

localitzacio del tumor primari.

Taula 24. Valors de la mediana de I'expressio transcripcional dels gens analitzats segons

I'extensio local del tumor.

Taula 25. Valors de la mediana de I'expressio transcripcional dels gens analitzats segons

I’extensié regional del tumor.

Taula 26. Nivell d’expressio transcripcional dels gens en funcié del control local després de la

cirurgia.

Taula 27. Distribucié dels pacients en funcié dels punts de tall obtinguts en els CRT i

supervivencia lliure de recidiva local (rT) a 5 anys per a cadascuna de les categories.

Taula 28. Valors AUC dels gens amb nivells d’expressio elevats i disminuciéo de la

supervivéncia lliure de recidiva local.

Taula 29. Valors AUC dels gens amb nivells d’expressio elevats i augment de la supervivencia

lliure de recidiva local.
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independent.
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Abstract

Background: To analyze the relationship between the transcriptional expres-
sion of lactate dehydrogenase A (LDHA) and the disease control in patients
with a head and squamous cell carcinoma (HNSCC).

Methods: We determined the transcriptional expression of LDHA in 110
HNSCC patients treated with surgery.

Results: Five-year disease-free survival for patients with a high transcriptional
expression of LDHA (n = 51) was 39.2% (95% confidence interval [CI]: 25.3%-
53.1%), and for patients with a low expression (n = 59), it was 63.6% (95% CI:
51.1%-76.1%) (p = 0.004). According to the results of a multivariate analysis,
patients with a high transcriptional expression of LDHA had a 3.4-fold
increased risk of tumor recurrence. Patients with a high transcriptional expres-
sion of LDHA tended to show a higher intensity of immunohistochemical
expression of LDHA at the tumor cells (p = 0.086).

Conclusion: In HNSCC patients treated with surgery, a high transcriptional
expression of LDHA was associated with a significant decrease in disease-free
survival.
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1 | INTRODUCTION

Relative to nontumor cells, cancer cells exhibit changes
in metabolism aimed at obtaining biomaterials and
energy to sustain indefinite proliferation. This ability to
adjust cellular metabolism is now recognized as one of
the hallmarks of cancer.'

One of the mechanisms activated by cancer cells is
aerobic glycolysis, which involves the utilization of glu-
cose as a primary energy source with lactate production
even in the presence of oxygen, a mechanism described
by Warburg in 1956 and known as the “Warburg effect.”?
The process of glycolysis is less efficient in energy pro-
duction than oxidative phosphorylation, which justifies
the increased glucose uptake by tumor cells. This ele-
vated glucose utilization results in an accumulation of
lactate, which acts as an oncometabolite, inducing acidi-
fication of the tumor microenvironment, leading to
increased invasiveness and metastasis, inhibition of the
immune response against the tumor, and increased resis-
tance to treatments.® The Warburg phenotype is present
in different tumor models, including head and neck squa-
mous cell carcinomas (HNSCC).*

Lactate dehydrogenase A (LDHA) is one of the
enzymes involved in the process of glycolysis, catalyzing
the conversion of pyruvate to lactate. LDHA expression
contributes to the process of carcinogenesis by inducing
proliferation and survival of tumor cells, promoting a
cancer stem cell phenotype, enhancing angiogenesis,
invasiveness and metastasis, and favoring the tumor
immune escape.® Several studies have found an associa-
tion between LDHA tumor expression and a decrease in
survival in patients with bladder,® esophageal,” breast,®
gastric,” papillary thyroid,'® nonsmall-cell lung cancer,"’
or clear cell renal cell carcinoma.**

In patients with HNSCC, increased transcriptional
and immunohistochemical expression of LDHA has been
observed in tumor tissue relative to healthy mucosa.'***
Likewise, HNSCC cell lines have higher levels of LDHA
at both the transcriptional and protein levels than those
corresponding to normal keratinocytes.’*!* The aim of
the present study is to analyze the relationship between
LDHA transcriptional expression and disease control in a
cohort of HNSCC patients treated with surgery.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Patients

The present study was performed retrospectively from
biopsies obtained from the primary location of the tumor
in a cohort of 110 patients with squamous cell carcinoma

TABLE 1 Characteristics of the patients included in the study
No of
patients (%)

Mean age (SD) years 65.8 (13.4)
Sex Men 90 (81.8%)
Women 20 (18.2%)
Toxic No 14 (12.7%)
consumption  proderate 20 (18.2%)
Severe 76 (69.1%)
Location Oral cavity 39 (35.5%)

Oropharynx 6 (54%)

Hypopharynx 10 (9.1%)
Larynx 55 (50.0%)
pT classification ~ pT1-2 20 (18.2%)
pT3-4 90 (81.8%)
PN classification ~ pNO 46 (41.8%)
pN1 17 (15.5%)
pNZ 23 (20.9%)
pN3 24 (21.8%)

Histologic grade Well differentiated 8 (7.3%)
Moderately 93 (84.5%)

differentiated

Poorly differentiated 9(82%)

Resection Negative 88 (80%)
margin Close 15 (13.6%)

Positive 7 (6.4%)
Adjuvant No 38 (34.5%)
treatment Radiotherapy 46 (41.8%)
Chemoradiotherapy 26 (23.7%)

located at the oral cavity, oropharynx, hypopharynx, or
larynx, and treated surgically at our center during the
period 2008-2016. The clinical information was obtained
from a database that prospectively collects information
on all patients with malignant head and neck tumors
treated at our center since 1985.1° All patients were eval-
uated by the Oncology Committee of our center, which
indicated the treatment according to institutional proto-
cols. Table 1 shows the characteristics of the patients
included in the study. The patients were restaged accord-
ing to the classification proposed in the 8th edition of the
TNM. Given the interaction in tobacco and alcohol con-
sumption, a combined variable of toxics consumption
was created with three categories: no consumption; mod-
erate consumption (<20 cigarettes/day and/or <80g
alcohol/day); and severe consumption (>20 cigarettes/
day or > 80 g alcohol/day). Seventy-two patients (65.5%)
received an adjuvant treatment with radiotherapy
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(n = 46, 41.8%) or chemo-radiotherapy (23.7%).
Indications for adjuvant treatment were pT4 local exten-
sion category, the presence of lymph node metastases
with extracapsular spread and close or positive
resection margins.

All the patients included in the study had a follow-up
of more than 2 years. The mean follow-up of the patients
was 4.3 years (SD of 3.7 years).

The design of the study was approved by the Institu-
tional Review Board of our center (IIBSP-CCC-14-93) and
was performed by the principles outlined in the Declara-
tion of Helsinki. Written informed consent was acquired
from all the patients involved in this study.

2.2 | Transcriptional analysis

Samples obtained from each patient were immediately
included in RNA-later (Quiagen GmbH, Hilden,
Germany) to prevent mRNA degradation, and stored at
—80°C until processing. Total RNA was extracted using
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, USA) according to the man-
ufacturer's instructions. The cDNA was obtained by
reverse transcription of 1 g of RNA with high-capacity
cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City,
USA) and transcriptional expression of LDHA and beta-
actin as an endogenous control was assessed by reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) on an
ABI Prism 7000 using predesigned validated assays
(TagMan Gene Expression Assays; Applied Biosystems).

2.3 | Immunohistochemical study

In order to analyze the correlation between transcriptional
and immunohistochemical expression of LDHA, we stud-
ied formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues from
14 HNSCC tumors. In this part of the study, we included
seven tumor samples with a high transcriptional expres-
sion of LDHA and seven tumor samples with a low expres-
of 4-pm thickness
immunohistochemistry analysis and each slide was depar-
affinized in xylene for 20 min, rehydrated with a decreas-
ing ethanol series and washed with phosphate-buffered
saline. Sections were then heated at 96°C for 20 min for
antigen retrieval and then incubated for 30 min with a pri-
mary monoclonal antibody against LDHA antigen (Clone
E-9, Santa Cruz Biotechnology, Ref sc-137 243), at a 1:500
dilution. Automatic immunodetection was performed
using the ENDVISIONTM High FLEX method (DAKO,
Carpenteria, CA, USA) using 3,3'-diaminobenzidine chro-
mogen as substrate, followed by counterstaining with
hematoxylin. The slides were scanned using Pannoramic

sion. Sections were used for

300 Flash III DX (3DHistech, Hungary) with =20 objec-
tive. The digitalized slides were examined by two blinded
observers and the localization of LDHA was recorded.
Intensity and homogeneity protein immunoexpression of
tumor cells and stromal cells were scored semi-
quantitatively as 0+, 14+, 2+, 3+, and 4+. Score 0+ was
assigned to no expression, score 14 to a weak and hetero-
geneous or focal expression, score 2+ to a moderate and
focal expression, score 3+ to a moderate and extensive
expression, and score 4+ to an intense and diffuse expres-
sion. Scores of 0+, 1+, and 2+ were considered as low,
and scores 34 and 44 considered high.

2.4 | Statistical study

We compared the LDHA transcriptional expression
values according to sex, history of toxic consumption,
location of the primary tumor, local (pT), and regional
(pN) pathological extension category, histological grade,
and tumor control with the Student's ¢-test or the analysis
of variance (ANOVA) test.

Disease-free survival was considered as the interval
between tumor diagnosis and the appearance of local,
regional, and/or distant recurrence of the tumor. The con-
tinuous value of LDHA expression was categorized accord-
ing to the disease-free survival with a recursive
partitioning analysis, using the CRT (Classification and
Regression Tree) model. We estimated the disease-free sur-
vival according to the categories obtained with recursive
partitioning analysis using the Kaplan-Meier method. Dif-
ferences between survival curves were analyzed with the
log-rank test. A multivariate analysis was performed with
the Cox proportional hazards model, considering the
disease-free survival as the dependent variable, and tumor
location, local, and regional pathologic extension category,
status of resection margins, use of adjuvant treatment, and
LDHA expression category as independent variables.

In addition, we assessed the local, regional, and distant
recurrence-free survival, as well as the disease-specific sur-
vival according to the LDHA expression category.

We compared the immunohistochemical staining
intensity of tumor and stromal cells according to the
transcriptional expression of LDHA with the nonpara-
metric Mann-Whitney test.

3 | RESULTS

3.1 | Transcriptional expression study

There were no significant differences in LDHA transcrip-
tional expression values as a function of sex (p = 0.928),
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toxics consumption (p = 0.497), location of the primary
tumor (p = 0.497), local (p = 0.875) or regional
(p = 0.954) pathologic extension category, or histologic
grade (p = 0.758).

During the follow-up period 51 patients (46.4%) had
local (n = 20, 18.2%), regional (n = 15, 13.6%), and/or
distant (n = 31, 28.2%) recurrence. The transcriptional
expression values of patients with tumor recurrence were
significantly higher than that of patients in whom treat-
ment achieved disease control (p = 0.012). Table S1
shows the mean LDHA expression values depending on
the variables analyzed. Figure S1 shows the distribution
in LDHA transcriptional expression values depending on
the disease control.

Considering the disease-free survival as the depen-
dent variable, recursive partitioning analysis classified
patients according to LDHA transcriptional expression
into two categories with a cut-off value for LDHA expres-
sion of 930.2: tumors with high (n = 51, 46.4%) or low
(n = 59, 53.6%) LDHA expression. Figure 52 shows the
classification tree obtained with the recursive partitioning

100%
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2
(=]
20%
p=0.004
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1] 1 2 3 1 5
years
FIGURE 1 Disease-free survival according to the lactate

dehydrogenase A (LDHA) expression category [Color figure can be
viewed at wileyonlinelibrary.com]

analysis. The 5-year disease-free survival for patients with
high LDHA expression was 39.2% (95% CI: 25.3%-53.1%),
and that of patients with low expression was 63.6% (95%
CI: 51.1%-76.1%). Figure 1 shows disease-free survival
according to the LDHA expression category. Patients
with elevated LDHA expression had significantly lower
disease-free survival (p = 0.004). This decrease in disease-
free survival was a consequence of a higher local and dis-
tant recurrence of the tumor of patients with a high
LDHA expression. Table 2 shows the 5-year local,
regional, and distant metastases recurrence-free survival
according to LDHA transcriptional expression category.
Patients with elevated LDHA expression levels had signif-
icantly lower local and distant recurrence-free survival
(p = 0.013 and p = 0.014, respectively). Patients with ele-
vated LDHA values also had a lower regional recurrence-
free survival, but the differences did not reach statistical
significance (p = 0.375). Differences in disease control
after treatment with surgery had an impact on disease-
specific survival. Five-year disease-specific survival for
patients with high transcriptional expression of LDHA
was 41.1% (95% CI: 26.6%-55.6%), and that of patients
with low expression was 65.1% (95% CIL: 52.2%-78.0%)
(p = 0.007).

Table 3 shows the result of a multivariate analysis
considering the disease-free survival as the dependent
variable. The variables that were significantly related to a
decrease in disease-free survival were an advanced local
extension category, presence of nodal involvement, posi-
tive resection margins, and a high transcriptional expres-
sion of LDHA. Relative to patients with low LDHA
transcriptional expression, patients with a high expres-
sion had a 3.38 higher risk of tumor recurrence (95% CIL:
1.82-6.28, p = 0.0001). The supplementary material
includes the results of multivariate analyses in which
local, regional, and distant recurrence-free survival were
considered as dependent variables. According to the
results of these multivariate analyses, a high LDHA
expression was significantly associated with a decreased
local (OR 4.34, 95% CI: 1.41-13.37, p = 0.010), regional
(OR 4.24, 95% CI: 1.07-16.77, p = 0.039), and distant

S-year survival (%) 95% CI p-Value TABLE 2  Five-year local (1T),
regional (rN), and distant metastases

1T LDHA low 894 81.4%-97.4% 0013 (M) recurrence free survival according

LDH high 700 56.5%-83.5% to LDHA transcriptional expression
N LDHA low 879 79.5%-96.3% 0.375 category

LDH high 81.1 68.9%-93.3%
™ LDHA low 76.7 65.1%~88.3% 0014

LDH high 553 39.8%-70.8%

Abbreviations: CI, confidence interval; LDHA, lactate dehydrogenase A.
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TABLE 3 Results of a multivariate HR 95% CI HR p-Value
analysis considering the disease-free : :
survival as the dependent variable Location Oral cavity 1
Oropharynx 0.35 0.04-3.05 0.345
Hypopharynx 0.30 0.09-1.00 0.050
Larynx 0.66 0.33-1.30 0.233
pT classification pT1-2 1
pT3-4 2.54 1.03-6.28 0.043
PN classification pNO 1
pN1 449 1.72-11.70 0.002
pN2 344 1.46-8.09 0.005
pN3 6.09 2.46-15.11 0.0001
Resection margin Negative 1
Close 0.55 0.20-1.44 0.226
Positive 4.66 1.69-12.85 0.003
Adjuvant treatment No 1
Radiotherapy 0.57 0.27-1.20 0.141
Chemoradiotherapy 047 0.18-1.19 0.113
LDHA expression Low 1
High 3.38 1.82-6.28 0.0001

FIGURE 2 Histologic sections of a
representative case with (A) a high
(score 4+) and (B) low (score 1+)
lactate dehydrogenase A (LDHA)
immunohistochemical expression in the
tumor cells [Color figure can be viewed
at wileyonlinelibrary.com]

(OR 4.48, 95% CI: 1.93-10.41, p = 0.0001) recurrence-free
survival.

3.2 | Immunohistochemical study

HNSCC tumors present a dominantly cytoplasmic
expression pattern of LDHA. Figure 2 shows the
images corresponding to two tumors with high
(Figure 2A) and low (Figure 2B) immunohistochemical
expression of LDHA of the tumor cells. Patients with a
high transcriptional expression of LDHA tended to
show a higher intensity of immunohistochemical
expression of LDHA at the tumor cells than patients
with a low transcriptional expression, but the

differences did not reach statistical significance
(p = 0.086). There were no differences in immunohis-
tochemical expression in the stromal cells as a func-
tion of LDHA transcriptional expression (p = 0.945).
Table S5 shows the immunoexpression score of the
analyzed samples. Figure S3 shows the distribution in
immunohistochemical staining intensity of the tumor
and stromal cells as a function of LDHA transcrip-
tional expression.

4 | DISCUSSION

HNSCC patients treated surgically with a high transcrip-
tional expression of LDHA had a significant decrease in
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disease-free survival. This reduction in tumor control
came primarily as a result of an increased risk of local
recurrence and the appearance of distant metastases.

When analyzing the relationship between gene and
protein expression of LDHA we could observe a trend
whereby patients with elevated mRNA values had a
marked tendency to have higher protein expression
scores (p = 0.086), with no differences appearing at the
stromal cells (p = 0.945).

Studies in several tumor models have shown that
silencing LDHA expression results in inhibition of cell
proliferation and migration without significant impact on
nontumor cells, postulating LDHA as a potential antitu-
mor target.” In vitro models developed with HNSCC cell
lines have shown that LDHA expression promotes cell
proliferation, invasion, and migration capacity, induces
epithelial-mesenchymal transition and the expression of
stemness markers, reducing the sensitivity of tumor cells
to drugs.'*'* Similarly, in in vivo models the knockdown
of LDHA resulted in a significant reduction in tumor vol-
ume compared to that obtained with parental cell lines
with active LDHA."*'* In an in vivo study with an ortho-
topic model of HNSCC, Chen et al.'” found that suppres-
sion of LDHA expression decreased cell proliferation and
increased sensitivity to radiotherapy without significant
off-target toxicity.

The association between high LDHA expression and
a decrease in tumor control and survival has been
described in other tumor models.* > In a meta-analysis
by Lv et al."® in which results obtained in 4176 patients
included in 17 studies were analyzed, it was found that
elevated LDHA expression was associated with a signifi-
cant decrease in overall survival (HR: 1.74, p = 0.001).

According to our results, relative to patients with
tumors with low LDHA transcriptional expression,
patients with a high expression had a 3.4-fold higher risk
of recurrence of the tumor (95% CI 1.8-6.3, p = 0.0001).
In studies conducted by Cai et al.'”®* and Chen et al.'*
from the results included in The Cancer Genomic Atlas
(TCGA) databases, patients with a high transcriptional
expression of LDHA had worse overall survival.

There were no differences in LDHA transcriptional
expression according to variables, such as tumor location,
local or regional extension, or histologic grade. This
result contrasts with that obtained by Cai et al.,"* who
found that patients with early (T1-2) and well-
differentiated tumors had a significantly lower immuno-
histochemical expression of LDHA. Given the limited
number of patients with oropharyngeal carcinomas
included in our study (n = 6), we did not perform a deter-
mination of LDHA expression as a function of HPV sta-
tus. From the results obtained in TCGA databases, Chen
et al'* found no differences in LDHA transcriptional

expression in HNSCC patients depending on the HPV
status.

One of the metabolites resulting from LDHA enzy-
matic activity is lactate. In vitro studies performed in
HNSCC lines have shown that the reduction in LDHA
expression leads to a decrease in glucose consumption by
tumor cells, and a reduction in lactate levels.'*'* In a
study of HNSCC samples in patients treated with surgery
and adjuvant radiotherapy, Blatt et al.'® found that
patients with high tumor lactate had a significant
increase in the risk of recurrence and a decrease in over-
all survival.

BF-FDG-PET is a useful imaging technique for
reflecting glucose metabolism. Based on the increased
aerobic glycolysis accompanied by glucose uptake in
malignant tumors, the standardized uptake value (SUV)
in '*F-FDG-PET scans can be used to measure the degree
of glucose uptake by cancer cells. Several authors have
found a significant relationship between LDHA tumor
expression and the SUV value in patients with breast
carcinomas,” lung adenocarcinomas® or gastrointestinal
stroma tumors.”” Unfortunately, most of the patients
included in our study did not have an *F-FDG-PET scan
prior to treatment, so we could not analyze the relation-
ship between LDHA expression and the metabolic activ-
ity of the tumor.

Increased LDHA expression at the tumor correlates
with an increase in serum concentration, which has been
used as a biomarker with prognostic capacity.”® In
patients with oral cavity carcinomas, Grimm et al**
found a significant correlation between the immunohis-
tochemical expression of LDHA and the serum concen-
tration previous to treatment, and a reduction of the
concentration after tumor resection. In addition, elevated
serum LDHA values have been associated with the pro-
gression of pre-malignant oral cavity lesions to infiltrat-
ing carcinoma.”® Several authors have analyzed the
correlation between the serum LDHA concentration and
survival in patients with nasopharyngeal carcinoma, all
of them concluding that elevated pretreatment®* or
post-treatment’® serum LDHA concentrations were sig-
nificantly associated with a poorer prognosis.

This study has limitations associated with its retro-
spective nature, including patients with tumors of various
locations and loco-regional extension categories. The
relationship between the expression of LDHA and disease
control was analyzed at the transcriptional level, lacking
information on possible post-transcriptional regulation
processes. When analyzing the correlation between tran-
scriptional and immunohistochemical expression of
LDHA we observed that tumors with elevated LDHA
transcriptional expression tended to have higher immu-
noexpression scores, but the differences did not reach
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statistical significance. Before considering the transcrip-
tional expression of LDHA as a biomarker with prognos-
tic capacity in patients with HNSCC, wvalidation of the
present results should be observed in future prospective
studies.

5 | CONCLUSION

According to our results, a high transcriptional expres-
sion of LDHA was associated with a significant decrease
in disease-free survival and disease-specific survival in
patients with HNSCC treated with surgery. Relative to
patients with a low LDHA expression, patients with a
high expression had a 3.4-fold increased risk of tumor
recurrence.
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