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RESUM

El carcinoma basocel-lular (CBC) és la neoplasia més frequent en I'ésser
huma. La importancia d’aquest tumor rau tant en la gran morbiditat que
produeix com en I'enorme despesa sanitaria que ocasiona als sistemes de salut
de gairebé tot el mén. Malgrat que el seu tractament és essencialment
quirurgic, existeixen casos on no esta indicat aquest abordatge terapéutic i
seria interessant el fet de conéixer les alteracions moleculars que comporten la
formacio de la neoplasia per tal d’establir possibles dianes farmacologiques.
Per aquestes raons hem cregut convenient aprofundir en l'estudi d’aquest

tumor, centrant-nos en la fisiopatologia i caracteritzacié molecular.

A través de l'estudi de la sindrome de Gorlin-Goltz s’ha establert la importancia
de la via Sonic hedgehog (Shh) en la fisopatologia del CBC. Nosaltres,
mitjangant técniques com lI'immunoblot i la immunohistoquimica (mesurant els
nivells de proteina Gli1) hem determinat que aquesta via esta activada en
aproximadament la meitat dels casos de CBC esporadic, confirmant les dades
genetiques que es coneixen sobre aquest tema. Analitzant vies alternatives,
hem trobat casos amb alta activitat de p-catenina sense afectacio de la via Shh
i aix0 ens fa pensar que la via Wnt pot tenir un paper fonamental en aquests
casos. Hem detectat per immunoblot I'acumulacié de B-catenina en la meitat
dels casos estudiats, relacionat-se de forma directa amb I'activitat proliferativa

de la neoplasia.



Mitjangant I'analisi dels nivells d’Erk fosforilat per immunohistoquimica, hem
confirmat que la via de les MAP quinases no esta activa en el CBC malgrat que
el tumor, encara que de forma lenta, té activitat proliferativa. Com a novetat,
hem descrit que aquesta via si és important a I'estroma peritumoral. Els
fibroblasts que envolten el tumor mostren una clara “activacié” de la via de les
MAP quinases, perd0 aquest fet no es correspon amb un increment de la
proliferacio. Hem aconseguit aillar aquests fibroblasts tumorals activats en
cultiu, observant que mantenen aquestes peculiaritats. L'explicacié a aquest fet
por residir en que l'activitat Erk seria important en la modificaciéo de la matriu
extracel-lular per tal de facilitar la progressié de la neoplasia. Tanmateix, sén
necessaris més estudis per tal d’establir la importancia d’aquest entorn “activat”

en la progressié tumoral.

D’altra altra banda, no hem trobat cap relacié entre I'expressié de diferents
proteines i el tipus de CBC, 'edat, el sexe del pacient ni la localitzacié tumoral,

en I'objectiu de relacionar clinica i fisiopatologia.

A més, durant el meu periode de residéncia i elaboracié d’aquest treball, ens
hem interrogat sobre aspectes singulars en cancer cutani, fruit de la practica
clinica diaria. Aixi, hem incldos un annex amb dos articles publicats en revistes

internacionals.



RESUMEN

El carcinoma basocelular (CBC) es la neoplasia mas frecuente en el ser
humano. La importancia de este tumor radica tanto en la gran morbilidad que
produce como en el enorme gasto sanitario que ocasiona a los sistemas de
salud de casi todo el mundo. A pesar de que su tratamiento es esencialmente
quirurgico, existen casos donde no esta indicado este abordaje terapéutico y
seria interesante el hecho de conocer las alteraciones moleculares que
comportan la formacion la neoplasia para establecer posibles dianas
farmacolodgicas. Por estas razones hemos creido conveniente profundizar en el
estudio de este tumor, centrandonos en la fisiopatologia y caracterizacion

molecular.

A través del estudio del sindrome de Gorlin-Goltz se ha establecido la
importancia de la via Sonic hedgehog (Shh) en la fisiopatologia del CBC.
Nosotros, mediante técnicas como el inmunoblot y la inmunohistoquimica
(midiendo los niveles de proteina Gli1) hemos determinado que esta via esta
activada en aproximadamente la mitad de los casos de CBC esporadico,
confirmando los datos genéticos que se conocian sobre este tema. Analizando
vias alternativas, hemos encontrado casos con alta actividad de $-catenina sin
afectacion de la via Shh y esto nos hace pensar que la via Wnt puede tener un
papel fundamental en estos casos. Hemos detectado por inmunoblot la
acumulacion de p-catenina en la mitad de los casos estudiados, relacionandose

de forma directa con la actividad proliferativa de la neoplasia.



Mediante el analisis por inmunohistoquimica de los niveles de Erk fosforilado,
hemos confirmado que la via de las MAP cinasas no esta activa en el CBC a
pesar de que el tumor, aunque de forma lenta, tiene acividad proliferativa.
Como novedad, hemos descrito que esta via si es importante en el estroma
peritumoral. Los fibroblastos que envuelven el tumor muestran una clara
“activacion” de la via de las MAP cinasas, pero este hecho no se corresponde
con un incremento de la proliferacion. Hemos conseguido aislar estos
fibroblastos tumorales activados en cultivo, observando que mantienen dichas
peculiaridades. La explicacién a este hecho puede residir en que la actividad
Erk seria importante en la modificacion de la matriz extracelular con tal de
facilitar la progresion de la neoplasia. Asi mismo, son necesarios mas estudios
para establecer la importancia de este entorno “activado” en la progresion

tumoral.

Por otro lado, no hemos encontrado ninguna relacion entre la expresion de
diferentes proteinas y el tipo de CBC, la edad, el sexo del paciente ni la

localizacion tumoral, en el objetivo de relacionar clinica y fisiopatologia.

Ademas, durante mi periodo de residencia y elaboracién de este trabajo, nos
hemos interrogado sobre aspectos singulares en cancer cutaneo, fruto de la
practica clinica diaria. Asi, hemos incluido un anexo con dos articulos

publicados en revistas internacionales.



ABSTRACT

Basal cell carcinoma (BCC) is the most common malignancy in humans. The
importance of this tumor lies both in the high morbidity produced as in the high
costs caused to the health systems of whole world. Although its treatment is
essentially surgical, there are cases where it is not indicated this therapeutic
approach, then it would be interesting to know the molecular alterations that
involve the formation of this neoplasm to establish potential drug targets. For
these reasons we have decided to study this tumor, focusing on the

physiopathology and molecular characterization.

Through the study of Gorlin-Goltz syndrome, the importance of the Sonic
hedgehog pathway (Shh) in the pathophysiology of BCC was well established.
Using techniques such as immunoblotting and immunohistochemistry
(measuring the levels of the Gli 1 protein), we have determined that this
pathway is activated in about half of cases of sporadic BCC, confirming the
previously known genetic data. Analyzing alternative pathways, we found
samples with high activity of p-catenin pathway without affecting Shh. This
result suggests that the Wnt pathway may have a important role in these cases.
We detected by immunoblot the accumulation p-catenin in half of the studied

cases, correlating with the proliferative activity of the neoplasm.



By immunohistochemical analysis of phosphorylated Erk levels, we have
observed that the MAP kinase pathway is not activated in the CBC, not
correlating with the slow-progress in the behaviour of the tumor. As a novelty,
we have described that this pathway is important in the peritumoral stroma.
Fibroblasts surrounding the tumor showed a clear "activation" of the MAP
kinase pathway, but this does not correspond to an increase of proliferation. We
have isolated these activated tumor fibroblasts in culture, noting that they keep
these peculiarities. The explanation for this may be that Erk activity would be
important in the modification of the extracellular matrix, facilitating the
progression of the tumor. Also, further studies are needed to establish the

importance of this environment "activated" in tumor progression.

Also, during my formation as a dermatologist and preparation of this work, we
wondered about some skin cancer singularities, as result of daily clinical
practice. So, we have included an annex with two papers published in

international journals.
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Introduccio

1. Aspectes generals: clinica, epidemiologia i tractament

1.1 Concepte

El carcinoma basocel-lular (CBC), descrit per primera vegada al 1827 per
Jacob', és el cancer més freqilient a I'ésser huma?, representant un 80% del
cancer cutani no melanoma® i el 25% del total de les neoplasies diagnosticades
als Estats Units*. La seva incidéncia al global del mén sencer encara esta
incrementant un 10% de forma anual, sobretot en dones joves®. En menors de
30 anys, al Regne Unit, la incidéncia al 2006 era de 1.79/100.000
habitants/any (al 1989 era de 0.73, el que representa un augment de 8.53%)°.
Aquestes xifres tan elevades, comporten de forma inherent que es destinin
quantitats ingents de diners dels sistemes de salut al seu diagnostic i
tractament.

Caracteristicament és defineix com un tumor epidérmic maligne, de creixement
lent pero localment invasiu, que de forma predominant afecta a la poblacié
blanca. Malgrat aix0, les metastasis son rares (0.03 — 0.55%) i es localitzen a
ganglis limfatics, pulmons, ossos, fetge o pell”®.

La importancia d’aquesta neoplasia rau en la gran morbiditat que ocasiona a
causa de la invasio i destruccié del teixit local, particularment de les zones
fotoexposades (sobretot cap i coll, on s’estima que es localitzen un 85% dels

casos)>?

, amb el conseguent compromis funcional i estétic que se’n deriva.

Des del punt de vista médic, el CBC es pot catalogar com “el tumor del
dermatoleg”, ja que pel seu alt nombre de diagnostics (sobretot al nostre
entorn, com veurem meés endavant a I'epidemiologia), el professional ha de

desenvolupar una notable destresa tant en el diagnostic com en 'avaluacié del

tractament a escollir.
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Per tant, es pot considerar que la importancia del carcinoma basocel-lular té
una doble vessant: constitueix un greu problema de salut, al ser el cancer més
frequent del mén, i economicament representa una elevada font de despesa als

sistemes de salut.

1.2 Classificacio

Per la seva classificacio s’han de tenir en compte tant les caracteristiques
cliniques com les histologiques, entre les quals existeix una certa correlacié

amb implicacions pronodstiques.

1.2.1 Classificacié clinica

L’aspecte clinic dels CBC és molt variat i les classificacions son multiples. Per
descriure de forma simple els diferents subtipus, els dividirem en les cinc
formes meés utilitzades a la practica dermatologica diaria; aquestes sén nodular,
superficial, ulcus rodens, esclerodermiforme i pigmentat. (figura 1). A més, hi ha
dues formes especials, que sén el fibroepitelioma de Pinkus i el CBC terebrant,

que malgrat ser rares també s’han de tenir en compte.

- Nodular: és el subtipus clinic més frequent. Es presenta com una papula o un
nodul circumscrit, eritematés o blanc nacrat, on es poden distingir
telangiectasies. Es localitzen preferentment a la cara i el coll.

Els CBC nodulars es poden dividir en diversos subtipus, que encara que
descrits a la bibliografia, s’utilitzen molt poc en la practica clinica diaria. Aquests
son: el perlat quistic, que esta format per diversos noduls perlats, amb vora

elevada i superficie plena de telangiectasies; el perlat ulcerat, que no deixa de
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ser un perlat simple que ha evolucionat fins la ulceracio i el pla-cicatritzial, que
és frequent a temples i galtes i consisteix en una placa llisa, rosada amb
moltes telangiectasies, delimitada per vores sobreelevades i perlades, que
s’anira cobrint de crostes hemorragiques. També formen part d’aquest grup
I'dlcero-cicatrtzial que és quan l'anterior s'ulcera i el vegetant, tumor

papil-lomatds que s’assembla al carcinoma escatos.

- Ulcus rodens: és aquell CBC que esta ulcerat des del principi, amb tendéncia
al sagnat i crosta adherida. Les vores son llises, i el fons esta infiltrat. Sol ser
de mal pronostic per la capacitat invasiva que té i la resisténcia als tractaments

locals.

- Superficial: es localitzen, sobretot, al tronc. Gairebé s6n asimptomatics i de
creixement molt lent. Es poden confondre amb eczemes i divideixen 2 en
subtipus:
- eritematos: placa eritematosa (de vermell viu a rosada) infiltrada, amb
vores elevades i brillants.

- pagetoide: placa plana de color vermell-grisés amb escata adherida.

- Esclerodermiforme: placa de color ivori, dura al tacte i engruixida, que
simula una cicatriu o una placa de morfea. Les vores no es poden delimitar
facilment i té un creixement agressiu, el que implica que es consideri el de pitjor

pronostic.
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- Pigmentat: qualsevol de les formes anteriors pot presentar focus de
pigmentacié clinica per augment dels melandcits i preséncia de melanofags. Es
més habitual a les formes nodulars i superficials i es pot confondre clinicament

amb un melanoma.

- Fibroepitelioma de Pinkus: Es una papula rosada, que es localitza
habitualment a la regié dorsal baixa. Pot confondre’s amb lesions benignes

(acrocordons, papil-lomes cutanis, queratosis seborreiques...).

Les formes finals, a les quals s’arriba per deixadesa del pacient o0 manca de
resposta a tractaments realitzats, reben el nom de terebrants. Es tracta de
tumors que infiltren estructures adjacents resultant altament mutilants i fins i tot,

letals.
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Figura 1: Classificacio clinica del carcinoma basocel-lular.

Nodular

: . |
Esclerodermiforme Pigmentat

Terebrant Fibroepitelioma
de Pinkus

1.2.2 Classificacié histologica®

L’arquitectura histologica del CBC és clau per establir el comportament, i per
tant, el pronostic. Per aquest motiu, la classificacio segons la histologia es
considera més important que la clinica i és la que més frequentment es fa
servir. Aixi distingirem entre dos grups, el solid (o indiferenciat) i aquells que

presenten caracteristiques de diferenciacié.
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1.2.2.1 Formes indiferenciades
Aqui es divideixen en formes de creixement indolent (nodular i superficial) i

formes de creixement agressiu (esclerodermiforme, basoescatos i infiltrant).

De creixement indolent

- Nodular (o nddulo-quistic) (60%): és la forma més frequent. Esta format per
nius de cél-lules basaloides de diferent mida tant a la dermis papil-lar com a la
reticular, formant també esquerdes amb I'estroma. Es pot trobar melanina a

dins el tumor i histiocits a 'estroma (figura 2).

- Micronodular: Es manifesta com a nius tumorals amb una forma similar al
nodular, perd més petits i molt dispersats en una distribucié asimétrica que

s’estén per tota la dermis i la hipodermis (figura 2).
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Figura 2: A I'esquerra, imatge histologica d’'un CBC nodular, a la dreta, la d’'un micronodular.
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- Superficial (representa aproximadament un 25% del total): es caracteritza per
una proliferaciéo de cél-lules basaloides atipiques que es col-loquen de forma
paral-lela a la superficie epidérmica, formant fenedures entre les cél-lules de la

palissada i 'estroma. Pot tenir pigment en algunes ocasions (figura 3).
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Figura 3: Histologia d’'un CBC superficial.

De creixement agressiu

- Esclerodermiforme (1-5%): Sén columnes de cél-lules basaloides que
s’endinsen en un estroma molt dens de col-lagen i fibroblasts fins al teixit
subcutani. Les cel-lules presenten abundant mitosis i necrosis. Aqui les

fenedures entre epiteli i estroma s6n poc frequents (figura 4).

Figura 4: Caracteristiques histologiques

del CBC esclerodermiforme.
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- Infiltratiu: Els nius de cel-lules tumorals tenen mides irregulars, angulacions
agudes a la periféria i molta activitat mitotica. Obviament, arriben a hipodermis.

L’estroma és fibros (figura 5).

Figura 5: Aspecte histologic del CBC

infiltratiu. La fletxa assenyala elastosi solar.

- Basoescatés: Aqui es veuen grans llengles dentades infiltrants de cél-lules
tumorals, amb morfologia clarament basaloide perd palissada periférica
abortiva. Hi ha arees que mostren ponts entre les cél-lules i queratinitzacio

citoplasmatica (figura 6).

Figura 6: (a) les llengles de cél-lules tumorals infiltren la dermis al CBC basoescatés. (b) la

fletxa assenyala en detall la queratinitzacio citoplasmatica a les arees escatoses.
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1.2.2.2 Formes diferenciades

La diferenciacié que presenten no afecta al pronostic.

- CBC queratosic (o pilar): aquesta forma esta composta per nius tumorals
arrodonits que presenten queratinitzacid i degeneracié central. Tipicament,
aquests quists estan mancats de capa granulosa i estan plens de queratina i

runes de paraqueratosi. Es una variant del CBC nodular.

- CBC infundibuloquistic: La proliferacio de cel-lules basaloides esta
tipicament en continuitat amb I'epidermis suprajacent i es mostra com nius
allargats i arrodonits que envolten estructures plenes de queratina, revestides
per una epiteli estratificat que mostra una capa de cél-lules granuloses. Les
cél-lules que revesteixen aquests quists plens de queratina manifesten

diferenciacio progressiva escatosa amb una vora exterior basaloide.
- CBC fol-licular: En aquesta forma, al voltant dels nius tumorals, hi ha unes
cél-lules sense nucli i citoplasma eosindfil, que recorden a les “cél-lules

fantasma” del pilomatrixoma, que acompanyen a zones de calcificacions.

- CBC pleomorfic: Tenen la mateixa arquitectura que el nodular, perd amb

nucli gegant i hipercromatic amb citoplasma amorf.
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- Fibroepitelioma de Pinkus: es manifesta com uns filaments allargats de
cél-lules epitelials basaloides immersos en un estroma format per abundant
col-lagen i matriu mixoide. La transicio epiteli estroma esta separat per

fenedures.

- CBC amb diferenciacié a altres estructures: com a glandula sebacia o a

conducte sudoripar.

1.3 Pronostic

El pronodstic depén d’altres factors a part del subtipus histologic. Aquests son la
mida, la localitzacié, la mala delimitaci6 dels marges (pobrament definits
clinicament), la invasié perineural, la manca de resposta a tractaments previs (0
recurréncia) i la immunosupressié’’. La mida influeix en la resposta al
tractament. Per aixd, en CBC grans i gegants (es consideren aixi els majors de
5 cm) on no estigui indicada la cirurgia és recomanable la combinacié de

diversos tractaments meédics'?.

Segons la localitzacid, els CBC d’alt risc son els que es localitzen al nas, solc
nasogenia, parpelles i arees periorbitals, llavis, mentd i orelles (per les
estructures veines que pot afectar), els de risc intermedi estan situats a cuir
cabellut, front, zones malars i preuriculars i es consideren de baix risc aquells

que afecten el coll, el tronc i les extremitats'>.
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1.4 Epidemiologia

Com ja s’ha comentat anteriorment, la importancia d’aquesta patologia resideix
en les altes taxes d’incidencia a les que s’associa. Degut al gran impacte que
causen aquestes xifres i la despesa econdmica que comporta als sistemes de
salut, sébn molts els estudis epidemiologics publicats, de forma constant, sobre
les diferents poblacions d’arreu del mon. La despesa ocasionada als Estats
Units d’América va ser de 426 milions de dolars a principis dels 2000,
representant el 5 cancer que més despesa ocasiona'. Al 2002, les xifres a
Anglaterra van ser de 190 milions de liures™ i a Alemanya, el mateix any, la
despesa fou de 130 milions d’euros. A Australia, el 2001, el diagnostic i
tractament del CBC va ocasionar una inversio de 264 milions de dolars al
sistema de salut'®.

Malgrat les multiples dades disponibles sobre incidéncia, certament és dificil la
comparacié d’aquestes, ja que als diferents estudis les estadistiques
s’expressen o bé en taxes crues o bé estandarditzades ja sigui a la poblacié
mundial, a 'europea o a 'americana. Aquestes xifres, perd, ens serveixen per
fer-nos una idea generalitzada, a grans trets, de la magnitud de la importancia
d’aquest tumor. Revisant la literatura, i desgranant els estudis més recents (les
dades es recullen a la taula 1), podem veure que on més s’estudia és al Regne
Unit. A Anglaterra, la incidéncia a I'any 2006, s’estima de 76.21 per cada
100.000 habitants/any si estandarditzem a la poblacio europea'’ (a partir d’ara,
sempre en referirem a valors d’incidéncia per cada 100.000 habitants i any),
amb grans diferéncies segons la zona d’estudi. Al sud-est i a Londres, els
valors son realment molt baixos; 0.43 i 0.24 respectivament, explicant-se per

les diferencies étniques dels pobladors d’aquestes zones, de fototipus foscos
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degut a la forta immigracio. En canvi, al nord d’Anglaterra les xifres son similars
a les regions veines, amb taxes que s’aproximen als 100 casos nous per cada
10° habitants/any. Aixi, aquestes xifres poden extrapolar-se, estandarditzades
respecte la poblaciéo mundial, a paisos com Escocia (97.5 per homes i 67.4 per
dones al 2003)'®, Gal-les (114.2 al 1998, repartit en 127.9 en el sexe masculi i
104.8 en el femeni)'®, Irlanda del Nord (94 a homes i 72 a dones, al 2002)% i la
Republica d’Irlanda (91 al 2011, 98 per a homes i 85.7 per a dones)?*".

A I'Europa continental, els valors d’incidéncia del CBC varien forga entre els
paisos. Als Paisos Baixos, les taxes soén de 148 en homes i 141 en dones (any
2008, estandarditzacid europea) o bé 101 en ambdos sexes si
Iestandarditzacié és mundial®®>. A Dinamarca, també trobem numeros forga
elevats, ja que lI'any 2007 la incidéncia (estandarditzada respecte poblacié
mundial) era de 91.2 en homes i 96.6 en dones®. La incidéncia de CBCs a
ltalia és de 87.9 (incidéncia crua a 2003)** i Suissa és del 69.3 a homes i 62.2 a
dones (any 1992, estandarditzat a poblacié mundial)®. Com a dada curiosa,
destacar que el pais helvétic és el situat a major algada d’Europa i per tant, el
que meés radiacio ultraviolada rep. La zona italiana fronterera amb Suissa té les
mateixes caracteristiques, mostrant aixi unes xifres similars al vei. A Alemanya,
el 2003 les taxes ajustades a poblaciéo mundial eren de 82.7 en homes i 71.1 en
dones®. A laltra cara de la moneda, trobem Croacia amb taxes d’incidéncia
crua de 54.9 a homes i 53.9 a dones I'any 2005%, Finlandia, amb incidéncia
ajustada a poblacié mundial de 49 en homes i 45 a dones (any 1995)* i
Eslovaquia, amb 38 casos nous estandarditzats segons poblaci6 mundial cada

10° habitants/any (1994)% .
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Segons els darrers treballs, a I'Europa continental, la incidéncia creix un
1/100.000 habitants/any, mentre que al Regne Unit ho fa un 6/100.000

habitants any. El perque no s’ha establert i serien necessaris més estudis’’.

Australia és on la incidencia és més alta d’arreu del mon. La causa és l'elevada
exposicié a la radiacio ultraviolada, degut al forat a la capa d’ozé que afecta
aquesta area. A la literatura s’hi troben fins a 16 estudis, dels quals es pot
concloure que combinant els dos sexes, la incidéncia és de 884 /100.000
habitants/any, unes 10 vegades més que al Regne Unit. També hi ha
variacions entre les zones estudiades. Les xifres més espectaculars son les de
Nambour, Queensland (a 'est) on la incidencia és de 1514 I'any 2006 (ajustat a
poblacié mundial, 1813 en homes i 1269 en dones)* .

L’evidencia més gran de que la incidencia de CBC incrementa si ens apropem
a latituds més baixes (o sigui, a més radiacio ultraviolada) és el cas d’Estats
Units d’Ameérica, on hi ha una gran diferéncia entre els estats del nord i els del
sud. Si mirem al nord, a New Hampshire®' i Minnesota®?, durant la década dels
noranta, la incidencia estandarditzada a la poblacié mundial era de 170 i 146,
respectivament. En canvi, els estudis realitzats al sud, I'estat d’Arizona, al 1996
ens ensenyava unes xifres crues de 935.9 en homes i 497.1 en dones™>.

Al Canada, els estudis fets a Manitoba®*, que esta a igual latitud que Europa, la
incidéncia ajustada a la poblacié mundial és de 93.9 a homes i 77.4 en dones
(any 2000), mentre que a Alberta'®, les mateixes estimacions sén de 147 en

homes i 119 en dones (any 2006).
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A la resta de la geografia mundial, pocs son els treballs publicats. A Jordania,

I'any 2000, la incidéncia era de 8.8, ajustat a la poblacié mundial®

. Malgrat que
la latitud és la mateixa que els EUA, les xifres sén molt menors, demostrant els

efectes del tipus de pell.

A Coldmbia™®, |a taxa és de 41 per 10° habitants/any, I'any 2007.

A l'estat espanyol, les dades son dispars. A Soria®’, la incidéncia ajustada a
poblacié mundial era de 57.9 I'any 2000. A Granada, la taxa crua al 2000 era
de 51.6 per homes i 40.6 per a dones>®. Xifres més elevades trobem a Mallorca
amb dades crues de 100.8 a homes i 72 a dones (periode 1993-1997)*° i a

Navarra, on son de 88.1 i 67.5 respectivament (periode 1998-2002)*.

Si analitzem el nostre entorn, també hi ha dades publicades sobre Catalunya.
Aixi, al barcelonés nord, al 2007, la incidéncia era de 128/100.000
habitants/any, si estandarditzem a la poblacié mundial o 195.5 si és europea (la
taxa crua és de 253.2)"" i a Girona*?, el 2007 la incidéncia estandarditzada a la
poblacido mundial era de 44.56.

Ja al nostre territori, la incidéncia crua a Lleida I'any 2009 va ser de 137.5
casos nous per cada 100.000 habitants, segons el nous diagnostics registrats
al servei de dermatologia de I'Hospital Universitari Arnau de Vilanova. Aquest
index elevat es pot explicar per la gran quantitat de poblacié que desenvolupa
una feina agricola a les nostres contrades. Un altre estudi sobre poblacio

lleidatana és la tesi de la Dra. Marta Ortega, on l'any 2003 detecta una
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prevalenca de CBC de 1.83% en persones (no disposem, pero, de dades

d’incidéncia per comparar)*.
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. LOCALITZACIO . INCIDENCIA INCIDENCIA | INCIDENCIA
PAIS ESTUDI ANY ESTANDARDITZACIO TOTAL HOMES DONES
Lleida i entorn
Lleida 2009 Crua 137.5
Barcelones Nord | 2007 Crua/Mundial/Europea 253.2/128/195.5
Girona 2007 Mundial 44.56
Europa continental
Soria (nord) 2000 Mundial 57.9
Navarra (nord) 2002 88.1 e
Granada (sud) | 2000 Crua 51.6 51.6
Mallorca 1997 100.8 72
.J Trentino, Italia | 2003 Crua 87.9
Europea 148 141
Global dels
Paisos Baixos 2008 Mundial 101 101
n Vaud, Suissa 1992 Mundial 69.3 62.2
Northrhine-
Westphalia, 2003 Mundial 82.7 71.1
Alemanya
Global de
Croacia 2003 Crua 54.9 53.9
Global
d’Eslovaquia 1994 38
:_- Global de
Dinamarca 2007 Mundial 91.2 96.6
| l S 7e=s Mundial 49 45
Finlandia
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Regne Unit i Eire

Global d’Escocia

Global d'Irlanda .

America del Nord

Mundial

Oceania

Nambour,
Queensland

Taula 1: Resum de les dades epidemioldgiques recollides a estudis d’arreu del mon. (*) la

incidéncia es calcula per cada 100.000 persones/any.
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1.5 Factors de risc

El factor de risc més determinant a I'hora de desenvolupar un CBC és
I'exposicié solar acumulada al llarg de la vida**. Particularment afecta persones
amb fenotips predisposats a rebre dany per radiacio ultraviolada (RUV): és a
dir, ulls blaus, pél roig i abundants nevus i a aquelles que per feina o per oci
han tingut exposicié solar perllongada®. De forma recent, s’ha objectivat que
molts d’aquests pacients han rebut radiacié ultraviolada de forma artificial,
t45,

provinents de cabines de bronzeja cosa que ha influit clarament en

'augment de la incidéncia actual i en la presentacio a edats més precoces®.

La relacio entre la radiacid ultraviolada i el cancer cutani (inclos el CBC) esta
ben establerta, ja que les mutacions trobades en aquests tumors presenten
“empremta” tipica d’aquestes irradiacions (figura 7). Tant la llum ultraviolada B
(UVB) com la A (UVA), en menor mesura, produeixen un dany directe sobre
'ADN, generant fotoproductes tipics d'aquesta agressié: els dimers de
ciclobuta pirimidina i dimers 6,4 pirimidina pirimidona. Quan aquests
fotoproductes no es reparen de forma adequada donen lloc a mutacions
caracteristiques; el canvi d’'una unica base citosina a timina o de dues citosines
a dues timines*’*®. Quan les mutacions induides per RUV es donen en gens
clau pel control del cicle cel-lular és quan esdevenen les neoplasies cutanies.
Aquestes “empremtes de la RUV” es detecten en aproximadament el 40% de
mutacions al gen PTCH al CBC esporadic*®. No hi ha xifres sobre la incidéncia

de la RUV en la resta d’elements de la via hedgehog (veure més endavant).
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RUV
C—T
Alteracioé reparacio
DNA

CC—TT
Bases pirimidiniques CPDi
(citosines i timines) D6,4PP
adjacents

Figura 7: Quan la radiaci6 ultraviolada incideix sobre dues bases pirimidiniques contigiies
'ADN pot formar unions covalents entre elles amb la produccié de dimers de ciclobuta
pirimidina (CPD) i 6,4 pirimidina pirimidona. Si no sén reparades s’obtenen les mutacions

tipiques de la RUV.

Altres factors descrits son I'exposicio a agents quimics com l'arsenic i els
derivats del quitra. Actualment, molts estudis intenten relacionar el
desenvolupament del CBC amb la infeccié per determinats virus, sobretot pel
virus del papil-loma huma®, i sembla haver-hi una relacié que obre un
interessant camp d’investigacio i debat per futurs treballs.

Els CBCs poden sorgir sobre cicatrius, fistules, ulceres, cremades i focus
d’inflamacié cronica, motiu pel qual aquestes lesions també es consideren
factors de risc. A més, multiples genodermatosis i malalties congenites
incrementen el risc de patir CBC, com el xeroderma pigmentosum, les
sindromes de Gorlin-Goltz, Rasmussen, Rombo, Bazex-Christol-Dupré,
I'albinisme i la malaltia de Darier. Les causes sén l'alteracié en la reparacio de
mutacions al DNA produides per la radiacio ultraviolada o una disminucié en la

pigmentacié cutania amb el conseguent augment de la susceptibilitat a
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aquesta. Tots els factors de risc que s’han relacionat amb el CBC es

resumeixen a la taula 2

Taula 2: Factors de risc que han sigut relacionats a I'aparicié del CBC.

Factors de risc associats a CBC
Ambientals

- Radiacié ultraviolada (és el principal)
- Exposicio a arsénic
- Exposicid a quitrans

Constitutius

- Fototipus (pells clares, segons classificacié de Fitzpatrick)
Predisposicio genética

- Sexe masculi

- Tendéncia a tenir nevus™

Conductuals

- Us de cabines de bronzejat
- Nombre de cremades que cursen amb ampul-les®
- Nombre d’anys fumant

Malalties genétiques i altres patologies

- Sindrome de Gorlin-Goltz

- xeroderma pigmentosum

- Sindrome de Rasmussen

- Sindrome de Rombo

- Sindrome de Bazex-Christol-Dupré
- Albinisme

- Malaltia de Darier

- Estats d'immunosupressio

- Infeccions viriques

Trastorns integritat cutania

- Cicatrius

- Cremades

- Fistules

- Ulceres

- Inflamacié cronica

Tractaments meédics>®

- Radioterapia
- Fototerapia (sobretot PUVA)
- Immunosupressié (post-transplantament o altres causes)
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Taula 3: Fototipus de la pell humana segons la classificacié de Fitzpatrick.

Fototipus de Fitzpatrick
| Individus pél-rojos, d’ulls verds. Sempre es cremen, mai es bronzegen

| Individus de pél ros i ulls blaus. Sempre es cremen, a vegades es
bronzegen

]| Individus de pél castany i pell mat. A vegades es cremen, normalment
es bronzegen

\") Individus morens i pell mat. Facil bronzejat, rarament es cremen

\' Individus mediterranis, magrebins i hindus

Vi Individus de pell negra

1.6 Tractament

Com a tractament del CBC es fan servir una amplia gamma d’alternatives. A
I'hora de triar una opcid o una altra, s’ha de tenir en compte si el CBC és d’alt o
de baix risc i els resultats cosmétics de la intervencio que realitzem (si bé es
cert que es tracta d’un tumor i I'objectiu primordial és eradicar-lo).

La técnica que resulta meés efectiva en quant a I'exeresi del tumor sencer i la

prevencié de recidives posteriors és I'extirpacid quirurgica i per aixd és el

tractament d’eleccié en tumors d’alt risc. En aquells casos amb marges mal
definits o en zones on per les seves caracteristiques hem d’estalviar teixit és
important realitzar un control intraoperatori dels marges; aquesta técnica

s’anomena cirurgia de Mohs.

Els CBCs de baix risc es poden tractar amb altres técniques quirdrgiques com

el curetatge, la criocirurgia (amb nitrogen liquid), i el laser de CO,. Altres

técniques son les destructives no-quirdrgiques, com la radioterapia, la terapia

fotodinamica i el tractament topic amb imiquimod (immunoestimulador) o 5-
fluorouracil (agent quimioterépic)54. Aquests dos darrers grups terapéutics no
ens permeten el control histologic dels marges i per tant, comporten un control
més estret del pacient®”.
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Els darrers avengos en el coneixement de I'etiologia molecular del CBC
permeten el desenvolupament de farmacs que actuen sobre la via de
senyalitzacié alterada en la formacié del tumor (veure més endavant), molt utils
en aquells pacients amb lesions multiples (per exemple, la sindrome de Gorlin)
0 en aquells casos avangats o metastasics on la resta de tractaments siguin
inviables. Entre ells, n’hi ha de sistémics, com la ciclopamina (poc utilitzat a
causa dels seus efectes secundaris) i el recentment aprovat vismodegib®** i
topics®” com I'LDE225. Aquests farmacs, encara que en fase experimental o

amb molt poca experiéncia clinica, obren un nou camp d’investigacio en el

tractament del CBC.

2. Fisiopatologia del carcinoma basocel-lular

2.1 Origen cel‘lular del carcinoma basocel-lular

Identificar les cél-lules que originen les neoplasies humanes representa el
major desafiament de la biologia del cancer. L’origen anatomic del CBC és
encara incert. A I'actualitat hi ha dues teories enfrontades sobre les cél-lules on
s’origina; d’'una banda hi ha la hipodtesi, ja proposada al 1948 per Lever®® i
recolzada per Ackerman®, de que el tumor s’inicia a les stem cells del fol-licle
pilés (FP). D’altra banda, estudis més recents proposen I'epiteli interfol-licular
com a origen del CBC, sense especificar quines cél-lules estarien

implicades®*®"

. Aquestes dues teories han conviscut durant anys, pero sembla
que a hores d’'ara, l'origen a les stem cells del FP s’esta consolidant com a

hipotesi més probabile.
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Stem cells i fol-licle pilos

El FP és una gran reserva de stem cells epitelials i cél-lules progenitores (figura
8). El grup més important esta present a la protuberancia, situada per sota de la
desembocadura de la glandula sebacia i de la insercié del muscul erector pili.
Aquestes expressen marcadors com la citoqueratina 15 (K15) i CD34. Un altre
grup es localitza a la zona juntural, per sobre de la protuberancia i properes a la
glandula sebacia. Els marcadors que expressen sén Lgr6 i Lrig1. El tercer grup,
que expressa Lgr5, es troba a la matriu germinal del pél i a la protuberancia de
les restes del FP a la fase de telogen, pero es situa a la beina externa de l'arrel

quan s'inicia la fase d’anagen®.
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Epidermis

Zona juntural [Lgr6 (+) i Lrig1 (+)] Infundibul
Istme
central
Beina interna de Glandula
l'arrel sebacia

Beina externa de

rarre] —————> Protuberancia [K15 (+) i CD 34 (+)] i [Lgr5

(+) a anagen]

D \k Matriu germinal [Lgr5 (+) a anagen]

Papil-la
dérmica

Figura 8. Esquema de I'estructura del fol-licle pilés en fase de telogen. Entre claudators, els

marcadors que expressen les stem cells dels compartiments on pertanyen.

Funci6 de les stem cells del FP

S’ha descrit que les stem cells multipotents del FP (localitzades a la
protuberancia) donen lloc tant a progenitors epitelials com als progenitors del
fol-licle pilés. Els progenitors epitelials proliferen i es diferencien en epiteli
estratificat. Els progenitors del FP son els precursors d’ aquests (figura 9). La
via Sonic Hedgehog és I'encarregada de regular la proliferacio i el manteniment

d’aquesta poblacio (veure més endavant).
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T Epiteli
Progenitors
epitelials
Progenitors
~ fol-licle pilés

—Stem cells diferenciacio Trastorn
pluripotencials  \\proliferacié

Fol-licle pilés Ca. Basocel-lular

Figura 9: La protubrerancia del fol-licle pilds és rica en stem cells.

Teoria de I'origen a les stem cells del fol-licle pilds

Es la teoria que més consisténcia té i defensada per la majoria d’autors que
han desenvolupat el tema. Sén diverses les evidéncies que situen l'origen

tumoral a les stem cells del fol-licle pilos®®:

- Els CBCs expressen citoqueratines similars a les de la beina externa de
I'arrel del pél i no a les que s’expressen a I'epiteli interfol-licular.
- El CBC sorgeix com a resultat de l'activacié aberrant de la via Sonic

hedgehog, I'expressio de la qual es limita essencialment als FP.
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- Després de I'exposicidé a radiacions ionitzants, la formacié de CBCs al
cuir cabellut ocorre de forma concomitant amb [Iaparici6 de

tricoblastomes, tumors molt similars al FP.

Aquesta teoria s’ha estudiat en models murins amb éxit. Wang et af°, van
detectar K15 (com ja hem vist, present a stem cells de la protuberancia) en
CBC induit a ratolins. Grachtchouk et al*. també van observar en aquests
mamifers que quan estimulaven la via hedgehog de les stem cells de la
protuberancia del FP, obtenien CBCs nodulars. En canvi, d’igual manera troben
que si ho feien a I'epidermis interfol-licular, també en sorgien, pero de tipus

superficial.

Teoria de I'origen a I'epiteli interfol-licular (EIF)

Aquesta hipotesi és més controvertida i pobrament demostrada de forma
cientifica, ja que encara no s’ha pogut confirmar la preséncia de cap tipus
concret d’stem cell especific a la capa basal de I'epidermis. Només hi ha un
treball, de Youssef et al., on aconsegueixen estimular la formacié6 de CBCs
provocant una hiperacivacio de la via Sonic hedgehog a la pell interfol-licular i

no al FP dels ratolins transgénics utilitzats®".

S’ha vist que a la capa basal de I'EIF hi ha heterogeneitat proliferativa. D’aqui
es dedueix que aquelles cél-lules que es divideixen infreqientment serien les
stem cells que regularien 'homeostasi d’aquest epiteli®®. A la cua de ratoli,
I’'homeodstasi s’explica per un senzill model: una poblacié unica cel-lular té tres
opcions estocastiques de divisio, que son la formacioé de dues cél-lules que es

diferenciaran, dues cél-lules que romandran indiferenciades, o una de cada. Un
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equilibri simétric a I'hora de fer les divisions asseguraria aquesta
autoregulacié®®. Si aquestes cél-lules son stem cells només és una qiiestio
semantica, ja que com em vist, tenen propietats d’autorenovacio i diferenciacio,
pero la seva capacitat de reparar el dany a I'epidermis no ha estat demostrada.
A la capa basal de 'EIF huma també s’han identificat tipus cel-lulars amb index
de proliferacio baix i amb marcadors de stem cells com integrines b1 i Lrig1.
Aquestes, tendeixen a agrupar-se a la zona meés inferior de la unio
dermoepidérmica, on sembla que hi ha un microambient especific que

protegeix dels estimuls de diferenciacié®’.

S’especula que en el cas de CBCs sorgits a I'EIF, aquests també derivarien de
stem cells del fol-licle pilds que han arribat aqui a traves del procés de
reparacio de ferides. Es pensa que quan la pell rep una noxa (ja sigui una
ferida fisica, una radiacid, una ulcera cronica, etc...), es desencadena una
resposta que fa que aquestes cél-lules dels FP veins, sobretot les Lgr5 (+),
repoblin 'EIF danyat per reepitelitzar-lo®?. Aquesta explicacié és defensada per
Grachtchouk et al’* quan troben CBCs superficials a 'EIF dels seus ratolins
(veure apartat anterior). A més, sembla que les vies Sonic hedgehog i Whnt,
implicades en la génesi del tumor (veure més endavant), son les que controlen
el comportament de les stem cells durant la reparacio de ferides, mentre que no

estarien presents a les stem cells que presumptament poblarien I'EIF®®

També s’ha dit que la mutacioé de p53 als queratinocits de I'EIF, causada per la
radiacio ultraviolada, comporta una hiperactivacio de la via Sonic hedgehog que

explicaria el desenvolupament de CBC a aquesta zona®® .
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Com es pot comprovar, de moment no hi ha gaires arguments amb prou
fonament cientific que recolzin I'origen del CBC a I'EIP i sembla que la
participacio del FP és més evident. No obstant, seran necessaris més estudis
per establir quina regié anatomica és la responsable de la carcinogenesi

d’aquesta neoplasia.

2.2 Origen molecular del carcinoma basocel-lular

Classicament, la formacié del CBC s’ha associat de manera clara a I'activacio
constitutiva de la via Sonic hedgehog (Shh). La implicacié d’aquesta via s’ha
demostrat gracies a I'estudi de la sindrome de Gorlin-Goltz o sindrome del CBC
nevoide (SCBCN). Aquest trastorn congeénit, autosomic dominant, consisteix en
el desenvolupament de nombrosos CBCs des d’edats primerenques, a meés
d’altres alteracions sistemiques associades. Analitzant la genetica d’aquesta
patologia, s’han identificat un ampli espectre de mutacions que inactiven el gen
PTCH1 i condueixen a una hiperactivacié constitutiva de la via, questié que ha
sigut clau per entendre la patogénesi del CBC. Els pacients amb sindrome de
Gorlin reben en heréncia una copia mutada del gen PTCH1, localitzat al

cromosoma 9g22.3, sorgint els tumors quan es perd I'’heterozigositat.

Per tal de comprovar la relacié entre aquesta via i 'oncogénesi del CBC, s’han
fet diversos experiments en models murins, confirmant I'aparicié de tumors en

ratolins amb hiperactivacié de Shh®"®3,

Un cop coneguda la contribucié d’aquesta mutacié genética a la tumorogeénesi,
el seglent pas era identificar si els pacients amb CBC esporadic mostren

també mutacions que es manifestin com hiperactivacio de la senyal hedgehog.
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Malgrat que hi ha forga variabilitat entre els diferents estudis, es calcula que
entre un 50% i un 80% dels CBC esporadics es deuen a alteracions de la via
hedgehog, sobretot per mutacions a PTCH1 (30-60%) i SMO (10- 20%). Les
alteracions de PTCH2, la proteina Sonic i els factors GLI sén molt rares®°.
Independentment de l'alteracio de la via Shh, també cal destacar que les
mutacions a p53 sbén presents, aproximadament, a la meitat de CBCs

esporadics. Aquest fet indicaria que possiblement seria necessaria l'alteracio

concomitant d’aquestes dues senyals (Shh i p53) per la formacié del tumor*®.

Malgrat que la sobreexpressidé de la via Sonic hedgehog constitueix el
paradigma de la fisiopatologia del CBC, sembla ser que la formacié tumoral
també depén de la intensitat de la senyal oncogeénica, ja que una hiperactivacio
d’aquesta via per sota d’'un determinat nivell comporta la formacié d’altres

hamartomes diferents al CBC%*.

A causa de la seva preséncia i importancia a altres teixits, la disregulacio
d'aquesta via també és responsable d'altres neoplasies com el
medul-loblastoma, el carcinoma escatdés d’esofag, el carcinoma de bufeta i

algunes neoplasies de mama, pulmé i prostata’”.

Via hedgehog

La via hedgehog (Hh) va ser inicialment descrita a Drosophila. Els seus
membres son gens encarregats de codificar la polaritat segmentaria, sent
responsables de determinar el desenvolupament anteroposterior de les
estructures en la mosca del vinagre. Hedgehog, el lligand principal, és una

molécula secretada que es modifica per addicié d’'una fraccié de colesterol en
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el seu extrem C-terminal i es sotmet a una escissié autocatalitica per donar un
fragment actiu N-terminal. Mentre que a Drosophila només hi ha una unica
proteina hedgehog general, en vertebrats s’han identificat tres proteines
homologues: Sonic (Shh), Desert (Dhh) i Indian (lhh). Estudis in vitro
suggereixen que cadascuna d’aquestes proteines poden actuar a través de la
mateixa via de transducciéo de senyal, i que els diferents gens regulen els

patrons dels diferents 6rgans segons les seves singularitats.

Descripcié de la via Sonic hedgehog (Shh) (figura 10) "2

Shh és el lligand especific del receptors transmembrana patched 1 (PTCH 1) i
patched 2 (PTCH 2). PTCH 1 és la forma majoritaria a 'ésser huma. Hedgehog
interacting protein (HIP) és una altra proteina transmembrana capa¢ d’unir-se a

Shh i serveix per limitar de quantitat de Shh disponible per la unié a PTCH.

En absencia de lligand, la funci6 de PTCH és inhibir I'activitat de la proteina
smoothened (SMO). Quan Shh s’uneix a PTCH, s’inicien uns serie
d’esdeveniments que provoquen la fosforilaci6 d’'SMO i per tant la seva
activacido i acumulaci6 a la membrana citoplasmatica. Encara que aquest
procés no esta ben descrit del tot, se sap que intervenen diferents cinases, com
la proteina G acoblada al receptor de la cinasa 2 (GRK2), la caseina-cinasa 1 i

la proteina-cinasa A.

L’activacié de SMO condueix a la modulacié del complex de proteines format
pels factors de transcripci6 GLI (GLI1, GLI2 i GLI3, homolegs de cubitus
interruptus a Drosophila), i proteines conegudes com fused (hFu) i supressores

d’aquestes (SuFu). Normalment el complex hFu/SuFu segresta els factors de
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transcripcid GLI al citoplasma. L’activacio de SMO fosforila la familia GLI i
permet la translocaci6 d’aquests al nucli (en abséncia de lligand estan
ancorades a citoesquelet), on regulen l'activitat del seus gens diana, com WNT,
BMP, ciclines D i E, MYC, HIP, components del factor de creixement epidémic i
del factor de creixement endotelial vascular i el mateixos PTCH1 i GLI, entre

d’altres®®7°.

Figura 10: Descripcio de la via Shh.
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Funcid de la senyal hedgehog

El gen hedgehog més estudiat als vertebrats és Shh, implicat en el
desenvolupament embrionari del sistema nerviés central, les extremitats, els
pulmons, les dents i dels fol-licles pilosos. Dhh i |hh intervenen en el
desenvolupament de les cél-lules de la linea germinal i del sistema esquelétic

respectivament”".

Via hedgehogq i relacié amb la pell

Durant I'embriogénesi, la senyal hedgehog és imprescindible per la formacio
del fol-licle pilés (FP). Aquesta, per tal de desenvolupar I'estructura del FP,
regula la comunicacio entre la placoda (epidermis primitiva) i les cél-lules

mesenquimals especialitzades que formen la papil-la dérmica’.

A la vida adulta, la via Hh sembla tenir un doble efecte sobre la pell; d’'una
banda, és important pel manteniment del component cel-lular del FP i d’una

altra banda, és el desencadenant del cicle del pél:

- Pel que fa al manteniment del component cel-lular, les stem cells
multipotents de la protuberancia del FP expressen PTCH transitoriament
quan proliferen i a I'inici de cada cicle del fol-licle pilés. Els progenitors
del FP expressen PTCH quan proliferen, perd s’infrarregula quan entra
en diferenciacié. Aixi doncs, el patré d'expressio de PTCH reflexa el
paper que té la senyalitzacié de la via Hh en el manteniment de I'equilibri

del compartiment stem-cell/cél-lules progenitores.
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- En quant a la funcié d’aquesta senyal sobre la regulacié del cicle del pél,
Hh és el factor desencadenant per iniciar la fase d’anagen al FP

mitjancant I'expressio de la via Wnt/b-catenina’.

3.Altres vies de transduccio de senyal implicades en la formacié del CBC.

3.1 La importancia de p-catenina i la via Wnt (figura 11)

Recentment s’ha descrit el paper de p-catenina en el desenvolupament de
diversos tumors d’estirp pilosa, entre ells el CBC, del cancer de pancrees i del
de prostata’. B-catenina és una proteina multifuncional que controla
nombroses activitats, tant a la membrana citoplasmatica com al nucli. A la
membrana fa efecte de pont entre el citoesquelet i les cadherines,
desenvolupant una funcio estructural. Al nucli, f-catenina fa de mitjancera en la
senyal Wnt/TCF™. Aquesta via és extremadament complexa i encara esta en

estudi.

Al citoplasma, la B-catenina que esta lliure pateix una constant degradacio

proteolitica per part del complex format per les proteines GSK3p, APC i axina.

L’activacié de la via Shh té un doble efecte sobre la regulacié de B-catenina.
Primerament, s’inhibeix aquest complex proteolitic que la degrada, mitjangant la
induccio de la via Wnt (no es coneix com s’activa). D’altra banda, també hi
intervé la inducci6 de Snail, per part de Gli1, encarregat d’infraregular la
transcripcié d’E-cadherina’. El resultat d’'ambdues accions és l'increment de la
concentracio de p-catenina lliure citoplasmatica disponible per translocar-se al

nucli. Aixd comporta l'activacio dels factors de transcripcio lef/TCF (és un

34



Introduccio

complex de proteines), induint la transcripci6 de gens que regulen el cicle
cel-lular, com MYC, ciclina D1 i metal-loproteinases de matriu extracel-lular,

implicades en la degradacié estromal’®"’.

A més d'aquesta funcié sobre la proliferacio cel-lular, 'acumulacié de #-
catenina també afavoreix el creixement tumoral, ja que promou la transicié
epiteli — mesénquima (TEM). Com hem dit, un dels multiples papers de -
catenina és l'estructural. El fet de deslocalitzar-se de la membrana provoca la
pérdua de I'adhesio cel-lular mitjangada per E-caderina a les cél-lules epitelials,
induint aixi un canvi de fenotip cap a mesénquima. Aquest mecanisme és
afavorit per la senyal hedgehog i I'expressié de factors de la familia Snail. La
consequencia és una reorganitzacio del citoesquelet i 'adquisicio de mobilitat

cel-lular, que justificaria la migracié i la invasié tumoral®"®,

Per tant, una alteracié en la regulacio en I'activitat Shh que impliques activacio
constant, hauria de comportar una elevada concentracié de -catenina nuclear
amb el corresponent augment de la proliferacio cel-lular i la inducci6é de la

transicio epiteli - mesénquima.
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Figura 11: descripcio de la via Wnt
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3.2 Via ERK i carcinoma basocel-lular

La cascada de senyalitzacio MAPK/ERK (figura 12) és activada per una gran
varietat de receptors implicats en el creixement i la diferenciacié cel-lular,
incloent receptors de la tirosina cinasa (RTKs) - com el receptor del factor de
creixement epidérmic (EGFR, per les sigles en anglés) -, integrines i canals
d’ions. Els components especifics de la cascada varien ampliament segons els
diferents estimuls, pero I'arquitectura de la via normalment inclou un conjunt
d’adaptadors (Shc, GRB2, Crk, etc...) que uneixen els receptors a factors
d’intercanvi de nucleoétids guanina (SOS, CG3, etc...) i es transdueix la senyal a

petites proteines d’unié a GTP (Ras, Rap1) les quals activen la unitat central de
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la cascada composada per diferents cinases: MAPKKK (Raf), MAPKK
(MEK1/2) i MAPK (Erk, de l'anglés extracellular signal-regulated kinase). El
dimer d’Erk actiu pot regular objectius tant al citosol com al nucli, on fosforila
una gran varietat de factors de transcripcio, implicats en multiples funcions
cel-lulars com adhesi6, progressio al cicle cel-lular, migracio, supervivéncia,
diferenciacidé, proliferaci6 i metabolisme. El tipus de resposta cel-lular
promoguda per l'activacio d’Erk és complexa, ja que depén de diferents
circumstancies, com el nivell de proteina fosforil-lada i el temps d’activacié (una
senyal sostinguda promou diferenciacié, mentre que una senyal transitoria

afavoreix proliferacio)®.

Receptors:
- EGFR

- Canals d'ions
- integrines

RasGTP

Actuen a citosol i
citoesquelet

7~ Transcripcié de gens
MO

Figura 12: Esquema de la via Ras/Raf/Mek/Erk.

El paper que cursa la induccio d’aquesta via és important i conegut en el cancer
de pancrees i en la progressio del melanoma. Pel que fa al CBC, se sap que

també esta implicada, perd el mecanisme no és conegut de forma complerta.
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Les dades que es coneixen avui en dia és que la via Erk actua de forma
sinérgica amb hedgehog en l'inici i el creixement del CBC. La senyal iniciada
per EGFR, a través de I'activacio de la via Ras/Raf/Mek/Erk, estimula la unio
del complex JUN/AP-1 amb el DNA i coopera amb GLI per induir els gens que
promouran la transformacié oncogénica®’ (figura 13).

A més, també es suggereix que existeix un sistema de retroalimentacié entre
les dues vies, de manera que els productes resultants de 'activacio de la via
Erk son capagos de modular I'estabilitat, la localitzacio subcel-lular i I'expressio
de les proteines Gli, de forma independent a Shh®' i per I'altre costat, I'activacio

del PDGFa (de I'anglés platelet-derived growth factor) per part de Gli1 induiria

la via Erk®%.
EGF
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> _L SMOH
EGFR ‘Eo m —_——

3 ./

/

//7\\
_JUN/AP1 Estimulacio de transformacio

»

'. @ oncogeénica per part de Gli/Erk

Figura 13: Model de cooperacio entre les vies Ras/Raf/Mek/Erk i hedgehog, proposat per

Schnidar et al, que comportaria I'inici i el creixement del carcinoma basocel-lular.
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Hipotesis

El plantejament d’aquesta tesi t¢ com a base de treball diferents hipotesis

d’inici:

1- Les alteracions moleculars essencials en la formacié d'un CBC poden
canviar la fisiologia cel-lular de manera que aquestes alteracions i els fenotips
es mantinguin en cél-lules en cultiu. Per tant seria interessant analitzar el

comportament in vitro de cél-lules obtingudes de biopsies de CBC.

2- Possiblement existeixen multiples vies alterades durant la formacié dels
CBC. Per treballs genétics sabem que en un 50% dels CBC esporadics hi ha
alteracions en la via Hedgehog, pero no esta comprovat que addicionalment hi

hagi altres vies alterades. A més, encara queda per explicar el 50% restant.

3- Independentment de l'existéncia de diverses vies afectades, creiem que
moltes d’elles han de confluir en uns reguladors concrets que donarien els
fenotips que caracteritzen els CBCs. Per exemple, les vies Hedgehog, WNT i
ERK conflueixen totes en elevar I'expressio de ciclina D1 que regula I'estat

proliferatiu.

4- També, podem hipotetitzar que les diferéncies que marquen el subtipus

clinic del tumor (nodular, superficial...) es corresponguin a diferents alteracions

especifiques en l'origen del tumor.
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Objectius

En relacio a les hipotesis plantejades els nostres objectius sén:

1. Posta a punt de métodes de cultiu primari i analisi molecular de cél-lules de
pell humana, tant sana com tumoral:

1a- Manteniment de cultius de queratinocits i fibroblasts a partir de biopsies.

1b- Dissenyar un protocol per a l'obtencidé de proteina total a partir de les

bidpsies.

2. Caracteritzacié de les alteracions moleculars dels carcinomes basocel-lulars
esporadics:

2a- Fins ara, I'estudi de la frequencia d’alteracio de la via Sonic hedgehog en el
carcinoma basocel-lular esporadic s’ha realitzat analitzant alteracions
genomiques i estudis d’expressid dels mRNAs regulats per la via, principalment
Gli1. El nostre objectiu en aquest punt és determinar per immunoblot el nivell
d’acumulaci6é de la proteina Gli1 en les mostres de CBC i avaluar, a partir
d’aquestes dades, la frequéncia d’activacio real de la via hedgehog en els
CBCs esporadics.

2b- Identificar quines serien les altres vies afectades, a partir o com alternativa
de la via hedgehog. En concret volem analitzar les vies Wnt i Erk com a

candidates a mediar en la formacié dels CBCs.

3. Un tercer objetiu és determinar I'existéncia de divergencies a nivell molecular
entre els diferents tipus de CBC, per tal de poder establir marcadors especifics i
alternativament obtenir informacié sobre els canvis inicials en la formaci6 del

CBC.
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Apartat 1: Cultiu cel-lular de CBC

Cultiu de ceél-lules tumorals de carcinoma basocel-lular.

Introduccié

Amb l'objectiu de realitzar experiments amb carcinoma basocel-lular (CBC)
resultaria interessant el fet de poder obtenir una linea cel-lular tumoral capag¢ de
perpetuar-se a través de cultius successius. Revisant la bibliografia veiem que
aquesta tasca no és gens facil, malgrat que es ve intentant des de fa molt de
temps (el primer article publicat amb aquest objectiu data del 1968)1. Mentre
que en el ratoli s’ha aconseguit fer cultius de CBC de més de 40 passatges?, hi
ha pocs estudis (i son forga antics) destinats al cultiu de cél-lules de CBC huma
i tots coincideixen en la gran dificultat que comporta establir-los a llarg termini.
La rapida queratinitzaci6 de les cél-lules in vitro i la mort que se’n deriva és la
principal causa del fracas en aquests experiments'. Sembla ser que el tipus
de medi utilitzat i la concentracié de calci son les claus per a un correcte
creixement ex vivo del tumor, pero els factors que impossibiliten la consecucié

d’aquestes linies cel-lulars romanen encara incerts.

Classicament, el cultiu d’aquestes cel-lules s’ha anomenat “cultiu de
queratinocits” per la idea que el CBC derivava de les cél-lules basals
epidérmiques. En aquest treball evitarem aquest terme, a causa de la incertesa
de I'origen tumoral, que darrerament s’atribueix a les stem cells del fol-licle pilés
(veure introduccio) i farem servir el terme “cél-lules basaloides” per referir-nos a
les tumorals, nom més rigords ja que es tracta d’'una descripcié morfologica i no

implica relacionar-les amb el seu origen.
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Destaquen, pel seu éxit, un treball xinés del 1994, on asseguren obtenir un
cultiu de més de 100 passatges* i el treball de Grando i col-laboradors® al
1996. Centrant-nos en aquest darrer, el resultat dels cultius és la presencia de
tres tipus cel-lulars diferents: queratinocits, fibroblasts i cél-lules duals

(fusiformes i alhora epitelioides).

Nosaltres, basant-nos en el métode descrit per Grando et al. i combinant-lo
amb la tecnica de cultiu en ratoli de So et al, hem intentat posar a punt una
tecnica de cultiu de cél-lules basaloides de CBC. Per a la validacio del métode i
del tipus cel-lular hem fet estudis de proliferacio (BrdU) i immunofluorescéncia

contra diversos marcadors (citoqueratina 5 i vimentina).

Material i métodes

Recollida de cél-lules tumorals

Es van recollir quinze CBCs de quinze pacients diferents que van ser
intervinguts de forma consecutiva a la seccio de dermatologia de I'Hospital
Universtari Arnau de Vilanova de Lleida. Aquests pacients van ser triats a
I'atzar sense tenir en compte edat, sexe, localitzacid del tumor ni subtipus
tumoral. Les mostres de CBC s’extreuen realitzant una bidpsia mitjangant punx
de 4 mil-limetres al centre de la massa tumoral, després d’haver sigut extirpada
quirurgicament. Les mostres de pell sana van ser obtingudes de forma idéntica
en zones lliures de qualsevol tipus de lesié de pacients intervinguts per causa
no neoplasica (extirpacido de nevus, quists...). Un cop recollida la mostra, la

guardem en medi de cultius de queratinocits (Defined Keratinocyte-SFM,
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GIBCO-Invitrogene) amb gentamicina 5ug/ml i growth supplement (10 pg/ml) a

4° fins el seu processament.

Cultiu cel-lular

La biopsia conservada a 4° (tant de teixit tumoral com sa) és rentada tres
vegades amb solucié PBS (buffer fosfat sali)-EDTA. Posteriorment, retallem
I'epidermis (de 2 a 4 mm) del total de la mostra - amb tisores de disseccio - i es
diposita en un tub amb 2 ml de tripsina 0.25% i 2 yl de gentamicina, deixant-se

a 4° overnight.

Afegim 1 ml de DMEM (Dulbeccos modified Eagle’s Medium) + sérum dialitzat
bovi al 10% al tub per aturar I'efecte de la tripsina i la mostra es disgrega amb
la pipeta. EI component resultant és centrifugat a 1000 revolucions per minut

durant 5 minuts.

El pellet de cél-lules obtingut és resuspés en 40 ul de medi i repartim 10 ul per

pou de 2 cm?. Les plaques estaven tractades amb col-lagen tipus | 100 pgr/mil.
Les cél-lules es van incubar en 0.5 ml per pou dels diferents medis:

 DKSFM (Defined keratinocyte-serum free medium) + growth suplement
(insulina, EGF i FGF) + antibiotics ( penicil-lina/estreptomicina 100 ugr/mli
i gentamicina 10ugr/ml), seguint les instruccions del proveidor (Gibco
Cat. No. 10744-019).

« DKSFM (Defined keratinocyte-serum free medium) + FBS (fetal bovine

serum, Gibco Cat. No. 26400-036) dialitzat + growth suplement (insulina,
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EGF i FGF) + antibiotics ( penicil-lina 100 ugr/ml i gentamicina 10ugr/ml)
+ 0.1 mM de CaCl,.

* DMEM (invitrogen) amb 10% FBS.

Les cél-lules es van mantenir a 37°C amb CO, al 5%. La incubaci6 va ser de 15

dies, canviant el medi cada 2-3 dies.

Immunofluorescéncia

Un cop rentat cadascun del pous amb PBS es va fixar la mostra amb
paraformaldehid al 4% (300 pl) durant 15 minuts i es va permeabilitzar amb

metanol (300 ul) durant 3 minuts.

Es torna a rentar i bloquejar amb BSA 5% (albumina sérica bovina) durant 30

minuts.

Un cop rentat amb PBS, afegirem l'anticos primari a una concentracié
adequada en 300 ul de BSA 0.5% per cada pou i es deixa un temps variable,

que pot ser overnight.

Abans d’afegir 'anticos secundari la mostra és rentada amb PBS tres vegades.
Farem servir I'anticds secundari adient en concentraciéo adequada en 300 ul de
BSA 0.5% per pou, deixant-ho durant 45 minuts a temperatura ambient.

Després de realitzar rentats tres vegades més, s’afegeix slowfade.
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Anticossos:

Marcatge amb brdU:

Anticos primari: Rat a Brdu + CaCl; 2mM + MgCl, 5mM + DNAsa 0.025 U/ul.

Incubaci6 durant 2 hores a temperatura ambient.

Anticds secundari: Goat a Rat 488 1/1000 + Hoescht 1/2000.

Per realitzar la caracteritzacio:

Anticossos primaris: Anticds Rabbit o. citoqueratines, Mouse o. vimentina.

Anticossos secundaris: Goat a Rat 488 i Donkey a Mouse 594. També afegirem

Hoescht 1/2000 per tenyir els nuclis.

Resultats

Unicament varem observar la preséncia de cél-lules similars a queratinocits a
les plaques amb medi DKSFM i suplements de creixement (figura 1), encara
que no vam aconseguir una linia cel-lular ja que als pocs dies queratinitzaven i
morien. A les plaques on hi havia DMEM, les cel-lules fracassaven resultant
inviables i en el medi DKSFM enriquit amb sérum fetal bovi obteniem cél-lules

polaritzades amb aspecte de fibroblasts.
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Figura 1: Cultiu d’epidermis de CBC en medi DKSFM i suplements de creixement. A

'esquerra, imatge de cél-lules amb morfologia de queratinocits. Al centre, marcatge dels nuclis

amb Hoescht. A la dreta, marcatge de les cel-lules amb BrdU (x4000)

Malgrat el poc temps de manteniment de les cel-lules abans de la seva mort,
vam aprofitar els primers dies de cultiu per avaluar la proliferacio tumoral
respecte els controls de pell sana. Aixi, vam mesurar la incorporacio nuclear de
BrdU a les 24 i a les 48 hores posteriors a la plantada de les cel-lules (figura 1).
El BrdU és un nucleoétid analeg de la timidina que s’incorpora a ’'ADN durant la
mitosi cel-lular. D’aquesta manera vam observar que hi havia una major
proliferacio de les cel-lules tumorals (que era del 29.44%) (figura 2) respecte
els queratinocits de pell sense patologia (13.48%) de forma estadisticament

significativa.

50



Apartat 1: Cultiu cel-lular de CBC

BCC

*%

pell normal

BrdU
o

—
o O

1

** p= 0,0055 BCC versus pell normal/n=5

percentage de cél-lules positives per

Figura 2: Diferencies en la proliferacié de cél-lules tumorals respecte pell sana

Com hem comentat anteriorment, als experiments amb medi DKSFM i sérum
fetal bovi, apareixien cél-lules allargades, que es podien mantenir viables

facilment després de diversos passatges (figura 3).
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PELL SANA CBC

Als 6 dies

Als 15 dies

Figura 3: Comparativa de cél-lules obtingudes en medi KSFM amb sérum a les mostres de pell
sana (queratinocits) i de CBC (X 400 les dues imatges superiors i X 200 les dues inferiors). La

barra groga equival a 200 micres.

Per intentar discernir de quin tipus cel-lular es tractava, varem realitzar
immunotincié per marcadors de queratinocits (Ck - citoqueratina - 5) i
fibroblasts (vimentina), tant en les cél-lules queratinocit-like observades al medi

DKSFM com a les fibroblasts-like que creixien amb sérum.

Els resultats van ser que les primeres marcaven per Ck 5 i resultaven negatives
per vimentina, dades que esperem trobar a les cel-lules epitelials tumorals,
confirmant estudis previs® (figura 4). El fet contrari succeeix a les segones,

indicant que es tracten de fibroblasts (figura 4).
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Cél-lules epitelials de CBC Fibroblasts de CBC

Nuclis

Vimentina

Figura 4: Immunofluorescéncia de les cél-lules cultivades en dos medis diferents, que ens

permet discernir entre cél-lules d’estirp epitelial i fibroblasts.

53



Apartat 1: Cultiu cel-lular de CBC

Discussio

En aquest treball hem intentat posar a punt un métode de cultiu de cél-lules
tumorals de CBC. De forma insatisfactoria, i coincidint amb la coneguda
dificultat d’aconseguir aquest objectiu per manca de protocols establerts en
CBC humans (I'unic que hi ha publicat com a viable no ens ha funcionat a
nosaltres), no hem aconseguit una técnica que ens permeti I'obtencid i
manteniment de cél-lules tumorals a llarg termini. La rapida queratinitzacio i
mort cel-lular impedien la consolidaci6 d’una linia de CBC, aguantant les
cél-lules viables només durant uns pocs dies. No obstant aix0, els experiments
realitzats durant les primeres hores de cultiu mostren que les cél-lules tumorals
tenen molta més replicacié que els queratinocits de pell sana (més del doble),
malgrat que el CBC es considera un tumor de progressioé lenta a causa de la

seva poca agressivitat i no esperariem una diferencia tan gran.

Si afegiem sérum fetal bovi al medi utilitzat (veure métodes), creixien unes
cél-lules que mostraven un aspecte allargat, fusiforme, amb tendéncia a
polaritzar-se. Aquestes, podrien correspondre’s amb cél-lules basaloides
tumorals que han adquirit aquest fenotip en cultiu, ja que al treball de Grando et
al. ens mostren com a resultat unes cél-lules similars. Pero el fet de tenir
morfologia de cél-lules mesenquimals i les caracteristiques del medi de cultiu,
molt similars al medi utilitzat per fibroblasts, ens fan sospitar que les cél-lules es
tracten de fibroblasts. La negativitat de la immunotincié per citoqueratina 5, la
preséncia de la qual es considera caracteristica del CBC®, ens confirma que no
estem davant del mateix tipus cel-lular crescut al medi sense sérum i que

considerem com a tumoral.
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Una altra hipotesi seria que les cél-lules similars a fibroblasts siguin cel-lules de
transicio epiteli-mesenquima, les quals inicialment serien basaloides pero
modificant el fenotip mitjangant I'expressido d’'una série de marcadors (com
podria ser la vimentina) i la pérdua d'uns altres (determinades citoqueratines)
esdevinguessin una poblacié cel-lular diferent. Encara no esta establerta la
importancia de la transicié epiteli-mesenquima al CBC, perd si resulta
fonamental a altres neoplasies cutanies (com el carcinoma escatos i el
melanoma) i en molts tipus de carcinomes epitelials extracutanis, jugant un
paper important en el manteniment i la invasid tumoral. Aixd ens faria

reflexionar que també podria ser un factor destacat en I'esdevenir del CBC.
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Expressié de p-catenina i Ciclina D1 en carcinomes basocel-lulars

independents de Gli1

Introduccio

El carcinoma basocel-lular (CBC) és el cancer cutani més comu i la neoplasia
més freqlient en poblacid caucasica', i la seva incidéncia encara esta
incrementant de forma constant’. Encara que el seu creixement és lent, pot
arribar a ser localment molt destructiu®. La principal causa que intervé en la
formacio del CBC és I'exposicio a la radiacié ultraviolada, perd hi ha altres
factors de risc associats, com el sexe masculi, 'edat avancada, el nombre de
cremades solars de segon grau patides al llarg de la vida', les radiacions

ionitzants i la ingesta d’arsénic’.

Mitjangant I'analisi de les alteracions moleculars del CBC en pacients amb la
sindrome de Gorlin, sembla clar que les mutacions que constitueixen una
activacié constitutiva de la via Sonic hedgehog (Shh) son les responsables del
desenvolupament d’aquest cancer. Intentant extrapolar aquesta fisiopatologia
als casos de CBC esporadics, els estudis genétics realitzats relacionen
I'alteraci6 de Shh amb [’etiologia d’entre un 50% i un 70% dels tumors. La via
Shh regula el creixement cel-lular, la diferenciacio i la formacioé d’oérgans durant
el desenvolupament embrionari, i durant la vida adulta, s’encarrega de mantenir
el pool d’stem cells®®. També coopera amb el factor de creixement epidérmic

(EGF per les seves sigles en anglés) en la regulacio de la diferenciacio
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epidérmica i la seleccio de llinatge®. A més del CBC, la manca de regulacié de
la via Shh també esta implicada en la formacié del medul-loblastoma, el glioma

i el rabdomiosarcoma'®"?.

PTCH, una proteina amb 12 passos transmembrana, és el receptor de la
proteina de senyal Sonic Hedgehog. PTCH té un efecte inhibitori sobre
Smoothened (SMO), que també té 7 passos transmembrana. Aixi doncs, la
funcié de PTCH és reprimir constitutivament SMO. La interacci6 de Sonic
hedgehog amb PTCH allibera aquest efecte inhibitori sobre SMO i com a
resultat s’activa la familia de proteines Gli (hi ha tres proteines Gli humanes,
que son factors de transcripcio)®'?. L’activacié de SMO allibera Gli1 del seu
segrest citoplasmatic, i una vegada al nucli, Gli1 activa la seva expressio en un
bucle de feed back positiu'. Per tant, d’aqui es pot deduir que a causa de la
hiperactivacio de la via Shh, 'expressioé de Gli1 esta supraregulada al CBC'.
D’altra banda, per reforgcar aquesta hipotesi, s’ha demostrat que I'excés
d'expressid de Gli1 a I'epidermis de ratolins transgénics pot provocar el

desenvolupament de CBCs™.

Dos dels diferents objectius de Gli1 son la regulacié de p-catenina i Ciclina
D1'®. B-catenina sembla jugar un paper important en la formacié del CBC, tal
com s’ha demostrat experimentalment en models murins'’. A I'epiteli, B-
catenina esta associada a la membrana citoplasmatica interactuant amb E-
cadherina. L’alliberament de f-catenina i posterior acumulacié al nucli és un
pas clau per la transformacié neoplasica de I'epiteli’®'®. S’ha suggerit que

I'activacio de p-catenina per part de Gli1 s’aconsegueix a través de diferents
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vies'" 222 | a migracié de p-catenina al nucli i la seva interaccié amb el
complex proteic Lef1/Tcf promou la transcripcié de diversos gens com, per
exemple, Ciclina D123. A més, Gli1 per si sol també pot induir 'expressié de

Ciclina D18,

D’acord amb aquestes dades, diferents autors han estudiat els nivells de f3-
catenina i Ciclina D1 als CBCs i proposen que uns nivells elevats d’aquestes
dues proteines s’associen amb altes taxes de proliferacio i major agressivitat

dels tumors?*%¢.

En aquest treball hem determinat I'activacio i 'expressio de p-catenina i Ciclina
D1 en mostres de CBC esporadic. Hem observat que diverses mostres no
expressaven Gli1 perd presentaven activacio de p-catenina, Ciclina D1 i
elevades taxes de proliferacid. Per aixd, proposem la preséncia d’alteracions
diferents a aquelles que afecten a la via Shh, capaces de promoure I'expressio

de p-catenina i Ciclina D1 durant la formacié del CBC.

Material i métodes

Pacients i preparacio de les mostres

Les mostres de CBC van ser obtingudes de 18 pacients afectats d’aquest tumor
que van acudir de forma consecutiva a la sala d'operacions del servei de
dermatologia de I'Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida per la seva
exéresi (amb la pertinent aprovacio de l'estudi per part del comité étic de
I'hospital). Aquests pacients van ser triats de forma aleatoria, sense
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discriminacio de sexe, edat, subtipus o localitzaci6 del tumor (taula 1). Les
mostres de pell sana, utilitzades com a control, van ser extretes de pacients
sense aquesta patologia que els mateixos dies van ser intervinguts per altres
causes (exéresi de nevus o d’altres lesions tumorals), fent servir els marges
sans de les peces o la pell restant de fer penjalls o empelts. Per preparar la
mostra, es va realitzar una biopsia de la massa tumoral en forma de punx de 4
mil-limetres, just després de I'exéresi quirurgica, i es va congelar en nitrogen
liquid (el mateix procediment val per les mostres de pell sana). La resta de la
peca quirurgica va ser fixada amb formol per tal de realitzar I'analisi
immunohistoquimic i la tinci6 amb hematoxilina — eosina per confirmar el

diagnostic.

Immunohistoquimica

Els blocs de parafina van ser tallats amb un gruix de 3 um i assecats durant 1
hora a 65°C abans de realitzar el pre-tractament de desparafinitzacio,
rehidratacié i recuperacié d'epitops. Aquest es realitza al Modul de Pre-
Tractament PT-LINK (DAKO) a 95°C durant 20 minuts en buffer 50x Tris/EDTA
a pH de 9. Abans de la tinci6 dels talls, la peroxidasa enddgena va ser
bloquejada. Els anticossos usats foren: Gli1 (rabbit polyclonal, Santa Cruz), p3-
Catenina (mouse monoclonal, DAKO), ki67 (MIB1 mouse monoclonal, DAKO), i
Ciclina D1 (rabbit monoclonal, DAKO). Després de la incubacio, la reaccio va
ser visualitzada amb I'EnVision FLEX Detection Kit (Dako, Glostrup, Denmark),
fent servir com a substrat el cromogen diaminobenzidina. Controls positius i

negatius van ser també testats. Es va obtenir una puntuacié histologica
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(histoscore) de cada mostra, amb un rang de 0 (sense immunoreactivitat) fins a
300 (maxima immunoreactivitat), segons l'aplicacié de la seguent formula:

histoscore = 1x (tincio lleugera) + 2x (tincié moderada) + 3x (tincié forta).

El percentatge d'immunotincié de Ki67 va ser quantificat mitjangant I'us d’un
software: automated cellular imaging system (DAKO). El percentatge de cada
mostra resulta del calcul de la mitja de sis regions diferents. Per comparar els
nivells de proliferacio de p-catenina i Gli1 en mostres tant positives com
negatives, es van agrupar cada cohort i es va obtenir una mitja i un interval de

confianga (p<0.01).

Immunoblot

Per obtenir I'extracte de proteines, es va tallar la part apical de la peca extreta
mitjangant el punx (epidermis + dermis), rebutjant la resta (hipodermis). La
mostra es va afegir a 70 ul de lysis buffer ( urea 1M, SDS 1%, 100nm de Tris-
HCI pH 6.8) juntament amb una cullerada de glass beads (425-600 micres,
Sigma). La barreja va ser escalfada a 95°C durant 2 minuts. Després, es va
disgregar amb el sistema FastPrep FP120 (BIO101) durant 60 segons, dues
vegades, a for¢ca 5. Un cop recuperat I'extret s’afegeix 2x Laemmli buffer. Per
comprovar que I'extret resultant és valid, es va avaluar la quantitat de proteina
de cada mostra mesurant els nivells d’actina. Només 5 mostres de 27 van
mostrar nivells baixos. Les mostres de proteina es van posar en SDS-PAGE,
transferir a membranes PVDF (Millipore) i analitzar per immunoblot. Els

anticossos secundaris corresponents es van detectar fent servir substrat
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quimioluminiscent HRP Immobilion Western (Millipore). La quimioluminiscéncia

va ser captada amb I'ajuda de la camera CCD (Lumimager, Roche).

La quantificacio de les bandes es va realitzar amb el software d’analisi de gels
del Lumimager. Els resultats van ser expressats com a valors relatius. Els
anticossos primaris foren: Gli1 (rabbit polyclonal, Cell Signaling), Actina
(monoclonal clone C4, Millipore), p-Catenina (monoclonal clone 14, BD), i

Phospho-RB (Ser-608) (rabbit polyclonal, Cell Signaling).

Resultats

Acumulacio de Gli1 en CBCs esporadics

L’activacié de la via Shh en aquests CBCs s’evidencia per I'acumulacié de la
proteina Gli1™. Per tant, amb la finalitat d’establir quines mostres de CBC
mostraven activacid de la via Shh, varem analitzar els nivells de Gli1. Amb
aquest objectiu, vam obtenir un extret total de proteines a partir de biopsies
tumorals (punx de 4 mm) i vam determinar els nivells de Gli1 i actina per
immunoblot. Varem observar acumulacié de Gli1 a deu (55%) de les divuit
mostres, i com esperavem, les mostres de pell sana no presentaven expressio
(figura 1a). Els diversos resultats obtinguts van ser corroborats fent servir
analisis immunohistoquimics préviament descrits per Ghali et a’’. Aixi, per
exemple, la immunotinci6 de Gli1 mostrava una senyal positiva mixta a
citoplasma i nucli a la mostra 9, mentre que no s’observava senyal a la mostra

3 (figura 1b). No es van observar diferéncies significatives en el percentatge de
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Ki67 entre les mostres que acumulaven Gli1 (mitja de 52.9%+/-5.9) i aquelles
que no n‘acumulaven (mitja de 54.7%+/-7.5) (figura 3b). Per aixd, aquestes
dades indiquen que, a part de l'activaciéo de Shh i Gli1, hi ha vies alternatives

que desencadenen la proliferacié del CBC esporadic.
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Figura 1: Expressi6 de Gli1 en CBC esporadic. (a) Analisi per immunoblot d’extrets proteics de
bidpsia, per tal de detectar acumulacié de Gli1. Els numeros sota els panells representen la
quantificacié d’actina utilitzada com a control de carrega. Els asteriscs indiquen les mostres
positives per Gli1. (b) Els CBCs fixats amb formaldehid van ser inclosos en parafina i
processats per immunotinci6 de Gli1. La cantonada esquerra inferior mostra una regié

amplificada. Imatge amplificada 200x.
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Acumulacio de B-catenina a mostres de CBC esporadic

L’acumulacié de Gli1 comporta I'expressid de la via Wnt, que indueix
I'estabilitzaci6 de la f-catenina a citoplasma i la seva migraci6 al
nucli'*29252829 - Aixy suggereix que I'activacid de fB-catenina per part de la
senyal Shh és requerida en la carcinogénesi del CBC, demostrant-se aquesta
teoria en treballs amb ratoli’. Segons aquesta hipotesi, es podria pensar que
les mostres amb poca o nul-la expressio de Gli1 no tenen activacio de f3-
catenina. Per comprovar-ho, vam comparar el grau d’activacié de p-catenina
entre les nostres mostres de CBC. Per aix6 varem analitzar quantitativament
I'activacio de fB-catenina per immunoblot, mesurant la seva quantitat respecte
actina, feta servir com a control de carrega. L’acumulacié de p-catenina es va
detectar en nou (53%) de les disset mostres, perd dues d’aquestes (2 i 3) eren
Gli1 negatives, suggerint que p-catenina es pot acumular en abséncia
d’activacio de la via Shh (figura 2). De forma alternativa, tres mostres Gli1
positives (malgrat que amb nivells certament baixos) com sé6n 1,4 i 12, no

mostraven acumulacio de p-catenina.

D’acord amb altres treballs publicats, mostres amb acumulacié de B-catenina,
com 3 9, ens ensenyaven una reduccio de tincié d’aquesta a la membrana i un
increment de la senyal a citoplasma i nucli, sobretot al centre de la massa

tumoral?*?>? (figura 3a i altres dades no es mostren).
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CBC
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Figura 2: Proliferacié i acumulacié de p-catenina a CBC esporadic. Els extrets proteics de les
bidopsies es van sotmetre a immunoblot per detectar acumulacié de fosfo-pRB ser-608 i p-
catenina. Els asteriscs indiquen les mostres amb nivells elevats d’ambdues. Els nimeros de

sota els panells indiquen la proporcié de B-catenina respecte actina.

L’activacio de p-catenina es relaciona amb l'increment de proliferacio del CBC,
comprovat per la immunotincié de Ki67%°. Nosaltres també hem obtingut
diferencies significatives comparant els percentatges de Ki67 entre mostres que

acumulen p-catenina (mitja de 57.9%+/-5.7) i mostres que no n"acumulen (mitja
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de 48%+/-3.2) (a<0.01). Per mesurar la proliferacié de les nostres mostres per
immunoblot, hem determinat 'acumulacié de pRB fosforilat a serina-608, que
és induit per I'activitat Ciclina E-CdK2 i Ciclina D1-Cdk4, indicant el pas de la
cél-lula a un nou cicle de divisié cel-lular. Com es pot observar a la figura 2, la
proliferacio detectada com a acumulacié de pRB fosforilat coincidi amb mostres
que també tenien increment de B-catenina, reafirmant les dades ja publicades.
Aquests resultats confirmen que la supraregulacio de B-catenina s’associa amb

elevades taxes de proliferacié tumoral®.

Expressio de Ciclina D1 en mostres de CBC esporadic

Com que Ciclina D1 esta sobre-expressada en nombroses neoplasies i es
considera un objectiu de la regulacié de Gli1 i p-catenina, vam dur a terme
I'analisi de I'expressio de Ciclina D1 a les nostres mostres. Desafortunadament,
no es va poder realitzar una analisi paral-lela amb immunoblot per problemes
amb la sensibilitat dels anticossos sobre els extrets proteics. Per aquesta rao,
vam fer I'analisi amb immunohistoquimica i quantificacio mitjangant un métode
d’histoscore (veure métodes) (figura 3c, taula 1). Els resultats ens ensenyaven
que el 80% de mostres Gli1 positives tenien un score elevat de Ciclina D1 i en
només una mostra (la numero 12) s’objectivava nivells baixos. Malgrat aixo, de
les mostres Gli1 negatives, cinc (62%) contaven amb nivells elevats de Ciclina
D1, i d’'aquestes, tres no presentaven acumulacio de p-catenina (5, 6 i 8) (taula

1). Els resultats obtinguts confirmen que la sobre-regulacio de Ciclina D1 és

69



Apartat 2: B-catenina i Ciclina D1 en CBCs

rellevant en la formacié del CBC? i suggereix que la seva expressié pot ser

controlada independentment de Gli1 i f-catenina.

Figura 3: Analisi immunohistoquimic de p-catenina (a), Ki67 (b) i Ciclina D1 (c). Imatge

amplificada 200x.

C
"

BC3 (Gl

Immunotincid de Ciclina D1
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Discussio

La majoria de treballs genétics indiquen clarament que una gran part de CBCs
esporadics estan associats a mutacions de gens que controlen I'activacio de la
via Shh®®3'. Fent servir dues técniques diferents, immunihistoquimica i
immunoblot, en el present treball demostrem que també existeix una fraccié de
CBC esporadics que semblen independents de I'activacié constitutiva de la via
Shh (visualitzat com a acumulacio de Gli1). Aixi, proposem un escenari en el
qual diferents vies de senyalitzacié indueixen dianes comuns, com (-catenina o
Ciclina D1, que caracteritzen molecularment als CBCs'"?*%°*2 D’acord amb
aquesta idea, els nostres experiments mostren que I'acumulacié de p-catenina i
Ciclina D1 poden ser desencadenades en abséncia d’acumulacié de Gli1 en
determinats CBCs esporadics. Les nostres dades també ens ensenyen que la
presencia o I'abséncia de Gli1 no sembla relacionar-se ni amb el tipus clinic de

CBC ni amb la frequencia d’aparicio en els pacients (taula 1).

Aquest treball confirma publicacions prévies que proposen que l'activacio de -
catenina pot ser la caracteristica comuna entre els CBCs esporadics, i que
. . - 24,25,28,29 2
aquesta es correlaciona amb la proliferacié tumoral . A través de
diferents enfocaments, els nostres resultats aporten noves evidéncies que
assenyalen que p-catenina pot marcar quins CBCs so6n altament proliferatius
(com veiem en les mostres on detectem fosfo-pRB concomitant amb
acumulacié de p-catenina). Encara que tant pRB com Ki67 son bons marcadors

de proliferacid, fosfo-pRB marca la transicié G1/S, cosa que no fa Ki67>3.
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Les cél-lules proliferatives amb cicle més lent o nivells baixos de transicio G1/S
poden presentar alts nivells de Ki67 perd baixos de fosfolilacio de pRB*. El
nostre treball suggereix que I'acumulacié de f-catenina en CBCs es relaciona
amb cicle cel-lular rapid i, per aquest a rao, les mostres sense acumulacié de (-
catenina exhibien nivells baixos de fosforilacié de pRB que foren indetectables

als nostres extrets crus.

Amb els resultats obtinguts al nostre estudi ens sorgeix una pregunta: quina és
I'alteracié que condueix a I'activacié de p-catenina i 'expressio de Ciclina D1 en
abséncia de l'estimul de Gli1?. Hi ha diverses explicacions a aquest fet.
Aquestes sb6n la preséncia de mutacions a la propia p-catenina (en les
sequéncies de reconeixement per part de GSK3g), o alteracions que impliquin
la pérdua de funcié a APC o GSK3p, ja descrites a diferents neoplasies com
les de colon, fetge, prostata, ovari i endometri®. Alguns treballs, pero,
suggereixen que mutacions a p-catenina o APC no conegudes fins avui serien
les responsables d’aquests casos®>?°, defensant aixi també I'alteracio de la via

Wnt com a responsable de la formacio dels CBCs independents de Gli1.

Alternativament, altres esdeveniments podrien ser els responsables d’aquesta
activacié. La dissociacié de la membrana i 'acumulacié nuclear de p-catenina
pot ser estimulada a través d’altres mecanismes que promoguin la seva

fosforilacié a les tirosines 142 i 6543436,

L’expressio de Ciclina D1 durant la formacio del CBC també podria ser induida

per 3-catenina en abséncia de Gli1. Malgrat aixo, hem trobat moltes mostres
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que tenen expressio elevada de Ciclina D1 i manca d’acumulacio de f-catenina
i Gli1, indicant que existeixen explicacions alternatives. D’acord amb aquesta
afirmacio, val a dir que s’ha trobat el polimorfisme G870A a Ciclina D1 d’alguns
CBCs, i aquest provoca l'estabilitzacié i acumulacié de la proteina®'®". Aixo
podria entrar aparentment en contradiccio amb les mostres 4,5 i 8, on veiem
elevada expressido de Ciclina D1 sense l'acumulacié detectable de pRB
fosforilat (associaci6 que seria d’esperar) (figura 2 i taula 1), perd és ben
conegut que en molts tipus de neoplasies, la supraregulacié de Ciclina D1 no

es correlaciona amb I'hiperfosforilacié de pRB***

, Sind que pot actuar en vies
independents de Cdk i fosfo-pRB per regular la proliferacié i la migracio
cellular***°. Aixi, podem insinuar que existeixen diferents mecanismes d’accié

de Ciclina D1 que conduirien a la formaci6 del CBC.
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Taula1 Dades de Gli1, g-catenina i Ciclina D1 de les mostres de CBC esporadic

Apartat 2: p-catenina i Ciclina D1 en CBCs

. - Edat/ . . L . B-catenina Ciclina D1
Mostra Subtipus clinic Sexe® Localitzacié | Freqiiéncia | Gli1 P-score PRB H-score®
BCC1 morfeiforme 81/d cella descone- | 0.9 - 90
guda
BCC2 superficial 74/h galta multiple - 1.9 + 90
BCC3 mixt! 76/h pre- 3r - 4.0 + 200
auricular
BCC4 micronodular 51/h nas 1r + 1.0 -/+ 160
BCC5 nodular 100/h orella 3r - 0.5 - 200
BCC6 mixt 75/h galta multiple - 1.0 - 250
BCC7 nodular 77/d galta 1r ++ 2.1 + 170
pigmentat
BCC8 micronodular 79/h templa 1r - 0.3 - 210
BCC9 nodular 75/h galta 1r . 4.2 r+ 170
pigmentat
BCC10 mixt 69/h abdomen 1r ++ 2.6 ++ 160
BCC11 nodular 78/h cama multiple ++ 4.3 ++ 150
BCC12 morfeiforme 74/h nas 1r + 0.6 - 10
BCC13 nodular 79/d front 1r ++ 2.5 + 270
BCC15 micronodular 76/h front 1r - nd® nd 230
BCC17 nodular 81/h pre- 1r - 2.0 + 180
auricular
BCC18 nodular 67/d nas 1r - - - 30
. cuir
BCC19 micronodular 63/h 1r - 1.3 - 40
cabellut
BCC20 superficial 85/d esquena 1r +° 2.6 ++ 250

(a) Edat en anys /d=dona i h=home

(b) La banda Gli1 en aquesta mostra va ser feble a causa d'una bombolla. Les dades es va

confirmar en un gel independent (no mostrat)
(c) no determinada

(
(
(

d) L’score proteic determinat a la figura 2
e) Score histologic 0-300 (veure métodes)
f) Mixt: combinacié de dos patrons diferents al mateix tumor: nodular i micronodular.
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Apartat 3: ERK1/2 a fibroblasts de CBC

Activacio d’ERK1/2 a fibroblasts de I’estroma de carcinoma basocel-lular

esporadic.

Introduccio

Les cinases ERK 1 i 2 (de l'anglés extracellular signal-regulated kinases)
formen part del modul de transduccio de senyal Ras/Raf/MEK/ERK i juguen un
paper central a les xarxes de senyal que controlen multiples respostes
cel-lulars’. Ambdues cinases son idéntiques en un 84% de la seva seqiiéncia i
comparteixen multiples (si no totes) de les seves funcions. ERK1/2 sén
activades per fosforilacié i al seu torn, s’encarreguen de fosforilar un ample
espectre de senyals implicats en la proliferacié cel-lular, diferenciacio,
supervivéncia i mobilitat. El tipus de resposta cel-lular promoguda per ERK1/2
depén de diferents circumstancies; per exemple, una activacié transitoria
promou proliferacio, mentre que una activacioé sostinguda indueix diferenciacio®.
A més, és important destacar que I'activacio d’ERK1/2 també esta implicada en
la induccié de senescencia i respostes apoptotiques en cél-lules primaries, el
que reforgaria la existencia d’'una xarxa complexa de respostes que sorgeixen

d’aquesta senyal®*.

Una alteracio en la regulacié de la senyal que impliqui una activacié constitutiva
d’aquestes vies pot desencadenar el creixement cel-lular descontrolat, amb la
corresponent transformacié oncogénica i progressié tumoral’. Pel que fa al
cancer cutani no melanoma, ERK1/2 es troba activat al carcinoma escatos,
perd no al carcinoma basocel-lular (CBC), com s’estudia als treballs de Rittié et

al® i Neill et al’. Aquests, mostren que I'activitat ERK1/2 és predominantment
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negativa a la massa tumoral dels CBC, encara que hi ha un cert grau
heterogeni de senyal. De forma interessant, aquests autors també mencionen

que en CBC, fosfoERK1/2 (pERK1/2) és present a I'epidermis adjacent.

Contrariament, s’ha suggerit que el receptor del factor de creixement epidérmic
(EGFR) actua de forma sinérgica amb GLI1 amb l'objectiu d’activar la senyal
Ras/Raf/MEK/ERK1/2 per induir el creixement del CBC® Com hem comentat
anteriorment, I'acumulacioé del factor de transcripcié GLI1 a través de l'activacio
de al via hedgehog (Hh) és una troballa freqlient al CBC?®, considerant-se que
un 50-70% dels casos de CBC esporadic sorgeixen per alteracions d’aquesta

I'°. A més, a través de I'is de models de ratoli, s’ha descrit que durant la

senya
formacio del CBC, el PDGFa (activat per GLI1) indueix I'activacio d’ERK1/2,
sota condicions de senyal constant de la via Hh''. Per tant, aquestes dades s6n
contradictories amb el fet de que la senyal ERK a la massa tumoral sigui

predominantment negativa, ja que esperariem que tots aquests estimuls

desencadenessin una activacio d’aquesta.

Amb aquestes dades, hem trobat interessant profunditzar en I'estudi del paper
d'ERK1/2 en la formaci6 del CBC. Hem mesurat directament [|'activitat
d’ERK1/2 per immunoblot en divuit mostres de CBC i set mostres de pell sana.
Els resultats sén que sis (35%) dels CBCs mostren diferent grau d’activacio
ERK1/2. Comparant les dades moleculars, cel-lulars i histoldogiques, podem
confirmar que I'activacié ERK1/2 és principalment negativa a la massa tumoral
perd positiva als fibroblasts estromals, afectant les seves propietats

proliferatives.
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Meétodes

Pacients i preparacio de les mostres

Per realitzar els experiments amb immunohistoquimica i immunoblot varem
obtenir divuit mostres consecutives de CBC a partir de divuit pacients citats per
exéresi d’aquest tumor a la seccido de dermatologia de I'Hospital Universitari
Arnau de Vilanova de Lleida. El teixit va ser obtingut amb el consentiment de
cadascu dels pacients i el projecte va ser aprovat pel comité etic de I'hospital.
Aquests pacients van ser triats de forma aleatoria sense discriminacié d’edat,
sexe, localitzacio de la lesio o subtipus tumoral. La mitja de I'edat dels pacients
fou de 75.5 anys (+/-9.9). El nombre d’homes i de dones va ser de tretze (72%)
i cinc (28%) respectivament. El patro histologic dels CBC comprenia dos
morfeiformes (11%), quatre micronodulars (22%), tres de patré mixt (16.5%),
set nodulars (39.5%) i dos superficials (11%). El patré6 mixt es considera una
combinacié de dos tipus diferents: nodular i micronodular. Les mostres de pell
normal van ser obtingudes del teixit restant de pacients intervinguts per altres
causes. Per recollir el teixit en fresc es va realitzar una biopsia amb un punx de
4 mil-limetres immediatament després d’extirpar el tumor i es va congelar en
nitrogen liquid. La resta de la peca quirurgica va ser fixada en formol i inclosa
en parafina per realitzar la tinci6 amb hematoxilina-eosina i [I'analisi
immunohistoquimic. En el cas dels cultius cel-lulars, les mostres de teixit
tumoral van ser obtingudes mitjangant el curetatge de tres CBCs nodulars de
tres pacients consecutius triats a I'atzar, sense cap altra discriminacio, i

dipositades en medi de cultiu M106 fins el seu processament immediat.

85



Apartat 3: ERK1/2 a fibroblasts de CBC

Extret de proteines

Per obtenir I'extret de proteines, es va tallar la part apical de la pecga extreta
mitjangant el punx (epidermis + dermis), rebutjant la resta (hipodermis). La
mostra es va afegir a 70 ul de lysis buffer ( urea 1M, SDS 1%, 100 nm de Tris-
HCI pH 6.8) juntament amb una cullerada de glass beads (425-600 micres,
Sigma). La barreja va ser escalfada a 95°C durant 2 minuts. Després, es va
disgregar amb el sistema FastPrep FP120 (BIO101) durant 60 segons, dues
vegades, a for¢ca 5. Un cop recuperat I'extret s’afegeix 2x Laemmli buffer. Per
comprovar que I'extret resultant és valid, es va avaluar la quantitat de proteina

de cada mostra mesurant els nivells d’actina

Immunoblot

Les mostres de proteina es van posar en SDS-PAGE, transferir a membranes
PVDF (Millipore) i analitzar per immunoblot. Els anticossos secundaris
corresponents es van detectar fent servir substrat quimioluminiscent HRP
Immobilion Western (Millipore). La quimioluminiscéncia emesa pels western
blot va ser captada amb l'ajuda de la camera CCD (Lumimager, Roche). La
quantificacio de les bandes es va realitzar amb el software d’analisi de gels del
Lumimager. Els resultats van ser expressats com a valors relatius. Els
anticossos primaris foren: vimentina (monoclonal clone C4, Millipore), phospho-
44/42 MAPK (rabbit polyclonal, New England BioLabs cat.9101S) i pan ERK1/2

(mouse monoclonal, Upstate).
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Immunohistoquimica

Els blocs de mostra fixada van ser tallats amb un gruix de 3 um i assecats
durant 1 hora a 65°C abans de ser desparafinitats en xilé, rehidratats a través
d’'una seérie de banys en etanol a diferents graus i rentats amb PBS (phosphate-
buffered saline). La recuperacié d’epitops es realitza al Modul de Pre-
Tractament PT-LINK (DAKO) a 95°C durant 20 minuts en buffer 50x Tris/EDTA
a pH de 9. Abans de la tinci6 dels talls, la peroxidasa enddgena va ser
bloquejada. Els anticossos usats foren: Erk1/2 phospho-44/42 MAP Kinase
(rabbit polyclonal, New England BioLabs cat.9101S), pan ERK1/2 (Transduction
Laboratories cat. E17120), ki67 (MIB1 mouse monoclonal, DAKO), i vimentina
(rabbit monoclonal, DAKO). Després de la incubacid, la reaccid6 va ser
visualitzada amb I'EnVision FLEX Detection Kit (Dako, Glostrup, Denmark), fent
servir com a substrat el cromogen diaminobenzidina. També es van testar
controls positius i negatius. Es va obtenir una puntuacié histologica (histoscore)
de cada mostra, amb un rang de 0 (sense immunoreactivitat) fins a 300
(maxima immunoreactivitat), segons [l'aplicaci6 de la seguent férmula:

histoscore = 1x (tincio lleugera) + 2x (tincié moderada) + 3x (tincié forta).

Cultiu cel-lular

El teixit va ser tractat amb tripsina 0.25% a 37°C durant 15 minuts i disgregat
amb la pipeta (moviments d’'up and down) multiples vegades per tal de separar
els fibroblasts. Després d’eliminar el material residual de la biopsia, els
fibroblasts van ser recollits per centrifugacié i plantats en plaques de quatre
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pous. El medi de cultiu utilitzat va ser 'M106 al qual es va afegir sérum amb
suplements de creixement (Gibco-Invitrogen) i es van incubar a 37°C en una
atmosfera de CO; al 5%. Els fibroblasts van ser cultivats durant tres dies abans
de l'experiment i emmagatzemats en nitrogen liquid després del segon
passatge. Els fibroblasts humans sans van ser obtinguts a GIBCO (Cat. N° C-

013-5C) i cultivats en les mateixes condicions que els tumorals.

Immunofluorescéncia

Les cel-lules van ser rentades en PBS i fixades amb paraformaldehid al 4%
durant 15 minuts a temperatura ambient. Per permeabilitzar-les, s'utilitza
metanol durant 2 minuts a 0°C i es van bloquejar amb BSA 3%. L’anticos
policlonal de conill contra Ki67 (sc-15402) es va combinar amb cabra anti-conill
Alexa488 (Molecular Probes) en PBS i BSA 0.5%. Els nuclis es van tenyir amb
Hoechst (Sigma). Vam obtenir les imatges mitjangant un objectiu de 40X al

microscopi invertit Olympus 1X71.

Analisi estadistic

Les dades s’expressen en mitja +/- error estandard de la mitja (SEM). Les
comparacions entre grups es van realitzar fent servir una variancia igual (a la
figura 1C) i test de t-student per a dues mostres sota una hipotesi de dues cues
(figura 2B). A les figures, la barra de error indica el SEM, i si és significatiu

s’indica amb asteriscs.
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Resultats

L’acumulaciéo d ERK1/2 fosforilat estava present a I'estroma dels CBCs

Per estudiar [lactivaci6 d’ERK1/2 vam avaluar la fosforilacio per
immunohistoquimica en divuit mostres de CBC. Les figures 1A i 1B mostren la
tincio per pERK1/2 a dues mostres representatives. L’activitat ERK1/2 era
predominantment negativa a la massa tumoral (17/18) mentre que en algunes
mostres (8/18), s’'observava una forta tincié pERK1/2 a I'epidermis adjacent a la
massa tumoral® (figura 1A). Només en un cas, un CBC superficial, semblava
haver-hi una tinci6 homogénia per pERK1/2 a la massa tumoral (dades no
mostrades). D’acord amb resultats previs, aquests resultats indiquen que la
fosforilaci6 d’ERK1/2 pot estar pobrament present a la massa tumoral®’.
Malgrat aix0, hem observat que la majoria de les mostres (14/18) tenien tincio
per a pERK1/2 a l'estroma, al voltant del tumor (figura 1A i 1B). L’analisi
d’aquestes imatges indica que la mitja d’histoscore (mitja + SEM) per tincié de
pERK1/2 resulta positiva a I'epidermis adjacent (165.6£25.7) i a I'estroma
(154.3+12.4) i negativa a la massa tumoral (20.3£11.5; p<0.01) (figura 1C). Per
tant, les nostres dades suggereixen que I'activitat ERK1/2 al CBC presenta un
patré espacial especific amb cel-lules ERK1/2 positives distribuides al voltant

de la massa tumoral, la qual no mostra tincié.
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fosfo-Erk1/2

estroma massa tumoral epidermis adjacent

pErk Ki-67

250,0 -
C Epidermis
2000 - adjacent
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150,0 -

100,0 -

fosofo-Erk1/2

50,0 -

Histoscore de la tincid

0,0 -
** p<0.01 tumor vs estroma
p<0.01 tumors vs epidermis adjacent

Figura 1 Tincio per fosfo-ERK1/2 i Ki-67 a CBCs esporadics. (A) Mostra representativa de CBC
micronodular. Augment 100X (la barra equival a200um) (B) Mostra representativa de CBC
morfeiforme. Augment 200X (la barra equival a 100 um) (C) Quantificacié de la tinci6 per fosfo-

Erk1/2. Es mostren els valors de la mitja d’histoscore (mitjatSEM) per I'epidermis adjacent

(n=8), massa tumoral (n=18) i estroma (n=14).
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En moltes neoplasies, s’ha descrit que els fibroblasts “activats” son reclutats al
voltant del tumor. Aixi, I'increment de I'activitat ERK1/2 a I'estroma del CBC
podria ser explicat per una acumulacio de fibroblasts al voltant de la massa
tumoral o bé per una possible activacid especifica d’aquests. Amb I'objectiu
d'indagar sobre aquestes possibilitats, hem comparat CBCs i pell sana, de
forma paral-lela, avaluant la tinci6 de pERK1/2 mitjangcant un métode
semiquantitatiu (I'histoscore, veure metodes), que considera el percentatge i la
intensitat de la tinci6. Per controlar en nombre total de fibroblasts, hem
comparat la tincié per vimentina a les mateixes mostres. A la figura 2A es pot
veure una imatge representativa de CBC i pell normal tenyides per pERK1/2 i
vimentina. La senyal de pERK1/2 per cél-lula estava clarament incrementada a
I'estroma del CBC i no a la dermis normal (figura 2B). La diferencia obtinguda
amb l'histoscore entre les mostres de CBC (178.3+1.7) i la pell normal (7+1.5)
va ser significativa (p<0.01) (figura 2B). En canvi, no es van observar
diferencies en la tincié de vimentina per cél-lula entre la pell normal i el tumor,
tot i que la senyal per vimentina es concentrava al voltant de la massa tumoral,
indicant un increment de fibroblasts (figura 2). Per tant, amb les dades
obtingudes, es pot suggerir que els fibroblasts de I'estroma del CBC mostren

activacio.
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>

pERK Vimentina

Mostra de CBC

Pell normal

Tincioé per fosfo-Erk1/2 i vimentina a dermis de pell

B normal i estroma de CBC
Vim
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o 300
g 250
B]
= 200

50

o

**p<0.01 tumor vs pell normal

Figura 2 (A) Immunotincié de pERK1/2 i vimentina en un CBC mixt i a pell normal. Augment
200X (la barra representa 100 um) (B) Quantificacié de la tincié per pERK1/2 i vimentina. Es
mostra els valors d’histoscore (mitjatSEM) per I'estroma dels CBCs (n=3) i la dermis normal

(n=3).
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Aillament i analisi de fibroblasts dérmics procedents de I'estroma dels CBCs

Els fibroblasts aillats del teixit tumoral mantenen el seu fenotip activat quan sén
cultivats in vitro'®. Aquesta caracteristica és deguda a un bucle autocri d’auto-
perpetuacidé, de manera que no hi ha interrupcié de la noxa inicial. Nosaltres
hem analitzat si els fibroblasts estromals de CBC mantenen les alteracions de
la senyal ERK1/2 quan son cultivats. Per aillar els fibroblasts dérmics varem
obtenir tres mostres de CBC nodular a través de curetatge (veure métodes). Els
fibroblasts de les mostres de CBC (CBCF) van ser cultivats en medi definit
M106 al qual es va afegir serum amb suplements de creixement (veure
métodes). La morfologia de les cél-lules que van créixer sota aquestes
condicions fou similar entre les tres mostres de CBCF i comparable amb els
fibroblasts normals (figura 3A). Aquestes, mostraven una forma bipolar i
expressaven vimentina (figura 3B). Per analitzar I'activaci6 d’ERK1/2, varem
obtenir un extret de proteines totals de cada cultiu després de tres passatges.
També, amb [I'objectiu de mesurar proliferaci6, vam determinar per
immunofluorescéncia la tincié nuclear de Ki67. La decisié de analitzar-los
després de tres passatges va ser per evitar I'acumulacio de alteracions
degudes a un cultiu continuu'®. En comparacié amb els fibroblasts normals,
dos dels tres CBCF mostraven un increment de I'activitat ERK1/2 (figura 3C).
De manera important, les mateixes mostres exhibien una lenta proliferacio
(figura 3D). Es ben conegut que la supraregulaci6 d’ERK produeix una
atenuacié en la proliferacié en fibroblasts primaris®, i concordant amb aix®, hem
vist que no hi ha correlacié entre el patré de tincié de pERK i Ki67 a I'estroma

del CBC (figura 1B). El marcatge per Ki67 estava present a la massa tumoral,
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que era predominantment negativa per pERK, i de forma inversa, I'estroma
mostrava nivells molt baixos de Ki67 i elevats de pERK. Per tant, les nostres
dades suggereixen que una activacié anormal d’'ERK als fibroblasts dérmics de

I'estroma del CBC produeix una disminucio en la proliferacié d’aquests.
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Figura 3. Activitat ERK1/2 i proliferacié de fibroblasts dérmics aillats de mostres de CBCs
esporadics i pell normal. (A) Fibroblasts dérmics aillats de biopsies de CBC i plantats en
plaques de cultiu. La barra sén 10um. (B) Immunoblot per detectar pERK1/2 i ERK1/2 total a
mostres de fibroblasts dérmics de pell normal i tumoral. Les mostres expressen nivells similars
de vimentina. (C) Quantificacio de la proporci6 entre pERK1/2 i ERK1/2 total de les mostres de

B. Es mostren els valors de mitja £+ SEM de tres experiments independents. (D) Proliferacié de
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fibroblasts dérmics al mateix experiment. S’ensenya la mitja + SEM del percentatge de nuclis

positius per Ki67.

Discussio

En aquest treball hem observat que pErk esta caracteristicament present a
I'estroma dels CBCs. Hem confirmat que l'activitat ’'ERK1/2 esta absent a la
massa tumoral, com préviament s’havia descrit per Rittié et af i Neill et al 7. A
meés, ens ha estat possible detectar activacid d’ERK1/2 i atenuacié de la

proliferacio als fibroblasts aillats de I'estroma dels CBCs.

La nostra hipotesi és que hi ha una regulacié dual de l'activitat ERK1/2 durant
la formacio del CBC; d’'una banda, aquesta activitat esta reprimida a la massa
tumoral per promoure el creixement de la neoplasia, i d’altra banda esta induida
als fibroblasts de la dermis atenuant la proliferacié estromal, fet que afavoreix la

progressioé del carcinoma.

D’acord amb aquesta idea, la induccié de la via Ras/Raf/MEK/ERK1/2 en
cél-lules normals té un paper clau contra la transformaci6 oncogénica
promovent I'aturada de la proliferacié®. S’ha suggerit que la via ERK1/2 pot
actuar a través d'un bucle de retroalimentacido negativa, bloquejant I'activitat
Ras®. També s’ha proposat (per Neill et al’) que I'activitat ERK esta reprimida a
la massa tumoral del CBC a causa de I'estimulacié per part de Gli1. L’activacio
de la via hedgehog i la consequent acumulacié de Gli1 s’observa a un
percentatge important de CBCs®. Aixi, plantegem un escenari on Gli1 inhibeix

I'activacio d’ERK1/2 i com a resultat s’obté una infraregulacio del feed-back
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negatiu contra Ras, permetent el creixement de la massa tumoral per altres

vies dependents d’aquesta proteina.

D’una forma oposada, l'activitat ERK1/2 pot estar induida als fibroblasts

dérmics per un mecanisme desconegut.

En casos concrets, la tincid per pERK estava present principalment a la banda
epidérmica de cadascuna de les masses tumorals. Sota el nostre punt de vista,
aquesta caracteristica pot representar un mecanisme repressiu®, ja que en
models embrioldgics i altres patologies s’ha demostrat que l'activacio d’'ERK
esta espacial i temporalment regulada (induida o reprimida) visualitzant-se en
forma de gradients en la tincié immunohistoquimica’"®. El possible mecanisme
repressiu podria estar relacionat amb les interaccions epiteli-estroma, que son

essencials en el desenvolupament de molts cancers’’.

En diversos tipus de neoplasies, els fibroblasts aillats de I'estroma peritumoral
mostren una elevada secrecio de proteines de matriu extracel-lular i factors de
creixement, a més de presentar canvis morfoldgics i elevades taxes de
proliferacid'®?°. Aquests fibroblasts “activats” (o CAFs, de l'anglés cancer
associated fibroblasts) tenen un paper fonamental a I'hora de definir la invasié
tumoral i la capacitat de metastatitzar'®. Aquests CAFs adopten canvis
morfologics després de cultius perllongats (encara que no desenvolupen un
fenotip de malignitat) i promouen alteracions en I'expressio de multiples
marcadors en queratinocits normals®'. Els nostres experiments suggereixen
I'existéncia de fibroblasts “activats” a I'estroma del CBC pero és important tenir

en compte que els cultius perllongats també poden induir per si sols alteracions
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que farien que les cél-lules obtingudes recordessin a les stem cells'? pel que fa
a morfologia i expressio de marcadors. Els nostres resultats, fent servir cultius
amb pocs passatges, ens ensenyen que hi ha activacio d’Erk1/2 als fibroblasts
del CBC. També, el marcatge per vimentina ens indica la preséncia d’un elevat
nombre de fibroblasts al voltant de la massa tumoral. No obstant, els nostres
fibroblasts aillats de tumor, disminueixen la seva proliferacié després d’'un breu
cultiu i no incrementaven I'expressio de vimentina. La sobreregulacio dels
nivells de vimentina ha sigut detectada de forma especifica als CBCs
agressius, indicant que les mostres utilitzades al nostre treball corresponen a
formes no agressives®’. La nostra idea és que els fibroblasts dérmics de
I'estroma dels CBCs poden ser diferents respecte els fibroblasts normals com
va suggerir Lacina et al*'. ja que difereixen en l'activitat ERK1/2. Malgrat aixo,
no podem correlacionar l'increment de la fosforilacio d’'ERK1/2 amb l'activacio
dels fibroblasts, ja que aquesta activitat produeix una disminucié en la
proliferacio dels cultius. Creiem que s6n necessaris més estudis sobre els
fibroblasts i les cél-lules vasculars i inflamatories per dilucidar la funcié de

'estroma en la formacié del CBC.
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Discussi6

1. Posta a punt de I'obtencié de cultius de ceél-lules tumorals de CBC

El fet de necessitar mostres directes de pacients a l'hora de realitzar
experiments amb CBCs comporta una série d’avantatges (com la variabilitat
entre tumors, important per estudiar les diferencies entre ells), pero també
genera inconvenients. Els aspectes negatius d’aquest sistema de recollida de
mostres son: l'accessibilitat a pacients afectats d’aquesta neoplasia (fet no
controlable per qui fa la recerca, en molts casos), les possibles alteracions
produides durant la manipulacié de les mostres o el seu transport, aixi com
'escassa quantitat de teixit que es pot obtenir de cada pacient, que limita molt

la realitzacié d’experiments amb cadascun dels tumors.

Per evitar aquests inconvenients, seria interessant poder accedir a alguna linea
tumoral especifica o bé realitzar un cultiu amb les mostres obtingudes que
permetés, per exemple, disposar de més quantitat de teixit neoplasic o

conservar aquells tumor amb determinades caracteristiques.

La dificultat d’obtenir aquests tipus de cultius s’objectiva per la manca de linies
comercialitzades de CBC huma i per la pobra quantitat d’articles publicats

respecte aquest tema.

Malgrat aquestes dificultats “a priori”, un dels nostres objectius ha estat intentar
posar a punt un métode de cultiu de cél-lules tumorals. Amb aquest proposit,
ens hem basat en la técnica utilitzada per Grando et a®>, que sembla ser I'tinic
treball publicat que aconsegueix aillar cél-lules de CBC huma i mantenir-les a
llarg termini. A ligual que Grando®, hem fet servir DKSFM (Defined
keratinocyte-serum free medium) i afegint sérum fetal bovi, hem obtingut unes

cél-lules allargades que s’organitzaven formant un teixit compacte, molt diferent
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morfoldogicament a les cél-lules basaloides que esperariem observar. El fet
d’incorporar aquest tipus de sérum al medi per queratindcits implica que el
substrat resultant és molt similar a 'emprat per cultivar fibroblasts. Per tant, en
aquest punt podem discutir si aquestes cél-lules es tracten realment de
cél-lules epitelials tumorals o bé si son d’estirp mesenquimal. El mateix treball
respon a aquesta questid, ja que al caracteritzar aquestes cél-lules resulten
positives per citoqueratina 5, que es considera marcador de CBC®, confirmant
I'éxit del cultiu i descartant que siguin fibroblasts. En aquest punt, ens podem
interrogar sobre el perqué de la morfologia alterada d’aquestes ceél-lules. Una
possible explicacié seria que, obviament, les condicions a la placa de cultiu s6n
molt diferents a les condicions in vivo de la neoplasia i per tant les cél-lules que
creixen poden ser fenotipicament diferents a quan estan formant part de teixit.
Una altra hipotesi a discutir és que aquestes cél-lules tumorals estiguessin
adquirint caracteristiques de mesénquima i perdent la morfologia epitelial. Aixo
ens explicaria que tot i mantenint marcadors de queratinocits, la morfologia
sigui similar a fibroblasts. La transicio epiteli — mesénquima encara no és
coneguda al CBC, pero a causa de la seva importancia en altres neoplasies
epitelials i les troballes establertes per Grando®, no podem tancar la porta a

que estiguem davant d’aquest fet.

Tot i seguir el mateix protocol, nosaltres no varem obtenir els mateixos
resultats, ja que les cél-lules plantades en idéntiques condicions adquirien
també morfologia polaritzada, perd no mostraven immunofluorescencia positiva
per citoqueratina 5 a més dexpressar vimentina de forma molt clara
(caracteristic de fibroblasts). Aixi doncs, ens trobem davant de cél-lules

diferents a les obtingudes al treball de referéncia. La questio és, son fibroblasts
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o no? Com que inicialment els cultius els varem realitzar directament amb
mostres obtingudes amb punx, es podria considerar la contaminacié dels
cultius amb fibroblasts de la dermis. Per evitar aquesta possible contaminacio,
els cultius successius els vam fer amb teixit obtingut mitjangant curetatge, que
en principi no hauria de contenir cél-lules dérmiques, pero els resultats van ser
idéntics. Aixi doncs, no es pot excloure la idea que siguin fibroblasts pero
tampoc podem descartar que es tractin de cél-lules de transicido epiteli —
mesénquima en una fase diferent a la identificada per Grando® (ja que les

nostres cél-lules expressen marcadors diferents).

Amb un abordatge diferent, obtinguérem un éxit relatiu. Vam plantar les
cél-lules en medi de queratinocits DKSFM (Defined keratinocyte-serum free
medium) enriquit amb factors de creixement, sense sérum fetal bovi. Realitzant
aquesta modificacié, vam aconseguir cél-lules tumorals amb morfologia de
queratinocits, perd malauradament, aquestes comencgaven a queratinitzar en

un curt periode de temps, limitant llur supervivéncia a uns pocs dies.

Amb la intenci6 de buscar una causa que ens expliqués aquesta baixa
supervivéncia, vam avaluar possibles alteracions en la proliferacié d’aquestes
cél-lules. Per valorar l'activitat proliferativa de les mostres tumorals vam
mesurar la incorporacié de BrdU als nuclis a les 24 i 48 hores (abans de que
fracassessin), partint de la idea que el CBC és un tumor de creixement lent
(justificat per la seva pobra capacitat invasiva). Sorprenentment, vam observar
que el percentatge de ceél-lules que incorporaven BrdU era d’ aproximadament
2:1 respecte les mostres control de pell sana. Amb aquestes xifres, d’'una
banda veiem que paradoxalment existeixen moltes cel-lules amb capacitat

proliferativa tot i que el tumor és de creixement lent, i d’altra banda ens podem
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preguntar per qué no sobreviuen si tenen una capacitat proliferativa el doble del
normal. La resposta segurament rau, un altre cop, en que les condicions in vitro

no serien les ideals pel manteniment a llarg termini d’aquest tipus cel-lular.

Per tant, com ja esperavem a causa del buit d’'informacié que hi ha respecte
aquest tema, no hem pogut consolidar I'objectiu marcat d’establir un metode
de cultiu de CBC a llarg termini, malgrat basar-nos en técniques que
presumptament han donat resultat a alguns autors i fins i tot afegint-hi

modificacions.

Es necessiten més estudis per tal d’esbrinar quines son les condicions que
impedeixen el creixement in vitro del CBC. Potser les alteracions en les
concentracions de calci o la inhibicié d’algun factor implicat en la senyalitzacié

cel-lular tumoral en circumstancies artificials explicarien aquest fet.

2. Importancia de la via Sonic hedgehog en la formacié dels CBCs

esporadics.

El paper que té la via Sonic hedgehog (Shh) en la formaci6 del CBC va ser ben
establert mitjangant I'estudi de pacients amb la sindrome de Gorlin-Goltz (veure
introduccid). Per tal d’identificar la fisiopatologia d’aquesta neoplasia, es va
agafar com a model els CBCs d’aquests pacients i a través de l'analisi
molecular es detectaren alteracions de Shh en el 100% dels casos. Les
modificacions de la via que promouen la formacié del CBC es tradueixen en
una sobre-expressid d’aquesta, i en el cas de la sindrome de Gorlin-Goltz es
deu a la pérdua de funcié inhibitoria del receptor de membrana PTCH. Aquest

fet, perd, no es pot extrapolar als tumors dels pacients que no presenten aquest
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trastorn congenit. Quan s’ha analitzat la repercussio de Shh en casos de CBC
esporadic, s’ha determinat que l'alteracié de la via continua sent un factor molt
important, perd no explica la totalitat dels casos. Hi ha molta variabilitat en les
xifres, perd s’ha establert que la via Shh presenta hiperactivacio en el 40-60%
dels casos (per mutacié de PTCH entre un 20% i un 40% i de SMO en un 10-
20%) **°7185 Com que l'activitat d’aquesta via s’evidencia per I'acumulacié de
la proteina Gli1%®, la gran majoria de treballs (si no tots) destinats a analitzar
alteracions a Shh en CBC esporadic es basen en la detecci6 de mRNA
d’aquesta proteina o bé realitzen immunofluorescéncia per tal de determinar llur
expressi6®’ %% Nosaltres hem volgut comprovar la implicacié de Shh a través
una tecnica no utilitzada abans, com és la deteccio dels nivells de proteina Gli1
mitjangant immunoblot. Els resultats del nostre treball concorden amb les dades
anteriorment descrites en diferents estudis. Analitzant la preséncia de la
proteina Gli1 a les nostres mostres de CBC varem detectar I'activitat d’aquesta
via en el 55% dels casos. Aquestes dades ens fan plantejar dues preguntes: als
CBC on no detectem nivells de Gli1; existeixen altres vies independents, no
conegudes a dia d’avui, que condueixin a la formacié del tumor? O bé hi ha
elements comuns en tots aquests CBCs, com podria ser I'afectacié de vies per
sota de Shh (i per tant, requlades per aquesta), que s’alteressin directament

restant Shh indemne?

Per respondre a aquest objectiu, proposat a l'inici del treball, vam decidir
estudiar dues vies regulades per Gli1 amb el proposit de determinar si existien
alteracions, malgrat la integritat de Shh: la via Wnt/b-catenina i la via de les

MAP quinases.
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Via wnt/p-catenina:

La via Wnt és una de les que estan sota control de Shh®. L’activacié d’aquesta
comporta que p-catenina es deslocalitzi de la membrana citoplasmatica i
s’estabilitzi, obtenint com a resultat final 'acumulacié citoplasmatica i nuclear
d’aquesta proteina, que actuara com a factor de transcripcid’™®. Aixi, per
detectar I'activacié de Wnt, s’ha d’avaluar la 'acumulacio i la localitzacio de -

catenina.

Seguint aquest raonament, a les mostres de CBC amb activaci6 de Shh
hauriem de detectar acumulacio de p-catenina nuclear com a consequéncia de
I'expressio de Wnt. S6n molts els estudis que analitzen la relacié entre el CBC i
la p-catenina, establint una clara associacido entre I'expressio de Wnt i el

desenvolupament del tumor’®%9192,

Al nostre treball hem determinat els nivells de p-catenina per immunoblot, el
que suposa una novetat respecte als estudis publicats (on la majoria utilitzen
deteccio de mRNA o descripcido immunohistoquimica). Els resultats obtinguts
reforcen la importancia del paper de p-catenina en el CBC esporadic, ja que al

53% de les mostres detectem nivells elevats d’aquesta proteina.

Malgrat haver comprovat la importancia de p-catenina en la carcinogénesi del

7692 i demostrat en

CBC, no podem concloure, com s’ha especulat en humans
ratoli®®, que aquesta estigui controlada per I'activitat Shh en la seva totalitat. De

les nostres dades podem extreure diverses conclusions:

- No es pot afirmar, de forma rotunda, la idea suggerida al principi d’aquest punt

de que l'activacio de Shh implica acumulacié de p-catenina. Hem observat tres
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mostres que expressen Gli1 i no acumulen p-catenina. Aixd demostra que
I'activacio de la via Wnt no és un pas imprescindible en la carcinogénesi del
CBC secundari a l'alteracié de la via Shh. Per tant, deu haver-hi determinades

circumstancies on Shh no influeixi sobre Wnt .

- D’altra banda, el fet de trobar mostres amb acumulacié citoplasmatica i

nuclear de (3-catenina en abséncia de senyal Gli1 suggereix que:
- Podrien existir altres vies implicades, independents de Shh, regulant Wnt.

- El tumor podria ser induit per mutacions en diferents elements d’aquesta
via (per exemple APC, GSK3p o la mateixa B-catenina), com s’observa
en altres neoplasies epitelials’®, pendents de demostrar a dia d’avui al
CBC. Alterant-se aquestes, es desenvoluparia un CBC sense la
participacid de Shh. Les principals alteracions que es podrien esperar
serien una inactivacio de GSK3p,una pérdua de funcio d'APC i
modificacions a l'estructura de f-catenina que no permetessin el

reconeixement per part de GSK3p%.

El coneixement d’aquestes dades ens obre un ventall d’alternatives pel que fa
al tractament del CBC. Avui en dia ja existeixen farmacs destinats inhibir Shh,
perd em vist en aquest treball que en molts casos la via esta indemne. Aixi, es
podrien dissenyar nous farmacs contra les demés vies alterades independents
de Shh (de moment em descrit Wnt, perd segurament n’hi hauria més) i amb un
simple analisi molecular podriem detectar I'alteracié concreta de cada pacient i

establir un tractament personalitzat en el cas que estigués indicat.
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A banda de l'associacio entre -catenina i Shh, un altre aspecte a destacar
d’'aquests estudis és la presumpta relacid que s’ha descrit entre aquesta
proteina i la capacitat invasiva de la neoplasia’®®. La base d’aquest raonament
rau en que B-catenina té un paper fonamental en la interaccié cél-lula-cél-lula

formant part del citoesquelet®™*®°

i en teixit epitelial la trobem ancorada a la
membrana cel-lular. Com que s’ha demostrat que en CBC la localitzaci6 de f3-
catenina és predominantment citoplasmatica i nuclear, es pot deduir que la
proteina perd llur funcié estructural en el tumor. Partint d’'aquesta idea, és

raonable pensar que les cél-lules de CBC amb alteracio de p-catenina tenen

més capacitat de migracid, i per tant, d’'invasio.

Aixi, les nou mostres on hem trobat acumulaci6é d’aquesta proteina s’haurien de
correspondre amb tumors invasius. A I'hora de comprovar aquesta hipotesi,
veiem que els CBCs amb presencia de p-catenina es tracten de subtipus
nodular (7) i superficial (2), que no destacarien precisament per llurs
caracteristiques invasives. Per tant, els nostres resultats no coincideixen amb la
teoria que associa B-catenina i agressivitat tumoral, si bé és cert que es podrien
realitzar molts més talls de cada mostra i buscar en profunditat la presencia de

cel-lules basaloides tumorals.

Via de les MAP cinases (ERK)

Aquesta via té un paper fonamental en la proliferacié cel-lular de multiples
cancers i aix0 fa que sigui constant objecte d’estudi a I'hora de caracteritzar les
neoplasies. En el nostre objectiu d’analitzar molecularment el CBC vam decidir

estudiar el que es sabia d’aquesta via i avaluar qué podiem aportar.
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Existeix una gran controvérsia en el paper que té la via ERK en la formacié de
CBC de ratoli i d’ésser huma. Mentre que en model animal s’ha determinat la
importancia d’aquesta via, estimulada per Shh®, en treballs en humans no s’ha
detectat activitat ERK a la massa tumoral malgrat I'expressi6 de Gli®®®’. Davant
d’aquesta contradiccid, varem decidir analitzar la presencia d'ERK a les nostres

mostres tumorals mitjangant immunohistoquimica.

Amb aquesta técnica hem comprovat que a la massa tumoral hi ha una activitat
proliferativa homogénia (determinada mitjangant ciclina D1) mentre que la
senyal ERK és predominantment negativa a gairebé totes les mostres. Neill et
al.”’, al seu treball, troben resultats idéntics i especulen que I'activitat de Gli
produeix un efecte inhibitori ’'ERK a les ceél-lules tumorals. Tanmateix, hem
trobat mostres negatives tant per Gli com per ERK, els que ens indicaria que
Gli no seria I'unic factor present en la carcinogenesi del CBC capag de reprimir
ERK. Un altre aspecte que hem identificat, coincidint amb els resultats de Rittié
et al.?®, és que hi ha un gradient d’activitat ERK en algunes mostres, existint
aquesta activitat a les zones més properes a I'epidermis i desapareixent en
profunditat. Aquesta idea esta en consonancia amb el possible efecte inhibitori

de Gli sobre ERK.

També cal destacar que en una de les mostres varem observar expressio

homogeénia d’ERK a tota la massa tumoral (també Neill et al.”’

descriuen aquest
fet al seu estudi), com a excepcio a la resta dels experiments. El perqué
d’aquesta troballa roman encara desconegut, perd podriem atribuir-ho a que
I'activitat I’ERK podria estar activada o reprimida segons la intensitat i duracio

de I'estimul desencadenant, depenent de la fase evolutiva en la que es trobi el

tumor. Aixi I'activitat ERK variaria durant la carcinogénesi expressant-se nomeés
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en moments molt puntuals, detectats en baixos percentatges quan es realitzen

els treballs.

Com a novetat, varem objectivar que l'activitat ERK si és important a I'estroma

tumoral. Aquesta caracteristica es discutira en un altre apartat més endavant.

Sox9

Continuant amb I'analisi d‘elements que podrien comportar la formacié de
CBCs sense alterar Shh varem intentar comprendre el paper de Sox9. Aquesta
proteina actua com a factor de transcripcié al final de la via Shh® - i potser
també de Wnt/f-catenina® -. Hi ha un treball, el de Vidal et al. on s’ha
demostrat I'activaci6 de Sox9 als casos de CBC esporadic®®, observant
preséncia d’aquesta proteina a la totalitat de CBCs analitzats (n=9). La nostra
reflexio consisteix en que a l'activacio de Sox9 es pot arribar a través de
diferents estimuls, no només de Shh. A favor d’aquesta hipotesi esta el fet de
que la desregulaci6 de Shh correspon a un 50-60% dels CBCs, i per aix0
deduim que Sox9 no hauria d’expressar-se a totes les mostres d’un estudi (com
afirma Vidal et al.*®) si depengués exclusivament d’aquesta via (sind que ho

hauria de fer en un percentatge similar).

Al nostre treball no hem pogut analitzar la preséncia de Sox9 ja que hem tingut
problemes amb el marcatge de I'anticos. Aquest objectiu resta pendent per a

treballs futurs.
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Altres elements possiblement implicats en la formacio del CBC.

Com que l'afectacié de la via Shh i la via Wnt, segons les nostres dades, no
expliquen la totalitat dels casos de CBC, es pot especular en l'existencia
d’'altres elements alterats que desembocarien en la formacié d'aquesta

neoplasia.

L’alteracié dels nivells de p53 (que actua com a supressor de tumors) és la més
freqlient en les neoplasies humanes'®. El cancer cutani, per tant, no n’és una
excepcio i les mutacions de p53 s6n molt importants i han estat ampliament
estudiades en el desenvolupament del melanoma i del carcinoma escatds*®. En
aquests tumors, les mutacions porten la signatura de la radiacio ultraviolada en
aproximadament un 75% dels casos (canvis de citosina per timina o de dues
citosines per dues timines®). Malgrat que s’ha vist en ratoli la preséncia de CBC
sense alteracions de p53'" (només induint Shh), es calcula que aquesta
proteina esta afectada en un 50% dels casos en humans de raca

69102 i en un 33% a la poblacié asiatica'®. La rellevancia que en té,

caucasica
pero, esta encara per demostrar.

S’han intentat relacionar les alteracions de p53 i de la via Shh com a factors
correlatius, perd actualment no s’ha confirmat cap tipus d’associacio entre
aquestes. Encara que s’ha especulat que una delecié de p53 incrementaria
expressid de Smo®, aquesta idea no s’ha demostrat de forma verag a dia
d’avui. A més, la relacié temporal entre I'adquisicié de la desregulacio a la via
Shh i l'alteracié de p53 roman encara incerta. Als experiments de Ling et al.'®

es troben mostres on existeixen de forma simultania alteracions a p53 i Shh,

altres on només hi ha alteracions de p53 (s’han identificat multiples mutacions, i
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en un mateix al-lel es poden trobar 2 o 3 alhora) i altres on la pertorbacié
afecta exclusivament a la via.

So6n diversos els factors que evidencien que la disfuncié de p53 no és un pas
imprescindible en I'origen del tumor:

- Les mutacions a p53 en pacients amb la sindrome de Gorlin-Goltz s6n menys
frequents que als CBCs esporadics i de tipus diferent, ja que majoritariament no
mostren les empremtes de la radiacio ultraviolada (potser perque els pacients
s’exposen menys al sol pel risc que comporta)'®.

- A la sindrome de Li-Fraumeni, on caracteristicament hi ha aberracions de p53
no s’ha demostrat una major incidéncia de CBC®®.

- El fet de no necessitar alteracions a p53, pas primerenc en la carcinogénesi,

ens explicaria perqué no hi ha lesions precursores de CBC, al contrari que al

melanoma i al carcinoma escatos.

Amb aquestes afirmacions, malgrat la controvérsia que suscita aquest tema
avui en dia, seria raonable assumir que les alteracions de p53 serien un
esdeveniment secundari que no es requereix per la génesi de la neoplasia.
Llavors, per que es troben taxes de p53 alterat entre el 30 i el 50% dels casos?
L’explicacié podria radicar en que aquesta alteracid és molt habitual als
queratinocits humans. L'exposicio solar que es va patint al llarg del temps fa
que també trobem mutacions a p53 tant als queratindcits sans peritumorals
com als de persones sense patologia cutania (fins en un 70%)'®. Aixd ens
condueix a pensar que aquests tipus d’alteracions sén extremadament
frequents en la poblacié i és un fet usual trobar-les al analitzar mostres cutanies

(per tant, també de CBC).
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Malgrat que no s’objectivi un paper important en la patogénia del CBC,
darrerament s’especula que les alteracions de p53 podrien traduir-se en una

major agressivitat tumoral®®

, caracteristica que avui en dia esta per ratificar.

Un altre element a considerar en la formacié del CBC és la proteina Yap1'®. A
I'epiteli, Yap1 esta associada a la membrana citoplasmatica, formant un
complex juntament amb oE-catenina i p-catenina, garantint la unié cél-lula-
cél-lula. Quan es perd aqueta adhesio cel-lular, Yap1 es transloca al nucli i es
comporta com a factor de transcripci6. D’aquesta manera, Yap1 regula la
proliferacio cel-lular mitjangant la inhibicié per contacte. El fet que aE-catenina
estigui segrestant Yap1 li atorga un paper de supressor de tumors'%.

En estudis de proliferacié cel-lular (d’stem cells epidérmiques) s’ha observat
que Yap1 es localitza a la membrana quan forma epiteli i al citoplasma/nucli en
céllules disgregades'®. No hi ha estudis realitzats sobre la importancia de
Yap1 en CBC (i la via Hippo, que la regula); perd en canvi si s’ha descrit que té
un paper important en la carcinogénesi del carcinoma escatos (i fora de la pell

s’ha identificat al carcinoma hepatic, de mama i colorrectal)'®

. Mitjangant
immunohistoquimica, nosaltres hem pogut observar la preséncia de Yap1 al
nucli de les cel-lules tumorals de CBC, el que indicaria que actua de forma

sinérgica amb (-catenina en la migracio a nucli i la transcripcié genética també

en el CBC (figura 14, veure apéndix).

Podem concloure que alteracions en la via Hippo podrien portar al
desenvolupament del CBC. A més, com que aquesta via és activa a les stem
cells, ens orientaria a pensar que aquestes serien l'origen cel-lular de la

neoplasia, aportant una dada més per intentar aclarir la controvérsia que
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existeix al voltant d’aquest tema. Aquestes idees ens obren un camp

d’investigacié per continuar estudiant la implicacié d’altres factors encara no

identificats en la formacié del CBC.

3. La proliferacié tumoral no és atribuible a un unic patré caracteristic de

senyalitzaci6 en tots els CBCs.

Per I'estudi de la proliferacié cel-lular, es poden mesurar els nivells de tres

proteines diferents, que actuen en diverses fases del cicle cel-lular:

Ki67 és bon marcador de cél-lules amb capacitat proliferativa, perd la
seva deteccido no implica que la cél-lula s’estigui replicant en aquell
moment. De fet, a dia d’avui encara no se sap quina és la seva funcio
concreta.

Ciclina D1 és I'encarregada de forforilar a pRB, implicat en la proliferacio,
i destaca per ser un bon marcador de cél-lules tumorals. No obstant, es
considera poc especifica ja que al nucli fa altres funcions a part de la
replicativa.

pRB fosforilat si que identifica les cel-lules que es troben en replicacid, ja
que és el marcador de la transicié de la fase G1 (interval 1) a la fase S
(de sintesi), motiu pel qual considerem que és el més adequat per

detectar activitat proliferativa real.

Al nostre treball varem decidir estudiar la relacié entre la proliferacié del tumor i

la deteccid de p-catenina. S’havia comprovat anteriorment, a través de la

detecci6 de Ki67, que les mostres que acumulen p-catenina nuclear sén més
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proliferatives que les que no ho fan’®. Perd ja hem comentat que Ki67 només
marca les cél-lules amb capacitat proliferativa, independentment de si ho estan
fent o no. Als nostres experiments hem vist que tots els CBCs expressen ciclina
D1 i Ki67, indistintament de l'activitat Gli i/o p-catenina. Per tant, I'estudi de
Saldanha et al.’®, realment indica que al CBC existeixen moltes cél-lules amb
capacitat proliferativa, establint una primera idea sobre aquesta possible

relacio, perd no demostra que siguin cél-lules en replicacio.

Nosaltres, amb la intenci6 d’estudiar aquesta associacid d’'una forma més
especifica, hem fet servir la deteccio de pRB forforilat per comprovar la
importancia de p-catenina en la proliferacié tumoral. El resultat fou que totes les
mostres amb acumulacié de f-catenina expressen elevades taxes pRB
fosforilat, i per tant, es troben proliferant. D’aquesta manera podem considerar

-catenina com un marcador d’activitat i creixement tumoral.

Com hem comentat préviament, les mostres amb acumulacio de p-catenina es
relacionen de forma evident amb una major proliferacio, mentre que la via ERK
no té cap tipus de significacio, ja que és inactiva gairebé totes les mostres
proliferatives. Tanmateix, els nostres experiments revelen que també hi ha
CBCs sense activitat d’aquestes dues vies perd amb marcada activitat ciclina
D1. D’aqui es pot desprendre que hi ha altres mecanismes paral-lels que poden
regular aquesta activitat en abséncia de les senyals que esperariem trobar com

a estimul.

D’altra banda, tampoc hem vist relacio directa entre 'activacio de Shh (sense
passar per Wnt) i proliferacio cel-lular tumoral, ja que moltes mostres que no

expressen Gli (ni p-catenina) tenen elevada activitat de ciclina D1.
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4. Relacio entre els aspectes clinics i els marcadors moleculars

Son diversos els treballs sobre CBC destinats a trobar explicacions que
justifiquin llurs caracteristiques cliniques i a establir patrons d’associacié entre

alteracions moleculars i determinats subtipus.

S’ha descrit una possible relacio entre el subtipus i I'origen cel-lular del tumor.
La teoria seria que els CBC sorgits de les stem cells del fol-licle pil6s serien de
subtipus nodular, mentre que si I'estimul recau sobre I'epidermis interfol-licular
o sobre zones de pell sense peél, es desenvoluparien tumors superficials®*.
Revisant els nostres pacients, veiem que els CBCs de tipus nodular es
corresponen amb localitzacions facials (i un a cames, que és regio pilosa), que
estaria d’acord amb la idea anterior. Malauradament, pero, un dels dos
superficials també era situat a la cara, circumstancia que no esperariem trobar

(I'altre, en canvi, era de pell de 'esquena).

Yang et al.®®

, per altra banda, especulen que els CBCs superficials estarien
originats per alteracions de la via Wnt. Ho justifiquen dient que a les etapes
inicials, els CBCs superficials son morfologicament molt similars a la matriu
germinal del fol-licle piloés (on la via Wnt té un paper fonamental) i expressarien
marcadors comuns, com queratina 17 i Sox9. Aquest raonament comportaria
una important acumulacié de B-catenina als CBCs superficials. Certament els
nostres CBCs superficials mostren scores elevats de f-catenina, perd també ho

fan la majoria de nodulars i mixts, per lo que no podem corroborar que Wnt

desenvolupi predominantment CBCs superficials.

Tampoc hem observat relacié entre la via Shh i el subtipus tumoral. Hem

detectat expressio de Gli1 a mostres de cadascun dels subtipus i també hem
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vist que a tots els tipus hi ha mostres sense expressié de Gli1, pel que no es
repeteix cap patré caracteristic de comportament. Es cert, perd, que el nombre
de mostres és baix en determinats casos (sobretot en superficials i

morfeiformes) i aixd ens impedeix treure conclusions significatives.

Tampoc no hem trobat cap tipus de relacié entre I'expressié de marcadors i

I'edat o el génere del pacient.

Si agafem com a referéncia altres cancers cutanis, com el melanoma, veiem
que hi ha una clara associacié entre el tipus de mutacié que afecta el melandcit
(determinat pel patr6 d’exposicidé solar) i el subtipus tumoral. Aixi, aquelles
formes sense dany solar cronic o bé a causa d’exposicio intermitent (nodulars i
d’extensio superficial, respectivament) presenten mutacions de BRAF o NRAS,
mentre que els melanomes sobre pell amb dany solar cronic (lentigen maligne
— melanoma), els acrals i els de mucoses mostren amplificacions de CDK4,
ciclina D1 i/o c-kit. Per tant, no seria una idea descabellada aplicar un patré de
comportament similar en el CBC. Davant el buit d’informacié i la manca
d’estudis en profunditat sobre aquest tema, també podriem hipotetitzar amb
I'existéncia d’'una série de mutacions caracteristiques en determinats punts de
les vies de transduccido de senyal que determinarien el subtipus d’aquests
tumors, segons el grau d’exposicio solar. Per exemple, una exposicié cronica al
sol propiciaria la formacio de tumors nodulars (ja que son els que predominen a
la cara) i exposicions més intermitents generarien el tipus superficial (Que és
més frequent al tronc). Un altre punt seria que les diferents mutacions
configuressin un tipus determinat de neoplasia depenent de la cél-lula afectada
(si incideixen sobre stem cells del fol-licle pilés originarien uns subtipus i si ho

fan sobre pell fol-licular uns altres). Aixi podriem establir que les formes
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cliniques/histologiques de CBC serien genéticament diferent les unes de les

altres.

Com a conclusié podem dir que a hores d’ara manca molta informaci6 al
respecte de la relacio entre clinica i biologia molecular. Al nostre estudi no hem
trobat relacié entre I'expressido de determinades proteines i la formacié de
patrons caracteristics de CBCs, ni relacions amb edat, sexe o localitzacié del
tumor. Un punt a reforgar seria augmentar la mostra per intentar trobar algun
vincle concret. Deixem la porta oberta a possibles hipotesis i de cara al futur
seria interessant l'estudi d’altres marcadors i altres proteines per veure
I'associacié dels diferents CBCs amb un diferent origen cel-lular o unes

mutacions concretes.

5. Paper de I’estroma en el CBC.

Com hem comentat anteriorment, a través de la immunohistoquimica vam
observar una intensa activitat ERK als fibroblasts peritumorals, fet que ens
indica que I'entorn del carcinoma és un element fonamental en la formacié i la

progressioé de la neoplasia.

Per tal de comprovar el paper de I'estroma, vam caracteritzar aquestes cel-lules
mitjangant cultiu. Els resultats obtinguts reflectien una clara manca de

proliferacio d’aquests fibroblasts, en comparacié amb estroma de dermis sana.

Per tant, aquesta activitat ERK no es tradueix en proliferacié, sind que
“l'activacio” de I'estroma té un altre significat. Perd, quina funcio pot tenir ERK

si no és la proliferacio cel-lular?. Per respondre aquesta pregunta hem de
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coneixer la composicié de I'estroma al CBC i tenir en compte la importancia que
té 'ambient en el manteniment i progressié de les neoplasies. Es creu que el
tumor és capa¢ de secretar una serie de substancies que atraurien els
fibroblasts al seu voltant i els “activarien” (com VEGF i TGFp)'. Aquests
fibroblasts activats s’anomenen CAFs (de [I'anglés cancer associated
fibroblasts) i serien els responsables de modificar els components de la matriu
extracel-lular (MEC) per afavorir la progressié tumoral'®”’. Amb aquest objectiu,
secretarien una seérie d’elements com proteases, reguladors de creixement i
d’angiogénesi (PDGF, VEGF)'®. | és en la secrecié d’aquestes substancies on
podria tenir ERK el seu paper. Entre els elements secretats pels CAFs
destaquen les metaloproteases de matriu (MMP), que degraden proteines
estromals: les que més freqientment es troben al CBC son MMP 1, 2, 8, 9 13.
S’ha descrit la relacio entre la via de les MAP quinases i la secrecio de certes
MMP (sobretot la 9) en el carcinoma escatés'*>'"°. Al CBC s’especula que la
via de les MAP quinases, a traves de l'estimul de I'epidermal growht factor,
també seria responsable de I'expressié de determinades MMP''". Per tant, a
manca d’estudis més concloents, podem assumir que en el CBC la preséncia
d’ERK a I'estroma pot funcionar com a senyal per la produccio de determinades
proteines. D’igual manera hi ha relacié entre la preséncia de syndecan 1 (que
s’encarregaria d’'inhibir el creixement tumoral) i I'activacié d’'ERK a I'estroma de
tumors epitelials'. L’alta concentracié de syndecan 1 a I'estroma del CBC*
també podria explicar els nivells elevats d’ERK.

Aquestes modificacions produides a la matriu extracel-lular permetrien la
transicio epiteli-mesénquima (TEM). La TEM és un procés pel qual les cel-lules

epitelials perden la uni®6 de membrana, adquirint caracteristiques de
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mesenquima, com la mobilitat, que les permeten progressar i envair els teixits
circumdants'™. Aquest fenomen té un paper fonamental en molts carcinomes
derivats d’epiteli'™ i és controlat per MMP, integrines i TGFB'%’. Al CBC, pero,
encara no s’ha demostrat si la TEM és present i no hi ha estudis concloents
sobre la seva importancia.

Per tant, creiem que la preséncia de fibroblasts activats a I'estroma del tumor
formaria un mecanisme de senyalitzacioé autocri que comportaria la secrecio de
citoquines, metaloproteases i altres elements que afavoreixen la progressid
tumoral. Aquesta hipotesi és interessant de cara a treballs futurs per tal de
determinar la importancia de la TEM al CBC i podria establir-se com una nova

diana terapeéutica.
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Conclusions

Respecte a les hipotesis plantejades en aquest treball i com a resposta als

objectius exposats, els nostres resultats ens porten a les seguents conclusions:

1. Les cél-lules tumorals de CBC presenten queratinitzacié i mort cel-lular als

pocs dies d’estar en cultiu per causes encara desconegudes.

2. Mitjancant la deteccio dels nivells de Gli1 per immunoblot, hem determinat
que la hiperactivaci6 de la via Sonic hedgehog esta present en

aproximadament la meitat dels casos de CBC esporadic.

3. Per detecci6 directa de proteina hem determinat que p-catenina s’acumula

en el 53% de les mostres estudiades.

4. L’acumulacio de B-catenina pot ser independent de 'activacié de Shh.

5. No podem relacionar la preséncia de -catenina amb I'agressivitat tumoral
amb els nostres resultats, malgrat que aquesta associacié s’ha descrit en

diversos treballs.

6. Hi ha una correlacié entre 'activacié de B-catenina i 'augment del nivell de
proteina pRB fosforilada que ens indica la capacitat de les cél-lules tumorals

d’entrar en el cicle proliferatiu.

7. L’activitat ERK no esta induida en la massa tumoral dels CBC humans, pero
s’observen en alguns casos zones amb alta activitat ERK en les cél-lules

basaloides adjacents a I'epidermis.

8. ERK presenta elevats nivells d’activacié i fosforilacio en I'estroma tumoral en

un elevat percentatge de CBCs.
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9. L’estroma tumoral i els fibroblasts amb elevats nivells d'activitat ERK
presenten baixos nivells de proliferacid, indicant que I'activacié de la via ERK

en aquests casos no esta relacionada amb la capacitat proliferativa.

10. No hem trobat cap relacié entre I'expressio de diferents proteines i el tipus

de CBC, l'edat, el sexe del pacient ni la localitzacié tumoral.
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Annex 1: Bowen’s disease and HPV

BOWEN’S DISEASE ASSOCIATED WITH HUMAN PAPILLOMAVIRUS

INFECTION OF THE NAIL BED

Abstract

Bowen'’s disease of the nail unit is a rare disorder. An association with high-risk

genital human papillomavirus (HPV) infection has, however, been described.

We report the case of a 54-year-old immunocompetent woman with a medical
history of cervical squamous cell carcinoma (SCC), who suffered from multiple
Bowen’s diseases on her fingers. A search for HPV genome in the cervical and

digital lesions revealed the presence of HPV 16 DNA.

These findings support the recommendation to perform histopathological
analysis and make HPV DNA investigations in cases of persistent and/or
relapsing verrucous nailbed tumours in order to identify patients with nail bed
SCC and at risk of develop SCC in other nail beds and probably in other

locations, such as the genital region.
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Case Report

A 54-year-old right-handed woman presented a few month history of
progressive right thumbnail dystrophy. She had an asymptomatic hyperkeratotic
plaque under her nail which had caused onycholysis and had extended to the
nail folds. No other digits were involved and no signs of lymphadenopathy were
detected. The lesion had been biopsied twice and diagnosed as a viral wart.
There was no previous history of trauma or exposure to arsenic. The past
medical history included ischemic heart disease, arterial hypertension, diabetes
mellitus, and a hysterectomy thirteen years earlier because of a disease whose
diagnosis the patient did not remember. A complete excision of the finger lesion
was performed. The histopathological analysis showed a papillomatous and a
highly hyperkeratotic lesion, with an epithelial architectural disorder, numerous
dyskeratotic keratinocytes and large atypical cells with large nuclei in the upper
layers of the epidermis (Fig. 1). No signs of koilocytosis or any other
histopathological changes associated with HPV infection were observed. A

diagnosis of digital Bowen disease was made.

Figure 1: Papillomatous and
highly hyperkeratotic lesion,
with  epithelial  architectural
disorder, numerous
dyskeratotic keratinocytes and
3 atypical cells in the upper
layers of the epidermis (x100,

H-E)
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Two years later, the patient had a relapse affecting the same site (Fig. 2) which
was also removed. At the same time, an HPV genotyping study of the original
and relapsing lesions was performed that involved a polymerase chain reaction
and nucleic acid hybridization. The lesions tested positivity for HPV 16 in both

samples.

Figure 2: Relapse of a
hyperkeratotic plaque in the nail

bed two years after surgery

With these results, we consulted the pathological archives held by our institution
and concluded that a cervical intraepithelial neoplasia was responsible for the

hysterectomy that the patient had undergone thirteen years earlier.

Some months later, the patient presented a new lesion on the third finger of her
left hand which exhibited the same clinical and histopathological features (Fig.
3) that are diagnostic of digital Bowen disease. On this occasion, the

genotyping study was positive for HPV 16 and 6.
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Figure 3: Papillomatous and
hyperkeratotic lesion with atypical
cells on the third finger of the left

hand (x100, H-E)

Discussion

Bowen’s disease is an in situ SCC which is often found on areas of the skin that
have been exposed to the sun. Most lesions, however, occur without any

apparent cause.

When this tumour appears either at the nail bed or in periungual zone, it is often
misdiagnosed as onychomycosis, a vulgar wart, nail dystrophy, paronychia, or
pyogenic granuloma. In this specific location, pathogenesis has been related
with ultraviolet radiation, other types of ionizing radiation, exposure to
hydrocarbons, arsenic intake, and HPV infection"®. Immunosuppression also

plays an important role in the pathogenesis of Bowen’s disease’”.
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Members of the papovaviridae family (which include HPV) infect the basal
epithelial cells and exert cytopathic effects through their replication and
alterations in the biology of epithelial progenitor cells* due to the expression of
E6 and E7 genes®*. It is well known that HPV are closely involved in the
development of uterine cervical cancer. 118 HPV genotypes have been fully
described and divided into groups according to their tissue tropism and
oncogenic potential. This has permitted the classification of HPV into categories
based on the anatomical site of the infection (cutaneous, mucosal or both) and
its oncogenic potential (high or Iow)1°. The high-risk group consists of HPV
types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 and 58, which are often detected in
intraepithelial neoplasias and/or cases of invasive cancer. The low-risk group
includes HPV types 6, 11, 42, 43 and 44, which are frequently found in benign

neoplasms’.

The predominant HPV type identified in periungueal Bowen disease is HPV
16591112 Alam et al® showed that HPV 16 was found in 89% of SCC of the nail
bed in his personal studies and in 94% of cases of the reviewed literature. The
most frequently detected of the remaining HPV types were 31 or 35%. The most
common locations for tumours were: the index (42%) or middle (29%) finger,

with the right hand being more affected than the left®.

Forslund et al recently reported that patients diagnosed with genital dysplasia

and Bowen’s disease of the fingers harboured the same HPV-16 strain in both

lesions; this provided strong evidence for autoinoculation®. However, the

development of SCC on the fingers in patients with histories of cervical
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dysplasia seems to be extremely rare; it was seen in only 0.01% of the patients

in Forslund’s series (15 of 130,605 cases).

In summary, in this paper, we report a clinical case of a woman who developed
two cases of Bowen’s disease of the nail unit on two different fingers, one of
which relapsed. In situ hybridization identified HPV 16 in both tumours. This
genotype had also been found in an in situ cervical SCC that had been removed
13 years earlier. This led us to suspect possible viral transmission from the
genital region to the fingers. To confirm this hypothesis, it would be necessary
to perform other tests involving molecular techniques. These would have to
include a polymerase chain reaction (PCR) to ensure that the HPV 16 isolated

in both samples was the same.

Our findings, which were also supported by other studies®®'®, lead us to

recommend HPV investigation in all cases of SCC of the fingers and to
recommend referring female patients to gynaecologist in order to rule out the

possible presence of occult gynaecological malignancies.
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SQUAMOUS CELL CARCINOMA DEVELOPING IN JADASSOHN’S
SEBACEOUS NEVUS: A CASE REPORT AND REVIEW OF THE

LITERATURE.

Abstract

Nevus sebaceous is a congenital skin hamartoma, usually located on the head.
During childhood, the lesion does not change, but, during puberty, becomes
thicker and verrucous. During adult life, several benign and malignant
neoplasms may develop. The most frequent malignant tumor is basal cell
carcinoma which estimate incidence in nevus sebaceous is <2%. Other
malignant tumors, such as squamous cell or adnexal carcinomas, are very
uncommon but have been described in adults and even extremely rarely in
children. We are reporting herein an unusual case of squamous cell carcinoma
arising on a Jadassohn’s sebaceous nevus in a 41 year old man. A review of
the literature describing the presenting and evolutive clinical features of similar
aggressive cases and the current guides for nevus sebaceous management is
included. In summary, clinical behaviour of nevus sebaceous is currently
considered as almost always benign in childhood and rarely malignant in adults,
exceptionally aggressive. For that reason, surgical excision of Jadassohn’s
nevus at any age is more an aesthetic than a preventive treatment. Final
decision must be taken on a case-by-case manner after considering
advantages and disadvantages such as true perspectives of aesthetic
improvement or morbidity of the excision itself, especially at paediatric age.

Patients must be always informed about the rare possibility of malignant
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transformation in order to early consult, diagnose and treat aggressive

malignant tumors, as in the present case.

Introduction

Nevus sebaceous (or Jadassohn’s sebaceous nevus or organoid nevus) is a
well known congenital skin hamartoma, involving ectoderm and mesoderm
derived structures, which usually appears in the head a