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PRESENTACIO

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

Medicina de la Universitat de Barcelona, com un compendi de publicacions.

Els estudis que conformen aquesta Tesi Doctoral pertanyen a una mateixa linia
d’investigacié, destinada a avaluar la presencia i implicacié de diverses

alteracions genétiques i moleculars en la patogénia del carcinoma de penis.

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

internacionals, amb un index d’'impacte global de 7.72.
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Resum

El carcinoma escatds de penis és un tumor molt rar al nostre medi pero que pot
ser potencialment mortal pels pacients que el pateixen. En aquest estudi s’han
buscat marcadors immunohistoquimics i per FISH que puguin ser usats com a

marcadors pronostic d’aquesta malaltia.

En el primer treball s’estudia el gen MYC per FISH i 'expressio proteica de Myc
per immunohistoquimica en 79 casos de CEP. Varem descriure un augment
d’aberracions numeériques en el CEP a mesura que progressa la malaltia. A
més a més es demostra una associacié entre els guanys de MYC i el mal
pronostic de la malaltia. No es va trobar cap relacié entre els guanys de MYC i
la presencia del VPH pero si que es va trobar una associacio significativa entre

la presencia del VPH i la sobreexpressié de Myc.

En el segon treball s’estudia el fenomen de transicio epiteli-mesenquima en el
CEP. Es va estudiar per immunohistoquimica I'expressié de Caderina-E,
Vimentina i dels factors de transcripcié Snail, Twist i Zeb1. El fenomen de TEM
es va observar en un 43.5% dels CEPs. La preséncia del VPH es va associar a
la TEM. Les nostres troballes suggereixen que la TEM s’associa a un augment

de la mortalitat en el CEP i que el VPH podria estar implicat en aquest procés.



Abstract

Penile squamous cell carcinoma (PSCC) is a rare tumor in our area but can be
life threatening to patients affected. In this study we have looked for potential

prognostic markers for this disease.

In the first paper, we studied the MYC gene by FISH and Myc protein
expression by immunohistochemistry in 79 cases of PSCC. We observed that
MYC gains progressively increased during PSCC progression from in situ
samples to metastases. Furthermore, we demonstrated an association between
MYC gains and bad outcome. We did not find any relationship between MYC
gains and the presence of HPV where a significant association between the

presence of HPV and overexpression of Myc was found.

In the second paper, the phenomenon of epithelial to mesenchymal transition
(EMT) in PSCC was assessed. We studied by immunohistochemistry the
expression of E-Cadherin, Vimentin and the transcription factors Snail, Twist
and Zeb1. The presence of HPV was associated with EMT. EMT phenomenon
was observed in 43.5% of the evaluated samples. Our findings suggest that
EMT is associated with an increased mortality in PSCC and that HPV could be

implicated in this process.
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LLISTAT D’ABREVIATURES

ADN: Acid desoxiribonucleic

CEC: Carcinoma escatés de cérvix

CEP: Carcinoma escatés de penis

CEV: Carcinoma escato6s de vulva

EQ: Eritroplasia de Queyrat

FCHD: Factor de creixement derivat de I'hepatoma

FISH: Hibridacio in situ fluorescent

HSH: Homes que tenen sexe amb homes

LE: Liquen escleros

LP: Liquen pla

MB: Malaltia de Bowen

mTOR: Diana de rapamicina de les cél-lules de mamifers

PB: Papulosis Bowenoide

PCR: Proteina C reactiva

pRB: Proteina de retinoblastoma

RCP: Reacci6 en cadena de polimerases



rFCE: Receptor del factor de creixement epidérmic

TMA: Micromatrius de teixit

VPH: Virus del papil-loma huma
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INTRODUCCIO
CARCINOMA ESCATOS DE PENIS

EPIDEMIOLOGIA

El carcinoma escatds de penis (CEP) és una neoplasia poc freqient al nostre
medi, perd que representa meés del 95% dels tumors malignes d’aquesta
localitzaci6. La seva freqiéncia és molt variable entre poblacions. A Europa i
als Estats Units t¢ una incidéncia d’un 0,3-1/100000 homes,' pero als paisos
subdesenvolupats d’Asia, Africa i Sud-América pot representar el 10% del total
de neoplasies masculines, amb incidencies de fins a 8,3/100000 homes a
Brasil.? La taxa més baixa es déna entre la comunitat jueva israelita
(0,1/100000).> Aquestes amplies variacions d’incidéncies estarien justificades

no només per diferencies socioeconomiques si
no també culturals.

Es un tumor més freqlient a I'edat adulta, apareixent la majoria dels casos entre
els 50 i 70 anys, perd en un 19% dels casos apareix en pacients de menys de

40 anys i en un 7% en pacients de menys de 30 anys.*

Es pot localitzar a qualsevol part del penis, perdo a la meitat dels casos es

desenvolupa a partir de I'epiteli del gland i en un 20% al prepuci.®

Els principals avengos en el CEP durant els ultims anys s’han centrat en la
identificacio dels factors de risc, en I'estudi de les vies moleculars implicades en
el seu desenvolupament i en l'actualitzacié de I'estadiatge. També hi ha hagut

avencos en el seu tractament, amb tendencia a realitzar una cirurgia cada cop



més conservadora que, minimitzant el risc de recidiva, preservi la funcié sexual

i urinaria.

FACTORS DE RISC

S’han identificat diversos factors de risc pel seu desenvolupament, els més
importants son: la fimosi, una mala higiene del penis i la infeccio pel virus del

papil-loma huma (VPH).

Mala higiene del penis i fimosi

La fimosi és aquella condicié en que el prepuci no pot ser retret. Pot ser
congenita o adquirida. Hi ha diverses condicions que ho poden provocar, sent
les més frequients la balanopostitis cronica, les infeccions de repeticio, el liquen

esclerds i atrofic i la diabetis mellitus.

S’ha proposat que una mala higiene del penis per se afavoriria el
desenvolupament de cancer. La falta d’higiene promouria la balanopostitis
cronica i les infeccions de repeticié. La relaci6 entre aquestes i el
desenvolupament de la neoplasia no esta clara, perd es pensa que podria ser
deguda a un risc augmentat de desenvolupar fimosis,® i al mateix temps, la
fimosis dificultaria una higiene adequada, incrementant el risc de balanopostitis
i infeccions. També facilitaria la retencié d’esmegma, material que resulta de la
descamacié de I'epiteli, la secrecioé de las glandules de Tyson i la degradaci6
de bacteris. L’esmegma també causaria una irritacié de la zona augmentant el

risc de CEP perd encara no hi ha consens en si és carcinogénic o no.’



Virus del papil-loma huma

El VPH conforma un grup de virus d’ADN que pertanyen a la familia
Papillomaviridae. Se n’han identificat més de 100 tipus diferents, perd no tots
sén oncogénics. Es poden classificar en 2 grans grups segons el seu grau

d’oncogenicitat:®

- Altrisc: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82

- Baixrisc: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,72, 81

- Probablement oncogeénics: 26, 53, 66
La infeccio pel VPH sembla que té un paper important a la patogenesi del
carcinoma escatés de penis tant en els in situ com en els invasors. El VPH s’ha

910 an canvi en el CEP

detectat entre el 70-100% dels casos de CEP in situ,
invasor només s’ha identificat entre un 22 i un 60%.%'"'2 El més freqiient és
aillar serotipus d’alt risc, sobretot el VPH-16, que s’ailla en dues terceres parts
dels casos, seqguit del VPH-18, en un 13,3%. Els seglients en freqléncia, pero
molt més rars, serien els tipus 31 i 33. En un 8% dels casos s’han trobat tipus
de baix risc, com el VPH-6 i 11, pero el seu paper no esta ben definit i alguns
autors pensen que podrien ser acompanyants, doncs aquests malalts sovint

també tenen o han tingut condilomes acuminats (infeccié causada pels virus de

baix risc oncogeénic).'?

Hi ha una discordanca entre l'alta prevalenca del virus en els casos in situ i la
baixa prevalenca dels invasors. Aix0 suggereix que els CEP in situ serien
precursors nomeés d’'una part dels invasors. El VPH es detecta sobretot a les

variants basaloide, condilomatosa i mixta sent molt menys frequent en les
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variants comuns, sarcomatoides i berrugoses.® Aixi trobariem que hi ha dos

tipus de CEP uns relacionats amb el VPH i uns no relacionats amb el virus.

Malalties inflamatories croniques del penis

Els processos inflamatoris cronics, com el liquen pla (LP), liquen esclerds (LE) i
la seva forma més avancada la balanitis xerotica, en les que apareix una
fibrosis constrictiva que afecta a tota la circumferéncia del prepuci, i impedeix la
seva retraccio, també es relacionarien amb el CEP. Aixi entre un 28% i un 50%
dels homes amb CEP tenen antecedents de LE. El LE es relacionaria amb les

variants de CEP VPH negatives com sén el comu i el berrugés.™

Altres

Hi ha altres factors de risc associats a I'aparicié del carcinoma escatos de penis
com son la PUVA-terapia sense proteccidé genital, el tabaquisme (fumat,
mastegat), la balanitis micacia, la banya cutania, la presencia de condilomes

acuminats o la immunosupressié.'*'°

PRESENTACIO CLINICA

Neoplasies intraepitelials

El terme neoplasia intraepitelial (PelN) correspon als CEP in situ i inclou a tres

entitats cliniques diferents: la papulosis bowenoide (PB), l'eritroplasia de
9



Queyrat (EQ) i la malaltia de Bowen (MB). Tot i que aquestes tres variants
tenen caracteristiques histologiques similars, doncs sén totes CEP in situ

presenten caracteristiques cliniques, epidemiologiques i pronostiques diferents.

S’han proposat altres terminologies per designar els carcinomes in situ de penis
incloent la baixa, moderada i severa displasia; PIN 1, 2 i 3; alt i baix grau de
“squamous intraepithelial lesions” (SIL) i més recentment una classificacio entre
bowenoide i PIN diferenciat.® EI PIN bowenoide estaria induit pel VPH i
afectaria a dos tercos de I'epidermis i en canvi el PIN diferenciat seria VPH
negatiu, s’associaria al liquen esclerds i les cél-lules displasiques afectarien
només la basal i parabasal de I'epiteli. Tot i que aquesta ultima classificacio
sembla la més apropiada doncs té en compte la patogénia i les diferencies
histologiques mantindrem la classificacié classica de PB, EQ i MB en ser la

més usada a la literatura.
e Papulosi bowenoide

Aquesta entitat es presenta en forma de petites papules pigmentades que
poden unir-se formant plaques, habitualment en el tronc del penis, en homes
sexualment actius. Sovint s’associa a la infeccié pel VPH-16. Tot i que
habitualment presenta un curs benigne, hi ha casos que poden evolucionar a

un CEP. A vegades regressen espontaniament.'” (Imatge 1A).
e Malaltia de Bowen

La malaltia de Bowen correspon al carcinoma intraepitelial de I'epiteli de la
'epidermis del penis. Es propi de pacients d’edat avangada apareixent

majoritariament al cos del penis. Es presenta com una placa eritematosa,
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descamativa i de creixement molt lent. El risc de transformacié a CEP és del

5%." (Imatge 1B).
o Eritroplasia de Queyrat

L’eritroplasia de Queyrat és un carcinoma intraepitelial que afecta a la mucosa.
Es presenta en forma de papules o plaques, solitaries o multiples,
eritematoses, brillants, de vores ben definides afectant el gland o cara interna
del prepuci. Habitualment es presenta en pacients d’edat avangada i no

circumcidats. Fins a un 30% dels casos poden evolucionar a CEP.'® (Imatge

1C).

Imatge 1. A: Papulosi Bowenoide: diverses papules pigmentades localitzades al
tronc del penis. B: Malaltia de Bowen: placa eritematosa ben delimitada al tronc

del penis. C: Eritroplasia de Queyrat: placa eritematosa al gland.

Carcinoma escatés de penis invasiu

El CEP pot aparéixer a qualsevol part del penis, perd quasi la meitat dels casos

es localitza al gland (48%) i en una cinquena part al prepuci (21%). Altres
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localitzacions menys frequients sén la coafectacié de gland i prepuci (9%), solc
balanoprepucial (6%) o el cos del penis (<2%).'”® La forma clinica de
presentacio és molt variable, des d'una lleugera induracié pruriginosa,
eritematosa, lleugerament elevada; un tumor d’aspecte berruciforme o una
lesié exofitica, friable, ulcerada que deixada a la seva evoluci6 pot acabar auto
amputant el penis. Els simptomes poden ser picor, cremor, dolor, sagnat i mala

olor.™

Pot presentar dos patrons de creixement: un creixement papil-lar (Imatge 2A) i
un creixement pla. Les lesions papil-lars tipicament apareixen al gland o a la
part mucosa del prepuci i es presenten com una o diverses lesions berrugoses.
A mesura que el tumor va creixent, en créixer per sobre de seu suport sanguini,
s’acaba ulcerant i infectant. Les lesions planes solen ser més petites,
superficials, amb ulceracié central i vores lleument elevades. Tenen un

creixement lateral i en profunditat (Imatge 2B).

Dues terceres parts dels pacients presenten una malaltia localitzada,? tot i que,
en un 50% dels pacients, hi ha un retard en el diagnostic de més d’'un any des

de l'inici dels simptomes, perque els pacients triguen a consultar al metge.

Fins en un 50% dels pacients podem trobar adenopaties palpables, perd només
en un 50% dels casos sén degudes a metastasis ganglionars (Imatge 2C). Els
altres casos, s6n degudes a adenopaties secundaries a infeccions del tumor.
Per altra banda, fins un 20% dels malalts sense adenopaties palpables, al

moment del diagnostic ja presenten micrometastasis. '
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Imatge 2. A: CEP amb patré de creixement papil-lar localitzat al gland B: CEP

amb patrd de creixement ulceratiu localitzat a solc balano-prepucial. C: Pacient
amb aparicié de metastasis ganglionars 1 any després d’'una penectomia total

per tractar un CEP.

HISTOLOGIA

Neoplasies intraepitelials

La PB es caracteritza per una hiperplasia epidérmica psoriasiforme amb
preséncia, de forma aillada, de queratindcits amb grans nuclis atipics, aixi com
preséncia d’alguna mitosi, alguna cél-lula necrodtica aillada i preséncia de
disqueratosi. En general destaca la preséncia de signes de malignitat en una

lesié que sovint evidencia un patr6 arquitectural benigne.

La MB i PEQ so6n histologicament molt similars: presenten acantosi,
paraqueratosi o hiperqueratosi amb una falta de maduracio de I'epiteli i atipia a

tot I'epiteli.

13



CARCINOMA ESCATOS DE PENIS

Hi ha diverses variants de CEP en funci6 de les seves caracteristiques
cliniques. El més frequent és el comu o queratinitzant (49-65%). Les altres
varietats soén: basaloide (4%), condilomatés (6-7%), berrugés (7-8%),
papil-lomatés (5-7%), sarcomatoide (1%) i adeno-escatos (1%). A més a meés
pot haver-hi formes mixtes en que hi ha combinacions de les diferents formes
histologiques en el mateix tumor.®'® Cada forma histoldgica té unes

caracteristiques i un pronostic diferenciat. (Taula 1).
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Taula 1. Caracteristiques i pronostic de les diverses formes de CEP

Tipus histologic | Caracteristiques Pronostic
Basaloide Preséncia de nius infiltrants | Tumors  d’alt  grau
moderadament o  pobrament | histologic  amb un

diferenciats; presencia de coilocits;
cel-lules amb citoplasma petit,
basofiles, monomorfes i de mida
petita amb presencia de multiples
mitosis

Sarcomatoide

Cel-lules tumorals molt atipiques
amb un patr6 angiosarcomatos

Adeno-escatés

Nius tumorals formats per dues
parts ben diferenciades: un
component solid semblant CEP
comu [ presencia
d’adenocarcinoma mucinos

pronostic dolent.

Gran capacitat d’invasio
en profunditat.

Gran capacitat
d’infiltracié vascular i
perineural.

Alta taxa de metastasis
limfatiques [ de
recurréncia

Condilomatés

Berruciforme amb part central
fiorovascular; infiltra a certa
profunditat; les cel-lules presenten
coilocitosi

Berrugds

Ben diferenciat;
d’acantosi [ hiperqueratosi;
papil-lomatosi amb una base
amplia amb tendencia a la pressio
més que no a la invasid; abséncia
de coilocits; els nuclis s6n rodons
o lleugerament irregulars

preséencia

Papil-lomatoés

Tumor berruciforme amb papil-les
arboritzants amb part central
fibrovascular, base irregular i
abséncia de coilocits.

Tumors de baix grau.
Invasié més superficial.

Excepcionalment  fan
invasi6  vascular o
perineural

Comu

Cél-lules d’epiteli escamos
atipiques que formen nius amb
capacitat d’envair; preséncia de
cel-lules disqueratosiques;
queratinitzacié central prominent,
amb preséencia de perles cornies,
atipia nuclear

Pronostic intermedi
respecte dels anteriors

Mixt

Combinacié d’'una variant comuna
amb un altre tipus histologic, sent
el basaloide i el berrugés els més
freqUents
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ETIOPATOGENIA

Hi ha dos tipus de CEP, uns induits pel VPH i uns no induits pel VPH. Els CEP
induits pel VPH es desenvolupen a partir de lesions de carcinoma escatos
intraepitelial (PeIN). El virus inactiva proteines reguladores del cicle cel-lular a
partir de dues oncoproteines (presents només en els VPH d’alt risc).
L’'oncoproteina E7 que hipofosforila la proteina de retinoblastoma (pRB) i
'oncoproteina E6 que inactiva p53.2" Aixd implica una aparicié de cél-lules
autonomes amb un cicle cel-lular activat que no és aturat a la fase G1 i
I'acumulacié de l'inhibidor de les cinases dependents de ciclines p16 al nucli
cel-lular (Imatge 3). Per aquest motiu la determinacié de p16 permet detectar
de manera indirecte la infeccié per VPH d’alt risc.’ Els VPH de baix risc, no
tenen les oncoproteines E6 ni E7, pel que la seva infeccié no s'acompanya d’un

augment de p16.
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Imatge 3: Mecanisme pel que la proteina E7 dels VPH d’alt risc actua sobre el

cicle cel-lular augmentant p16 al nucli cel-lular.

No coneixem tant bé I'etiopatogénia dels CEP no relacionats amb el VPH, pero
sabem que hi esta implicada la p53 i que seria similar a la del carcinoma de
vulva. La lesié precursora seria el PeIN ben diferenciat, que trobem sovint a la
pell peritumoral dels CEP no relacionats amb VPH apareguts en pacients amb
LP o LE. Aquests casos presenten sobreexpressié de p53 als queratindcits
atipics de la capa basal. Cal remarcar que, tot i que histologicament I'atipia
amb hiperqueratinitzacié superficial sovint és subtil, el PelN diferenciat es

considera d’alt grau i sol tenir una rapida progressié a cancer invasiu.??
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ESTADIFICACIO

L’estadificacié es fara en base al TNM (Taula 2 i 3). A més a més és
recomanable recollir altres factors pronostic com son: distingir entre la invasio
del cos esponjds i el cos cavernos, percentatge del tumor que és pobrament
diferenciat, profunditat de la invasié en el cas dels carcinomes berrugosos,

mida de les metastasis limfatiques i preséncia del VPH.
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Taula 2. Estadificacio TNM

Estadi | Caracteristiques

Tumor (T)

X No és possible saber on és el tumor primari

10 No hi ha evidéncia de tumor primari

Tis Carcinoma in situ

Ta Carcinoma berrugds no invasiu

T1a El tumor envaeix el teixit connectiu subepitelial sense afectar a limfatics
i no és pobrament diferenciat

T1b El tumor envaeix el teixit connectiu subepitelial amb infiltracié limfatica
0 es pobrament diferenciat

T2 El tumor envaeix el cos esponjés o el cos cavernos

T3 El tumor envaeix la uretra

T4 El tumor envaeix altres estructures

Ganglis classificacié clinica (cN)

cNX | No es poden estudiar els ganglis

cNO No hi ha ganglis palpables ni visibles

cN1 Gangli limfatic palpable unilateral i mobil

cN2 Ganglis limfatics multiples i mobils tant unilaterals com bilaterals

cN3 Multiples adenopaties inguinals fixes o preséncia d’adenopaties

pelvianes tant unilaterals com bilaterals

Ganglis classificacié histologica (pN)

pNX | No es poden estudiar els ganglis

pNO | Abséncia de metastasis limfatiques

pN1 Metastasi limfatica unica

pN2 | Metastasis inguinals ganglionars multiples uni o bilaterals

pN3 Presencia d’extensié extraganglionar de la metastasis limfatica o

presencia d’adenopaties pelvianes uni o bilaterals

Metastasis (M)

MO

Abséncia de metastasis a distancia

M1

Metastasis a distancia




Taula 3. Grups pronostic

Estadi T N M
0 Tis NO MO
Ta NO MO
I T1a NO MO
I T1b NO MO
T2 NO MO
T3 NO MO
llla T1-3 N1 MO
b T1-3 N2 MO
vV T4 Qualsevol N MO
Qualsevol T N3 MO
Qualsevol T Qualsevol N M1

BUIDAMENT GANGLIONAR

Com el CEP és un tumor poc freqUent i té una taxa petita de micrometastasis,
hi ha poca informacié a les guies cliniques pel que fa al buidament ganglionar.
De fet no hi ha cap estudi randomitzat que analitzi els efectes de fer una
limfadenectomia immediata. Si sabem que aquells pacients a qui es realitzen
linfadenectomies immediates que tenien metastasis ganglionars ocultes tenen
millor supervivéncia que aquells a qui es va fer observacié i no es va realitzar la
limfadenectomia fins que ja presentaven signes clars de progressié de la

malaltia.?*?42>26 Es per aquest motiu que és tant important poder definir a priori
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quins malalts tenen alt risc de fer metastasis inguinals i realitzar-los-hi

limfadenectomies immediates.

La limfadenectomia immediata, feta als malalts apropiats, permet una correcta
estadificacié del pacient, ens dona informacié pronostica i a més a més té un
cert potencial curatiu.?” Aixi aquells pacients amb menys de tres adenopaties
inguinals afectes, sense afectacié extralimfatica, ni pelviana sén els més
beneficiats del que podriem anomenar “limfadenectomia immediata curativa”.
Aquests pacients tenen una supervivéncia als 5 anys de quasi un 80%.2” En
canvi aquells pacients amb afectaci6 de tres o més ganglis o afectaci6
extraganglionar la supervivéencia als 5 anys és del 25% i els pacients que

presenten afectacié pelviana, la supervivéncia als 5 anys és només del 10%.%’

S'han descrit diversos factors associats al risc de presentar metastasis
ganglionars, com son: el tipus histologic, la mida del tumor, el grau de
diferenciacio, la presencia d'invasié venosa o limfatica, 'espessor tumoral i el
patré de creixement (Taula 4). Els pacients en un estadi T1 o menor, sense
alteracions histologiques d'alt grau, i sense signes d'afectacié limfovascular,
tenen menys d'un 10% de risc de desenvolupar metastasis limfatiques i seran
tributaris a control clinic.?” Aquells pacients en estadi T2 o superior, amb canvis
histologics d'alt grau o afectacié limfovascular tenen un risc de més del 25% i

seran els candidats a una limfadenectomia immediata.
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Taula 4. Factors de risc per ’aparicié de metastasis

Factor pronostic Interpretacioé

Tipus histologic El tipus basaloide té al risc de metastasis i el berrugés
molt poc. La variant comuna tindria un risc intermedi

Mida de la lesi6 Hi ha una correlacio directa entre I'extensié local del
tumor primari i el risc de metastasis

Grau histologic Els tumors poc diferenciats tenen més risc de
metastasis

Preséncia d'invasio La preséncia d'émbols tumorals al sistema limfatic o

limfatica o venosa vends és un factor predictiu independent del risc de
metastasis
Espessor tumoral Un gruix >5mm s'associa a major risc de metastasis

Patr6 de creixement | Els tumors amb creixement vertical, endofitic i amb un
patré infiltratiu tenen més risc de metastasis que
aquells que so6n superficials, exofitics i amb un patr6é
d'infiltracio tipus per “compressid”

TRACTAMENT

El tractament depén de I'estadi del tumor i podra ser quirdrgic, per radioterapia

o tractament medic, usats sols o en combinacio.

L’objectiu és I'exéresi de la lesi6 amb marges adequats reduint al maxim la
desfiguracié anatomica. L'exeresi quirdrgica és la técnica més usada, pero hi
ha algunes técniques menys invasives com sén la criocirurgia,
I'electrocoagulacié + curetatge, laser ablatiu, terapia fotodinamica i els

tractaments topics.

e Crioterapia o electrocoagulacié + curetatge

Poden usar-se per carcinomes escamosos in situ perd no permeten tenir un

control de la profunditat de la lesi6 i presenten moltes molesties
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postquirtirgiques,?® per aquest motiu sén técniques que s'usen en molt poques

ocasions.
e Tractament topics

So6n una alternativa als tractaments quirdrgics, limitats també als casos de
carcinoma in situ. Hi ha casos descrits de pacients tractats amb 5-fluorouracil,?
imiquimod 5% i cidofovir topic.?! En una revisié retrospectiva de pacients amb
un carcinoma escatos in situ tractats amb primera linia amb 5-fluorouracil 5% i
de segona linia amb imiquimod 5% s'obtingueren respostes completes en un
57% dels casos, parcials en un 13'6% i sense resposta un 29,5%.% Sén per
tant uns medicaments amb una eficacia moderada, perd bastant ben tolerats i

amb una conservacié anatomica del membre completa pel que poden ser una

bona opci6 en els casos de carcinoma in situ.
e Tractaments amb laser

Pel tractament dels carcinomes escatosos in situ cal usar lasers ablatius com
son: el laser CO2, el laser Neodinium-YAG i el laser KTP (laser de potassi-
titanil-fosfat).®*>** Els estudis demostren que les recidives sén poc freqiients i
poden ser tractades de nou amb el laser.** En algunes ocasions no només
s'ha tractat els Tis amb bons resultats si no també T1 i algun T2 ben

seleccionat.?*

e Terapia fotodinamica

La terapia fotodinamica amb acid 5-aminolevulinic o el metil-aminolevulinat
també s'ha usat amb exit pel tractament del carcinoma escatds de penis in situ.

Hi ha diversos casos publicats amb bona resposta, i preservacié anatomica i
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funcional del penis, perd precisa molt seguiment i control, doncs les

recurréncies no son infreqiients.>>%

e Escissi6 quirdrgica

Té l'avantatge que ens permet saber la profunditat del tumor i comprovar si
s’extirpa amb marges lliures de lesid. Historicament es recomanava realitzar
exeresis amb 2 cm de marge, pero actualment es realitzen intervencions amb

marges meés ajustats de cara a preservar la funcionalitat de I'organ.

Molts pacients amb CEP no estan circumcidats. En els tumors de baix grau,
petits, en estadis inicials i limitats a la zona distal del prepuci, la realitzacio

d'una circumcisio pot ser suficient per a curar el pacient.

Com el 80 % dels tumors afecten a la zona del gland sovint es poden plantejar
cirurgies amb preservaci6 de la funcionalitat del penis. Quan es facin
glandectomies parcials, és recomanable realitzar una histologia peroperatoria
del cos cavernés i de la uretra per assegurar uns marges lliures abans de la
reconstruccié. Parlem de glandectomia parcial quan després de la intervencio
persisteix una part del gland. En la glandectomia total, tot el gland és extirpat
completament. Si hi ha afectaci6 de la tunica albuginia, s'ha de fer a més a més

una corporectomia distal.

La desepitelitzacio del gland, consisteix en I'exéresi de I'epiteli i el subepiteli de
tot o part del gland. Aquest metode, que pot acompanyar-se o no de cirurgia de

Méhs, és segur i eficac en els carcinomes in situ.

La penectomia parcial, és la técnica més usada pel tractament del CEP.%

Aquesta técnica s'usara quan el tumor afecti una zona distal perd no puguem
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usar mesures més conservadores 0 en casos de recurrencia després d'un

tractament conservador.®”

La penectomia total es realitzara en aquells casos que per mida o localitzacié
no ens permetin fer una escissi6 menor que permetés al pacient la miccié en
bipedestacié.®” La penectomia total es diferéncia de la radical en que en la
primera s'amputa el penis sense extirpar el cos caverndés més proximalment del
punt d'amputacié. La penectomia radical es realitza quan el tumor infiltra el cos

cavernos. Una penectomia total implica la creaci6 d'una uretostomia perineal.

El ultims anys s'ha implantat la cirurgia de Méhs pel tractament del CEP, per
intentar preservar el maxim de teixit sa, reduint-ne el risc de recidiva.*® Perd
aquells tumors de mida molt gran o que afectin el cos cavernds, la uretra o el

meat uretral, no sén tributaris d'aquesta cirurgia.>®

Quant ens plantegem el tractament quirdrgic als nostres pacients, hem de tenir
en compte aspectes com la localitzacié anatdmica, la funcionalitat de I'érgan i
aspectes psicologics. En general per als tumors petits de baix grau s'intentara
fer tractaments conservadors com la postectomia, la glandectomia o la
desepitelitzacid, si pot ser, acompanyades d'estudi micrografic intraoperatori.
Perd quan els tumors tingui estadis alts caldra exéresis més agressives com la

penectomia parcial i total.
e Radioterapia

Es pot usar radioterapia externa i braquioterapia. Totes dues sén eficaces i
evitaren amputacions. Préviament a I'Us de RDT es recomana fer una

postectomia. Per aquells casos irressecables, la radioterapia sola o
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conjuntament amb quimioterapia pot usar-se com a tractament pal-liatiu. Els
efectes secundaris indesitjables de la radioterapia sén la descamacio, la
mucositis, 'edema subcutani, 'estenosi del meat i la ulceracio i la necrosi de la
zona. Les taxes de resposta de la radioterapia als 5 anys son d'entre un 36% i

un 66% segons els estudis.*
e Quimioterapia

La quimioterapia en el CEP es reserva per aquells casos amb la malaltia
localment avancada com a part d'un tractament mdultiple. La combinacié de
diversos quimioterapics s'ha usat quan els ganglis surten positius, amb
respostes que van d'un 32 a un 69%.*" L'aparicié6 de medicaments contra el
receptor dels factors de creixement epidermics (rFCE) ha suposat una nova
arma terapéutica en la lluita contra el CEP, doncs diversos estudis han
demostrat una expressié augmentada de rFCE en aquests tumors.**** Encara
hi ha poca experiéncia dels efectes que tindran aquests nous medicaments en
aquesta malaltia perd els primers estudis mostren una resposta parcial d'un
25% aproximadament.** La quimioterapia adjuvant s'ha usat en aquells tumors
primaris invasors (T3 o T4) o en els casos d’'una important afectacié limfatica
engonal (N3) per a reduir la massa tumoral abans de la cirurgia (amb la intencié

)."®  Finalment la

de realitzar cirurgies més preservadores de I'0rgan
quimioterapia es pot usar com a tractament pal-liatiu, quan els altres
tractaments han fracassat. En aquests casos normalment s'aconsegueixen

remissions parcials tot i que no augments de supervivéncia.'®
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ALTERACIONS MOLECULARS EN EL CARCINOMA DE PENIS

S’han descrit diverses alteracions moleculars implicades en el CEP. S’han
descrit alteracions de p16, explicades préviament, relacionades amb el VPH.
Perdo també hi ha altres alteracions que no depenen del VPH com soén:
alteracions en la via de mTOR (diana de rapamicina de les cél-lules de
mamifers),* en 'augment en I'expressié de rFCE*® i mutacions de p53.2" En
aquest treball es va decidir estudiar diverses molecules que sospitavem que
també podien estar alterades en el CEP en estar descrites ja préviament
alteracions en aquestes molécules en carcinomes escamosos d’altres

localitzacions. 474849

MYC

Per estudis d’hibridacié gendomica comparada s’ha vist que al CEP és frequent
I'aparicié de guanys a les regions 8924, 16p11-13, 20q11-13, 22q, 19913 i 5p15
i perdues a les regions 13921-22, 4921-32 i al cromosoma X. També s’ha
descrit que podria haver-hi una correlacié entre la presencia d’'un augment de
copies i un pitjor pronostic.>® A la regié 8q24 trobem el gen MYC. MYC (c-MYC)
és un gen regulador que actua com a factor de transcripcio, de manera que els
nivells d’expressié de Myc es relacionen amb la proliferacié cel-lular. S’ha
descrit com I'expressio forcada de MYC activa el cicle cel-lular aixi com la seva
inactivacié atura el cicle cel-lular.’’ Aquesta actuacié sobre el cicle cel-lular és

mediada per diversos mecanismes que actuen de manera paral-lela.

- En primer lloc la major part dels reguladors positius del cicle cel-lular sén
codificats per gens induits per MYC. Aquests gens serien les Cdk,

ciclines i els factors de transcripcio E2F.
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A més a més dels seus efectes directes sobre la transcripcié, Myc és
capag d’hiperactivar complexos de ciclina/CdK a través de la inducci6 de

I'activacié de la Cdk cinasa (CAK) i fosfatasa Cdc25.

D’altra banda, Myc antagonitza I'activitat dels inhibidors del cicle cel-lular
com p21 i p27 a través de diferents mecanismes. Aixi, Myc és capa¢ de
bloquejar la transcripcié de p21 o induir Skp2, una proteina implicada en

la degradacio de p27.

Finalment, Myc indueix la replicacié de ’ADN mitjangant la unié als punts
d’inici de la replicacio i per la sobreexpressio de proteines necessaries
per al inici de la replicaci6. MYC també regula gens implicats en el

control de la mitosi.>? (Imatge 4).
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Imatge 4: Representacié tridimensional del gen MYC (verd) sobre un promotor

d’ADN

Multiples tumors humans, entre els que també s’inclou el carcinoma escat6s de
pell i oral, presenten guanys i amplificacions de MYC.*’*®* S’ha vist que
aquestes alteracions tenen relaci® amb Il'evolucié i el pronodstic. A linies
cel-lulars de carcinoma de cérvix s’ha observat com el VPH s’integra a la regi6
8q24,%%°>* i estudis in vitro han demostrat com la inclusié del VPH a aquesta

regio portaria a I'activacié del gen MYC.*
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TRANSICIO EPITELI-MESENQUIMA

La transicio epiteli-mesénquima (TEM) és un fenomen observat als tumors
epitelials que esta relacionada amb la pérdua d’adhesié intercel-lular (pérdua
de Caderina-E de membrana), amb una adquisicié d’'un fenotip mesenquimal
(guany de Vimentina) i amb un augment de la capacitat migratoria de la

cél-lula.*® (Imatge 5)

La Caderina-E és una proteina d’adhesié que forma part dels ancoratges
intercel-lulars entre els queratindcits. La pérdua d’expressié de la Caderina-E
s’associa amb un augment de I'apariciéo de metastasis i un pitjor prondstic en un
gran nombre de tumors, entre ells el CEP®” i la reexpressié en un tumor
n’inhibeix la capacitat d’invasié i de metastasis.’® L’expressié de la Caderina-E
pot ser reduida per I'accié de multiples repressors de la transcripcio relacionats
amb la TEM, com sén Snail, Twist i Zeb.*®*® Aquests factors a més a més

promouen I'aparicié de marcadors mesenquimals, com la Vimentina.

La Vimentina és un filament de mida intermedia que s’expressa de forma
intensa a les cél-lules mesenquimals. La seva expressio es relaciona amb

'augment de la capacitat d’'invasié i metastasis.*®

Finalment cal destacar que el VPH ha estat relacionat amb una desregulacio de
la Caderina-E de membrana tant en lesions epitelials benignes com en el
carcinoma d’amigdala i de cérvix.®*®! Aquesta desregulacié no dependria de

les proteines d’alt risc del VPH.®2
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Imatge 5: La ceél-lula epitelial (vermella) sotmesa a diversos factors de
transcripcié (Snail, Twist, Zeb1), perd Caderina-E de membrana i guanya

Vimentina, adquirint un fenotip mesenquimal i capacitat migratoria.

TECNIQUES DE LABORATORI REALITZADES

DETECCIO DEL VPH

La detecci6 del VPH es va fer per la tecnica de reaccié en cadena de
polimerases (RCP). La detecci6 es va fer sobre els blocs de parafina
processant-los sota estrictes mesures d’higiene per evitar contaminacions entre
mostres. De cada bloc es realitzaven quatre seccions (metode del sandwich).
El primer i el quart tall s’'usaven per a fer una tincié amb hematoxilina-eosina i el
segon i el tercer per a detectar el VPH i genotipar-lo. Un bloc de parafina sense

mostra era tallat i processat entre cada cas per controlar la preséncia de
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possibles contaminants. La preséncia del VPH es va detectar per la técnica de
RCP usant els “primers SFP-10" que amplifiquen una regié de 65 pb al gen L1.
El producte de la RCP, va ser analitzat en primer lloc usant un coctel de sondes
per detectar els 54 tipus de VPH de la mucosa mitjancant tecniques de
immunoassaig enzimatic d’ADN. Les mostres positives van ser posteriorment
genotipades per LiPA25 (versié 1, Laboratori Biomedical Products, Rijswijk,
Paisos Baixos)®® per detectar 25 d'alt risc i els VPH de baix risc (6, 11, 16, 18,
31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 66, 68, 70, i

74).

MICROMATRIUS DE TEIXIT

El 1997, Juhan Kononen i col.®* van promulgar la idea de traslladar les
micromatrius d’ADN als teixits per a valorar dianes moleculars en diverses
mostres de tumors de forma paral-lela. Es 'anomenada micromatriu de teixits
(TMA). Es tracta de recol-locar teixits des de blocs histologics de parafina
convencionals a un bloc final, que contindra una mostra de cada un dels blocs
originals. Els TMAs han estat dissenyats, doncs, per a I'estudi optimitzat del
teixit, de manera que ens permet practicar diferents estudis (histologia, deteccio
proteica per immunohistoquimica, deteccié d’ADN per FISH, deteccié de RNA
per mRNA ISH) sobre les cél-lules tumorals. La majoria de TMAs es dissenyen
sobre teixit parafinat i fixat en formol. Es construeixen a partir de la retirada d’'un
cilindre de 0,6 a 2 mm de diametre del bloc original, que sigui representatiu de
l'area dinterés del tumor. Mitjancant un aparell d’elaboracié de matrius

(“arrayer’), el cilindre es col-loca en el bloc receptor, el qual permetra la
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recepcio de fins a 1000 cilindres (cal ser molt curés per mantenir l'ordre i

localitzacio dels cilindres).

De cada TMA resultant en podrem obtenir fins a 300 seccions consecutives de
5 micrometres de gruix, que permeten realitzar els estudis abans esmentats. Es
recomana la practica d’'una tincié amb hematoxilina eosina d’'una lamineta cada
25 seccions per tal de detectar els cilindres que han perdut representacié

tumoral (Imatge 7).

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

incorporar menys cilindres en el bloc receptor.

Els TMAs son utilitzats en recerca ja que permeten augmentar la poténcia
estadistica dels estudis, optimitzant els recursos i el temps. Per a la clinica
habitual i amb una finalitat diagnostica és millor I'is de seccions tissulars

grans.®®

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

automatitzades que simplifiquen aquesta problematica.
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Imatge 7: Representacié esquematica de la construccié d’'un TMA, obtingut de
Radhakrishnan R, Solomon M, Satyamoorthy K, Martin LE, Lingen MW. Tissue
microarray - a high-throughput molecular analysis in head and neck cancer. J

Oral Pathol Med 2008;37(3):166-76.

HIBRIDACIO IN SITU FLUORESCENT (FISH)

La técnica d’hibridacio in situ fluorescent (FISH) permet la deteccié i localitzacié
de sequencies especifiques d'ADN sobre cromosomes metafasics o nuclis
interfasics usant sondes especifiques marcades. La sonda s’observa en un
66,67,68

microscopi de fluorescéncia.

Per aquest estudi s’han usat dos tipus de sondes:
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o Sonda centromérica: formada per sequéncies repetitives d’ADN que
hibriden amb I'ADN de la regid centromérica del cromosoma.
Aquestes sondes permeten detectar alteracions cromosomiques. L’Us
d’aquest tipus de sondes ens permetra valorar la presencia o
absencia d’alteracions numeériques, sense necessitat de disposar de
cél-lules en divisio. En aquest estudi s’'usa la sonda centromérica del
cromosoma 8.

o Sondes de locus especific: també anomenades de sequiéncia Unica,
sén sequéncies d’ADN homologues a una regid gendmica
corresponent a una banda cromosomica o0 a un gen especific. Son
molt Utils quan es vol estudiar una regié molt concreta del genoma.
Les cél'lules diploides normals mostraran dues copies de cada
sequencia d’ADN (excloent les sequéncies dels cromosomes
sexuals) fet que permet la deteccié d’aberracions numériques. En el
nostre estudi es va usar la sonda especifica pel gen MYC.

En funcié del nombre de copies de la sonda centromérica i de I'especifica
present al nucli de la cél-lula tindrem: una situacié de normalitat (dues de cada),
monosomies (presencia unicament d’una centromeérica i una sonda especifica)
amplificacions (presencia de dues centromeériques perdo més de dues sondes
especifiques) i polisomies (presencia de més de dues centromériques) (Imatge

6).
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Imatge 6: En funcié del nombre de copies del les sondes centromeriques i

especifiques ens trobarem en una situacié de normalitat, amb una monosomia,

una polisomia o una amplificacié.
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HIPOTESI

Les nostres hipotesis son:

1.- Els CEP presenten aberracions numeriques del gen MYC que es podrien

correlacionar amb:
1a) El pronodstic de la malaltia.
1b) La preséncia d’infeccio pel VPH.

2.- Els CEP presenten el fenomen de TEM que es podria correlacionar amb:
2a) El pronostic de la malaltia.

2b) La presencia d’infeccié pel VPH.

OBJECTIUS

Objectiu generic:

|dentificar biomarcadors amb utilitat com a factors prondstics en el CEP.

Objectius concrets:

1.- Detectar la presencia del VPH i els genotipus en les mostres tumorals i en

els casos control.
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2.- Quantificar per FISH els guanys i amplificacions de MYC existents al nucli
cel-lulars de la mucosa sana de penis, al CEP in situ, al CEP invasor i a les

metastasis.

3.-  Estudiar l'expressi6  proteica de c¢c-Myc amb  tecniques

immunohistoquimiques.

4.- Comparar la relaci6 entre el nombre de copies del gen i I'expressié proteica.

5.- Determinar si hi ha relacié entre les aberracions / expressié de c-Myc i la

infeccié pel VPH.

6.- Avaluar I'expressio de marcadors de TEM (Caderina-E, Vimentina, Zeb1,

Twist i Snail) per tecniques immunohistoquimiques.

7.- Comprovar si hi ha alguna relaci6 entre la TEM i la presencia del VPH.

8.- Determinar si existeix alguna associacio entre els marcadors estudiats i les
dades cliniques recollides dels malalts (edat, infeccions per VIH, habit de
fumar, antecedents de malalties inflamatories previes, tractament i evolucio) per

a poder detectar si tenen alguna implicacié en el pronostic.
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RESULTATS

ARTICLE 1: MYC copy number gains are associated with poor outcome in

penile squamous cell carcinoma. J Urol. 2012 Nov;188(5):1965-71.

Proposit: Determinar les aberracions numeriques del gen MYC i la seva
expressio proteica en els diversos estadis del CEP. Relacionar aquestes

troballes amb parametres clinico-patologics i amb la infeccio del VPH.

Material i métodes: Es van avaluar 79 casos de carcinoma escamds de penis,
11 in situ i 68 invasors. El perfil citogenétic de MYC va ser avaluat per
hibridacié in situ per fluorescéncia. La preséncia del VPH es va detectar

mitjancant reaccié en cadena de polimerasa.

Resultats: Es van observar guanys de MYC a 4 dels 11 carcinomes in situ
(36%) i a 50 dels 68 invasors (73%). Es va demostrar una associacio entre els
guanys de MYC, la progressioé tumoral i el mal pronostic (p<0,05). En 32 dels
79 casos es va detectar la VPH (39%) sent el VPH-16 el més freqient. No
varem trobar cap relacié entre els guanys de MYC i la preséncia del VPH pero
si que es va trobar una associacié significativa entre la presencia del VPH i la
sobreexpressié de Myc. Només en els casos en que el VPH era negatiu els

guanys de MYC es correlacionaven amb la sobreexpressié de Myc

Conclusions: Els guanys de MYC van augmentant progressivament a mesura
que la malaltia progressa des de la fase in situ cap a la metastasis. La
preséncia de guanys de MYC és un factor de mal pronodstic independent.

Aquestes troballes son independents de la infeccié del VPH. L'expressio de
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Myc esta augmentada en els casos infectats pel VPH possiblement degut a una

activacio directa per part del virus
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MYC Copy Number Gains are Associated with Poor Outcome in
Penile Squamous Cell Carcinoma

Emili Masferrer,* Carla Ferrandiz-Pulido, Belén Lloveras, Magali Masferrer-Niubo,
Blanca Espinet, Marta Salido, Maria Rodriguez-Rivera, Laia Alemany, Jose Placer,
Antoni Gelabert, Octavi Servitje, Viceng Garcia-Patos, Ramon M. Pujol and
Agusti Toll

From the Servel de Dermatologis, Facultat de Medicina, Universitat de Barcelona, Hospital del Mar, Parc de Salut Mar, Institut Hospital del
Mar d'investigacions Médigues (EM), Servei de Dermatologia, Hospital Universitani Vall d'Hebron (CFFP), Universitat Autonoma de Barcelona
([EM), Servel d'Anatomia Patoldgica (BL), Laboratori de Citogenética Mollecular, Servei d Angtomia Pataldgica (BE, MS, MRR) and Servei de
Darmatologia, Hospital del Mar, Parc da Salut Mar, Institut Hospital del Mar d’lnvestigacions Médiques (RMP, AT), Departameant da
Matematiques, Universitat Politécnica (MMN), Programa de Recerca en Epidemiologia dal Cancer, Unitat d'Infaccions | Cancer, Institut
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Deapartament d'Urologia, Hospital del Mar (AG), Barcelona, Spain

Purpose: We determined MYC gene numerical aberrations and protein expres-
gion at different stages of penile squamous cell carcinoma carcinogenesis. We
correlated these findings with clinicopathological parameters and HPV infection.
Materials and Methods: We evaluated 79 cases of penile squamous cell carci- | pyigization
noma, including 11 in situ and 68 invasive carcinomas. The MYC cytogenetic
profile was evaluated by fluorescence in situ hybridization. HPV was detected by
polymerage chain reaction amplification.

Results: MYC gains were identified in 4 of 11 in situ carcinomas (36%) and 50 of .

Abbreviations
and Acronyms

FISH = fluorescence in situ

IHC = immunchistochemistry
PSCC = penile squamous cell

68 invasive penile squamous cell carcinomas (73%). A significant association
between MYC gains, and tumor progression and poor outcome was demonstrated
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Conclusions: MYC gains progressively increased during penile squamous cell
carcinoma progression from in situ samples to metastases. MYC gains were an
independent factor for poor prognogis. These findings were independent of HPV gl comy
infection. MYC expression was increased in samples with HPV infection, proba-
bly reflecting direct activation of MYC.
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smoking.” In contrast to its well dem-
onstrated relevance in cervical can-
cer,” the role of HPV in the etiology of

Penie squamous cell carcinoma is
rare in developed countries, repre-
senting 0.3% to 0.5% of male malig-
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childhood, phimosis and cigarette
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penile cancer remains undetermined.
The incidence rate of HPV identifica-
tion varies from 15% to 77.5%*° de-

pending on detection technique or
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method, the study population and tumor type.
HPV16 is the most prevalent infection in PSCC,®
similar to that in other HPV related anogenital can-
cers.® PSCC may resemble vulvar cancer, which has
2 etiological subsets, including one related to HPV
and another not related to this infection.” Interest-
ingly, in a large series of patients a differential
HER/PTEN/Akt pathway activation pattern in HPV
related vs unrelated PSCC was recently reported.®

Comparative genomic hybridization technique in
PSCCs demonstrated frequent copy number gains in
8q24, 16p11-12, 20q11-13, 22q, 19q13 and 5pl5
with no clear correlation between tumor grade and
chromosome aberrations.?

MYC is a protooncogene located in the 8q24 chro-
mosome band, encoding a transcription factor with a
basic helix-loop-helix leucine zipper protein domain
that appears to regulate cellular proliferation, dif-
ferentiation and apoptosis. In vitro studies indicate
that MYC 1s essential for the proliferation of most
cell types.X It is deregulated and over expressed in
most cancer cells.

MYC gains and amplifications have been noted in
several human tumor types, including oral and skin
squamous cell carcinomas.'>? They seem to have a
relevant role in the biological behavior of several
carcinomas. Frequent integration of HPV at 8924 in
cervical carcinoma cell lines has also been re-
ported.*** In vitro studies by Peter et al showed
that HPV inclusion in this region may trigger MYC
activation.'®

We determined MYC gene status by FISH and
c-myc protein expression by IHC at different stages
of PSCC carcinogenesis. We also evaluated a possi-
ble correlation of the results with the presence of

HPV.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Tissue Samples

We evaluated 88 consecutive samples of PSCC from dif-
ferent patients, dating from 1987 to 2010. According to the
standard TNM staging system 7, neoplasms were stage 0
in 15 cases, stage L in 28, stage [T in 27, stage IITAin 4 and
stage IIIB in 7. Stage could not be evaluated in 7 cases. A
set of lymph node biopsies showing metastatic spread
from 6 PSCCs was also included in the study. Normal
skin/mucosa and areas of in situ neoplasm adjacent to the
invasive area were obtained, when possible, from stage I
to III tumors (invasive PSCCs).

Normal skin/mucosa and in situ samples adjacent to
stage () tumors were obtained, when possible. A control
group consisting of 16 samples of normal foreskin from
children with phimosis was also evaluated.

All human samples used in this study were archival
material obtained without written consent from the cellu-
lar pathology department registry at 2 tertiary centers
(Hospital del Mar and Hospital de la Vall d'Hebron, Bar-

celona). Approval to perform this study was obtained from
the ethics committees at the 2 participating canters. The
study was done in accordance with the Guidelines of the

Helsinki Declaration of 1975, as revised in 1983.

Clinicopathological Features

A set of selected clinicopathological parameters was eval-
uated, including stage (0, I, II or III), tumor volume,
histopathological tumor differentiation (well, moderate,
poorly differentiated or undifferentiated), patient age,
clinical evolution (recurrent disease) and outcome.

Human Papillomavirus

HPV detection and typing were performed as part of an
ongoing international study. Briefly, paraffin embedded
specimens were obtained from PSCC cases. Paraffin
blocks were processed under strict conditions to avoid
contamination. Four paraffin sections per block were sys-
tematically obtained using the sandwich method. The first
and fourth sections were used for histopathological assess-
ment after hematoxylin and eosin staining, and the second
and third sections were used for HPV DNA detection and
genotyping. A blank paraffin section was cut and pro-
cessed between specimens to control for any carryover
contamination, in addition to routine controls. The pres-
ence of HPV DNA was determined by polymerase chain
reaction based on SPF-10 primers that amplify a 65 bp
region in the L1 gene. Polymerase chain reaction products
were first analyzed using a cocktail of conservative probes
to detect at least 54 mucosal HPV types by DNA enzyme
immunoassay. Positive samples were subsequently geno-
typed by LiPA25, version 1 (Laboratory Bio-Medical Prod-
ucts, Rijswijk, The Netherlands)'® to detect 25 high and
low risk HPVs, including 6, 11, 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 40,
42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 66, 68, 70 and 74.

Tissue Microarrays

Ten tissue microarrays were constructed, as outlined by
Kononen et al.'” A hematoxylin and eosin stained section
was obtained from each block to define representative
unaltered regions, in situ squamous cell carcinoma re-
glons, invasive tumor areas and metastatic areas. Two
tissue cylinders with a diameter of 2 mm were punched
from the selected areas from each tissue block and brought
into a recipient paraffin block using a tissue microarrayer
(Advanced Tissue Arrayer, Arrayer Punch set 2.00 mm,
ATA200, Chemicon®),

Fluorescence in Situ Hybridization

To assess MYC genetic status we used the LSI MYC/IGH,
CEPS tricolor dual fusion probe (Abbott Molecular, Abbot
Park, Tllinois). It contains 3 probes, including a centromeric
asatellite specific for chromosome 8 (SpectrumAqua™),
a locus specific probe from the MYC gene located at 8q24
(SpectrumOrange™) and a locus specific probe from the
IGH gene located at 14q32 (SpectrumGreen™).

Results were analyzed in a BX51 fluorescence micro-
scope (Olympus®) using CytoVision®. Tissue sections
were scanned at low magnification (100x) with 4,6-
diamidino-2-phenylindole excitation to localize areas for
which histopathological characteristics had been estab-
lished by examination of a hematoxylin and eosin stained
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Figure 1. Immunohistochemistry of c-myc. a, normal foreskin
shows c-myc positivity in 100% of basal keratinocytes but is
negative for suprabasal keratinocytes. b, in situ PSCC demon-
strates positivity in basal and suprabasal keratinocytes. ¢, C-myc
over expression in invasive PSCC. d, C-myc over expression in
PSCC metastatic sample. Reduced from x200.

tissue section. For amplification or polysomy evaluation
100 nonoverlapping nuclei per sample were analyzed.

A total of 16 normal foreskin samples from healthy
donors served as negative controls. These samples were
hybridized with the same probe to establish cutoff values,
which were calculated as the mean of positive findings
plus 3 x SD.

We established criteria for the definition of MYC copy
number aberrations. Gene gains were considered by am-
plification or polysomy. MYC amplification was calculated
as the average ratio of MYC gene signals to CEPS signals
per cell. MYC gene amplification was considered when the
ratio was greater than 2, or when we detected innumera-
ble loose or tight gene clusters in more than 10% of tumor
cells.'® Polysomy 8 was considered when the cells had
more than 2 copies of the centromeric probe from chromo-
some 8 with a MYC/CEPS8 ratio of less than 2 (between 0.5
and 1).

Immunohistochemistry

IHC study was performed using the Autostainer Plus
Link (Dako, Glostrup, Denmark) according to previ-
ously established protocols. THC staining was developed
for Myc (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Ger-
many). IHC staining was scored by 2 independent ob-
servers (EM and BL).

Protein expression was quantified as the percent of
keratinocytes showing positivity (range 0% to 100%). In
human epidermis, MYC protein is predominantly ex-
pressed in the nucleus of basal cell keratinocytes. Normal
foreskin showed MYC positivity in 100% of basal keratin-
ocytes and in 0% of suprabasal keratinocytes (fig. 1, a).
Staining in 10% or greater of suprabasal cells was consid-
ered positive (over expression) for in situ PSCC (fig. 1, b).
Over expression in PSCC and metastasis was also consid-
ered when 10% or greater of tumor cells showed positivity
(fig. 1, e and d).

Statistical Analysis

The correlation between variables was evaluated using
the Pearson correlation coefficient. The relationship be-
tween variables was evaluated using the chi-square and
Student t tests as estimators, as appropriate. Analysis
was done with LibreOffice® 3.3.

Specific mortality rates were estimated with the Kap-
lan-Meier method from the day of the histopathological
diagnosis of PSCC. Analysis was performed with SPSS®
15.0. Significance was considered at p <0.05.

RESULTS

Of 88 PSCCs 79, including 11 in situ and 68 invasive
PSCCs, and 5 metastases, could be finally evaluated
due to technical limitations, including loss of tissue
microarray cylinders or fewer than 100 cells per
tumor showing a MYC signal by FISH. A total of 46
normal mucosa samples and 53 in situ lesions adja-
cent to invasive tumors could be evaluated. Seven
normal mucosa samples adjacent to in situ PSCC
could also be assessed.

Clinical Features

Mean age of patients with PSCC was 68 years
(range 25 to 96). Disease was classified as stage 0
(TisNOMO) in 11 patients, stage I (T1aNOMO) in 26,
stage I in 27 (T1bNOMO in 5, T2NOMO in 12 and
T3NOMO in 10), stage IITA in 4 (TIN1IMO in 1,
T2N1MO in 2 and T3N1MO in 1) and stage IIIB in 7
(TAN2MO in 1, T2N2MO in 1 and T3N2MO in 5).
Stage could not be evaluated in 4 invasive samples.
Inguinal lymph node metastases developed in 11
patients and 8 died of PSCC progression. Recur-
rence developed in 14 patients. Table 1 shows the
recurrence rate according to treatment method. Me-
dian followup was 44 months (range 1 to 180).

Histopathological and IHC Features

The most frequent tumor histopathological type was
squamous cell carcinoma of the usual type (61%).
Disease was well, moderately and poorly differenti-
ated in 25, 21 and 20 cases, respectively, and undif-
ferentiated in 2. Table 2 lists MYC THC results.

HPV Status
HPV DNA could be evaluated in 79 PSCCs and in all
control samples. HPV DNA was not detected in 16

Table 1. Recurrence rate by therapeutic modality

No. Pts/No. Recurrence (%)

Penectomy:

Total 1/3(42.8)
Partial 45/6(13.3)
Glandectomy 51 (20
Circumcision 7/0
Simple excision 9/2 (22)
Simple graft 1/0
Medical 4/2 (30}
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Table 2. MYC immunohistochemical over expression in
penile samples

p<005 100% 100%

No. No.
Over Expression (%)*  Nomal (%)t
Suprabasal:

Perilesional mucosa 9(21) 33(79)

In situ Ca adjacent to invasive PSCC 211(41) 30(59)
Invasive Ca 26 (61) 16 (39)
Metastasis 2(40) 3(60)

Total No. 58 8

* Greater than 10% of cells.
1 Less than 10% of cells

normal foreskin samples. HPV DNA was detected in
32 of 79 PSCCs (39%). Of 32 HPV positive tumors 29
(90.6%) showed a single HPV subtype and 2 of 32
(6.25%) harbored multiple HPV types (up to 6 low
and high risk HPV types). High risk type 16 was the
most prevalent one, present in 25 of 32 HPV positive
lesions (78%). HPV18 was not detected in any sam-
ple (table 3).

FISH Results

The 16 normal foreskin samples and 53 nonlesion
samples obtained from pathological cases showed no
MYC copy number changes. MYC numerical aberra-
tions were identified in 4 of 11 in situ carcinomas
(36.4%). Also, 25 in situ carcinomas adjacent to a
total of 49 invasive PSCCs with MYC gains (51%)
harbored MYC gains. No MYC numerical aberra-
tions were identified in in situ carcinomas adjacent
to invasive PSCCs that showed no MYC gain. No
statistical differences in MYC gains were found be-
tween in situ carcinomas alone and in situ carcino-
mas adjacent to invasive PSCC.

Of 68 invasive PSCCs 49 (72%) showed MYC
gains. The percent of cells with MYC aberrations
was lower in areas of in situ carcinoma adjacent to
invasive PSCC than in invasive PSCC samples
(mean 19% vs 42%, p <0.05, fig. 2).

MYC polysomies were observed in 1 of the 11 in
situ samples (9%). Polysomies were also observed in
9 of 53 samples (16%) of in situ carcinoma adjacent

Table 3. HPV types in current PSCC series

HPV Type No. Cases

16
33
16/45
16/6
58
74
[
Unidentifiable

@ | N
R == == =

Total No

Maormal In situ Tumor Metastasis
H hpy- B hpv
Norrnal In situ Turmour Metastasis
Gains | Total | Gains | Total | Gains | Total | Gains | Total
HPY- 0 30 15 33 30 39 4 4
HPY+ 0 18 11 18 19 23 1 1

Figure 2. Note significant increase in MYC gains in disease
progression. No MYC differences were found between HPV and
nonHPV cases.

to invasive PSCC and in 30 of 53 invasive PSCCs
(56%) (p <0.05, fig. 3, a).

No MYC amplifications were detected in the group
of in situ neoplasms. In contrast, 6 of 46 in situ carci-
nomas (13.6%) adjacent to invasive PSCC showed
MYC amplifications. MYC amplifications were ob-
served in 26 of 68 invasive PSCCs (38%) (fig. 3, b).

All 5 metastatic samples showed numerical aber-
rations, polysomies and amplifications (86%, T9%
and 57%, respectively). We detected cluster-type
MYC amplification in 5 PSCCs (fig. 3, ¢).

Correlations with MYC Numerical Aberrations
MYC expression. No association was observed be-
tween MYC numerical aberrations and MYC over
expression by THC. However, a significant associa-
tion between MYC gains and protein over expression
was detected when HPV positive tumors were ex-
cluded (p <0.05).

Figure 3. FISH demonstrates distinct types of MYC copy num-
ber changes using MYC SpectrumQrange/CEP8 SpectrumAgqua
probe. a, representative example shows polysomy (arrow). FISH
revealed 3 copies of 2 signals. b, amplification (arrow). FISH
detected cells with multiple copies of MYC gene with MYC/CEP8
signal ratio greater than 2. ¢, nuclei show MYC clusters with
innumerable copies of MYC gene.
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MYC over expression and clinicopathological fea-
tures. No association was observed between MYC
numerical aberrations or MYC over expression and
certain clinicopathological parameters, that is pa-
tient age and tumor volume. None of the 4 patients
with in situ carcinoma and MYC numerical aberra-
tions showed progression to invasive carcinoma re-
gardless of the use of medical or surgical methods.
Cases that had evolved to metastasis showed more
MYC numerical aberrations than nonmetastatic
PSCC cases (60% vs 31%, p <0.05).

Kaplan-Meier survival analysis revealed that
poor outcome (mortality, node metastasis and/or re-
currence) was significantly increased in patients
with MYC numerical aberrations in more than 30%
of tumor cells (fig. 4).

We observed an increase in MYC gains, parallel-
ing the progression of histopathological tumor dif-
ferentiation (well, moderately, poorly differentiated
or undifferentiated) (p <0.01). However, no signifi-
cant association between MYC over expression and
tumor differentiation was observed.

A significant association between MYC gains and
tumor progression (stage I, IT and IIT) was also de-
tected (p <0.05). Although a trend toward increased
MYC expression by THC with tumor progression was
noted, this did not attain significance.

Three of 5 samples showing cluster-type MYC
amplification were metastatic, while the other 2 cor-
responded to patients with disease associated death.
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Figure 4. Kaplan-Meier analysis shows that MYC gains (more
than 30% of nuclei with more than 2 copies) were significantly
associated with poor outcome, such as mortality, node metas-
tasis and/or recurrence (local recurrence in patients treated only
with imiquimod 5% with 2 patients excluded from analysis).

MYC over expression and HPV status. No associa-
tion was observed between the presence of HPV
infection, and MYC gains and/or amplification (fig. 2).
In contrast, the presence of HPV correlated signifi-
cantly with MYC over expression (p <0.025).

DISCUSSION

PSCC tumorigenesis is a multistep process charac-
terized by the accumulation of chromosome altera-
tions and several aberrant genetic events. Gene
gains and amplifications are common alterations in
many cancers, resulting in extra copies of regions
that contain growth promoting oncogenes and lead-
ing to gene over expression, which confers a growth
advantage. Few groups have addressed cytogenetic
aberrations in PSCCs. A recent study by Stankie-
wicz et al demonstrated that copy number gains in
EGFR, a gene commonly involved in cancer devel-
opment, are rare in PSCCs.® In contrast, the gain of
the 8q24 chromosomal band containing MYC is a
recurrent finding in PSCC.° We focused on the de-
tection of MYC aberrations in all stages of PSCC.

No significant differences in MYC gains were ob-
served between penile in situ carcinoma and in situ
carcinoma adjacent to invasive PSCC. However,
MYC amplifications were only detected in in situ
samples accompanying invasive PSCC. These find-
ings suggest that detecting MYC amplifications may
be related to a risk of PSCC invasiveness. However,
the low sensitivity of this parameter makes it use-
less in the clinical setting.

Our study revealed an increase in MYC numeri-
cal aberrations, paralleling the progression of PSCC
from in situ carcinoma to metastasis. In light of
previous data reported by our group,''? signifi-
cantly increased MYC copy number gains seem to be
shared with oral and cutaneous squamous cell car-
cinomas. These findings suggest that squamous cell
carcinoma at different locations may develop via
similar molecular pathways that drive to MYC nu-
merical aberrations.

In addition, we observed a significant increase in
MYC gains in poorly differentiated PSCC and at
advanced stages. These findings were also previ-
ously observed by our group in cutaneous squamous
cell carcinoma.' They highly suggest that MYC may
promote loss of differentiation and be considered a
progressor gene.

Interestingly, we noted that high copy numbers of
MYC were significantly associated with poor out-
come (mortality, node metastasis and/or recurrence)
in PSCC. Previous studies showed an association
between MYC gene gains, and high histological
grade, lymph node metastases and/or poor survival
in breast and colon cancers, osteosarcoma and laryn-
geal squamous cell carcinoma.®2* Numerical aber-
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rations in other genes, such as EGFR in lung carci-
noma?* or ERBB2 in breast carcinoma,?® are also
associated with poor outcome and correlate with the
treatment response to anti-EGFR/anti-ERBB2 drugs.
Omomyc is a promising MYC interfering molecule
that has demonstrated therapeutic efficacy with lit-
tle toxicity in transgenic mouse cancer models in
vivo.2827 The future role of drugs such as Omomyec
in the management of squamous cell carcinoma, in-
cluding PSCC, with MYC gains and/or c-myc over
expression merits further studies.

A causal relationship between HPV and most cer-
viecal carcinomas is well established.?® However,
other etiologies must have a role in PSCC since HPV
is not always detected in these tumors.! In our study
approximately 40% of the samples harbored HPV
infection, equaling previously reported numbers.®
We observed no cases of HPV18 positive PSCC,
probably reflecting a low incidence of this HPV type
in the Mediterranean area, as previously reported.?’

HPV status did not correlate with the presence of
MYC gains. This agrees with the frequent observa-
tion of MYC gains in ecutaneous squamous cell car-
cinoma,! which is not commonly related to group
aHPV infection. However, MYC immunohistochem-
ical expression was Increased in samples with HPV
infection, as previously reported for cervical neo-
plasms 2 The relevance of this correlation may also
be inferred from the observation of a switch to a
significant association between MYC gains and
MYC over expression when HPV positive samples
were excluded from analysis. Briefly, all of these

data would favor the hypothesis of direct activation
of MYC by HPV.1®

Our study had some limitations that should be
noted. 1) There were the inherent biases and poten-
tial errors of a retrospective study. Also, although
some patients were followed for a long period, a
5-year followup could not be achieved in all. 2) We
could not study all patients due to loss of tissue
microarray cylinders or the lack of 100 nuclei per
evaluated sample. 3) [HC and FISH were performed
in 2 mm cylinders, which could provide nonrepre-
sentative results in tumors with heterogeneous ar-
eas.

CONCLUSIONS

We observed that MYC gains progressively in-
creased during tumor progression from in situ sam-
ples to metastases in PSCC cases. These findings
seemed to be independent of HPV infection. Con-
versely, c-myc expression was increased in samples
with HPV infection, which may reflect the integra-
tion of this virus with consequent direct activation of
MYC and the existence of 2 types of PSCC. MYC
gains are an independent factor for poor prognosis.
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ARTICLE 2: Epithelial to mesenchymal transition in penile squamous cell

carcinoma. J Urol. 2015

Proposit: La transicio epiteli mesénquima (TEM) és un fenomen observat als
tumors epitelials que provoca una pérdua de I'adhesio intercel-lular, 'adquisicié
d’un fenotip mesenquimal i un augment de la capacitat migratoria. Mentre que
s’han realitzat molts estudis entre la relacié de la TEM i el risc de metastasis i
de progressid tumoral als carcinomes escatosos, hi ha molt pocs estudis del
fenomen de TEM en aquells carcinomes escatosos relacionats amb els virus
del papil-loma huma (VPH) d’alt risc. A més a més, no ha estat investigat si el
fenomen de TEM al carcinoma escatds de penis (CEP) esta activat pel VPH o
és independent de la infeccié del virus. L'objectiu d’aquest estudi és avaluar la
preséncia de marcadors de TEM i la seva relaciéo amb el VPH al CEP.

Material i metodes: Es va estudiar, per immunohistoquimica, I'expressié de
Caderina-E, Vimentina i els factors de transcripcid relacionats amb la TEM
Twist, Zeb 1 i Snail en una serie de 64 CEPs. Mitjancant PCR es va determinar
la presencia del VPH als CEPs.

Resultats: La pérdua de [I'expressi6 de Caderina-E de membrana
simultaniament a la sobrexpressiéo de Vimentina es va observar en un 43.5%
dels CEP. El VPH es va associar amb la pérdua de Caderina-E perd no amb la
TEM. Els casos que presenten TEM tenen major risc de recurréncia i més
mortalitat.

Conclusions: Les nostres troballes indiquen que, al CEP, la TEM s’associa

amb un pitjor prondstic perd no amb la preséncia del VPH.

53



EPITHELIAL TO MESENCHYMAL TRANSITION IN PENILE SQUAMOUS

CELL CARCINOMA

Emili Masferrer!, Carla Ferrandiz-Pulido?, Magali Masferrer-Niubo®, Alfredo
Rodriguez-Rodriguez®, Inmaculada Gil®, Antoni Pont®, Octavi Servitie’, Antonio
Garcia de Herreros®, Belen Lloveras®, Viceng Garcia-Patos?, Ramon M Puijol'®,
Agusti Toll'®, Inmaculada Hernandez-Mufioz®*.

1 Department of Dermatology. Facultat de Medicina. Universitat de Barcelona.
Hospital del Mar. Parc de Salut Mar. IMIM. Universitat Pompeu Fabra.

2 Deparment of Dermatology. Hospital Universitari Vall d’'Hebron. Universitat
Autdnoma de Barcelona.

3 Department of Mathematics. Universitad Nacional de Educacién a Distancia
UNED.

4 Department of Urology. Hospital del Mar. Parc de Salut Mar. IMIM.

5 Department of Dermatology. Hospital Universitari St. Joan de Reus-
Universitat Rovira i Virgili de Tarragona.

6 Department of Urology. Hospital Universitari St. Joan de Reus-Universitat
Rovira i Virgili de Tarragona.

7 Department of Dermatology. Hospital Universitari de Bellvitge, IDIBELL

8 IMIM (Institut Hospital del Mar d’Investigacions Médiques), Barcelona.

9 Department of Pathology. Hospital del Mar. Parc de Salut Mar.

10 Department of Dermatology. Hospital del Mar. Parc de Salut Mar.

*I.LH-M. and A.T. contributed equally to this work.

Corresponding author:

54



Emili Masferrer

Department of Dermatology
Hospital del Mar

Pai Maritim 25-29.
Barcelona 08003

Tel: 932483000

Fax: 932483328

e-mail: emilimasferreriniubo@gmail.com

Running title: EMT in PSCC

Key words: Penile squamous cell carcinoma, epithelial to mesenchymal

transition, E-cadherin, Vimentin, Human Papillomavirus

Funding:

This study was partially supported by the grants PI04/1728, RDOS/007&/00036,
PS09/004973 and PHO/DOTES from Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS),
Instituto de Salud Carlos lll, Ministerio de Sanidad, FEDER, Spain, and from the
AGAUR (20090 SGR 1409).

Conflict of Interest Disclosure: Mone declared

Word count: 2695
Number of figures: 2
Number of tables: 2

Number of references: 29

55



Abstract

Purpose: The epithelial to mesenchymal transition (EMT) is a phanomenon
observed in epithelial tumaors that involves loss of intercellular adhesion,
mesenchymal phenotype acquisition and enhanced migratory potential.
Whereas the EMT process has been extensively linked to the metastatic
progression of the squamous cell carcinoma (SCC), studies on the role of EMT
in SCC containing high-risk human papillomaviruses are scarce. Moreover,
EMT involvement in human penile squamous cell carcinoma (PSCC), that can
arise either through transforming HPY infections or independent to HPV, has
not been investigated. The aim of the present study was to evaluate the
presence of EMT markers and its relationship to HPY in PSCCs.

Material and methods: Expression of E-cadherin, Vimentin and the EMT-
related transcription factors Twist, £eb1 and Snail was assessed by
immunchistochemical staining in a series of 64 PSCCs. HPV was detected by
PCR amplification.

Results: Simultaneous loss of membranous E-cadherin expression and
Vimentin overexpression was shown in 43.5% of PSCCs cases. HPV was
significantly associated with loss of membranous E-cadherin but not with EMT.
Recurrence and mortality was significantly higher among those cases showing
EMT.

Conclusions: Our findings indicate that in PSCC, EMT is associated with poor

prognosis but not with the presence of HPV.

Led
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1. Introduction

Penile sguamous cell carcinoma is a rare tumor most commaonly affecting men
between the ages 65 to74 years. In Europe and the United States, it represents
0.3-0.5% of male malignancies. PSCC may histologically be divided into usual
type (70%-90%), basaloid (10%) and low-grade verruciform fumaors that include
verrucous, warty and papillary carcinomas. Rare variants include an aggressive
sarcomatoid subfype and mixed tumers of usual type and ancther variant.
Risk factors for penile cancer include lack of circumeision during childhood,
phimosis, cigarette smoking and human papillomavirus infection. ? A bimodal
etiopathogenic pathway in the carcinogenesis of PSCC has recently been
proposed, one related to high-risk HPY infection and another HPY independeant.
3 The rate of HPV identification in PSCC varies from 15% to 77.5% depending
on the technigue used, the population being studied and/or the subtype. * The
high-risk HPWV1E is, by far, the most frequentiy detected genotype in PSCC. In
contrast to cervical cancer, in which HPV is found in 100% of the cases, HPV-
related lesions are more frequent in some subsets of PSCC, such as basaloid
and warty subtypes. *

HPV products E6 and ET play crucial roles in carcinogenesis by targeting tumor
suppressor pS3 and Retinoblastoma proteins, respectively. In addition, HPV has
also been associated with surface E-cadherin deregulation in benign epithelial

lesions, tonsillar carcinoma and cenvical intraepithelial neoplasia. &7 This
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association seems to be independent of the activifies of high-risk HPV protsins

on cell cyele regulators. B

In many epithelial tumors the escape of cancer cells from the primary tumor is
often associated not only with loss of intercellular adhesion and but also with
concomitant enhanced migratory potential, collectively termed epithelial fo
mesenchymal fransition. ¥ E-cadherin is the main component of the adhesion
molecules that mediate anchoring intercellular junctions between keratinocytes.
Loss of E-cadherin expression comrelates with an increased metastatic potential
and poor prognosis in a broad number of tumors, including PSCC, """ while E-
cadherin re-exprassion in tumor cells inhibits invasion and metastasis. b’ =5
cadherin expression can be downregulated by the action of several EMT-
associated transcription repressors, such as members of the Snail, Twist and
Zeb families. ®™ These factors can also promote the gain of mesenchymal
markers, such as Vimentin, an intermediate-sized filament highly exprassad in
mesenchymal cells commonly used to identify epithelial cancer cells undergoing
EMT and whose expression comelates with an increased invasiveness and

metastatic spread. 2

PSCCs display a high capacity to invade and metastasize, and regional spread
occurs from inguinal nodes to pelvic lymph nodes. Despite being a highly
metastatic pathology, the EMT phenomenon has not been previously explored
in these tumors. In the present study we simed to analyze the expression of

EMT immunohistochemical markers in a series of PSCCs, to evaluats their
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possible association with the presence of HPV and to investigate their potential

value as a prognostic factor.

2. Materials and methods

2.1. Patients and tissue samples

Seventy-three consecutive samples of PSCC from different patients, dating
from 1987 to 2010, were included in the study. Samples were retrieved from the
Departments of Pathology of two tertiary centers {(Hospital del Mar and Hospital

de la Vall d'Hebron, Barcelona).

Approval to conduct this study was obtained from the ethics committees from
both centers participating in the study, in accordance with the Guidelines of the

Helsinki Declaration of 1975 revised in 1983,

2.2. Clinicopathological features

The following clinicopathological parameters were evaluated: stage, according
to the standard penile TNM staging system 7, ™ tumor volume (calculated, in
mm?, from fresh sample using three measures: longitudinal diameter, vertical
diameter and depth), histopathological tumor differentiation (well, moderate,
poorly differentiated), histopathological tumaor subtype (verrucous, warty, usual
type, basaloid, and sarcomatoid carcinoma, as well as mixed tumors of usual

type and another varant), age at diagnosis, follow-up, development of
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recurrences (PSCC reappearance after treatment in the primary site), mortality

and Iymph node metastases.

2.3. Human papillomavirus

HPV detection and typification was performed as part of an ongoing
international study, as previously described by our group for this series. *In
brief, HPY DNA presence was detected by PCR. PCR products were then
analyzed to detect at least 54 mucosal HPY types by DMA enzyme immune-
assay and positive samples were subsequently genotyped to detect 25 high and
low risk HPWs. Fifteen samples of normal foreskin from children with phimosis

were used as negative contral. 5

2.4. Tissue microarrays

Ten TMAs were constructed as outlined by Kononen and colleagues. '° First,
hematoxylin—=osin stained sections were obtained from each block to define
representative regions. Two tissue cylinders were punched from the selected
areas from each fissue block and brought into a recipient paraffin block using
the tissue microarrayer (Arrayer Punch set 2.00mm. ATA200. Advanced Tissue
Arrayer. Chemicon International). TMASs also included 15 human epidermmal
foreskins derived from healthy children that were used as non-tumoral tissue

controls.

2.5, Immunahistochemistry
In order to assess the representativity of the TMA cylinders, E-cadherin was

evaluated in all cases, from both paraffin-embedded complete tissue block
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sections and microarray sections. A high degree of comrelation between E-
cadherin exprassion in the whole sample and in TMA cylinders was obsenved
{Kappa coefficient = 0.93, P<0.001). In addition, Vimentin expression was also
evaluated in nine whole samples included in the TMASs. As indicated for E-
cadherin expression, Vimentin expression in the TMA tissue perfectly reflects
the expression of this marker in the whole sample. Immunostainings to detect
other EMT-related proieins were only performed in TMA samples. For E-
cadherin, Vimentin, Twist and £2b1 immunodetection, sections were processed
as described before. '® Anfibodies to detect these proteins were: anti-E-
cadherin (BD Transduction Laboratories); anti-Vimentin (Movocastra); anti-Zeb
(Sigma); Twist2C1a (Abcam); Snail1 as previously described. ™ IHC staining

was scored by two independent ocbservers (E.M. and | H-M).

Loss of membranous E-cadherin was considered when less than 90% of the
tumor area retained its expression. Since E-cadhernin antibody recognizes the
intracellular domain of the protein, subcellular location (membrane, cytoplasm
or nucleus) of E-cadherin was also registered. Vimentin expression was
considered positive when more than 10% of the tumor cells showed cytoplasmic
positivity. Simultaneous loss of membranous E-cadherin expressicn and
Vimentin over-expression was considered to comespond to EMT. Zeb1, Twist
and Snail expression were considerad positive when mare than 10% of the
nuclei showed any degree of signal. All these cut-off values were chosen

considering normal expression in non-tumoral samples.

2.6. Statistical analysis

61



Descriptive analyses of clinical, clinicopathological and immunohistochemical
data were camied out. Association between EMT markers and
clinicopathological variables was analyzed with the chi-sguare test. Specific
mortality rates were estimated with the Kaplan-Megier method and proportional
hazards regression model adjusted for grade and stage from the day of
histopathological disgnasis. P-value = 0.05 was considered statistically
significant. Analyses were performead with Libra Office 3.3 and SP55 19.0

(SPS5 Inc. Chicago, IL, USA).
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3. Results

3.1. Clinical and clinicopathological features

Due to technical limitations (TMA cylinders loss) sixty-four out of seventy-three
PSCC samples were finally evaluated. Mean age of the PSCC patients was 68
years (range 41-96 years). Mean tumor volume was 17,880 mm?® (range 300 -
111,360 mm?). Twenty-nine cases were classified as having stage | (T1aNOMO)
disease, thirteen stage Il {11 T2ZNOMD; 2 T2N1M0) and eighteen stage Il {1
TANZMO; 1 T2N2MO; 9 T3NOMO; 1 T3N1MO; 6 T3N2MO). Stage could not be
evaluated in four cases. Thirteen patients developed groin lymph node
metastases (six of them could be evaluated) and thirteen patients died due to
P3CC progression (cancer-specific mortality) (Table 1). Ten patients developed
local recurrences. Median follow-up period was 49 months (range 1-252

manths).

The most freguent PSCC histopathological type was the usual type (679
(Table 2). Differenfiation patterns were as follows: well-differentiated (26 cases),

moderately-differentiated (17 cases) and poory-differentiated (21 cases).

HPV detection and typification in this set of tumors was recently reported by our
group (35.9% of the cases harbored an HPV infection and 95.7% of them

comesponded to high risk HPV, mainly HPV16). ®
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3.2, Immunohistochemical features and clinicopathological data

Loss of membranous E-cadherin was observed in 46 out of 64 cases (71.8%)
(Figure 1). We next analyzed Vimentin expression in the TMAs, and we
determined the simultaneous loss of membranous E-cadherin expression and
Vimentin over-expression, as a mean to guantify bona fide EMT. Using these
two markers, EMT was shown in 27 out of 62 cases (43.5%) (two cases were

lost for Vimentin evaluation).

Since we observed EMT in almost half of the PSCC tumors, we next
investigated whether they also displayed expression of some EMT-related
transcription factors. Immunohistochemical analysis revealed that 77.3% of the
samples expressed Zeb1, while Twist expression was present in 12.9% of the
evaluated samples (Figure 2). No significant association between Zeb1 or Twist
expression and the presence of EMT was found. Snail expression was detected
in izolated neoplastic cells (less than 109%), making the statistical analysis

irrelevant.

Mortality was higher among cases showing EMT (33.0% ws. 11.4%; P=0.035). A
Cox proportional hazards model demonstrated that tumors showing EMT had a
significantly increased mortality compared with tumors without EMT (hazard risk
of 3.6; 95% Cl 1.02-12.9). The Kaplan Meier survival analysis demonstrated a
significantly improved 10-year survival for those patients without EMT (Figure

34).
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Recurrence rates were higher in patients with tumors showing EMT markers
(29.6% vs. 6.2%; P=0.017). Quite surprisingly, EMT expression was not
increased in metastasizing tumors vs. non-metastasizing tumors (256% vs. 15%,

P= non-significant).

Mo association was found between E-cadherin, Vimentin, £eb1 or Twist and the

THM stage or the differentiation pattern.

Muclear or cytoplasmic E-cadherin expression could be observed in some
cases with lost membranous expression (n=46): nuclear expression was
detected in 12 out of 46 cases (26%) and cytoplasmic exprassion in 5 cases out
of 46 cases (10.8%). Although loss of membranous E-cadherin was not
associated with bad prognosis, nuclear E-cadherin expression was significantly
associated with a greater mortality: 41.6% of the patients expressing nuclear E-
cadherin died due fo the disease versus 15.3% of other groups (P<0.05).
Furthermore, the Kaplan Meier survival analysis also showed that the group of
P3CCs with nuclear E-cadherin was associated with a worse prognosis (Figure

IB).

Finally, we assessed the presence of EMT markers in 6 PSCC metastatic
samples. We did not find any significant association in the expression of EMT
markers or E-cadherin loss in the metastasis when compared with their
comesponding primary tumors. However, two metastases showed nuclear E-

cadherin exprassion that was also observed in the primary tumors.
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3.3. Association between immunohistochemical markers,

histopathological subtypes and HPV status

EMT was differentially expressed depending on the histopathological subtype of

PSCC (Table 2).

HPV infection was significantly associated with loss of membranous E-cadherin.
Twenty-two out of 23 (95.7%) HPV-positive tumors did not express
membranous E-cadherin whereas only 24 out of 41 (58.5%) of HPV negative
tumaors lacked membranous expression (P< 0.001). Conversely, the presence of
HPY was not associated with EMT (40.9% of HPV-positive cases showed EMT

vs 45% of HPV-negative cases; P= non-significant).
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4. Discussion

Dwring EMT, epithelial cells acquire mesanchymal-like properties, such as loss
of membranous E-cadherin and gain of Vimentin expression. ® We here report
that the EMT process takes places in 43% of the cases in our PSCC series, and
that this feature is linked to an increased mortality and recurrence.

Functicnal loss of E-cadhernin occuming in carcinogenesis can take place
through a variety of mechanisms such as miss-localization, gene mutations,
promoter hypemmethylation or transcriptional repression, being the latter the
pradominant mechanism controlling the expression of E-cadherin in most
carcinomas. ' Direct E-cadherin repressors are the Snail family, the basic
helix—oop—helix factor E47, and two members of the Zeb family. T In addition
Twist can suppress the transcription of E-cadherin and modulate the expression
of mesenchymal targets to promote an EMT. - However, in contrast to our
previous report in cutaneous SCC, ® we have been unable to demonstrate in
PSCC a relationship between any of the studied EMT-related transcription
factor and EMT. Since the EMT process is highly cell context-dependent, it is
possible that other EMT-related transcription factors different to those
investigated in the present study are involved in the downregulation of E-

cadherin and EMT in PSCC.

The HPV infaction might also be a candidate for E-cadherin regulafion andfor
EMT induction in PSCC. In this sense, we found HPV to be associated with loss

of membranous E-cadherin. Our results are in accordance with previous in vitro
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studies that have shown that EV and E6 HPY proteins may trigger an E-
cadherin downregulation in keratinocyte cultures. '® An HPV-induced loss of E-
cadherin expression in PSCC could also be due to an HPV-related loss of
chromosome 16qg, which harbors the E-cadherin gene, as reported in oral
squamous cell carcinomas. - Conversely, we did not find an association
between HPV and EMT. A previous study by our group in this series of patients
demonstrated an association between HPY and a better prognosis in PSCC. i3
Statistical correlation between HPY and better outcome has also been reported
in wulvar cancer. *' Accordingly to Rodrigues and collaborators, HPV-related
vulvar tumors do not seem to undergo an EMT phenomenon, commonly
associated to worse prognosis in cancer. 2! Taken together, all the above-
mentioned features suggest that E-cadherin downregulation by HPV does not

trigger EMT or leads to a8 more aggressive phenotype.

In our study, we have been unable to identify any candidate friggering factor for
EMT, although a significant association between EMT and higher recurrance
rates in PSCC was defected. In several malignant tumors, EMT has widely
been associated with lymphatic metastases. 3222 However, in our series we
have not found such an association. A low sample size effect could explain this
phenomenon. Alternatively, the lack of association between EMT and a higher
risk of lymph node metastases might suggest that EMT better favors local
recurrence in PSCC. The anatomical location of these tumors may determine a
high risk of loco-regional progression that may cause fatal outcomes while

lymph nodes are bypassed 2%
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Interestingly, we have also observed nuclear E-cadherin expression in several
aggressive tumors. Muclear E-cadherin expression has previously been
reported in both esophageal SCCs and pancreatic endocrine tumors, 54 A
cleaved E-cadherin cytosolic fragment may be translocated to the nucleus and
participate in the regulation of gene expression. The presence of nuclear E-
cadherin in two out of six metastatic samples suggests that this fragment is
required for the biology of the tumoral cell that has already left the primary
tumor, pointing to functions besides, and maybe in addition, to call
dissemination. Although a possible relationship between nuclear E-cadherin

and bad prognosis has been reported, *8 their precise role has not been fully

established yet.

In our series, E-cadherin and Vimentin are differently expressed depending on
the histological subtype. Although the number of evaluated sarcomatoid tumors
was low (three cases), all our cases of this aggressive form of PSCC 2° showed
increased nuclear E-cadherin and YVimentin expression (EMT). On the other
hand, the verrucous type, commonly associated to good prognosis, 2 did not
express EMT markers. These data suggest that EMT may play a role in the

different biological behavior of the different PSCCs subtypes.

Owr study has some limitations that should be pointed out. Firstly, there are
inherent biases and potential errors of a retrospective study and although some
patients were followed for a long period of time, a five-year follow-up period
could not be achieved in all cases. Moreover, treatment protocols may have

been heterogeneous in the two centers that paricipated in the study and may
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have evolved and changed in the long inclusion period of time. Secondly, the
extensive time taken to recruit patients involves different treatments and this
may influence the recurrence rates. Thirdly, we could not study all patients due
to loss of TMA cylinders. Finally, some immunohistochemistry studies were only
perfiormed in 2 mm cylinders, which could render non-representative results in

tumors with heterogeneous areas.

In conclusion, our study demonstrates that the EMT process is associated with
an increased mortality rate and with aggressive PSCC subtypes. Qur findings
also suggest that HPY infaction may promote E-cadherin downregulation

without inducing an EMT program.
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Figure legends:

Figure 1. E-cadherin expression in penile SCC. A. Verrucous penile
squamous cell carcinoma showing a normal membranous E-cadherin pattern.
B: Warty PSCC showing a membranous E-cadherin loss. C. Usual type PSCC
showing membranous E-cadherin loss. D. Basaloid PSCC showing nuclear and
cytoplasmic E-cadherin expression. E. Mixed tumor showing membranous E-
cadherin exprassion in the usual type component and cytoplasmic expression
pattern in the basaloid component. F. Sarcomatoid PSCC showing nuclear E-

cadherin. Original magnification x100.

Figure 2. Expression of epithelial to mesenchymal markers in penile SCC.
A. Hematoxylin and eosin staining showing a verrucous PSCC with
membranous E-cadherin (B), negative Vimentin expression (C), no Twist
expression (D) and no Zeb1 expression (E). F. Hematoxylin and eosin staining
showing a sarcomatoid PSCC with nuclear E-cadherin expression (G), Vimentin
expression (H), nuclear Twist expression (1) and nuclear Zeb1 expression (J).

Original magnification x100.

Figure 3. Kaplan-Meier analysis. A. Epithelial o mesenchymal transition
markers are significantly associated with mortality (P=0.05). B. Nuclear E-

cadherin exprassion is significantly associated with mortality {P<0.05).
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Abbreviations and Acronyms

EMT = epithelial to mesenchymal transition

SCC = sguamous cell carcinoma
HPV = human papillomavirus
PSCC = Penile squamous cell carcinoma

TMAs = Tissue microarrays
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Table 1: Stage, treatment modality and outcome in patients with PSCC and presence of EMT.

Treatment modality .
3 specific
Surgery (n) LND |RDT+H-CT death
Stage | (n= 29)
Partial penectomy (9) 1
EMT (n=12)
Postectomy (2) 1
Simple excision (1)
Partial penectomy (&)
_ Postectomy (4)
No EMT (n=17)| iandectomy (1)
Simple excision (4)
Stage Il (n=13)
Total penectomy (1) 1
T ) Partial penectomy (&) 2 1 1
Glandectomy (1) 1 1
Total penectomy (1) 1 1 1
Mo EMT (n=6)
Partial penectomy (5) 4 1 1
Stage Il (n=18)
Total penectomy (1) 1 1
EMT (n=7) Partial penectomy (5) 3 2 3
Biopsy (1) 1 1
Total penectomy (3) z2 1 1
No EMT {n=11) :
Partial penectomy (8) 3 G 1

LMD: lymph node dissection, RDT: radiotherapy, CT: chemotherapy



Table 1: Presence of EMT depending on the histopathological types of PSCC.

EMT Mo EMT
(n=2T7) (n=35)"
n (%) n (%)
Histophatological type Total
Usual n=42 (67.7%) 17 (40.5) 25 (59.5)
Warty n=4 (6.4%) 3 (75) 1(25)
Verrucous n=4 {6.4%) 1(25) 3 (75)
Basaloid + mixed basaloid/usual-type n=9 (14 .5%) 3 (33) G (66)
Sarcomatoid n=3 (4.8%) 3 (100) - (D)

* Two cases showing membranous E-cadherin were lost for Vimentin expression svaluation.

80
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DISCUSSIO

En aquest treball hem volgut estudiar diversos marcadors per tal d’identificar
aquells que ens permetin predir quin pacient amb CEP desenvolupara

metastasis i determinar el pronostic tumoral.

Com ja s'ha explicat anteriorment, la importancia de tenir ben classificats els
pacients per grups pronostics és multiple: per una banda permet un tractament
a nivell local menys agressiu, amb més conservacié anatomica i funcional i per
altre banda facilita identificar aquells pacients que es beneficiaran d'una

limfadenectomia immediata.

Els parametres usats fins al moment per a predir el risc de metastasis son
parametres basicament clinics (mida del tumor, localitzacid) i histologics (grau,
tipus, espessor, patré d'infiltraci).’® En els darrers anys ha augmentat I'interés
per a identificar marcadors immunohistoquimics, serologics, genétics, entre
d’altres que puguin ajudar a una classificacioé pronostica dels nostres pacients,
permetent un abordatge terapeutic més acurat. Progressivament s'han anat
descrivint diversos marcadors relacionats amb mal pronostic com sén:
I'expressié del factor de creixement derivat de I'nepatoma (FCDH)® o baixos
nivells de Proteina C reactiva (PCR) en sérum.’® Perd molt més interessant és
l'estudi de marcadors prondstic que a més a meés poden ser dianes
terapéutiques de nous medicaments. En aquesta linia la descripcié en el CEP
d’un augment en l'expressié del factor de creixement epidérmic (rfFCE)”® o
d'una activacié de la via mTOR* ofereix noves i prometedores opcions

terapéutiques.
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Seguint aquesta linia d’interés, vam estudiar la preséncia d'aberracions
numeriques del gen MYC, en tota la carcinogénesis del CEP. Vam poder
observar com aquestes anaven augmentant a mesura que progressava la
malaltia, tal com previament s’havia descrit en carcinomes escatosos d’altes
localitzacions.*® Perd a més a més, el nostre estudi permet identificar dos grups
amb pronostics clarament diferenciats. Si establim un punt de tall d’'un 30% de
guanys (més del 30% dels nuclis amb més de dues copies del gen) obtenim
dos grups, un amb una mortalitat menor al 5% (tumors amb menys d’un 30%
de guanys) i un altre amb una mortalitat de quasi un 50% (tumors amb igual o
més d’'un 30% de guanys).”® Aquestes dades ens permeten pensar que la
introduccié del FISH en l'estudi del CEP pot ser util en la practica clinica
habitual, tal com ja succeeix en altres tipus de tumors com el melanoma o
I'angiosarcoma.”’"”? A més a més, la demostracié d’aberracions numériques de
MYC, en el CEP, aixi com 'augment de la seva expressio, obren la porta a I'is
de multiples molecules que tenen com a diana terapeutica a MYC i que estan
sent investigades actualment com per exemple: Selol,”® EZH2,* OP449,”

Omomyc.”®

La TEM, estudiada en el CEP en el segon estudi, s’ha relacionat amb 'augment
de metastasis en diversos tumors.®""*# A priori semblava un marcador molt
prometedor per a poder definir millor aquells pacients tributaris d’'una
limfadenectomia immediata. Desafortunadament, els resultats del nostre estudi
no mostren cap relacio entre la presencia de TEM i el risc de metastasis. Pero
si que mostren dues dades importants en referencia al pronostic, doncs tant la
preséncia de TEM com de Caderina-E nuclear s’associen a major mortalitat

especifica en el CEP.®' La troballa de Caderina-E nuclear ha estat descrita
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préviament en poques ocasions i sempre associada a un pitjor pronostic. Els
tumors amb expressié nuclear de Caderina-E descrits fins a I'actualitat sén: el
carcinoma escatés d’uretra, d’esofag i en el carcinoma de pancrees.®?%* A més
a més, també vam observar la preséncia de Caderina-E nuclear a algunes
metastasis. Tot aix0 suggeriria que aquest fragment de Caderina-E tindria

alguna funcié al nucli donant a la cel-lula més capacitat de disseminacio.

Diversos treballs han intentat extrapolar al CEP els resultats obtinguts en
estudis realitzats en el carcinoma escatds de cervix (CEC). Aixi durant molt de
temps es va pensar que el CEP era 'equivalent masculi del CEC. Com el CEC
és un tumor molt més freqlent, representa el segon tumor en freqiencia en
dones,® ha sigut objecte de molts estudis i investigacions i en canvi el CEP,
molt més rar, practicament no havia rebut atencié per part de la comunitat
meédica. Pero en els ultims anys, mdultiples estudis en CEP han posat de

manifest diferéncies notables respecte del CEC com sén:

o Preseéncia del VPH. Practicament omnipresent en el CEC i representant

entre un 30-60% dels casos en el CEP.

o Edat d’aparici6. Mentre en el cas femeni és un tumor propi de noies

joves, en el masculi és més propi de persones d’edat avangada.

o Possible prevencié. EI CEP en aquelles cultures que realitzen una

postectomia a la infancia és un tumor practicament inexistent .
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o Lesions predisponents. EI CEP pot desenvolupar-se sobre lesions
inflamatories previes com el liquen esclerds i atrofic o el liquen pla. Aixo

no ha estat descrit pel CEC.

Sembla doncs que els estudis en cérvix no sdn extrapolables al penis, pero en
canvi s’ha vist que en molts aspectes el carcinoma escatds de vulva (CEV) si
que té unes caracteristiques similars al CEP. EI CEV té una preséncia de VPH
similar,®® és més propi d’edats avancades®® i també es pot originar sobre
malalties inflamatories croniques com el liqguen esclerds i atrofic o el liquen
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pla

Aquests canvi en la manera d’entendre el CEP i el CEV ha permés constatar
que de fet existien dos CEPs diferenciats, un relacionat amb el VPH i un
independent del VPH.2' Aquell relacionat amb el VPH apareix en gent més
jove, i sembla tenir un millor pronostic,” en canvi, el CEP que no presenta el
VPH, apareix en gent d’edat avangada, sovint sobre lesions inflamatories
croniques, i sembla tenir pitjor pronostic. En el nostres estudis aquestes

diferéncies també s’han posat de manifest:

o En el primer treball es va observar que les aberracions numeériques de
MYC eren independents de la preséncia del virus. Perd0 en canvi,
'expressid de Myc estava clarament influenciada pel virus. Es pot
observar com en els casos VPH negatiu hi havia una associacié entre el
numero de copies i I'expressio de la proteina, perd en aquells VPH-
positius I'expressio de Myc estava augmentada encara que el numero de
copies del gen fos normal. Aixo possiblement és degut a la capacitat que
té el virus d’unir-se a la regi6 8q24 i activar MYC,***** de manera que
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en aquests casos I'expressid de la proteina Myc, ja no es relacionaria

amb el numero de copies del gen.

o El segon treball també descriu diferencies en I'expressio de Caderina-E
de membrana entre els casos amb preséncia del virus i els que no. Més
del 95% de casos infectats pel virus presenten perdua de Caderina-E de
membrana, percentatge que baixa a menys del 25% entre els casos no
infectats. Aquesta troballa fa pensar que el virus podria estar actuant
alterant els mecanismes d’unié intercel-lular. Per contra, no hem trobat
associacio entre el virus i el guany de Vimentina. Com s’ha comentat
anteriorment, per parlar de TEM cal que les cél-lules perdin Caderina-E
de membrana i adquireixin caracteristigues mesenquimals expressant
Vimentina. En aquest cas, sembla que el virus seria capa¢ d’inhibir

Cadherina-E, pero no de causar el fenomen de TEM.

En els ultims anys s’han desenvolupat dues vacunes contra el VPH. Una
tetravalent (Gardasil® aprovada per la FDA als E.U.A el Juny del 2006) activa
contra VPH 16, 18, 6 i 11; i una bivalent (Cervarix® aprovada per la FDA a
finals del 2006) activa contra VPH 16 i 18.%8 Inicialment aquestes vacunes es
van administrar a noies amb la intencié de prevenir el CEC.%® Posteriorment, es
va aprovar el seu Us en homes que tenen sexe amb homes (HSH) per a la

%091 Possiblement I'administracié

prevencié del carcinoma escatés d’anus.
d’aquesta vacuna a tots els homes previndria una part dels CEP. Pero els
estudis de cost-efectivitat mostren com (degut a la baixa incidéncia d’aquest

cancer i 'alt preu de les vacunes) la vacunaci6 de tots els homes no és cost-

efectiva. Per aquest motiu, tot i disposar d’aquesta vacuna des de fa quasi una
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decada, només s’administra a aquells homes que presenten un alt risc (els
HSH).%? Els estudis de cost eficacia, perd, contemplen dues situacions en les
que l'administracié de la vacuna a tots els homes seria recomanable. La
primera, en cas que el preu de la vacuna es reduis; i la segona, en aquelles
poblacions que per motius socioeconomics o culturals el percentatge de dones

vacunades sigui baix.*

Aquest estudi té unes limitacions, ja comentades previament i descrites als

articles que son:

o Propis dels TMA: El fet d’'usar un TMA en un tumor solid, que pot ser
heterogeni, pot comportar un biaix en estudiar una part no representativa
del tumor. Per intentar reduir aquest biaix es van fer cilindres de 2mm
(els meés grans possibles en aquesta técnica) i algunes tincions es van
realitzar en el bloc sencer i al TMA comparant-se després el resultat.
Aquest doble analisis (al bloc sencer i al TMA) es va realitzar per
Caderina-E i Vimentina, observant resultats molt similars entre un

meétode d’estudi i I'altre.

o Propis d’un estudi retrospectiu: la baixa prevalenca del tumor va requerir
agafar mostres d’'un periode de temps molt ampli per a poder recollir una

n adequada.

o Seguiment incomplet: no fou possible seguir 5 anys a tots els pacients.

Aquest treball és un pas més en I'estudi d’'una malaltia poc frequient i molt poc
estudiada fins ara. S’ha fet un especial émfasi en la cerca d’aquells marcadors
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amb potencial valor prondstic, en intentar determinar la influencia del VPH en
aquesta malaltia i en descriure noves dianes terapéutiques per aquells pacients

amb malalties en estadis avancats.
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CONCLUSIONS

1.- EI VPH és present aproximadament en el 40 % dels CEP, essent el VPH 16

el més freqlent.

2.- El nombre d’aberracions numeériques de MYC va augmentant a mesura que
progressa la carcinogenesis del CEP essent inexistent a I'epiteli normal i

augmentant progressivament al carcinoma in situ, invasor i la metastasi.

3.- La preséncia del VPH no influeix en el numero de copies de MYC perd si
que es relaciona amb un augment de I'expressié de Myc. En els casos VPH-

negatius el niumero de copies de MYC es relaciona amb I'expressié de Myc.

4.- La mortalitat, el risc de recurréncia i d’aparicié de metastasis augmenten en
augmentar el nombre d’aberracions numériques de MYC, podent-se establir un

punt de tall al 30% de les cél-lules.

5.- El VPH es relaciona amb la perdua de Caderina-E de membrana, pero no

amb la preséncia de TEM.

6.- El fenomen de TEM s’associa a un augment de mortalitat i una disminucio

de la supervivéncia pero no a un augment del risc de metastasis.

7.- La preséencia de Caderina-E nuclear s’associa a pitjor pronostic.
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