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RESUMEN (en espaiiol)

El cancer de cabeza y cuello es actualmente la séptima neoplasia maligna mas comun a
nivel mundial. Un nimero importante de estos tumores se desarrollan a partir de lesiones
precursoras, cuyo comportamiento y riesgo de malignizacion continua siendo dificilmente
predecible con las herramientas clinicas actualmente disponibles. En los Gltimos afios se
han venido estudiando diferentes biomarcadores moleculares que permitan clasificar de
forma mas precisa la posible evolucion tanto de las lesiones precursoras de malignidad

como de los carcinomas escamosos de cabeza y cuello (CECC).

Hipétesis: La expresion de factores de pluripotencialidad relacionados con las células
madre tumorales juega un papel importante en el desarrollo de los CECC, pudiendo ser 1til
para determinar el riesgo de progresion de lesiones premalignas a cancer y el prondstico de

los tumores de esta area.

Objetivo: El objetivo global de esta tesis fue evaluar la expresion de los factores de
pluripotencialidad NANOG, SOX2 y OCT4 en lesiones premalignas de laringe y en CECC,
y establecer posibles correlaciones con las caracteristicas clinico-patoldgicas y el prondstico

de los pacientes.

Métodos: Se recogieron de forma retrospectiva muestras de tejido de 100 pacientes con
displasias de laringe y 382 con CECC que recibieron tratamiento quirurgico en el Hospital
Universitario Central de Asturias entre 1990 y 2010. Se construyeron matrices tisulares para

el analisis inmunohistoquimico de NANOG, SOX2 y OCT4. Para validar los resultados en



usuario
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CECC, se realiz6 un analisis computacional del impacto clinico de la expresion de ARNm
de NANOG y SOX2, empleando datos disponibles en The Cancer Genome Atlas (TCGA)

de una cohorte de 530 pacientes.

Resultados: La expresion de NANOG y SOX2 se detectd de forma frecuente tanto en
displasias de laringe como en CECC, mientras que no hallamos expresion de OCT4. En las
displasias de laringe, la expresion de NANOG y SOX2 se asocid con un mayor riesgo de
progresion a carcinoma. En los CECC, la expresion de NANOG y SOX2 se relacion6 con
una mejor supervivencia de los pacientes con tumores faringeos. En el caso de NANOG, se
observd un valor pronoéstico diferencial dependiendo de la presencia o no de metéstasis
ganglionares. El andlisis computacional con los datos del TCGA confirmé el impacto
diferencial de NANOG en el pronostico de los pacientes, y también de SOX2 en esta
cohorte. La combinaciéon de NANOG-SOX2 mostrd una mayor capacidad pronostica que
la expresion individual de cada factor, de acuerdo con la relacion funcional que existe entre

ambos factores.

Conclusiones: La expresion de NANOG y SOX2 ocurre en las etapas iniciales de la
carcinogénesis laringea, emergiendo ambos factores como potentes predictores del riesgo
de cancer en pacientes con lesiones premalignas. Ademads, nuestros resultados demuestran
una relevancia prondstica diferencial de NANOG y SOX2 en CECC, mostrando
correlaciones con un mejor pronostico de forma especifica en pacientes con tumores de

localizacion faringea que presentan metastasis ganglionares.

RESUMEN (en inglés)

Head and neck cancer is the seventh most common malignancy worldwide. A significant
proportion of these tumors arise from precancerous lesions, whose behavior and
malignization risk is rather unpredictable despite the current clinical tools. In recent years,
novel molecular biomarkers have been intensively studied to improve risk assessment of
the precancerous lesions and stratification of head and neck squamous cell carcinomas

(HNSCC) patients.

Hypothesis: The expression of pluripotency factors related to Cancer Stem Cells plays a

relevant role in HNSCC pathogenesis and tumor formation. Accordingly, these factors
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could be useful for the risk assessment of premalignant lesions progression to carcinoma,

and as prognostic factors in these tumors.

Objective: The overall goal of this thesis was to evaluate the expression of the pluripotency
factors NANOG, SOX2 and OCT4 in laryngeal dysplasias and HNSCC, and to establish
possible associations with clinicopathological parameters and their impact on patient

prognosis.

Methods: We retrospectively collected surgical tissue specimens from 100 laryngeal
dysplasias and 382 HNSCC from patients who underwent surgical treatment at the Hospital
Universitario Central de Asturias between 1990 and 2010. Tissue microarrays were
constructed to perform immunohistochemical analysis of NANOG, SOX2, and OCT4. In
an attempt to confirm our findings, the clinical relevance of NANOG and SOX2 mRNA
expression was investigated by analyzing a cohort of 530 HNSCC patients from The Cancer
Genome Atlas (TCGA) data.

Results: NANOG and SOX2 expression was frequently detected by immunohistochemistry
in laryngeal dysplasias and HNSCC, whereas we did not observe OCT4 expression.
NANOG and SOX2 expression was strongly associated with a higher laryngeal cancer risk.
In HNSCC, NANOG and SOX2 expression was correlated with a better prognosis in
patients with pharyngeal tumors. Specifically, NANOG showed a differential prognostic
value depending on the presence or absence of lymph node metastasis. In silico analysis of
NANOG and SOX2 using the transcriptomic data from the TCGA confirmed that NANOG
and SOX2 mRNA expression also differentially influenced patient prognosis depending on
the presence of lymph node metastasis. Combined expression of NANOG-SOX2 had a
stronger prognostic significance than each factor individually, according to the well-known

functional relationship between these two factors.

Conclusions: NANOG and SOX2 expression frequently occurs in early stages of laryngeal
carcinogenesis, and both factors emerge as strong predictors of cancer risk in patients with
precancerous lesions. Furthermore, our findings uncover a differential prognostic relevance
of NANOG and SOX2 expression in HNSCC, thus showing correlations with a better

prognosis specifically in patients with pharyngeal tumors and lymph node metastasis.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOMEDICINA Y ONCOLOGIA MOLECULAR
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Introduccion

1.1 Lesiones premalignas

Las lesiones premalignas de laringe, también denominadas lesiones precursoras de cancer o
lesiones precancerosas, constituyen un espectro de alteraciones que suponen un desafio en
la practica clinica por su potencial transformacion maligna. De acuerdo con la clasificacion
actual de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las lesiones precursoras de cancer en
laringe e hipofaringe serian la displasia y el papiloma de células escamosas'. La displasia es
una alteracion de la estructura del epitelio laringeo que se relaciona con un mayor riesgo de
carcinoma, siendo su causa mas importante el habito tabadquico. Los papilomas de células
escamosas son tumores benignos exofiticos, con centro fibrovascular, cuya causa mas comun

es la infeccion por el Virus del Papiloma Humano (VPH).

Los cambios estructurales y citoldgicos que se producen en lesiones como las displasias son
el resultado de un cimulo de alteraciones genéticas y moleculares, consecuencia de la
exposicion a los carcinogenos, principalmente del tabaco. Dichas alteraciones se asocian con

un aumento de la probabilidad de progresion hacia carcinoma escamoso.
1.1.1 Epidemiologia

La incidencia de las displasias es dificil de estimar debido a la variabilidad en la definicion
clinica que se emplea en los estudios epidemiologicos y la escasez de estos. Las lesiones
displasicas se ven habitualmente en adultos, con mas frecuencia en varones (ratio de 4,6:1)!,
diferencia que toma mayor relevancia a partir de la sexta década de la vida. Dentro de las
leucoplasias diagnosticadas en la clinica, se encuentra displasia en el estudio histologico en
menos de la mitad de los casos®. La incidencia de lesiones precursoras de cancer en Estados
Unidos se estima en 10,2 y 2,1 casos por cada 100.000 pacientes en hombres y mujeres,
respectivamente!. Las displasias pueden asentar en cualquier zona de la laringe, pero lo
hacen con mas frecuencia en las cuerdas vocales y de forma unilateral. También pueden
encontrarse displasias, con mucha menor frecuencia, en las comisuras, hipofaringe o

traquea’®=.
1.1.2 Etiologia

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de lesiones premalignas en la via aero-
digestiva superior (VAS), y mas en concreto en la laringe, son el habito tabaquico, el

consumo de alcohol y el reflujo faringo-laringeo. El tabaco es, con gran diferencia, el agente
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Introduccion

causal mas importante de este tipo de lesiones, siendo el efecto del alcohol mucho mas
limitado en la laringe. El riesgo de desarrollar lesiones premalignas se incrementa con la
edad de comienzo de consumo de tabaco, la duracion del habito y el tipo de tabaco®. Respecto
al reflujo faringo-laringeo, su posible efecto en la tumorigénesis laringea siempre ha sido
controvertido, sobre todo debido a la falta de estudios adecuados, pero contintia
considerandose un posible factor de riesgo’~. La infeccion por genotipos de alto riesgo del

10-13 " siendo el

VPH parece tener una importancia menor en el desarrollo de displasias
genotipo implicado con mas frecuencia en la tumorigénesis laringea el VPH 16'%15, La
prevalencia global del VPH en lesiones displasicas se sitia en torno al 12% (tasas del 0 al

38%, segun las series)!%13,

1.1.3 Clinica y diagnostico

El sintoma de presentacion mas frecuente de las displasias laringeas es la disfonia en grado
variable. No obstante, este es un sintoma inespecifico, y el mas frecuente en la patologia
laringea. Con menor frecuencia pueden presentarse con faringodinia o con tos cronica. La
inespecificidad de los sintomas hace necesaria la exploracion faringo-laringea por un

otorrinolaringélogo.

1.1.3.1 Clasificacion macroscopica

Las displasias se identifican en la clinica por la visualizacion de leucoplasias (lesiones
blancas), eritroplasias (lesiones rojas), eritroleucoplasias (lesiones rojas y blancas) o un
conjunto de lesiones inespecificas que se agrupan dentro del concepto de laringitis cronica.
Se presentan como manchas de tamano variable, localizadas o difusas y de morfologia
aplanada o como lesiones exofiticas y papilares. Tradicionalmente se considera que las
lesiones de aspecto blanquecino se deben a la metaplasia de la mucosa, mientras que el
aspecto rojizo viene dado por una reaccion inflamatoria del corion. Sin embargo, la
apariencia macroscopica no mantiene una relacion especifica con los hallazgos

microscopicos, por lo que siempre es precisa la confirmacion histoldgica® 6,

Por este motivo, en los Ultimos afos se han venido desarrollando diferentes técnicas y
procedimientos con el objetivo de poder distinguir a nivel macroscopico entre lesiones

benignas, lesiones premalignas y carcinomas invasivos de laringe, buscando medios Opticos
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Introduccion

que proporcionen datos objetivos para distinguir este tipo de lesiones. Una de las alteraciones
debidas a estas lesiones es la de la dindmica laringea, que produce uno de los sintomas mas
frecuentes: la disfonia. Esta alteracion de la movilidad vocal normal se debe a procesos
infiltrativos en estructuras submucosas. La exploracion bésica de la dindmica laringea se
realiza mediante estroboscopia, permitiendo valorar el movimiento de la onda mucosa, que
se encuentra restringido en lesiones infiltrativas. Sin embargo, esta valoracion subjetiva no
permite distinguir facilmente y con seguridad lesiones premalignas de pequefios carcinomas,
ademds de ser un método poco reproducible debido a que se basa en la percepcion del
observador. Esta es una de las razones de que se precise confirmacion histologica para el
diagnostico. Sin embargo, una distinciéon mas precisa previa a la obtencion de biopsia o la
reseccion completa de la lesion, ambos procedimientos invasivos, permitiria una mejor
planificacion del tratamiento. Para ello se han disefiado otros métodos basados también en
el analisis de la dindmica vocal, como la imagen de alta velocidad (HSI: High Speed Imaging
en inglés), que permite captar el movimiento de las cuerdas vocales en tiempo real, al
capturar 4000 imagenes por segundo, y realizar un andlisis cuantitativo sobre el mismo
gracias a herramientas informaticas de procesamiento de las imagenes!’. De esta forma, se
puede llevar a cabo un estudio cuantitativo y mas reproducible que con la estroboscopia, ya
que las variaciones en la dindmica de las cuerdas orientan hacia determinados tipos de lesion
que por simple visualizacion pueden ser muy similares. Otros métodos diagndsticos de
caracter visual, pero no basados en la dindmica vocal, son la autofluorescencia y la imagen
de banda estrecha o NBI (siglas de Narrow Band Imaging en inglés). Ambas tienen una
elevada sensibilidad y reproducibilidad en la valoracion de la extension superficial de las
lesiones laringeas, pero son también poco especificas y tampoco permiten distinguir
facilmente lesiones precursoras de invasivas. Mediante endoscopia rigida o flexible, la NBI
utiliza las propiedades del espectro de la luz para visualizar la red capilar superficial y los
vasos subepiteliales. De esta forma, se pueden valorar cambios vasculares tipicos en la
transformacion del tejido normal al neoplasico, asi como determinar la extension en
superficie de las lesiones. Segun el patrén vascular superficial, las lesiones se clasifican en
6 categorias de menor a mayor probabilidad de ser malignas'®. La combinacion de la NBI
con la HSI también parece ser una herramienta sensible para la diferenciacion de lesiones
laringeas en la consulta, aunque su especificidad es mas limitada'®. Por otro lado, la

tomografia de coherencia Optica (Optical Coherence Tomography en inglés) y la
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microscopia confocal laser proporcionan imagenes in vivo del tejido por debajo de la
superficie mucosa. Algunos autores han defendido que con la tomografia de coherencia
optica se pueden diferenciar lesiones precancerosas de carcinomas invasivos en estadios
tempranos ya que permite ver la rotura de la membrana basal, asi como la microscopia
confocal laser permitiria monitorizar las alteraciones malignas a nivel celular?®?!. La
tomografia de coherencia Optica también se ha empleado, incorpordndola a microscopios
quirurgicos, para la valoracion intraoperatoria de las lesiones y la toma de decisiones en el
mismo acto quirtrgico, presentando una alta correlacion con el diagnostico histologico

posterior??.

1.1.3.2 Clasificacion histologica

Se han empleado diferentes sistemas de clasificacion para las displasias, con el fin de reflejar
los diferentes cambios histoldgicos que se producen y su relacidon con el comportamiento

bioldgico, especialmente la progresion a lesiones malignas®-26,

Con el objetivo de armonizar los conceptos de las diferentes clasificaciones con los hallazgos
morfoldgicos y la terminologia empleada, la OMS public6é en 2017 un nuevo sistema de
clasificacion bimodal, con dos grupos prondsticos: de bajo grado (displasias leves) y de alto
grado (displasias moderadas y severas/carcinoma in situ) (Tabla 1). Si de cara al tratamiento
se prefiere un sistema 3 grados, la categoria de displasias de alto grado se puede dividir

posteriormente en displasia de alto grado y carcinoma in situ®*.
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Tabla 1. Comparacion entre las sucesivas clasificaciones de las displasias laringeas.

Nivel de Clasificacion
maduracion OMS 2005 Clasificacion Clasificacion de OMS
anormal SIN? de Ljubljana Ljubljana 2017
(OMS 2005) modificada
Hiperplasia | Hiperplasia Hiperplasia . .
Ausente escamosa escamosa escamosa SIL® de bajo Izilsp;)l;sga
1/3 inferior Displasia SIN-1 Hiperplasia grado orado
leve basal/parabasal
13a1/2 Displasia | SIN-1 o SIN-
moderada 2
. . . . b
Vs superior a 3/4 Displasia Hlpe’rplasm SIL® de alto Displasia
moderada atipica grado de alto
Displasia SIN-2 grado
Todo el espesor Severd
Carcinoma Carcinoma in | Carcinoma in
in situ Situ Situ

aSIN: Neoplasia escamosa intraepitelial (Squamous Intraepitelial Neoplasia).
PSIL: Lesion escamosa intraepitelial (Squamous Intraepitelial Lesion).

En la Tabla 2 se explican las caracteristicas morfoldgicas de cada grado de displasia.

Actualmente la OMS no recomienda la realizacion de estudios moleculares complementarios

para la clasificacion de las displasias (como p53, pl16, Ki-67 y EGFR).
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Tabla 2a. Caracteristicas morfologicas de cada grado de displasia laringea.

Displasia de bajo grado (incluye la categoria previa de displasia leve).
- Bajo potencial de malignizacion.
- Conjunto de cambios morfoldgicos que abarca desde la hiperplasia de células escamosas
hasta el aumento de las células basales y parabasales ocupando como maximo la mitad
inferior del epitelio, mientras que la parte superior conserva la maduracion normal.

- Preservacion de la estratificacion: Transicion de las células basales o
aumento de la capa de células basales/parabasales con orientacion
perpendicular de la membrana basal y las células espinosas orientadas
horizontalmente en la parte superior.

Criterios - Estrato espinoso: Conjunto de cambios que van desde el incremento del
histologicos estrato espinoso en todo el espesor hasta cambios en los que las células

espinosas solo se ven en la mitad superior del epitelio.

- Estrato basal/parabasal: Conjunto de cambios, desde 2-3 estratos sin
cambios hasta el aumento de las células basales y parabasales en la mitad
inferior del epitelio.

- Atipia celular minima.

- Células parabasales: Ligero incremento del citoplasma en comparacion con
las células basales, nucleo enlongado, cromatina uniformemente

Criterios AR .
distribuida, no puentes intercelulares.

citolégicos

- Pocas mitosis regulares en o cerca del estrato basal.
- Pocas células disqueratosicas observadas.
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Tabla 2b. Caracteristicas morfoldgicas de cada grado de displasia laringea (continuacion).

Displasia de alto grado (incluye las categorias previas de displasia moderada, severa y
carcinoma in Situ).
- Lesion premaligna.
- Conjunto de cambios que incluye células epiteliales inmaduras ocupando, al menos, la
mitad del epitelio y, como maximo, todo el espesor del mismo.

- Maduracién anormal.

- Diferentes grados de estratificacion desordenada y polaridad en todo el
epitelio (como maximo).

- Células epiteliales alteradas ocupando desde la mitad hasta el espesor
completo del epitelio.

- 2 subtipos: queratinizante (tipo célula escamosa) y no queratinizante (tipo

. célula basal).

histologicos | _ Diferente grado de irregularidad en forma de red (bulbosa, extension hacia
abajo), con una membrana basal intacta.

- No alteraciones en el estroma.

Criterios

La pérdida completa de la estratificacion y polaridad y/o atipia citologica
severa y mitosis atipicas, cumple los requisitos de carcinoma in situ si se
utiliza un sistema de 3 grados.

- Atipia nuclear y celular evidente y facilmente identificable, incluyendo
una marcada variacion en tamafio y forma, marcada variacion en la
intensidad de la tincion, normalmente con hipercromasia, aumento del

Criterios numero y tamafio del nucléolo.
citolégicos |- Incremento de la ratio Nucleo:Citoplasma.

- Incremento de las mitosis en o por encima del nivel suprabasal, con o sin
formas atipicas.
- Células disqueratosicas o apoptoticas frecuentes por todo el epitelio.

La clasificacion histoldgica ha sido el factor pronostico mas importante y una herramienta
fundamental para decidir el tratamiento en la practica clinica, pero presenta dos limitaciones
importantes. En primer lugar, el diagnostico histologico de las lesiones tiene una
reproducibilidad menor a la deseable, ya que, tanto interobservador como intraobservador,
los niveles de concordancia son bajos?’?°. Por otro lado, el grado de displasia no predice de

forma precisa el comportamiento bioldgico de estas lesiones®*3!,

1.1.4 Biomarcadores en lesiones premalignas

Con el objetivo de mejorar la precision en el diagndstico y pronodstico de las lesiones

premalignas también se han venido estudiando diferentes pardmetros analiticos y
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moleculares que puedan ser utilizados como biomarcadores. A pesar de las multiples lineas
de investigacion planteadas, hoy en dia no existen marcadores diagnosticos y pronosticos
con utilidad clinica en la oncologia de laringe, como si existen en tumores de otras areas,
siendo especialmente interesante de cara a su aplicacion en la practica clinica encontrar
biomarcadores que permitan predecir el comportamiento de las lesiones premalignas de

forma que sean utiles en el seguimiento de estos pacientes.

Considerandose la correlacion observada entre la respuesta inflamatoria sistémica y la
evolucion de diferentes tumores®, se ha postulado un marcador de esta respuesta, la ratio
Neutrofilos-Linfocitos, como predictor del riesgo de recurrencia, agresividad tumoral, mal
prondstico y posibilidad de metastasis en diferentes neoplasias. Este marcador se ha
estudiado también para su aplicacion en la carcinogénesis laringea y para diferenciar entre
lesiones benignas, precursoras y carcinomas, observandose diferencias significativas
fundamentalmente en las lesiones precursoras y carcinomas respecto a las lesiones

benignas™.

A nivel molecular, una serie de cambios genéticos dan lugar a la aneuploidia de las células
preneoplasicas®*3>. Las lesiones displasicas muestran con frecuencia cambios cromosomicos
o pérdida de heterocigosidad (las mas frecuentes afectan a 9p21, 17p13, 3p26 y 3p14), siendo
las alteraciones en 9p21 las que se producen en etapas mas tempranas y también las mas
frecuentes. Esto sugiere que el gen CDKN2A tiene un papel relevante en las fases iniciales
de la transformacién neopldsica. Asimismo, la alteraciéon que probablemente produce la
pérdida de heterocigosidad de 17p13 es TP53. Otros cambios moleculares encontrados de
forma bastante constante en las lesiones premalignas de laringe incluyen la sobreexpresion
de Ciclina D13¢y la reactivacion de la telomerasa®’°. En relacion con esto, se han evaluado
una variedad de marcadores que podrian ser clinicamente relevantes en la determinacion de
la evolucion de las lesiones. La mayoria de los estudios se han centrado en los marcadores
asociados con la proliferacion celular, incluyendo las proteinas que participan en el ciclo
celular por la alta probabilidad de que en este proceso se produzca algln tipo de alteracion
(PCNA, Ki67, p53, pl6, p21, p27, y ciclina D1). Unos pocos estudios incluyen los
marcadores reguladores de la invasion y la adhesion celular [Osteopontina, CD44, quinasa
de adhesion focal (FAK), cortactina, podoplanina]*. De todos los biomarcadores estudiados

tan solo dos han demostrado ser indicadores del riesgo de evolucion de lesion premaligna a
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carcinoma, con mayor capacidad predictiva que la clasificacion histologica, FAK y
Cortactina*!. Ambas estan involucradas en la alteracion de la dinamica del citoesqueleto de

actina durante el proceso de invasion del carcinoma escamoso.

Otros potenciales marcadores moleculares son los micro-ARN (mi-ARN). Estas secuencias
cortas de nucle6tidos regulan la expresion y funcion génicas reprimiendo de forma especifica
determinados genes diana a nivel transcripcional y postranscripcional. Los mi-ARN pueden
detectarse tanto en tejido tumoral como en plasma (mi-ARN circulante), lo que los convierte
en posibles biomarcadores con elevada sensibilidad y especificidad para el diagndstico,
prondstico y respuesta al tratamiento de diversas enfermedades. De hecho, los mi-ARN
circulantes se emplean en diferentes contextos clinicos para la deteccion temprana de
enfermedades, siendo considerados también una potencial diana terapéutica. Uno de estos
mi-ARN, miR-21, se ha estudiado como marcador en lesiones premalignas y carcinomas de
laringe, habiéndose comprobado que esta implicado en la carcinogénesis laringea, siendo
sus niveles significativamente mas altos en muestras de tejido y en plasma de pacientes con

lesiones precursoras y carcinomas de laringe respecto a controles sanos*2.

1.1.5 Tratamiento

El manejo de las lesiones premalignas de laringe varia entre centros y profesionales, a pesar

304344 En muchas

de diferentes intentos por establecer guias para el tratamiento dptimo
ocasiones el diagnostico y el tratamiento van de la mano, ya que con la exéresis completa de
la lesion se realiza el diagnodstico histologico. Dada la tendencia a la recurrencia de estas
lesiones, el manejo posterior depende en gran medida del analisis anatomopatoldgico de la

biopsia previa.
Manejo conservador

La actitud expectante puede plantearse en determinados pacientes, especialmente en

el caso de lesiones asintomaticas en pacientes con un uso profesional de la voz.
Tratamiento quirurgico

El tratamiento quirargico de las displasias se basa en la reseccion mediante
microcirugia laringea, bien fria o empleando laser CO.. El uso del laser CO:

proporciona una mejor hemostasia, asi como una mayor precision y preservacion
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anatomica®. Uno de los posibles inconvenientes de esta técnica quirargica es la
quemadura de los bordes quirargicos, aunque no se han observado diferencias en la
cicatrizaciébn respecto a controles intervenidos mediante microcirugia laringea
convencional®. Existen otras modalidades de laser cuyo uso se ha venido
incrementando, como el KTP (Potassium Titanyl Phosphate), que ha mostrado
resultados equivalentes al laser CO2 y potencialmente superiores al laser diodo

pulsado*’43,

Tratamiento ambulatorio

La introduccion de laringoscopios con canales de trabajo flexibles ha permitido el
desarrollo de técnicas diagnosticas y terapéuticas que se llevan a cabo en la consulta.
Estos procedimientos se consideran seguros y coste-efectivos**=2. No obstante,
existen todavia dudas respecto a la utilidad de las biopsias realizadas en consulta

dado que algunos estudios han mostrado indices de sensibilidad del 60%.

Existen laser fotoangioliticos que permiten la ablacion de lesiones premalignas en las
cuerdas vocales sin dafiar la lamina propia subyacente, consiguiendo tratar la lesion
sin alterar la movilidad de las cuerdas vocales y el cierre glotico>*. También se puede
emplear el laser diodo, CO2 o el KTP para la ablacion de lesiones premalignas en la
consulta*’. No obstante, el empleo de técnicas ablativas tiene como inconveniente la

falta de muestra para estudio histologico.
Radioterapia

La radioterapia es un tratamiento efectivo de tumores gloticos en estadios iniciales,
pero también se emplea en determinados casos de lesiones premalignas de laringe.
Algunos autores defienden el tratamiento radioterapico de las lesiones premalignas
en pacientes con lesiones multiples recurrentes, enfermedad extensa, pacientes que
continuan fumando, aquellos con alto riesgo anestésico o casos de carcinoma in

situ**,
Terapia fotodinamica

La terapia fotodinamica se emplea en displasias orales y laringeas. Ha mostrado

resultados prometedores para el tratamiento de displasias de laringe y tumores en
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estadios tempranos, aunque todavia son necesarios ensayos clinicos aleatorizados

que valoren sus efectos a largo plazo’!->,

Quimioprevencion

Se ha estudiado el uso de suplementos de folato asi como de agentes con efectos
sistémicos como el interferon-alfa, el alfa-tocoferol o retinoides, pero ain no hay
suficientes evidencias sobre el beneficio de estos tratamientos en el manejo de las

lesiones premalignas de laringe®*¢.

1.1.6 Pronostico

Las tasas de recurrencia de las displasias de bajo-moderado grado se situan entre el 8% y el
29%, con independencia de que la escision se lleve a cabo mediante técnica fria o con laser
CO,>7%°, La progresion de las lesiones premalignas tratadas mediante escision quirargica a

carcinoma invasivo se produce entre el 0% y el 35% de los casos, segun las series>’>%6!,

1.2 Carcinomas escamosos de cabeza y cuello

El cancer de cabeza y cuello (CCC) engloba una amplia variedad de tumores que se originan
en la cavidad oral, senos y fosas paranasales, faringe y laringe. Mas del 90% de estos tumores
son de estirpe escamosa (carcinomas escamosos de cabeza y cuello, CECC), desarrollandose

a partir de las superficies mucosas de la via aero-digestiva superior®?.
1.2.1 Epidemiologia

El céncer de cabeza y cuello supone, en su conjunto, la séptima neoplasia mas frecuente a
nivel mundial, con 890.000 nuevos casos y 450.000 fallecimientos en 2018%. Segun datos
de la Agencia Internacional para Investigacion en Céancer (IARC: International Agency for
Research on Cancer), la incidencia de tumores de cabeza y cuello en Espafia en 2018,
estandarizada por edad, fue de 10,7 casos por cada 100.000 habitantes. Los datos siguen
mostrando que estos tumores afectan con mucha mayor frecuencia a los hombres,
presentando una incidencia en estos de 17,4 casos por 100.000 habitantes frente a 4,5 en
mujeres. En el afio 2018, se produjeron en Espafia 3850 fallecimientos por cancer de cabeza
y cuello. Entre las diferentes sublocalizaciones de cabeza y cuello, el tumor que se

diagnostica con mayor frecuencia es el de labio/cavidad oral (4,2 nuevos casos cada 100.000
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habitantes), seguido por el de laringe (2,9/100.000 habitantes). Estas dos localizaciones son
también las que presentan una mayor mortalidad, con tasas estandarizadas parejas (1,1

fallecidos cada 100.000 habitantes)®.

En regiones con programas eficaces frente al tabaquismo, como Estados Unidos, Australia,
Dinamarca y Canada, la incidencia de tumores de cabeza y cuello relacionados con el habito
tabaquico ha descendido (cavidad oral, laringe e hipofaringe), mientras que la incidencia de
carcinomas de orofaringe ha ido en aumento, en relacion al incremento de tumores
relacionados con la infeccion por el VPH% %7, Sin embargo, en nuestro medio, donde hay
una elevada incidencia de carcinomas de orofaringe, aquellos relacionados con el VPH
i iend 1 inoria®s. P 1 i de hipofari lari
siguen siendo una clara minoria®. Por su parte, en los carcinomas de hipofaringe y laringe

la presencia de infeccion por el VPH es infima®.
1.2.2 Etiologia

El factor de riesgo mas importante para el desarrollo de CECC es el habito tabaquico. El
consumo intensivo de alcohol es el otro factor de riesgo clave, atribuyéndosele un efecto
sinérgico con el consumo de tabaco sobre todo en los carcinomas faringeos. Su papel en la
carcinogénesis laringea es mas controvertido, aunque parece que si tiene influencia en el
desarrollo de tumores supragléticos’. Otros factores de riesgo que se han relacionado con
la aparicion de CECC incluyen la infeccion por el VPH o por el virus de Epstein-Barr (VEB),
asi como la exposicion a toxicos industriales como niquel, cromo o radio. También se ha
valorado la posible influencia de factores dietéticos, habiéndose atribuido un papel protector
al consumo de vegetales o lacteos’!. Por otro lado, dietas carentes en vitaminas A y C se han
relacionado con un mayor riesgo de cancer de laringe, mientras que el alto consumo de
vitaminas C y E se ha asociado a un menor riesgo’>. Aunque no se han identificado
mutaciones que condicionen un patréon de herencia de tumores de la via aero-digestiva
superior, la exposicidn a carcindgenos no tiene el mismo efecto en todos los individuos, por
lo que se han sugerido posibles susceptibilidades genéticas que predispongan al desarrollo
de estos tumores en base a deficiencias en mecanismos de reparacion del ADN que estarian
condicionadas por mutaciones heredables. De hecho, en familiares de primer grado de
pacientes con CCC se ha demostrado un mayor riesgo de sufrir tumores de la VAS’.
Factores socioeconémicos y geograficos influyen en el agente causante y, por tanto, el

pronostico de los CECC, como sucede con los tumores de orofaringe en los que la causa mas

38



Introduccion

frecuente hoy en dia en Estados Unidos o el norte de Europa es la infeccion por el VPH,
mientras que en el norte de Espana continia siendo el consumo mantenido de tabaco y

alcohol.
1.2.3 Clinica y diagndstico

La clinica de los tumores de faringe y laringe difiere segtn la sublocalizacion en la que se
originen. La faringe se divide en tres pisos: nasofaringe, orofaringe e hipofaringe. Los
tumores de nasofaringe no suelen dar sintomas en sus estadios iniciales, siendo su forma de
presentacion clinica mas frecuente la aparicion de una masa cervical, seguida por sensacion
de taponamiento o plenitud 6tica o hipoacusia, y epistaxis u obstruccion nasal’®. La clinica
inicial de los tumores de orofaringe puede ser muy sutil y poco especifica. El sintoma mas
comun de presentacion en estos tumores es el dolor faringeo, pudiendo asociar otalgia
refleja, disfagia o trismus. El cdncer de hipofaringe se suele diagnosticar en estadios
avanzados por falta de sintomas en los iniciales. Los sintomas por los que suelen consultar
los pacientes son dolor de garganta, sensacion de cuerpo extrafio faringeo o disfagia. Hasta
un 25% de los pacientes consultan por una masa cervical como primer y unico sintoma. En
fases avanzadas, los tumores de hipofaringe ocasionan disfagia severa, otalgia refleja,
hemoptisis, disfonia e, incluso, disnea. En cuanto a los tumores de laringe, los pacientes con
neoplasias que asientan en las cuerdas vocales consultan normalmente por disfonia que
suelen percibir como una ronquera persistente en el tiempo. Por norma general, una disfonia
mantenida durante mas de 2 semanas deberia ser valorada por un otorrinolaring6logo de cara
a realizar las exploraciones necesarias para descartar la presencia de un tumor. Los tumores
supragldticos suelen diagnosticarse en estadios mas avanzados. El sintoma inicial mas
frecuente es la sensacion de cuerpo extrafio faringo-laringeo. Otros sintomas habituales son
la odinofagia, disfagia, disnea o la otalgia refleja ipsilateral. En otros casos el paciente
consulta por la aparicion de una masa cervical debido a la presencia metastasis ganglionares.
La disfonia no suele ser el sintoma principal en los tumores supragléticos, al menos hasta
estadios avanzados. Los tumores subgléticos normalmente no dan sintomas hasta alcanzar
estadios avanzados de la enfermedad, en los que ocasionan disnea y estridor. Ademas, en
fases avanzadas estos tumores afectan también a las cuerdas vocales o a los nervios

recurrentes, produciendo disfonia.
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El diagnéstico de los tumores faringo-laringeos requiere, en primer lugar, de la sospecha
clinica ante los sintomas por los que consulta el paciente, ya que estos pueden ser
inespecificos en muchas ocasiones. Es importante realizar una historia clinica detallada y
una exploracion completa de la via aero-digestiva superior por un otorrinolaring6logo. Una
vez que se encuentra una lesion sugestiva de ser de naturaleza tumoral, debe confirmarse
mediante la toma de biopsia para un diagndstico histologico preciso. Ademads, debe
practicarse una prueba de imagen que permita conocer la extension de la enfermedad. Una
vez confirmado el diagnostico de tumor maligno de faringe o laringe y conocida su extension
local, locorregional y a distancia, se podra plantear el tratamiento o tratamientos disponibles

para el paciente.

Figura 1. Algoritmo diagndstico general para tumores de faringe o laringe (adaptado de

Lopez y Rodrigo, 201971).

Sospecha de tumor en faringe / laringe

Anamnesis y exploracion fisica ORL
I
Lesion faringea o laringea sugestiva de malignidad

| Tomografia Computarizada (TC) cérvico-toracica?

| Positiva | Negativa

Actitud terapéutica | Repetir biopsia si hay alta sospecha de malignidad

Seguimento si hay baja sospecha de malignidad

"Resonancia Magnética (RM) en casos seleccionados. PET-TC en estadios avanzados.

"Hoy en dia la toma de biopsia mediante fibroscopio flexible con canal de trabajo seria la
primera opcion. Sino esta disponible o no es posible su realizacion, seria necesaria la biopsia
mediante microcirugia laringea.

1.2.4 Estadificacion

La estadificacion de los CECC suele realizarse empleando el sistema TNM, el mas utilizado

a nivel mundial. Dicho sistema se basa en el tamafo y/o extension del tumor primario (T),
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la afectacion de ganglios linfaticos regionales (N) y la presencia o ausencia de metastasis a
distancia (M). Las normas para clasificar los tumores de acuerdo con este sistema son
publicadas y actualizadas periddicamente por la Unioén Internacional Contra el Cancer
(UICQC) y la American Joint Committee on Cancer (AJCC). En 2016 publicaron la 8* edicion
del Manual para la Estadificacion del Cancer, que entrd en vigor para su aplicacion en la
practica clinica en 2017. Esta actualizacion incorpora cambios notables que van en sintonia
con la evidencia cientifica actual. En concreto, se distinguen los tumores de orofaringe
asociados al VPH (aceptando su relacion causal por la expresion de pl6) de aquellos sin
relacion con el VPH. En lo referente a la extension regional de la enfermedad, se introduce

por primera vez la extension extranodal (EEN) como factor pronostico.
1.2.5 Tratamiento

El tratamiento curativo de los CECC se basa en dos pilares: la cirugia y la radioterapia. Estas
dos modalidades de tratamiento se combinan de diferente forma o se aplican de forma aislada
segun el estadio del tumor y las caracteristicas del paciente. La quimioterapia tiene todavia
un papel secundario, siendo tratamiento coadyuvante con la radioterapia o terapia aislada

con fines paliativos.

La cirugia es el tratamiento primario de eleccion en la mayoria de los CECC, realizdndose
la reseccion del tumor primario y de su extension regional en el cuello. Dicha reseccion debe
llevarse a cabo con la intencion de asegurar que los margenes estén libres de tumor, lo que
se relaciona de forma clara con menores tasas de recidiva local. Ademads del tratamiento de
la enfermedad macroscopica, la planificacién quirtirgica tiene en cuenta la posibilidad de
enfermedad microscopica oculta (que, segin la localizacion del tumor primario, estd
presente en un 15-20% de los CECC), de manera que es frecuente la realizacion de

vaciamientos cérvico-ganglionares selectivos profilacticos’ 7",

La radioterapia es una opcion de tratamiento curativo en tumores en estadios iniciales (T1-
T2) de faringe y laringe. También se emplea como tratamiento complementario tras cirugia
cuando existen factores prondsticos desfavorables como la presencia de bordes de reseccion
afectos, la existencia de afectacion ganglionar en los vaciamientos cérvico-ganglionares N2

o superior (incluyendo la extension extranodal que, en la actualidad, es por definicion N3)7!.
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La quimioterapia suele administrarse en regimenes de concomitancia con radioterapia
(quimiorradioterapia) para tratar tumores con gran extension locorregional e, incluso, a
distancia. Estos tratamientos no son soportados por todos los pacientes, de forma que es
necesario considerar su condicion general y posibles comorbilidades antes de plantear esta

opcion’®,

Dada la importancia de las funciones de la faringe y la laringe, como la deglucién o la
fonacion, se han desarrollado diferentes formas de tratamiento que permiten preservar dichas
funciones. Los tratamientos preservadores de 6rgano pueden basarse en técnicas de cirugia

parcial o en protocolos de quimio y radioterapia’’~"°.
1.2.6 Pronostico

Los CECC ocasionan un impacto fundamentalmente a nivel local y regional. A pesar de los
avances en el diagnostico y el tratamiento de estos tumores, su prondstico apenas ha
cambiado en las ultimas décadas. Una excepcion son los tumores de orofaringe, puesto que
se ha producido una mejora en su pronostico que puede atribuirse al aumento de casos

relacionados con el VPH a nivel mundial®®.

El factor prondstico mas relevante en estos tumores es la afectacion ganglionar, siendo un
elemento fundamental a la hora de decidir el tratamiento, y la principal causa de mortalidad
de los pacientes con CECC es la aparicion de recidivas locorregionales. En estos pacientes
se ha observado un riesgo de aparicion de segundos tumores primarios en la via aero-
digestiva superior, esdfago o pulmon del 2 al 4% anual y de entre el 10 y el 20% a lo largo
de la vida, con un promedio de un 13% de los pacientes (5% sincronicos y 9%

metacronicos)®!.

Entre el 10 y el 20% de los pacientes con CECC presentan metastasis a distancia®?, siendo
esta otra importante causa de mortalidad. EI 80% de las metastasis a distancia se detectan en
los dos primeros afios tras el tratamiento®’. Para seleccionar de forma mas precisa los
pacientes que requieren estudios complementarios orientados a la busqueda de metastasis,
se han propuesto distintos criterios: metastasis regional en 3 o mas ganglios linfaticos,
extension extraganglionar, metastasis ganglionares en la cadena yugular baja, metastasis
ganglionares de mas de 6 cm, metastasis ganglionares bilaterales, presencia de segundo

tumor primario de cabeza y cuello, recidiva de enfermedad regional o tumor de faringe con
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estadio T avanzado. Con estos criterios, la prevalencia de metéstasis a distancia sube hasta

el 44%3%,

1.3 Células madre tumorales y factores de pluripotencialidad

Las células madre tumorales son un subgrupo de células tumorales fenotipicamente similares
a las células madre embrionarias, con capacidad de auto-renovacion y pluripotencia. Estas
células participan en la tumorigénesis, diferenciacién tumoral, mantenimiento, diseminacion

y recurrencia de diferentes neoplasias®.

Para la identificacion de las células madre tumorales se han empleado diferentes marcadores
especificos de estas células, que ademads pueden utilizarse para disefar terapias dirigidas.
Seglin la funcidén o localizacion habitual de esas proteinas, los marcadores se pueden

clasificar como se resume en la Tabla 3.
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Tabla 3a. Clasificacion de los marcadores de células madre tumorales.

Marcador | Funcion en tejido normal Funcion en cancer
Estimulacion indirecta de la adhesion
celular a fibronectina, colageno (I-
Modulacion de la activacion de IV) y laminina. Expresion
CD24 . . . . .,
linfocitos B relacionada con la proliferacion,
diseminacion, motilidad celular e
invasion
. . Adhesion con el acido hialurénico,
Interacciones intercelulares, . . -
CDh44 . . . participando en la migracion celular
adhesion y migracion celular o .
y el crecimiento y progresion tumoral
CD90 Interacgiones intercel:lular.es y Estimulacio'n. de la prolif.eraci(')p,
con ligandos en sinapsis auto-renovacion y tumorigénesis
Adhesion celular y Diseminacion y desarrollo de las
CD29 e ] .
reconocimiento células metastasicas
Receptor transmembrana (tipo
3), parte del receptor KIT, tiene
como ligando el factor de .
CD117 célul ags madre (SFC). Proto-oncogén
Regulacion de la supervivencia
% y proliferacion celular
S Mantenimiento de las Iniciacion del crecimiento tumoral,
d CD133 propiedades de las células preservacion de las capacidades de
@) madres (supresion de la auto-renovacion y diferenciacion
= diferenciacion) tumoral
< Union a CD6 (antigeno de S,
& CD166 diferenciacion de linfocitos T). Participacion en procesos de
. . . metastasis (aumentada su expresion)
E Adhesion y migracion celular.
% Interaccion de linfocitos T y Estimulacion de la citotoxicidad de
&= CD9% NK en fases tgrdias dela llnfocuos NK gctlvados. .
=] respuesta inmune. Su mutacion se relaciona con pérdida
8 Presentacion antigénica. de adhesion y crecimiento tumoral.
5 Molécula de adhesion implicada Promocion de la proliferacion y
&) en la unidn de las células madre bloqueo de la diferenciacion de
= CD34 a la matriz extracelular de la células iniciadoras.
<ZE médula 6sea durante la Su mutacioén se asocia con mayor
hematopoyesis. agresividad tumoral.
Participacion en la regulacion
de la translocacion de GLUT4 a Potenciacion de la capacidad de
la superficie celular en iniciacion tumoral y de la invasion
CD271 L ) . . .
adipocitos y células de miisculo tisular alterando la matriz
esquelético en respuesta a extracelular.
insulina.
Glicoproteina del endotelio
vascular. Participa en la Como componente del complejo del
CD105 regulacion de la angiogénesis y | Factor de Crecimiento Transformante
en la union de las células TGF-B, participa en la proliferacion
endoteliales a las integrinas y celular, diferenciacion y migracion.
otros receptores.
Ectoenzima multifuncional. Componente de la red de
Participa en la adhesion celular, sefializacion molecular de
CD38 transduccion de sefiales y la supervivencia y crecimiento de las

sefalizacion mediada por
calcio.

células de la leucemia linfatica
cronica.
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Tabla 3b. Clasificacion de los marcadores de células madre tumorales (continuacion).

Integrina a2

Unioén al colageno.

Participacion en la migracion celular

Zé en el melanoma.
Z
%3 Inteerina o6 Receptor de la laminina en las | Contribucién a la capacidad invasiva
; c8 plaquetas. y progresion de células tumorales.
Ll
%)
g ALDHI Catalizacion de la oxidacion de Proliferacion celular, formacion de
E los aldehidos. microesferas y migracion.
=
Participacion en la auto-renovacion
. tumoral.
g Transporte de diferentes . . . .
. Resistencia a tratamientos evitando
2 ABCG2 moléculas en membranas extra .
é ¢ intracelulares la entrada de toxinas.
Zé o 2‘1 ’ Regulacion de la diferenciacion de
Z % é células madre.
F e
o
o= . . Interaccion con el receptor del factor
o P
= Interacciones intercelulares y de crecimiento de fibroblastos
7= con la matriz extracelular . .,
NCAMI1 (FGFR), promoviendo la progresion
durante el desarrollo y o
. S tumoral por la sefializacion de esta
= diferenciacion. .
via.
., Participacion en la invasion
OCT4 Control de la expresion de arucip r1s y
oL metastasis de tumores solidos por la
(POUSF1) genes que participan en el -, .
: . degradacion de la matriz celular
desarrollo embrionario.
z adyacente.
g = Participacion en la regulacion de las
0 8 Participacién en la auto células madre tumorales.
§ I~ 1°1b \ Promocioén de la migracion e
) NANOG renovacion de las células madre . ., .
Q . . invasion celular en diferentes
=® embrionarias. r1:
0 Z tumores solidos.
§ é Quimiorresistencia.
&= Mantenimiento de la auto- Participacion en la proliferacion,
SOX2 renovacion y pluripotencialidad migracion e invasion celular en

de las células madre
embrionarias.

diferentes tumores solidos.
Quimiorresistencia.
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Figura 2. Representacion esquemadtica de la localizacion intracelular de factores de
pluripotencialidad (elaboracion propia) y estructura tridimensional de OCT4%¢, SOX2% y
NANOG?” obtenida de la RCSB PDB (rcsb.org)®.

CD133

CITOPLASMA /
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OCT4, NANOG y SOX2 son tres factores de transcripcion que forman una red de
retroalimentacion mutua, fundamental para la regulacion y mantenimiento de la auto-
renovacion y del estado de desdiferenciacion en las células madre embrionarias®-"°. Ademas,
son factores clave para la reprogramacion de células diferenciadas a células pluripotentes

inducidas®!-?2.

NANOG (nombre derivado de Tir na nOg: “tierra de la juventud” en la mitologia irlandesa)
es un factor de transcripcion que pertenece al grupo de las homeoproteinas. Las
homeoproteinas se definen por poseer un dominio de unién al ADN de 60 aminoacidos
(homeodominio), que estd codificado por una region de 180 pb que se conoce como
homeobox. SOX2 pertenece a la familia SOX (SRY-box), un grupo de factores de
transcripcion que forman una superfamilia de genes caracterizados por contener una
secuencia homoéloga que codifica un dominio de unién al ADN altamente conservado entre
las especies eucariotas, la HMG-box (del inglés High Mobility Group). OCT4 (del inglés
octamer-binding transcription factor 4) esta codificado por el gen POUSFI (dominio POU,
clase 5, factor de transcripcion 1), y es un factor de transcripcion que contiene un
homeodominio POU. Se han encontrado mas de 300 genes sobre cuyos promotores pueden
actuar NANOG, SOX2 y OCT4%°, conduciendo su pérdida de funcion a la diferenciacion de
células pluripotentes, reduciéndose la expresion de genes necesarios para el mantenimiento

de la pluripotencialidad.

Como marcadores de células madre tumorales, se ha estudiado su expresion en tumores

sélidos, habiéndose encontrado sobreexpresados en carcinomas escamosos’> >

, incluyendo
CECC. OCT4 participa en el mantenimiento de la pluripotencia y el estado de
indiferenciacion de las células madre embrionarias®®, y su expresion en células tumorales se
ha asociado con progresion y mal prondstico®*?’. NANOG también es responsable de
mantener la pluripotencialidad de las células madre embrionarias bloqueando la
diferenciacion®®. Es una de las dianas de la via de OCT3/4, y tiene un efecto similar en
diferentes neoplasias, habiéndose asociado con tumorigénesis, pérdida de diferenciacion,

invasion y metastasis®® 10!

. SOX2 es fundamental para la autorrenovacion de las células
madre embrionarias y de las células progenitoras neurales'®?. El gen que codifica SOX2 se
situa en brazo largo del cromosoma 3 (3q), donde se encuentran también los genes 7P63 y
PIK3CA. La ganancia de 3q es una de las alteraciones citogenéticas mas frecuentes en

carcinomas escamosos. La expresion diferencial de estos genes se ha empleado para intentar
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establecer diferentes perfiles moleculares en los CECC que expliquen la diferente evolucion
y respuesta al tratamiento de estos tumores. La contribucion de SOX2 en la progresion de
los tumores de cabeza y cuello se ha estudiado con anterioridad, encontrando una asociacion
entre la expresion de este factor y una peor evolucion en cuanto a diferentes variables clinicas
como la recurrencia, las metéstasis ganglionares y a distancia, asi como en la supervivencia

global y libre de enfermedad!®-1%,
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2.1 Hipotesis

Diferentes estudios han demostrado previamente la expresion de factores de
pluripotencialidad en los carcinomas escamosos de cabeza y cuello, entre los que se
encuentran NANOG, SOX2 y OCT4. Dicha expresion se ha relacionado con una evolucion
clinica diferente de los pacientes con estos tumores, pero existen resultados controvertidos
entre diferentes trabajos respecto al papel de estos factores en la progresion de la enfermedad

y el pronostico de los pacientes.

Teniendo en cuenta los datos previos relativos al papel de los factores de pluripotencialidad
en carcinomas escamosos de cabeza y cuello, se plantea que estos participan en las etapas
iniciales de la tumorigénesis estando ya presentes en las lesiones premalignas y teniendo un

papel relevante en la progresion a carcinomas invasivos, asi como en la evolucion de estos.
2.2 Objetivos

El trabajo tiene dos objetivos fundamentales: investigar el papel de NANOG, SOX2 y OCT4
en las etapas iniciales de la tumorigénesis de cabeza y cuello; y estudiar la influencia de
dicha expresion en la evolucion de tumores de diferentes localizaciones de cabeza y cuello

estableciendo su posible significado pronostico.
De acuerdo con estas premisas, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar la expresion de NANOG, SOX2 y OCT4 en displasias de laringe.

2. Estudiar la relacion de la expresion de los factores de pluripotencialidad con la
posible progresion de las displasias a carcinomas invasivos de laringe.

3. Analizar la expresion de NANOG, SOX2 y OCT4 en carcinomas escamosos de
orofaringe, hipofaringe y laringe.

4. Estudiar la relacion entre la expresion de los factores de pluripotencialidad y las

caracteristicas clinico-patoldgicas y evolucion de los pacientes.
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3.1 Seleccion de pacientes y muestras de tejido

3.1.1 Lesiones premalignas

Se recogieron de forma retrospectiva muestras de tejido de pacientes con diagnostico
histologico de displasia laringea, tratados en el Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital
Universitario Central de Asturias (HUCA) entre los afios 1996 y 2010. Los pacientes debian

cumplir los siguientes criterios para ser incluidos en el estudio:

e Diagnostico anatomopatoldgico de displasia laringea.

e Lesiones en las cuerdas vocales.

e No presentar historia previa de cancer de cabeza y cuello.

e Haberse realizado una biopsia excisional macroscopicamente completa de la lesion.

e Seguimiento minimo de 5 afios (o hasta que se produjese la progresion a carcinoma).

Los pacientes con diagnostico de displasia laringea que desarrollaron cancer en los seis
meses siguientes a dicho diagndstico fueron excluidos del estudio. Se incluyeron 100
pacientes que cumplian los criterios establecidos. Los pacientes fueron seguidos cada 2
meses en los seis meses tras el tratamiento, cada tres meses hasta el segundo afio, y cada 6

meses en adelante.

Se obtuvieron los bloques de tejido parafinado del Biobanco del Principado de Asturias,
incluido en la Red Nacional de Biobancos (PT17/0015/0023), y el diagnostico histologico
de cada lesion fue confirmado por una patéloga experta. Las secciones seleccionadas para el
estudio también incluian epitelio sano adyacente, que sirvid6 como control interno. Las
lesiones premalignas se clasificaron en las categorias de displasia de bajo grado y displasia
de alto grado, segun los criterios de la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS), 4* Edicion de 20171
3.1.2 Carcinomas escamosos de cabeza y cuello

Se recogieron de forma retrospectiva muestras de tejido tumoral de 382 pacientes con
carcinomas escamosos de cabeza y cuello intervenidos en el Servicio de
Otorrinolaringologia del HUCA entre 1990 y 2010. Todos los pacientes incluidos fueron
sometidos a cirugia como tratamiento primario con intencion curativa. 234 pacientes (61%)

recibieron posteriormente radioterapia como tratamiento complementario, en base al
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cumplimiento de uno o varios de los siguientes criterios: tumores clasificados como T4,
pacientes con metastasis ganglionares (N2 o superiores), reseccion con bordes quirtrgicos

proximos (<5mm) o afectados y/o extension extraganglionar.
Para ser incluidos en el estudio, los pacientes debian cumplir los siguientes criterios:

1. Tumor primario de estirpe escamosa en orofaringe, hipofaringe o laringe.
2. Ausencia de antecedentes de tumores previos de cabeza y cuello.

3. Cirugia con intencidn curativa como primer tratamiento.
4

Seguimiento minimo tras la cirugia de 24 meses o hasta la defuncion del paciente.

Fueron excluidos aquellos pacientes con metdstasis a distancia en el momento del
diagndstico; presencia de otros tumores concurrentes con el de cabeza y cuello; y aquellos

con infeccion por el VPH, quedando finalmente 348 pacientes para estudio.

A partir del registro quirurgico del Servicio de Otorrinolaringologia del HUCA y de las
historias clinicas de los pacientes se recogieron los datos relativos a edad al diagndstico,
sexo, habitos toxicos, localizaciéon del tumor, clasificacion TNM vy estadificacion,
tratamiento administrado y seguimiento clinico (incluyendo lo relativo a recidiva de la
enfermedad, aparicion de segundos tumores primarios y causa de la muerte). El grado de

diferenciacion se determino en base a la clasificacion de Broders.
3.1.3 Aspectos éticos

Todos los procedimientos realizados se ajustaron a las normas éticas de la Declaracion de
Helsinki de 1964 y sus posteriores enmiendas o normas éticas comparables. Asimismo, todos
los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica de la Investigacion
del Principado de Asturias (autorizacion 70/16 para el proyecto P116/00280). Dado que se
trataba de un estudio retrospectivo, no se consideré necesario el consentimiento de los

pacientes para participar en el estudio.
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3.2 Elaboracion de matrices tisulares (7issue MicroArrays, TM As)

A partir de las muestras de tejido tumoral de los carcinomas escamosos de orofaringe,
hipofaringe y laringe, se construyeron matrices tisulares para el andlisis
inmunohistoquimico. Al igual que en el caso de las displasias, dichas muestras, fijadas en
formol e incluidas en parafina, se obtuvieron del Biobanco del Principado de Asturias. Todas
las muestras fueron revisadas por una patdloga que confirmo6 el diagndstico histoldgico y se
seleccionaron tres areas representativas de cada bloque tumoral, de las cuales se obtuvieron
cilindros de tejido de 1 mm de didmetro que se transfirieron de forma manual a un bloque
con forma de matriz de 9x10 cilindros. Ademas de 3 nucleos de tejido de cada muestra de
tumor, en cada matriz se incluyeron 3 cilindros de epitelio normal (de amigdala, hipofaringe
y laringe, de muestras obtenidas en cirugias no oncolédgicas) para control interno. Tras la
elaboracion de cada matriz, se tifio una seccion de cada una con hematoxilina-eosina para
revisarla mediante microscopia Optica y corroborar el diagnodstico histologico y la

representatividad de las muestras incluidas.

3.3 Analisis inmunohistoquimico

Las matrices tisulares se cortaron en secciones de 3 um y se secaron y montaron en
portaobjetos. Las secciones se desparafinizaron con xileno estdndar y se hidrataron en
diluciones crecientes de alcohol en agua. La recuperacion antigénica se llevo a cabo a 95°C
durante 20 minutos utilizando la solucién comercial Envision Flex Target Retrieval Solution
a pH 9,0 en un PT Link de Dako®. A continuacion, la tincion se realizd a temperatura
ambiente en una estacion de trabajo automatica (Dako® Autostainer), empleando un
anticuerpo para cada uno de los factores estudiados. Para la tincion de NANOG se utilizé un
anticuerpo monoclonal (D73G4 XP®) a una diluciéon 1:200, para SOX2 se empleé un
anticuerpo primario policlonal (Merck Millipore #AB5603) a una dilucion 1:1000 y para
OCT#4 un anticuerpo policlonal (Merk Millipore #AB3209) a una dilucion 1:200. Para el
revelado se empleo el sistema de polimeros de dextrano EnVision Flex Plus de Dako® (Dako
Autostainer) y diaminobencidina (DAB) como cromoégeno. En ultimo lugar se realizo la

contratincion con hematoxilina durante siete minutos y la deshidratacion de las
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preparaciones mediante diluciones decrecientes de alcohol en agua, antes del montaje con

un cubreobjetos.

Se valor¢é la inmunotincion nuclear y/o citoplasmatica, en las zonas de displasia o de tumor,
empleando un sistema de puntuacion semicuantitativo basado en la ausencia o presencia de
tincion, de forma que se consider6 la expresion proteica de la siguiente manera:

e Expresion nuclear de NANOG: negativa (0) o positiva (1), considerando como tal
cualquier proporcion de células neoplasicas con tincion nuclear.

e Expresion citoplasmatica de NANOG: dado que la expresion citoplasmatica de
NANOG mostraba una distribuciéon homogénea en las 4reas tumorales, se cuantifico
en funcion de la intensidad de la tincion en negativa (0), débil (1) o intensa (2). En
las displasias solo se consider6 la expresion en las areas displasicas

e Expresion nuclear de SOX2: negativa (0) o positiva (1), estableciéndose el punto de
corte para considerar la tincion positiva en la mediana de células con tincion nuclear,
resultando en el 10%

e Expresion nuclear de OCT4: negativa (0) o positiva (1).

La evaluacion de la tincion se llevo a cabo de forma ciega, sin conocer los datos clinicos,
por dos observadores independientes con una elevada concordancia interobservador (>95%).
Como control positivo de la tinciéon con los 3 anticuerpos se emplearon muestras de

seminoma (Figura 3).
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Figura 3. Tincion inmunohistoquimica para NANOG (A), SOX2 (B) y OCT4 (C) en

seminoma. 200x.
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3.4 Deteccion del VPH

La posible presencia del VPH fue valorada en todos los pacientes. Se llevo a cabo andlisis
inmunohistoquimico de p16, asi como deteccion del ADN de VPH de alto riesgo mediante
hibridacion in situ y genotipado por PCR GP5+/6+, siguiendo los procedimientos ya

desarrollados para trabajos previos®®®,

La inmunotincion de pl6 se realizd empleando el anticuerpo anti-pl6 clon E6H4
(Laboratorios Roche mtm AG, Heidelberg, Alemania) en una estacion de trabajo
automatizada (Dako Autostainer) con sistema Envision, y diaminobenzidina como
cromogeno. La tinciéon inmunohistoquimica fue valorada por dos observadores
independientes, puntudndose como negativa (0), débil a moderada (1+: tincion difusa
nuclear y citoplasmatica entre el 10 y el 75% de las células) o intensa (2+: tincion difusa
nuclear y citoplasmatica en mas del 75% de las células). Puntuaciones mayores de 1 se
consideraron como expresion positiva de pl6. En aquellos casos con expresion de pl6 se
llevo a cabo la deteccion del ADN de VPH de alto riesgo y genotipado mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) empleando los cebadores de consenso GP5+/6+, y
posterior genotipado mediante inmunoensayo enzimatico (EIA) para la deteccion de 14
genotipos de VPH de alto riego (VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68).
El genotipado de los casos positivos en el EIA se llevo a cabo por hibridacion, empleando
la plataforma Luminex. Los casos positivos al realizar la PCR con los cebadores GP5+/6+
fueron sometidos para confirmacion adicional a una PCR especifica para VPH 16 usando
cebadores localizados en el gen E7 (fw: GAGGAGGAGGATGAAATAGATGGT, y re:
TTGTACGCACAACCGAAGC). Los experimentos fueron realizados en paralelo, sin

adicion de muestra para evitar contaminacion.

Para confirmar los resultados y evitar la presencia de falsos negativos, se realiz6 hibridacion
in situ (ISH) empleando sondas de ADN del VPH con iniciadores biotinilados, disefiadas
para reaccionar con los genotipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68 (Y1443,
DakoCytomation, Glostrup, Dinamarca). Sobre las secciones de tejido (3 um) de las matrices
tisulares se llevd a cabo la desparafinizacion en xileno estdndar, la rehidratacion en
diluciones crecientes de alcohol en agua, y el secado a temperatura ambiente. Posteriormente
dichas secciones fueron tratadas con proteinasa K para hacer accesible el ADN de la muestra

a las sondas biotiniladas. A continuacion, las matrices se rehidrataron empleando diluciones
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decrecientes de alcohol en agua. Finalmente, se anadieron las sondas biotiniladas y la
preparacion se coloco en un portaobjetos. Las preparaciones, con el ADN diana y las sondas,
se desnaturalizaron mediante calentamiento a 92°C durante 5 minutos. Una vez
desnaturalizadas, los portaobjetos se colocaron en una cdmara hiimeda, precalentada a 37°C
durante 16 horas, para que pudiese tener lugar la hibridacion de las sondas con el ADN diana.
Para detectar la sonda hibridada se utiliz6 el sistema GenPoint Detection System (K0620,
Dako), de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el proveedor. La presencia de
tincion focal por diaminobenzidina en los nticleos de las células tumorales era indicativa de
la presencia de VPH y los resultados fueron evaluados por dos observadores independientes.
Se utilizaron muestras de carcinoma de cérvix uterino con infeccion por el VPH como

control positivo.

3.5 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con la ayuda del paquete estadistico SPSS (/BM SPSS
Statistics for Windows, Version 19.0; Armonk, NY: IBM Corp.). Para comparar variables
categoricas se aplicaron la prueba de Chi-cuadrado (¥2) y la prueba exacta de Fisher. Para
valorar la asociacion lineal de variables discretas se utilizaron los coeficientes de correlacion
de Pearson y de Spearman. Para los andlisis de tiempo hasta la produccion del suceso, se
emplearon curvas de Kaplan-Meier, evaluando las diferencias entre los tiempos de
supervivencia por el método de Log-rank. Para los analisis uni- y multivariantes se
emplearon modelos de riesgo proporcional de Cox. Se recogieron los riesgos relativos
(Hazard Ratios, HR) con un intervalo de confianza (IC) del 95% y los valores de P. Todos
los test fueron bilaterales. Se consideraron estadisticamente significativos valores de P <

0,05.
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4 RESULTADOS
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Resultados

4.1 Caracteristicas de los pacientes y las muestras de displasia de laringe

De acuerdo con los criterios de inclusion previamente mencionados, se recogieron muestras
de 100 pacientes con displasia de laringe. Dado que estas lesiones son de pequeio tamafio,
queda una muestra de tejido escasa para investigacion una vez realizado el estudio
anatomopatoldgico que se precisa en la practica clinica. Por este motivo, se pudo llevar a
cabo el analisis inmunohistoquimico de NANOG, SOX2 y OCT4 en 76 muestras. En otras

8 muestras se pudo realizar inmunotincion s6lo para NANOG y en 16 s6lo para SOX2.

En las 76 muestras mencionadas, no se observo expresion de OCT4, a pesar de que en los
controles previos realizados en seminoma se encontrd una inmunotincién adecuada (Figura
3C). Teniendo en cuenta estos datos, se analizo la expresion de factores de pluripotencialidad
y su relacion con parametros clinico-patoldgicos en base a 3 cohortes: 84 displasias en las
que se analiz6 la expresion de NANOG, 92 displasias en las que se analizo la expresion de

SOX2 y 76 displasias en las que se realiz6 un andlisis conjunto de NANOG y SOX2.

4.2 Analisis de la expresion de NANOG en displasias de laringe
4.2.1 Caracteristicas de los pacientes

Se realizo analisis de la expresion proteica de NANOG mediante inmunohistoquimica en 84
displasias de laringe. Todos los pacientes eran varones, con una edad media de 64 afios
(rango: 36 a 86 afios). Todos salvo dos pacientes eran fumadores, 44 (54%) moderados (1-
50 paquetes- afio) y 36 (44%) fumadores importantes (>50 paquetes-afio). El consumo medio
de tabaco fue de 54 paquetes-afio (rango: 0 a 150). Tras el diagndstico, todos los pacientes
que eran fumadores activos recibieron ayuda para dejar de fumar, a pesar de lo cual 14 de
ellos continuaron fumando. De las 84 displasias incluidas en esta cohorte, 14 (17%) se
clasificaron en bajo grado y 68 (83%) en alto grado. Durante el seguimiento, 24 de los 82
pacientes (29% de la muestra) desarrollaron un carcinoma invasivo en el mismo sitio de la

lesion premaligna previa.

En los pacientes que progresaron, el tiempo medio de progresion a cancer desde el
diagnéstico de displasia fue de 28 meses (rango: 6 a 66 meses). No se hallaron diferencias

significativas en cuanto a la edad (P = 0,703) entre el grupo de pacientes que desarrollo
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cancer (media de 65 afos) y el grupo que no lo present6 (media de 64 afios). El consumo
acumulado medio de tabaco en los pacientes que desarrollaron un carcinoma laringeo fue de
59 paquetes-afio, en comparacion con los 53 paquetes-afio de los pacientes que no
desarrollaron carcinoma (P = 0,316). De forma similar, no se encontrdé diferencia
significativa en el riesgo de cancer de laringe entre el subgrupo de pacientes que continuaron

fumando (14 pacientes) y aquellos que dejaron de fumar (P = 0,757).
4.2.2 Expresion proteica de NANOG en displasias de laringe

La expresion de NANOG se detectdo en el citoplasma de 49 (60%) de las displasias
(puntuaciones de la inmunotincién 1 y 2 segln la intensidad de tincidon citoplasmatica),
mientras que la expresion fue insignificante en las células del estroma y en el epitelio normal
adyacente. Un 27% (22) de las lesiones mostraron una fuerte expresion de NANOG

(puntuacion 2) (Figura 4).
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Figura 4. Displasia de laringe con tincién negativa (valor 0; A), débil (valor 1; B) y tincién

intensa (valor 2; C) para NANOG. 200x.
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La expresion de la proteina NANOG no se correlacionaba con la clasificacion
histopatologica: 9 (64%) de las 14 lesiones con displasia de bajo grado, y 40 (59%) de las
68 lesiones con displasia de alto grado mostraron expresion de NANOG (Chi- cuadrado, P
=0,930). Se encontr6 expresion intensa de NANOG en 4 (29%) de las displasias de bajo
grado y en 18 (26%) de las displasias de alto grado (prueba exacta de Fisher, P = 1,000;
Tabla 4). Se encontré expresion nuclear de NANOG en 7 displasias, que presentaban
también patron citoplasmatico: una de ellas con tincion débil y las otras 6 intensa (coeficiente

de correlacion de Pearson p = 0,375; P=0,001).

Tabla 4. Expresion de NANOG en relacion con el diagndstico histopatologico ("prueba

exacta de Fisher).

Clasificacion
- - 20 histopatolégica
Expresion citoplasmatica (OMS 2017) T X:k;
de NANOG Displasia de | Displasia de
bajo grado alto grado
Negativa / Débil-moderada (valores 0-1) 10 51 61
1,000
Intensa (valor 2) 4 19 23
Total 14 70 84

4.2.3 Asociacion de la expresion de NANOG con el riesgo de cancer de laringe

Durante el seguimiento, 25 (30%) de los 84 pacientes en los que se evaluo la expresion de
NANOG desarrollaron un carcinoma invasivo en el mismo sitio de la lesion premaligna
previa. No hallamos una asociacion estadisticamente significativa en esta cohorte entre el
grado histopatologico y el riesgo de progresion a cancer (Log-rank, P = 0,467; Tabla 5 y
Figura 5), aunque las displasias de alto grado mostraron un mayor riesgo de cancer (HR =

1,694, IC 95% 0,475 a 6,042; P = 0,416; Tabla 6).

68



Resultados

Figura 5. Progresion a carcinoma en funcion del diagnostico histopatologico de las
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Tabla 5. Evolucion de las lesiones premalignas en funcion del diagndstico histopatologico

y de la expresion proteica de NANOG (prueba exacta de Fisher, “prueba de Chi-cuadrado).

Variable Nimero de Pro.gresi()n a Valor de P
casos carcinoma (%)
Diagnostico histopatologico

Displasia de bajo grado 14 3(21) 05391
Displasia de alto grado 70 22 (31) ’

Puntuaciones de tincion citoplasmatica de NANOG
Negativa (valor 0) 34 6 (18)
Débil / moderada (valor 1) 27 6 (22) 0,004*
Intensa (valor 2) 23 13 (57)

Expresion citoplasmatica de NANOG
Negativa a moderada 61 12 (20) 0,002
Intensa 23 13 (57)
Expresion nuclear de NANOG

Negativa 77 21 (27)
Positiva 7 4 (57) 0,189"
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Por el contrario, los distintos niveles de la expresion citoplasmatica de NANOG se
relacionaban de forma significativa con un riesgo incrementado de progresion a carcinoma
laringeo (Log-rank, P =0,002; Tabla 5 y Figura 6). En vista de estos resultados, la expresion
intensa de NANOG a nivel citoplasmatico (valor 2) se tom6 como punto de corte para los
siguientes analisis realizados (Tabla 6, P = 0,007; Figura 6, Log-rank, P = 0,001). Los
pacientes cuyas displasias mostraban una expresion citoplasmatica intensa de NANOG
presentaban tasas mas altas de progresion a carcinoma laringeo que aquellos con expresion
ausente o débil-moderada (valores 0-1) (HR = 1,813; IC 95%: 1,176 — 2,794; P =0,007). A
los 5 afios del diagnostico, el 57% de los pacientes con expresion citoplasmatica intensa de
NANOG desarrollaron un carcinoma de laringe, respecto al 20% de los pacientes con
expresion negativa, débil o moderada (prueba exacta de Fisher, P = 0,002; Tabla 5).
Analizando la expresion nuclear de NANOG también se observaba una tendencia a la
asociacion con un riesgo aumentado de cancer de laringe, pero sin alcanzarse significacion

estadistica (prueba exacta de Fisher, P = 0,189; Tabla 5).

Figura 6. Progresion de las displasias a carcinoma en funcion de la expresion

citoplasmatica de NANOG.
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Mediante el andlisis univariante segun el modelo de Cox observamos que la expresion
citoplasmatica intensa de NANOG era el unico predictor de céncer de laringe

estadisticamente significativo (Tabla 6). La sensibilidad, especificidad, Valor Predictivo
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Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) de la expresion citoplasmatica de
NANOG fueron 50%, 83%, 54% y 80%, respectivamente.

Tabla 6. Estimacion del riesgo de progresion a carcinoma de laringe (modelo univariante de

Cox).

Variable Hazard Ratio IC 95% Valor de P

Edad (por encima vs por debajo de la

: 0,980 0,424 — 2,268 0,963
media)

Tabaco (por encima vs por debajo de

! 1,534 0,675 — 3,484 0,307
la media)

Grado histologico (alto grado vs bajo 1,694 0,475 — 6,042 0.416

grado)
Expresion citoplasmatica de NANOG 1,813 1,176 — 2,794 0,007
Expresion nuclear de NANOG 1,599 0,500-5,113 0,429

4.3 Analisis de la expresion de SOX2 en displasias de laringe
4.3.1 Caracteristicas de los pacientes

La expresion proteica de SOX2 se analizé mediante inmunohistoquimica en 92 displasias de
laringe. Todos los pacientes eran varones, con una edad media de 65 afios (rango: 36 a 86
afios). Todos salvo 2 pacientes eran fumadores o exfumadores. El consumo medio de tabaco
fue de 50 paquetes-afios (rango: 15 a 150 paquetes-afo). Aunque tras el diagndstico a todos
los pacientes fumadores se les aconsejo el cese del habito tabaquico, 14 continuaron
fumando. De los 92 pacientes incluidos en el estudio de SOX2, 14 de las displasias (15%)
se clasificaron como de bajo grado, y las otras 80 (85%) como displasias de alto grado.
Durante el seguimiento, 29 de los pacientes (32%) desarrollaron un carcinoma invasivo en

la misma localizacién de la lesion previa.

En los pacientes que progresaron, el tiempo medio de progresion a cancer desde el
diagnéstico de displasia fue de 27 meses (rango: 8 a 66 meses). No se encontraron diferencias
significativas respecto a la edad (P = 0,501) entre los que desarrollaron cancer y los que no

(media de 64 afios en ambos grupos). No se observd tampoco diferencia significativa en
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funcioén de la cantidad acumulada de tabaco consumido, ya que la media fue de 58 paquetes-
afio en los pacientes que desarrollaron cancer y de 53 paquetes-aio en los que no (P =0,819).
Tampoco se encontraron diferencias significativas entre el grupo de pacientes que

continuaron fumando (14 pacientes) y aquellos que dejaron de fumar (P = 0,965).
4.3.2 Expresion proteica de SOX2 en displasias de laringe

Se considero expresion positiva de SOX2 la presencia de inmunotincion nuclear en mas del
10% de las células del area de displasia, detectandose dicha expresion en 38 (41%) de las
displasias, mientras que fue clasificada como negativa en las 54 restantes. La expresion de

SOX2 fue negativa en células del estroma y en el epitelio sano adyacente (Figura 7).

Figura 7. Muestras de displasia de laringe con tincion negativa (valor 0; A) y tincién

positiva (valor 1; B) para SOX2. 200x.
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La expresion de SOX2 se correlacionaba significativamente con displasia de alto grado, de
acuerdo con la clasificacion histopatoldgica de la OMS. En concreto, de las 13 lesiones de
bajo grado so6lo 2 (15%) presentaban expresion de SOX2, mientras que en las displasias de
alto grado se encontrd expresion positiva en 36 (46%) de las muestras (prueba exacta de

Fisher, P =0,036; Tabla 7).

Tabla 7. Expresion de SOX2 en relacion con el diagnodstico histopatologico (Yprueba exacta

de Fisher).

Clasificacion histopatologica
Expresion nuclear (OMS 2017) Total | V2lOF
de SOX2 Displasia de bajo Displasia de alto de Pt
grado (%) grado (%)
Negativa (valor 0) 11 (85) 43 (54) 54
0,036
Positiva (valor 1) 2 (15) 36 (46) 38
Total 13 79 92

4.3.3 Asociacion de la expresion de SOX2 con el riesgo de cancer de laringe

La expresion de SOX2 en las displasias laringeas de la cohorte estudiada se correlacionaba
con el riesgo de progresion a cancer de laringe (P < 0,001; Tabla 8). Por el contrario, en esta
serie tampoco se encontr6 una correlacion estadisticamente significativa entre la
clasificacion histopatoldgica y el riesgo de progresion a cancer (P = 0,748; Tabla §; Log-
rank, P =0,500; Figura 8), aunque las displasias de alto grado mostraron un mayor riesgo de

progresion a cancer (HR = 1,023; IC 95% = 0,291 — 3,591; P = 0,972; Tabla 9).

Tabla 8. Evolucion de las lesiones premalignas segun el diagndstico histopatologico y la

expresion nuclear de SOX2 (*prueba exacta de Fisher).

. Numero de Progresion a
Variable e (O carcilgloma (%) Valor de P
Diagnostico histopatologico
Displasia de bajo grado 13 (14) 3(23) 0.748"
Displasia de alto grado 79 (86) 26 (33) ’
SOX2 (expresion nuclear)
Negativa (0) 54 (60) 9(17) <0.001"
Positiva (1) 38 (40) 20 (53) ’
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Figura 8. Progresion a carcinoma en funcion del diagndstico histopatologico.
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Meses tras el diagnostico

De forma relevante, se encontrd una correlacion significativa entre la expresion nuclear de
SOX2 en las displasias de laringe y el incremento de riesgo de cancer de laringe (HR =
4,049; IC 95% = 1,789 — 9,164; P=0,001; Tabla 9). A los 5 afios del diagndstico el 50% de
los pacientes con displasias con expresion positiva de SOX2 desarrollaron cancer de laringe,
en comparacion con el 17% de los pacientes en los que la expresion era negativa (Log-rank,

P <0,001; Figura 9).
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Figura 9. Progresion a carcinoma en funcion de la expresion nuclear de SOX2.
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Mediante el andlisis univariante segun el modelo de Cox observamos que la expresion

nuclear de SOX2 era el unico predictor de cancer de laringe estadisticamente significativo
(Tabla 9). La sensibilidad, especificidad, Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo
Negativo (VPN) de la expresion nuclear de SOX2 fueron 69%, 71%, 53% y 83%,

respectivamente.

Tabla 9. Estimacion del riesgo de progresion a carcinoma de laringe (modelo univariante de

Cox).
Variable Hazard Ratio IC 95% Valor de P
Edad (por encima vs por B
debajo de la media) 1,112 0,509 — 2,429 0,791
Tabaco (por encima vs
por debajo de la media) 1,591 0,741 — 3,418 0,234
Grado hlst0}0g100 (alto 1,023 0.291 — 3,591 0.972
grado vs bajo grado)
Expresion nuclear de
SOX2 (positivo vs 4,049 1,789 - 9,164 0,001
negativo)
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4.4 Analisis conjunto de NANOG y SOX2 en displasias de laringe

Para valorar el posible efecto conjunto de NANOG y SOX2 en las lesiones premalignas de
laringe, realizamos el analisis en la cohorte de 76 pacientes sobre cuyas muestras se pudo

realizar la inmunotincion de ambos factores.
4.4.1 Caracteristicas de los pacientes

Los 76 pacientes incluidos eran varones con una media de edad de 64 afios (rango: 36 a 86
afios). Todos salvo 2 pacientes eran fumadores o exfumadores, con un consumo medio
acumulado de tabaco de 55 paquetes-afios (rango: 15 a 150 paquetes-aiio). De los 76
pacientes, 12 de las displasias (16%) se clasificaron como de bajo grado, y las otras 64 (84%)
como displasias de alto grado. Durante el seguimiento, 24 de los pacientes (32%) sufrieron

una progresion a carcinoma invasivo en la misma localizacion de la lesion previa.

En los pacientes que progresaron, el tiempo medio de progresion a cancer desde el
diagnéstico de displasia fue de 25 meses (rango: 5 a 51 meses). No se encontraron diferencias
significativas respecto a la edad (P = 0,620) entre los que desarrollaron céncer y los que no,

ni en funcidn de la cantidad de tabaco consumido (P = 0,802).
4.4.2 Expresion conjunta NANOG-SOX2

Se considerd expresion conjunta de NANOG y SOX2 la presencia de inmunotincion
citoplasmatica intensa para NANOG y nuclear en mas del 10% de las células en la misma
displasia para SOX2. La expresion de NANOG y de SOX2 se correlacionaba de forma
significativa, encontrandose s6lo 2 casos con expresion citoplasmatica intensa de NANOG

sin expresion nuclear de SOX2 (prueba exacta de Fisher P < 0,001; Tabla 10).

Tabla 10. Correlacion entre la expresion citoplasmatica de NANOG y nuclear de SOX2 en

displasias de laringe ("prueba exacta de Fisher).

Expresion nuclear de SOX2 | Valor de
Negativa Positiva P
., Negativa /
Expresion Débil-moderada (valores 0-1) 42 12
citoplasmatica <0,001
de NANOG Intensa (valor 2) 2 20
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La co-expresion NANOG-SOX2 no se correlacionaba de forma significativa con la
clasificacion histopatoldgica de las displasias: 34 pacientes (65%) de los 52 incluidos con

displasia de alto grado eran dobles negativos (prueba exacta de Fisher, P =0,305; Tabla 11).

Tabla 11. Expresion conjunta NANOG-SOX2 en relacion con el diagnostico

histopatoldgico (*prueba exacta de Fisher).

Clasificacion histopatologica
Expresion conjunta (OMS 2017) Total | V21OT
NANOG-SOX2 Displasia de bajo | Displasiadealto | " | de Pt
grado (%) grado (%)
Dobles negativos 8 34 42 0.305
Dobles positivos 2 18 20 ’
Total 10 52 62

4.4.3 Asociacion de la co-expresion NANOG-SOX2 con el riesgo de cancer de laringe

La expresion conjunta NANOG-SOX2 se asociaba de forma significativa con un mayor
riesgo de céancer de laringe (Log-rank, P < 0,001; Figura 10C). En esta cohorte, el grado
histologico tampoco se relacionaba de forma significativa con la progresion de las displasias
a carcinomas (HR 1,338; IC 95% = 0,353 — 5,066; P = 0,669). En ¢l analisis univariante, la
co-expresion NANOG-SOX2 es el unico factor predictor de céancer de laringe
estadisticamente significativo, en comparacion con la edad, el hébito tabaquico o el grado

histologico de las displasias (Tabla 12).

Figura 10. Progresion a carcinoma en funcion de la expresion citoplasmatica de NANOG

(A), nuclear de SOX2 (B) y de la co-expresion NANOG-SOX2 (C).
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Tabla 12. Estimacion del riesgo de progresion a carcinoma de laringe (modelo univariante

de Cox).

Variable Hazard Ratio IC 95% Valor de P
Edad (por encima vs por

debajo de la media) 0,743 0,281 — 1,967 0,550
Tabaco (por encima vs

por debajo de la media) 0,898 0,360 - 2,236 0,816
Grado hlst0}0g100 (alto 1338 0.353 — 5,066 0.669
grado vs bajo grado)

Expresion NANOG-

SOX2 (positivo vs 0,227 0,090 - 0,571 0,002
negativo)

En el estudio de las propiedades clinicas del andlisis inmunohistoquimico de NANOG y
SOX2 como predictores de progresion de las displasias a cancer de laringe, encontramos una
sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del analisis conjunto NANOG-SOX2 del 62%, 83%,
65% y 81%, respectivamente. En la Tabla 13 se comparan dichos pardmetros con los
obtenidos en las cohortes previas de estudio de NANOG y SOX2 y en la Tabla 14 se realiza
la comparacion de los parametros dentro de la misma cohorte. En ambos casos los valores
de cada pardmetro para las distintas pruebas no varian significativamente. Se puede ver como
la combinacion de la expresion de ambos factores aporta la mayor precision, pero en caso
de emplear un solo marcador, SOX2 tiene mayor utilidad clinica al aportar mayor

sensibilidad y valor predictivo negativo.

Tabla 13. Comparacion de los valores de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN obtenidos

en cada cohorte.

Capacidad clinica NANOG (84) SOX2 (92) NANOG-SOX2 (76)
Sensibilidad 50% 69% 62%
Especificidad 83% 71% 83%
Valor predictivo positivo 54% 53% 65%
Valor predictivo negativo 80% 83% 81%
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Tabla 14. Comparacion de los valores de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN obtenidos

en la misma cohorte de 76 pacientes.

Capacidad clinica NANOG (76) SOX2 (76) NANOG-S0X2 (76)
Sensibilidad 54% 67% 62%
Especificidad 83% 69% 83%
Valor predictivo positivo 59% 50% 65%
Valor predictivo negativo 80% 82% 81%

4.5 Carcinomas escamosos de cabeza y cuello

Siguiendo los criterios de inclusion previamente establecidos se recogieron muestras de 382
pacientes con CECC, de las cuales se pudo realizar el analisis inmunohistoquimico de la
expresion de NANOG, SOX2 y OCT4 en 357 muestras. En 9 de las muestras se detecto la
presencia de VPH, excluyéndose dichos casos para evitar posibles sesgos por el diferente
comportamiento bioldgico de los tumores asociados a este virus. Teniendo en cuenta estas
premisas, se completo el estudio en una cohorte homogénea de 348 muestras de CECC (229
de orofaringe, 60 de hipofaringe y 59 de laringe). La inmensa mayoria de los pacientes eran
varones (336 pacientes, 96,5%), y la edad media de la serie era de 60 afios (rango: 36 a 86
afios). Cabe destacar que la mayoria de los pacientes de esta serie tenian tumores en estadios
avanzados, siendo 310 de estadios III o IV (89% de la muestra). Todos los pacientes fueron
tratados mediante cirugia con intencion curativa, recibiendo radioterapia complementaria
216 (62%). Los datos de la muestra segun las diferentes localizaciones del tumor primario

se resumen en la Tabla 15.

79




Tabla 15. Caracteristicas clinico-patoldgicas de 348 pacientes con CECC.

Resultados

Caracteristicas Orofaringe (%) Hipofaringe (%) | Laringe (%)
Pacientes 229 60 59
Sexo
Varén 221 (97) 57 (95) 58 (98)
Mujer 8(3) 3(5) 1(2)
Edad
Media 58 59 62
Rango 36 -85 43 - 80 36 -86
Clasificacion T
T1-T2 70 (31) 18 (30) 18 (31)
T3-T4 159 (69) 42 (70) 41 (69)
Clasificacion N
NO 56 (24) 9 (15) 29 (49)
N+ 173 (76) 51 (85) 30(51)
Estadio tumoral
I-11 23 (10) 4(7) 11 (19)
[I-1v 206 (90) 56 (93) 48 (81)
Grado histologico
Bien diferenciado 104 (46) 12 (20) 19 (32)
Moderadamente diferenciado 85 (37) 26 (43) 28 (48)
Pobremente diferenciado 39 (17) 22 (37) 12 (20)
Seguimiento (meses)
Media 34 29 41
Mediana 19 19 37
Rango 1-216 1-95 1-97
Radioterapia complementaria
No 75 (33) 16 (27) 41 (69)
Si 154 (67) 44 (73) 18 (31)
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4.6 Expresion de NANOG en CECC

De los 348 tumores incluidos en el trabajo, 250 presentaban expresion proteica de NANOG
(72%), mostrando un patron fundamentalmente citoplasmatico, pero también expresion
nuclear. No se encontrd expresion en el epitelio normal adyacente ni en las células del
estroma (Figura 11). En relacién con los parametros clinico-patoldgicos, encontramos
expresion de NANOG de forma significativamente mdas frecuente en los tumores de

hipofaringe y en los pacientes con metastasis ganglionares (Tabla 16).

Figura 11. Expresion proteica de NANOG en CECC. Tincidn negativa para NANOG,

puntuacién 0 (A); tincion débil-moderada, puntuacion 1 (B); tincion intensa, puntuacion 2

(C). 200x.
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4.7 Expresion de SOX2 en CECC

La expresion de SOX2 se considero positiva cuando se encontraba tincién nuclear en mas
del 10% de las células tumorales. Dicha expresion positiva estaba presente en 105 de las 348
muestras de tumor (30%), siendo negativa en el estroma y tejido sano adyacente (Figura 12).
La expresion de SOX2 se asociéo de forma significativa con tumores cuya localizacion
primaria era la laringe, no habiendo relacion con otros parametros clinico-patologicos (Tabla

16).

Figura 12. Expresion proteica de SOX2 en CECC. Tincion negativa para SOX2,

puntuacion 0 (A); tincién nuclear positiva, puntuacion 1 (B). 200x.
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Tabla 16. Relacion entre la expresion de NANOG y SOX2 y las caracteristicas clinico-

patologicas.
Expresion Expresion
Caracteristica No. positiva de \;:;l(;)r positiva de ‘;21(;,1.
NANOG (%) SOX2 (%)
Clasificacion pT
T1-T2 106 80 (75) 36 (34)
T3 116 78 (67) 0,350 39 (34) 0,163
T4 125 92 (74) 30 (24)
Clasificacion pN
NO 94 56 (60) 29 (31)
N1-3 254 194 (76) 0,003 76 (30) 0,896
Estadio tumoral
I-11 38 25 (66) 12 (32)
111 59 38 (64) 0,204 20 (34) 0,754
v 251 187 (75) 73 (29)
Grado histolégico
Bien diferenciado 135 88 (65) 40 (30)
Moderadamente diferenciado 139 104 (75) 0,084 45 (32) 0,740
Pobremente diferenciado 73 57 (78) 20 (27)
Localizacion
Orofaringe 229 157 (69) 56 (24)
Hipofaringe 60 52 (87) 0,019 21 (35) 0,002
Laringe 59 41 (69) 28 (47)
Total de pacientes 348 250 (72) 105 (30)
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4.8 Expresion de OCT4 en CECC

A pesar de que en los controles positivos de seminoma se obtuvo una tincién adecuada de
OCT4 (Figura 3C), no encontramos expresion de OCT4 en los tumores incluidos en nuestra

cohorte.

4.9 Asociacion de la expresion de factores de pluripotencialidad con la

recidiva tumoral

En el global de la serie (348 pacientes) no se encontraron diferencias significativas en la
supervivencia libre de enfermedad (SLE) en funcién de la expresion de NANOG o de SOX2,
aunque la SLE era mayor en los casos con expresion de NANOG. Tampoco habia relacion
entre la expresion de los factores y la SLE analizando por separado los tumores segun la

localizacion del tumor primario en faringe o laringe (Figuras 13 y 14).
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Figural3. Supervivencia libre de enfermedad en funcion de la expresion de NANOG en la

serie completa (A), en carcinomas escamosos de faringe (B) y en carcinomas escamosos de
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Figura 14. Supervivencia libre de enfermedad en funcion de la expresion de SOX2 en la
serie completa (A), en carcinomas escamosos de faringe (B) y en carcinomas escamosos de

laringe (C).
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Al estudiar la SLE en los pacientes segun la presencia de metastasis ganglionares, se
observaba un efecto diferencial de NANOG entre los pacientes sin metastasis ganglionares
(NO) y los pacientes con dichas metastasis (N+). En los pacientes NO, la SLE no diferia en
funcién de la expresion de NANOG (SLE a los 5 afios del 52% en el grupo sin expresion de
NANOG vs 55% en el grupo con expresion de NANOG; Log-rank, P = 0,640). Por el
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contrario, en el grupo de pacientes N+ la expresion de NANOG se relacionaba con menor
tasa de recidiva tumoral (SLE a los 5 afios del 12% en el grupo sin expresion de NANOG vs
28% en el grupo con expresion de NANOG; Log-rank, P = 0,005; Figura 15). Este efecto

diferencial no se observaba con la expresion de SOX2 (Figura 16).

Figura 15. Supervivencia libre de enfermedad en funcion de la expresion de NANOG en

pacientes sin metastasis ganglionares (A) y con metastasis ganglionares (B).
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Figura 16. Supervivencia libre de enfermedad en funcion de la expresion de SOX2 en

pacientes sin metastasis ganglionares (A) y con metastasis ganglionares (B).
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4.10 Asociacion de la expresion de factores de pluripotencialidad con la

supervivencia

La expresion de NANOG se correlacionaba de forma positiva con la supervivencia, siendo
las diferencias casi significativas con la supervivencia especifica de enfermedad (SEE) y
significativas con la supervivencia global (SG) (P = 0,055 y P = 0,012, respectivamente).
Los pacientes con expresion positiva de SOX2 también mostraban una mejor SEE y SG,

pero sin alcanzarse significacion estadistica.

Figura 17. Supervivencia global (A) y especifica de enfermedad (B) en funcion de la

expresion de NANOG.
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Figura 18. Supervivencia global (A) y especifica de enfermedad (B) en funcion de la

expresion de SOX2.
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Segun la localizacién del tumor primario, el impacto de la expresion de NANOG o SOX2
en el pronostico de los pacientes era diferente. En los carcinomas escamosos de orofaringe
(CEO) la expresion de NANOG se asociaba de forma significativa con mejor SG y mejor
SEE (Figura 19). Sin embargo, no habia diferencias en funcion de la expresion de SOX2. En
los carcinomas escamosos de hipofaringe (CEH), el grupo de pacientes con expresion de
NANOG también tenia mejor SG (Figura 20). En los CEL no se observaron diferencias en

el pronostico en base a la expresion de NANOG o de SOX2 (Figura 21).

&9



Resultados

Figura 19. Supervivencia global (A-C) y especifica de enfermedad (B-D) en funcién de la
expresion de NANOG (A-B) y de la expresion de SOX2 (C-D) en pacientes con carcinoma

escamoso de orofaringe.
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Figura 20. Supervivencia global (A-C) y especifica de enfermedad (B-D) en funcién de la

expresion de NANOG (A-B) y de la expresion de SOX2 (C-D) en pacientes con carcinoma
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Figura 21. Supervivencia global (A-C) y especifica de enfermedad (B-D) en funcion de la
expresion de NANOG (A-B) y de la expresion de SOX2 (C-D) en pacientes con carcinoma

escamoso de laringe.
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El significado prondstico de NANOG también variaba sustancialmente en funcioén de la
presencia de metastasis ganglionares cervicales (N+). En los pacientes N+, la expresion de
NANOG se correlacionaba de forma significativa con una mejor supervivencia (SEE a los 5
afios del 32% en los pacientes con expresion de NANOG frente al 11% en los pacientes con

expresion negativa; Log-rank, P = 0,002). Por el contrario, en los pacientes sin metastasis
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ganglionares (NO), la expresion de NANOG no se relacionaba con la SEE (P = 0,304). Las
diferencias en funcidon de la presencia de metéstasis ganglionares se observaron con la
expresion de NANOG, pero no al analizar la expresion de SOX2 (P = 0,218 y P = 0,181

para paciente NO y N+, respectivamente).

Figura 22. Supervivencia global (A-B) y especifica de enfermedad (C-D) en funcién de la
expresion de NANOG en pacientes sin metastasis ganglionares (A-C) y en pacientes con

metastasis ganglionares (B-D).
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Figura 23. Supervivencia global (A-B) y especifica de enfermedad (C-D) en funcién de la

expresion de SOX2 en pacientes sin metastasis ganglionares (A-C) y en pacientes con

Supervivencia global

Supervivencia especifica de enfermedad

metastasis ganglionares (B-D).
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4.11 Analisis de la expresion combinada y diferencial de NANOG y SOX2

Para valorar la relevancia clinica de la expresion de NANOG y de SOX2 de forma
independiente, analizamos el impacto en la supervivencia de los pacientes de la expresion
de cada factor con expresion negativa del otro, respecto a los dobles negativos. En nuestra
serie, 96 pacientes tenian tumores que expresaban NANOG y SOX2, mientras que en otros
89 casos no se encontraba expresion de ninguno de los factores. En 154 tumores se hallo
expresion de NANOG sin expresion de SOX2, mientras que sélo en 9 pacientes habia
expresion de SOX2 siendo negativa la de NANOG (prueba exacta de Fisher, P < 0,001;
Tabla 17).

Tabla 17. Correlacion entre la expresion proteica de NANOG y de SOX2 en CECC (prueba

exacta de Fisher).

SOX2 negativo | SOX2 positivo Total | Valor de Pf
NANOG negativo 89 9 98
” <0,001
NANOG positivo 154 96 250
Total 243 105 348

La expresion de NANOG con SOX2 negativo se relacionaba de forma significativa con
mejor supervivencia global, pero al analizar la expresion de SOX2 con NANOG negativo

las diferencias no alcanzaban significacion estadistica (Figura 24).
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Figura 24. Supervivencia global (A-C) y especifica de enfermedad (B-D) en funcién de la

expresion de NANOG en casos SOX2-negativos (A-B) y en funcion de la expresion de
SOX2 en casos NANOG-negativos (C-D).
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Al estudiar la expresion combinada de ambos factores, también encontramos diferencias

significativas en la supervivencia de los pacientes. La expresion conjunta de NANOG-SOX2

en los tumores se asociaba con mejor supervivencia global y especifica de enfermedad (SG

a los 5 afios 24% vs 17%, Log-rank, P = 0,015; SEE a los 5 afios 40% vs 26%, Log-rank, P

=0,019; Figura 25). En funcion de la localizacion del tumor primario, el impacto de la doble
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expresion NANOG-SOX2 era similar en los pacientes con tumores de orofaringe e
hipofaringe, mientras que los tumores de laringe mostraban un comportamiento clinico
diferente, no observandose impacto significativo de la expresion NANOG-SOX2 en la

evolucion de los pacientes (Tabla 18; Figura 26).

Figura 25. Supervivencia global (A) y especifica de enfermedad (B) en funcion de la co-

expresion de NANOG-SOX2.
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Figura 26. Supervivencia global y especifica de enfermedad en funcion de la co-expresion

de NANOG y SOX2 en carcinomas escamosos de orofaringe (A-B), hipofaringe (C-D) y
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Tabla 18. Correlacion entre la expresion de NANOG y SOX2, y la supervivencia a 5 afios.

Pacientes NANOG | NANOG | HR{IC SOX2 | SOX2 | HR{IC Dobles Dobles HR (IC
) Q) 95%); P (63) -) 95%); P positivos | negativos | 95%); P
Serie completa
SEE 40% 29% 0,055 42% | 35% 0,101 40% 26% 0,019
SG 28% 20% 0,012 26% | 26% 0,221 24% 17% 0,015
Carcinomas de orofaringe
SEE 43% 22% 0,013 43% | 35% 0,312 40% 18% 0,031
SG 29% 16% 0,011 28% | 24% 0,319 25% 13% 0,027
Carcinomas de hipofaringe
SEE 26% 14% 0,126 20% | 26% 0,420 20% 14% 0,095
SG 21% 13% 0,049 14% | 23% 0,696 14% 13% 0,106
Carcinomas de laringe
SEE 52% 58% 0,580 57% | 50% 0,681 57% 59% 0,734
SG 36% 38% 0,951 34% | 38% 0,885 32% 36% 0,887

4.12 Analisis multivariante en relacion con la supervivencia

En base al analisis multivariante encontramos una influencia significativa en el prondstico

de los pacientes de las clasificaciones T y N, el grado histopatoldgico y la expresion de

NANOG (Tabla 19).

Tabla 19. Estimacion del riesgo de progresion de muerte por tumor (modelo multivariante

de Cox).

VARIABLES Hazard Ratio IC 95% P
T (3-4/1-2) 1,153 1,033 - 1,288 0,011
N (+/-) 2,619 1,756 — 3,906 0,000
G (3/1-2) 1,494 1,071 — 2,085 0,018
Localizacion (Far/Lar) 0,695 0,448 — 1,077 0,103
NANOG (+/-) 0,783 0,662 — 0,927 0,004
SOX2 (+/-) 0,961 0,685 — 1,349 0,820
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4.13 Validacion de los resultados

Para confirmar nuestros resultados, llevamos a cabo un analisis mediante simulacion
computacional de la relacion de la expresion de NANOG y SOX2 con la supervivencia de
los pacientes, empleando los datos disponibles en The Cancer Genome Atlas (TCGA). Dicho
analisis se realizé sobre una cohorte de 530 pacientes con CECC!?, utilizando la plataforma
cBioPortal (http://cbioportal.org/)!%1%° TLos grupos de pacientes se clasificaron segun la
expresion de ARNm en expresion elevada (por encima de la media) y expresion baja (por
debajo de la media). La expresion de ARNm de NANOG y de SOX2 se analiz6 en 424
pacientes de los que se disponia informacion sobre el estadio N. Se llevé a cabo un analisis
de la correlacion entre la expresion del ARNm de NANOG y de SOX2 en pacientes NO (177)
y en pacientes N+ (246) por separado. En los pacientes N+ se observaba una correlacion
robusta entre la expresion del ARNm de NANOG y de SOX2 (coeficiente de correlacion de
Spearman 0,21, P=0,001), mientras que dicha correlacion no se encontraba en los pacientes
NO (coeficiente de correlacion Spearman 0,12, P = 0,104). Ademads, el impacto de la
expresion del ARNm de NANOG y SOX2 diferia significativamente segtn el estadio N
(Tabla 20). En los pacientes NO, aquellos que tenian expresion elevada del ARNm de
NANOG presentaban peores tasas de supervivencia global que aquellos con baja expresion
(mediana de tiempo de supervivencia 57,47 frente a 89,32 meses; Log-rank, P =0,139). En
dicho grupo de pacientes la expresion del ARNm de SOX2 no tenia impacto en el pronostico
de los pacientes (mediana de tiempo de supervivencia 88,86 meses frente a 84,49 meses;
Log-rank, P = 0,523). Por el contrario, en el grupo de pacientes N+, aquellos con expresion
elevada del ARNm de NANOG tenian mejores tasas de supervivencia global (mediana de
tiempo de supervivencia 56,94 frente a 32,22 meses; Log-rank, P =0,032), como se muestra
en la Figura 27. En esta cohorte, la expresion del ARNm de SOX2 también se correlacionaba
con mejor supervivencia global en los pacientes N+ (mediana de tiempo de supervivencia
52,31 frente a 22,36 meses; Log-rank, P = 0,036). La correlacion de la expresion del ARNm
de NANOG y de SOX2 con mejor supervivencia se hacia mas evidente a mayor estadio N

(Log-rank, P = 0,009 y P = 0,004, respectivamente).
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Tabla 20. Supervivencia global en funcion de la expresion de NANOG (ARNm).

Estadio LB Total Fallecimientos Me(!iana .de Log-rank
N ARNm de casos (%) supervivencia (en p

NANOG meses)
Elevada 67 24 (36) 57,47

N0 I Baja 110 23 (25) 89.33 0,139
Elevada 82 36 (44) 56,94

+ -
N Baja 164 81 (49) 32,22 0,032

Figura 27. Supervivencia global en funcion de la expresion de NANOG y de SOX2 (ARNm) en
diferentes subconjuntos de pacientes: A, pacientes sin metastasis ganglionares (n= 177); B,
pacientes con metastasis ganglionares (N+, n=246); C, pacientes con afectacion ganglionar N2 o

superior (N2+, n=179).
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5.1 Factores de pluripotencialidad en las etapas iniciales de la

tumorigénesis

5.1.1 Expresion de factores de pluripotencialidad en lesiones premalignas

Como sucede en otros tumores epiteliales, la carcinogénesis laringea parece evolucionar en
un proceso de varias etapas que incluyen cambios a nivel molecular provocados por la
exposicion a carcindgenos, resultando en lesiones premalignas y carcinomas invasivos! %11,
Aunque se considera que las lesiones con caracteristicas displdsicas tienen un mayor riesgo
de cancer!'?, algunos canceres se desarrollan a partir de lesiones sin cambios displasicos. Por
tanto, son necesarios mas marcadores objetivos y fiables para identificar de forma mas

precisa lesiones de alto riesgo, mas alla de los criterios clinicos e histopatologicos actuales?,

lo que sin duda ayudaria a elegir la opcidn terapéutica mas apropiada en la practica clinica.

El papel de los factores de pluripotencialidad en los tumores so6lidos se ha estudiado
ampliamente. La capacidad oncogénica de NANOG viene investigdndose desde hace afos,
habiéndose demostrado su participacion en el proceso mediante la regulacion de otros
factores. En carcinomas de estirpe epidermoide se demostrd la expresion aberrante de
NANOG, incluyendo dentro de estos carcinomas los de cabeza y cuello!'!®. Xie y cols.!*
analizaron la regulacion postranscripcional de NANOG y su capacidad de promover la
tumorigénesis a través de Bmil. Por su parte, Palla y cols.''> demostraron que NANOG
induce la expresion de marcadores de pluripotencialidad y la transicion epitelio-mesénquima
en papilomas cutaneos de raton. De esta forma, participaria en la conversion maligna de los

papilomas.

Por los resultados de estudios previos parece que el papel oncogénico de NANOG depende
del estado del supresor tumoral p53. En modelos murinos, la alteracion del gen de NANOG
no es suficiente para el desarrollo de tumores malignos, siendo necesaria también la
supresion de funcion de p53 para la formacion de carcinomas cutaneos!!'é. Aunque NANOG
participa en las etapas iniciales de diferentes tumores, como los cutaneos, alterando los
sistemas de reparacion del ADN, por si mismo no seria capaz de conducir a la progresion
hacia un tumor invasivo mientras sigan activos otros mecanismos de supresion tumoral como

p53117'

105



Discusion

El papel de SOX2 en los tumores de cabeza y cuello también ha sido estudiado en los Gltimos
afios, habiéndose constatado su expresion en carcinomas de laringe!®. En diversos trabajos
se ha relacionado la expresion de SOX2 en tumores de cabeza y cuello con la evolucion de
la enfermedad. Mientras que varios de ellos han encontrado una asociacion estadisticamente
significativa entre la expresion de SOX2 y una menor supervivencia global y libre de
enfermedad!®1%, otros lo han relacionado con un mejor prondstico en carcinomas de

118 También se

hipofaringe, aunque sin obtener una relacion estadisticamente significativa
ha visto un papel relevante de SOX2 como factor pronostico de respuesta a tratamiento,
relacionandose con una mayor respuesta del tumor a la radioterapia!'’®. En lo referente a su

120" encontraron que la

papel en el inicio del proceso oncogénico, Kokalj Vokac y cols.
amplificacion de los genes de SOX2 y hTERT era habitual en estadios tempranos de CECO
y se podia relacionar con diferente prondstico. El grupo de Qiao'?! estudié mediante THQ la
expresion de OCT4 y SOX2 en lesiones premalignas y carcinomas de cavidad oral en rata y
en humano. En 20 lesiones precursoras de malignidad de pacientes (12 leucoplaquias y 8
liquenes planos orales) encontraron expresion de ambos factores, siendo el patron mas
habitual la co-expresion (12 casos). Encontraron también expresion nuclear de OCT4 y

SOX2 en el epitelio adyacente a los CECO. Sin embargo, hasta la fecha no se habia estudiado

la presencia de SOX2 en lesiones premalignas de laringe.

5.1.2 Biomarcadores del riesgo de progresion de lesiones premalignas a cancer

Dado que las lesiones premalignas se asocian con un mayor riesgo de progresion a cancer,
es interesante conocer el papel de los factores de pluripotencialidad en esa progresion para
alcanzar un mejor conocimiento del proceso oncogénico y para valorar su posible papel
como biomarcadores predictores de desarrollo de un carcinoma de laringe. En los ultimos
afios se han venido estudiando diferentes biomarcadores moleculares que permitan predecir
de forma mas precisa el comportamiento de las lesiones precursoras de malignidad en la
laringe. Los mas estudiados han sido proteinas relacionadas con la proliferacion y el control
del ciclo celular (PCNA, Ki67, p53, p16, p21 y ciclina D1). En menor medida también se ha
investigado el papel de moléculas implicadas en la adhesion celular e invasion
[Osteopontina, CD44, kinasa de adhesion focal (FAK) o Cortactina (CTTN)], u otras
moléculas como la Podoplanina o Kv3.4*. Entre ellos, la FAK y la CTTN son los que han

mostrado una asociacion mas robusta con la progresion a cancer de laringe. CTTN (11q13)
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y FAK (8q24) se expresan de forma aberrante en las etapas iniciales de la tumorigénsis
laringea y los pacientes cuyas displasias presentan expresion de uno de estos factores tienen

una mayor incidencia de CEL*!.

Rodrigo y cols.'?

encontraron que la Podoplanina, una glicoproteina regulada al alza en
diferentes carcinomas escamosos, se expresaba mas alld de la capa basal del epitelio en
displasias de laringe, relaciondndose esta expresion con mayor riesgo de progresion a
carcinoma de laringe. La expresion de Podoplanina se encontraba en estadios iniciales de
CEL, perdiéndose en estadios mas avanzados y no relaciondndose con la capacidad de

invasion de estos tumores. La amplificacion del gen ANOI en displasias de laringe ha

mostrado también relacion con un mayor riesgo de progresion a cancer!2.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que tanto la expresion de NANOG como la de
SOX2 se asocian significativamente con el riesgo de progresion a carcinoma. Es mas, esta
asociacion es mas robusta y muestra un poder predictivo superior a la clasificacion
histolégica, la cual sigue siendo hoy en dia el gold standard en la practica clinica.
Posteriormente se ha corroborado el valor de la expresion de NANOG y SOX2 también en
las lesiones premalignas de cavidad oral como factores predictores del riesgo de progresion

hacia carcinoma invasivo!?*1%3,

La sensibilidad de la expresion citoplasmatica de NANOG para detectar los pacientes que
desarrollaran cancer de laringe no es elevada en nuestra serie, pues solo alcanza el 50%, pero
si presenta una especificidad alta, del 83%, asi como un alto valor predictivo negativo
(VPN), por lo que seria util para determinar qué pacientes tienen una baja probabilidad de
progresar hacia cancer de laringe. A pesar de la localizacion primaria de NANOG en el
nucleo, en nuestra cohorte la tincion de NANOG es de predominio citoplasmatico, siendo
ademas la expresion clinicamente mas relevante. Estos hallazgos van en consonancia con la
expresion aberrante citoplasmatica de NANOG en células tumorales encontrada

113

previamente por otros grupos, como los de Piazolla''® y Lee''°.

La expresion de SOX2 también se encontraba en una proporcion significativa de las
displasias de laringe incluidas en nuestro estudio, relaciondndose ademas con un mayor
grado histopatoldgico segln los criterios de la OMS!. Con el estudio de un amplio nimero

de pacientes con lesiones premalignas de laringe, demostramos que la expresion de SOX2
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se detecta de forma temprana en las displasias laringeas, pero no en el epitelio normal
adyacente. En nuestra serie, SOX2 muestra niveles superiores de sensibilidad como prueba
de prediccion de cancer de laringe (69%), pero, como sucedia con NANOG, no puede
considerarse una sensibilidad elevada ya que est4 por debajo del 80%. La expresion de SOX2
tiene ademas una especificidad mas baja (71%), aunque mantiene un VPN por encima del

80%.

Observando nuestros resultados en el estudio por separado de NANOG y SOX2 en displasias
de laringe, ambos factores emergen como parametros clinica y biolégicamente relevantes en
las etapas iniciales de la tumorigénesis laringea, contribuyendo a la transformacion maligna
y al desarrollo del cancer de laringe. Con el andlisis conjunto de la expresion de ambos
factores en los mismos pacientes, encontramos una asociacién significativa entre la
expresion nuclear de SOX2 y citoplasmatica de NANOG. De 22 casos con expresion
citoplasmatica intensa de NANOG, s6lo en 2 encontramos ausencia de expresion nuclear de
SOX2. Por tanto, en mas del 90% de los casos de displasia de laringe con expresion de
NANOG (considerando la expresion intensa) podremos asumir que se estd expresando
también SOX2. De hecho, cuando analizamos las tasas de progresion a carcinoma a lo largo
del tiempo en funcion de la expresion de cada factor, obtenemos resultados practicamente
idénticos a los comentados previamente, con una asociacion significativa y robusta de la
expresion con la progresion a cancer, pero el anlisis de la expresion conjunta muestra una
evolucion que se asemeja mas a la observada en el estudio de NANOG por separado (Figura
10). Respecto a los parametros clinicos de la evaluacion de expresion NANOG-SOX2,
nuestros resultados muestran que el andlisis conjunto aporta cierto incremento en la
sensibilidad y el VPP de la prueba, pero contintan siendo niveles que no pueden calificarse
como altos (sensibilidad del 62% y VPP del 65%). En cuanto a la especificidad y VPN, los
resultados son equivalentes a los obtenidos con el analisis inmunohistoquimico exclusivo de

NANOG.

Dado que el anélisis inmunohistoquimico de NANOG y SOX2 es relativamente sencillo y
de facil interpretacion, parece razonable recomendar que esta prueba molecular se incluya
como marcador complementario para la valoracion del riesgo de cancer de lesiones
premalignas de laringe y para la toma de decisiones clinicas. En base a los resultados

observados en el analisis conjunto y buscando una optimizacioén de pruebas diagndsticas en

108



Discusion

la practica clinica, podria realizarse tinicamente el estudio de expresion de NANOG por [HQ,
ya que sus atributos como prueba clinica son superponibles al anlisis conjunto, dejando el
estudio de SOX2 para aquellos casos dudosos, como los que muestran una expresion
citoplasmatica débil-moderada de NANOG. Otra opcién seria hacer un cribado de las
displasias con en andlisis de SOX2, ya que es la prueba con mayor sensibilidad, dejando el

andlisis de NANOG para aquellos casos con ausencia de expresion de SOX2.

Ademas de observar la expresion de NANOG y SOX2 como parametros clinicamente
relevantes, su expresion en las etapas iniciales de la tumorigénesis laringea parece contribuir
a la transformacion maligna y al desarrollo del cancer de laringe. Por este motivo, tienen un
papel potencial como dianas terapéuticas para prevenir el desarrollo de tumores de laringe

en pacientes que ya presentan lesiones precursoras de malignidad.

Conociendo el papel de NANOG y de SOX2 en las fases mas tempranas de la tumorigénesis,
no sélo seria importante su estudio para la valoracion de lesiones premalignas, sino también
para profundizar en la vertiente molecular del concepto de campo de cancerizacion
relacionado con los CECC. Se considera que los CECC surgen a partir de areas de mucosa
de la VAS sobre las que asientan clones celulares que sufren un cumulo de alteraciones
genéticas que dan lugar a un fenotipo invasivo. Este concepto va ligado al de campo de
cancerizacion en CECC, que fue introducido por Slaughter en 1953, refiriéndose a los
CECO!%%. El campo de cancerizacion hace referencia a areas extensas de la VAS cuya
mucosa ha estado expuesta de manera prolongada a carcinégenos como el tabaco o el
alcohol. Esa exposicion prolongada da lugar a amplias zonas de tejido con alteraciones
genéticas, pudiendo desarrollarse de forma multifocal carcinomas. Esta seria una explicacion
para las recidivas, persistencias tumorales y la aparicién de segundos tumores primarios en
la VAS®!, siendo posible la participacion de factores de pluripotencialidad como NANOG o
SOX2 en este proceso.
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5.2 Factores de pluripotencialidad en carcinomas escamosos de cabeza y

cuello

Las células madre tumorales (CSC por las siglas del inglés Cancer Stem Cells) suponen en
torno a un 10% del total celular en tumores sélidos. En CECC se ha demostrado que las
células madre tumorales, identificadas con marcadores como CD44, son las tnicas capaces
de dar lugar a tumores diferenciados, segin estudios en modelos murinos

127

inmunosuprimidos'“’. En base a estos hallazgos, las CSC serian las que tendrian una

capacidad tumorigénica dentro del heterogéneo grupo de células que componen el tumor.

El estudio de las CSC y los factores de pluripotencialidad en CECC permitiria conocer mejor
el proceso oncogénico y entender la diferente evolucion entre distintos tumores. Ademas,
serviria para incorporar a la practica clinica nuevos marcadores que permitan establecer
grupos de pacientes con un prondstico mds preciso, aplicando mejores estrategias

terapéuticas.

En el estudio de las células madre tumorales, Chen y cols.'?$1%°

observaron que factores de
pluripotencialidad como OCT3/4, SOX2 y NANOG estaban regulados al alza en células
tumorales con capacidad de formar tumoroesferas (una caracteristica de las células
pluripotenciales) a partir de CECC. Ademas, OCT4 estaba regulado al alza en células de
CECC ALDHI1+. Por tanto, NANOG, SOX2 y OCT#4 serian factores utiles para identificar
la presencia de CSC en CECC, siendo interesante conocer qué papel juegan en la evolucion
de la enfermedad. En nuestro trabajo demostramos que tanto NANOG como SOX2 se
expresan en una proporcion significativa de tumores primarios de orofaringe, hipofaringe y
laringe. Por el contrario, no encontramos expresion proteica de OCT4 en estos tumores,

como sucedia con las displasias de laringe, a pesar de utilizar un anticuerpo frente a una

amplia variedad de epitopos y obtener una buena tincion en los controles de seminoma.

5.2.1 Relacion de los factores de pluripotencialidad con la supervivencia y la recidiva

tumoral

A pesar de la gran cantidad de trabajos que se han realizado sobre los factores de
pluripotencialidad en CECC, su papel en la evolucion de la enfermedad y el pronostico de

los pacientes contintia sin establecerse de forma precisa.
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SOX2 y OCT4 regulan la expresion de diversos genes, entre ellos NANOG, formando un
heterodimero que se une a su promotor. Aunque en nuestra cohorte no encontramos
expresion de OCT4, si hallamos una correlacion positiva entre la expresion de SOX2 y la de
NANOG, de forma que practicamente todos los casos con expresion de SOX2 mostraban
también expresion de NANOG. No obstante, en 156 de las muestras tumorales habia
expresion de NANOG sin expresion de SOX2, por lo que debe haber otros factores

implicados en la regulacion de la expresion de NANOG.

Varios autores han encontrado una relacion entre la expresion de NANOG, SOX2 y OCT4

130 relacionaron la expresion de NANOG y OCT4 con

con peor pronoéstico. Chiou y cols.
mayor grado histoldgico y peor pronodstico en CECO. NANOG y SOX2 participan también
en la transicion epitelio-mesénquima (TEM), relacionandose de esta manera con un fenotipo
invasivo y peor prondstico. De hecho, la expresion de NANOG tiene una relacion inversa
con la expresion de E-cadherina y directa con la de N-cadherina. La expresion de SOX2 se

relaciona de forma directa con la de N-cadherina, pero no con la de E-cadherina!3!.

Por su parte, NANOG también se sobreexpresa en tumores de diferentes localizaciones de
cabeza y cuello, como la cavidad oral'*. Su sobreexpresion se ha correlacionado con
caracteristicas tumorales adversas, entre ellas peor diferenciacion tumoral y
quimiorresistencia'??, y se ha asociado con peor pronodstico en CECO!'?. En varios trabajos
previos la expresion de NANOG se ha relacionado con el prondstico de los pacientes con
CECC, aunque son estudios heterogéneos en sus criterios de inclusion y en la metodologia

133 realizaron un meta-analisis sobre 33 estudios acerca del valor

empleada. Zhao y cols.
pronostico de NANOG en tumores solidos. La expresion elevada de NANOG se relacionaba
de forma significativa con peor supervivencia global de los pacientes, incluyendo los

tumores de cabeza y cuello (HR = 2,29; IC 95% 1,75 — 3,02, P < 0,001).

Por el contrario, la expresion de NANOG en nuestra serie se asocia con mejor prondstico,
aunque solo en tumores faringeos. En estos pacientes, el valor pronostico de NANOG es
significativo en los pacientes con metastasis ganglionares. Las diferencias en la inclusion
de tumores de diferentes localizaciones, estadios de la enfermedad y modalidades de

tratamiento podria explicar la disparidad de resultados entre los diferentes trabajos.

En el caso de SOX2, su expresion se ha asociado con diferentes procesos tumorales como la

proliferacion celular, migracion, invasion, anti-apoptosis y quimiorresistencia'>*13°, Sin
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embargo, su impacto en la evolucion de los tumores malignos continta siendo controvertido.

120 106

Los grupos de Schrock!'*?, Kokalj Vokac'*® y Du'% encontraron asociacion entre la expresion

de SOX2 y peor prondstico, mientras que otros trabajos correlacionan la expresion de SOX2

136 observaron que en pacientes con carcinoma de cavidad

con mejor pronostico. Ziillig y cols.
oral, la expresion de SOX2 era mayor en pacientes sin metastasis ganglionares. Baumeister
y cols.!37 relacionaron la expresion de SOX2 con mejor evolucion clinica en pacientes con
tumores de cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe tratados con quimiorradioterapia.

138 observaron un mejor prondstico en pacientes

También los grupos de Chung''® y de Bochen
con CECC y niveles elevados de expresion de SOX2. En nuestra cohorte, la expresion de
SOX2 se relaciona con mejor pronostico, pero en el estudio de las diferentes localizaciones,
los carcinomas escamosos de laringe tienen un comportamiento completamente diferente.
No obstante, en ninglin caso las diferencias alcanzan significacion estadistica. En carcinomas
escamosos de otras localizaciones, como el es6fago, también se ha encontrado un mejor
pronostico en los pacientes cuyos tumores expresaban SOX2!%°, En base a las interacciones
de SOX2 con diferentes factores, Hussenet y cols.'*® han sugerido una posible funciéon
pleiotrépica en carcinomas de células escamosas de otras localizaciones. En funcion de la

unién con diferentes cofactores se promoveria o reprimiria la expresion de otros factores,

dando lugar a resultados clinicos distintos.

Con el objetivo de conocer mejor el impacto de los factores de pluripotencialidad en la
evolucion de los CECC, analizamos la expresion combinada y por separado de NANOG y
SOX2. Observamos que los pacientes con expresion de ambas proteinas (NANOG-SOX2)
presentaban un mejor pronostico. La doble expresion NANOG-SOX2 como factor de riesgo
integrado podria utilizarse en biopsias preoperatorias y ser util como factor pronostico
adicional. Su valoracion en conjunto con otros parametros clinicos, como los margenes de
reseccion o la extension extracapsular, podria servir para identificar pacientes de alto riesgo
en los que sea necesario intensificar el tratamiento. Al analizar la supervivencia en funciéon
de la expresion de cada factor sin expresion del otro, la expresion de NANOG con ausencia
de expresion de SOX2 se asociaba de forma significativa con una mejor supervivencia
global. Teniendo en cuenta que solo en 9 de 98 pacientes (9%) se observaba expresion de
SOX2 sin expresion de NANOG, las diferencias en términos de supervivencia en funcion de

SOX2, cuando no se expresa NANOG, no son significativas.
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OCT4 también se ha relacionado con procesos tumorigénicos, como la transformacion
maligna, invasion y metastasis en tumores de cabeza y cuello, como los CECO!?%!4!, Ma y

cols.'*?

encontraron una correlacion significativa entre la expresion de AGR2 y la de OCT4,
NANOG y SOX2 en tumores de cavidad oral, estando la expresion de AGR2 relacionada
con mayor estadio T y con la presencia de metastasis ganglionares. El grupo de Chiou'°
observd que los pacientes con expresion de NANOG y OCT4 tenian peor pronodstico que

3

aquellos con expresion s6lo de NANOG u OCT4. El grupo de Fan'® encontrd peor

pronostico en pacientes con expresion de OCT4 y NANOG.

Como se comentaba previamente, en nuestra cohorte no encontramos expresion de OCT4.
El gen de OCT4 humano puede generar tres transcriptos (OCT4A, OCT4B y OCT4B1) asi
como cuatro isoformas de la proteina (OCT4A, OCT4B-190, OCT4B-265, y OCTB-164) en
base a procesos de splicing alternativo e inicio alternativo de la traduccion. OCT4A es el
responsable de la pluripotencialidad de las células madre embrionarias, mientras que OCT4B

no es capaz de mantener estas propiedades'**

. Las propiedades diferentes de las distintas
isoformas de OCT4 podria ser una causa importante de las controversias sobre el papel de

OCT4 en diferentes tumores.

Gran parte de la importancia que se le han dado en los ultimos afios a los factores de
pluripotencialidad y a las células madre tumorales ha sido por su papel potencial en las
recidivas tumorales. Por un lado, estarian implicadas en la resistencia a tratamientos (sobre
todo a diferentes modalidades de quimioterapia), y por otro las CSC serian las células

capaces de dar lugar al desarrollo de un nuevo tumor.

En el estudio de los factores de pluripotencialidad en CECC, varios grupos han encontrado

145 gbservaron una

relacion entre su expresion y la aparicion de recidivas. De Jong y cols.
relacion entre los niveles de CD44 y las recidivas locales de CEL en estadios tempranos
tratados con radioterapia. Linge y cols.'*¢ también encontraron relacion entre la expresion de
CD44 y el control locorregional de tumores de cavidad oral, orofaringe e hipofaringe
negativos para el VPH. En su estudio, los pacientes tratados con cirugia y ausencia de
expresion de CD44 mostraban mejores tasas de control locorregional que aquellos con

expresion de CD44.

En nuestra serie ni la expresion de NANOG ni la de SOX2 se relacionaba con la

supervivencia libre de enfermedad en el conjunto de pacientes incluidos en la serie. Al
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analizar por separado los tumores de faringe y de laringe, tampoco se observa una relacion
entre la expresion de los factores de pluripotencialidad y la recidiva tumoral. Sin embargo,
al estudiar el impacto de NANOG y de SOX2 en funcién de la presencia de metastasis
ganglionares, el grupo de pacientes que las presentaba (N+) mostraban una evolucion
diferente en base a la expresion de NANOG, no asi en funcion de la expresion de SOX2. En
los pacientes N+ la expresion de NANOG en el tumor primario se relacionaba con menor
tasa de recidiva de la enfermedad. Esta relacion puede ser una de las razones por la que,
como se ha comentado previamente, los pacientes con expresion de NANOG mostrasen
mejores tasas de supervivencia en pacientes N+, ya que la recidiva locorregional es una de

las principales causas de mortalidad en pacientes con CECC.

5.2.2 Relacion de la expresion de factores de pluripotencialidad con las metastasis

ganglionares

El papel de las células madre tumorales en la invasion y metéstasis es considerado
fundamental ya que son las células capaces de iniciar el desarrollo tumoral en localizaciones
distantes al tumor primario. Entre los fendmenos de invasion y metastasis, se han atribuido
a las gemaciones tumorales (tumor budding) propiedades de CSC'¥’. El grupo de Luo'*®
encontro expresion elevada de ALDHI en las células de gemacion tumoral, proponiendo que
esas cé¢lulas tendrian las capacidades de invasion y metastasis de las CSC. Marangon Junior

149 observaron una mayor expresion de ALDHI en la zona de gemacion de CECO

y cols.
respecto a otras areas del tumor. También se ha relacionado la sobreexpresion de CD44 con

la gemacion en CECO'™,

Varias moléculas han sido valoradas como posibles marcadores de metastasis ganglionares,
entre ellas algunas estan relacionadas con proliferacion (Ciclina D1), con adhesion celular
(E-caherina, CD44, Ep-CAM), con proteo6lisis (MMPs, Catepsina-D, TIMPs, coladgeno tipo
IV), con migracion celular (TEM) o con angiogénesis (VEGF, MVD)!!, Existen otros
biomarcadores que también se han relacionado con las metéstasis ganglionares, como la
Caspasa 3'52. En tumores de estirpe escamosa, se ha demostrado que FAK y LLTI son
factores de riesgo de metéstasis ganglionares en carcinomas escamosos cutaneos'>*!34, En
CECC, la amplificacion de la region 11q13 se ha relacionado con la presencia de metastasis

ganglionares y peor pronostico en CEH!'*°, También la expresion de E-cadherina y CD44v6

se relacionaba con metéastasis ganglionares y peor pronostico en CEL!6, Ademas, la
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expresion conjunta de FAK y E-Cadherina seria predictor independiente de metastasis

ganglionares en CEL'Y,

158 asociaron

Entre los factores de pluripotencialidad estudiados en CECC, Michifuri y cols.
por primera vez la expresion de ALDHI con metastasis ganglionares en CECO. En su
estudio analizaron también la expresion de SOX2, definiendo un patrén de tincion periférica
y un patrén difuso. Este Gltimo patron de expresion de SOX2 también se relacionaba de
forma significativa con la presencia de metastasis ganglionares. Ademas, encontraron
expresion de ALDHI1 en las metastasis ganglionares con mayor frecuencia que en los

159

tumores primarios. Posteriormente, Huang y cols.'>” analizaron la expresion de ALDHI,

CD44, OCT4 y SOX2 en 66 carcinomas escamosos de lengua, sin encontrar relacion de la
expresion de estos factores con la presencia de metastasis ganglionares. Mannelli y cols.'®
estudiaron el papel de CD44 en la TEM y las metastasis ganglionares. También encontraron
relacion entre la expresion de CD133 y las metastasis ganglionares, aunque analizaron un
pequefio numero de pacientes (29 pacientes de los cuales expresaban CD133 s6lo 3, que
presentaban metéstasis ganglionares). Ante el bajo numero de tumores que presentan

expresion de CDI133, Yu y Cirillo'®" plantean que sélo esté presente en determinadas

metastasis ganglionares.

Habu y cols.** demostraron que el papel de OCT3/4 y/o NANOG en el tumor primario era
un predictor de alto riesgo de metastasis ganglionares. En el meta-analisis de Zhao'®, la
expresion de NANOG se relacionaba con las metastasis ganglionares (OR = 2,59; IC 95%
1,50 — 4,47, P =0,001), asi como con peor diferenciacion histoldgica y estadios TNM mas

avanzados.

SOX2 participa en la pluripotencialidad de las células tumorales, y su expresion se ha

asociado con la de CD44 y ALDHI, los cuales se han correlacionado con la presencia de

1120 121

metastasis en carcinomas escamosos de cavidad oral'*”. Qiao y cols.'*' estudiaron la
expresion de OCT4 y SOX2 en 116 pacientes con CECO. Encontraron co-expresion de
ambos factores en los tumores primarios en mayor proporcion (33%) que la ausencia/baja
expresion (9%). En los 46 casos con metéstasis ganglionares, SOX2 se expresaba en todos
los tumores primarios (en solitario o junto con OCT4). Sin embargo, en las metastasis
ganglionares el patron de expresion cambiaba: en tumores con patrén de co-expresion

OCT4-SOX2 las metastasis ganglionares no mostraban expresion de estos factores.
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En nuestra serie, la expresion de NANOG es mas frecuente en los tumores con metastasis
ganglionares (N+), mientras que no se observa una relacion entre la expresion de SOX2 y la
presencia de afectacion ganglionar. Como vimos, la expresion de NANOG se asocia a mejor
supervivencia en el conjunto de los pacientes incluidos. Pero al analizar el impacto de la
expresion de NANOG en el grupo de pacientes sin metastasis ganglionares (NO) y en el
grupo de pacientes con ellas (N+), se observa un efecto diferencial. Es en el grupo de
pacientes N+ aquel en el que la expresion de NANOG se relaciona con mejor pronostico,
mientras que en los pacientes NO las diferencias en base a la expresion de NANOG no son
estadisticamente significativas, aunque el grupo con expresion positiva también tiene
mejores tasas de supervivencia. Por el contrario, este papel diferencial no lo observamos con
la expresion de SOX2. Con el analisis computacional de la expresion del ARNm de NANOG
en 424 pacientes con CECC a partir de los datos del TCGA, encontramos que la expresion
elevada se relacionaba con peor prondstico en los pacientes NO. Sin embargo, en los
pacientes N+ la expresion elevada de NANOG se correlacionaba de forma significativa con
mejor supervivencia global, validando los resultados de nuestro trabajo. En esta cohorte, se
observan unos resultados andlogos en base a la expresion de SOX2, con diferencias
significativas entre los pacientes NO y los pacientes N+. Ademas, en esta cohorte la relacion
entre NANOG o SOX2 y mejor supervivencia es mas robusta a medida que aumenta el

estadio N, lo que refuerza el hallazgo realizado en nuestro trabajo.

5.2.3 Relacion de la expresion de factores de pluripotencialidad con la localizacion

del tumor

Se han publicado multiples trabajos sobre las células madre tumorales y la expresion de
factores de pluripotencialidad en CECC, pero un gran numero de ellos estudian unicamente
tumores de cavidad oral. En nuestro trabajo incluimos carcinomas escamosos de orofaringe,
hipofaringe y laringe. En ninguna de las localizaciones encontramos expresion de OCT4. La
expresion de NANOG se encontraba de forma mas frecuente en los tumores de hipofaringe
y la de SOX2 en los de laringe. Por otro lado, el impacto de la expresion de NANOG y la

co-expresion NANOG-SOX2 difieren entre los carcinomas de faringe y los de laringe.
5.2.3.1 Orofaringe e hipofaringe

Diversos trabajos han estudiado las alteraciones moleculares que presentan los carcinomas

escamosos de orofaringe e hipofaringe. En los tumores de orofaringe ha adquirido gran
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importancia su relacion con el VPH, dado el diferente comportamiento bioldgico que
muestran los tumores relacionados con este virus. En algunos paises como Estados Unidos,
las tasas de CEO relacionados con el VPH superan el 70%%, mientras que en regiones como
el norte de Espaifia no alcanzan el 10%°. Por otra parte, se ha demostrado integracion del
VPH en tasas marcadamente inferiores en los CEH, pero algunas series publicadas lo sitlian
hasta en un 29% de estos tumores'>®. La integracion del VPH en estos tumores se asocia con
cambios en la expresion de proteinas del ciclo celular como p16, EGFR o survivina'!l. La
sobreexpresion de EGFR se establecid como un biomarcador prondstico independiente que
se correlaciona con peor pronostico y estadio tumoral avanzado!6>!6, En CEO también se
ha observado sobreexpresion de ligandos de EGFR, asociandose con peor pronostico!®. Sin
embargo, los tumores VPH+/p16+ tienen una expresion descendida de EGFR, presentando
mejores SLE y SG'®. Ademas, los CEO VPH negativos muestran niveles elevados de

Ciclina D1 (CCND1), lo que se asocia con peor prondstico!®6:167

. Por su parte, en los CEH
se encuentra con frecuencia amplificacion de la region 11q13 y pérdida de heterocigosidad
del locus de p53, asi como otras alteraciones menos frecuentes como la amplificacion de los
oncogenes MYCy ERBBI o la pérdida de heteocigosidad de NAT2'>°. La amplificacion de
genes como MYC, ERBB o los del amplicon de 11q13 (CCND1, FGF3, FGF4y EMSI) se
han relacionado con localizacién de CECC en hipofaringe!®®-17°. Dada la clara influencia en
el prondstico del VPH y la baja frecuencia en los tumores de nuestra serie, fueron descartados
aquellos en los que se demostr6 la integracion del ADN del virus, para evitar posibles sesgos
en el andlisis de la influencia de los factores de pluripotencialidad en estos tumores.

En lo relativo a factores de pluripotencialidad, la expresion de CD44 en carcinomas
escamosos de cavidad oral y de orofaringe se ha relacionado con peor prondstico. Kokko y

171 analizaron el papel de las CSC en CECC realizando un estudio de la expresion de

cols.
CD44 por IHQ, incluyendo carcinomas de cavidad oral, orofaringe, hipofaringe y laringe.
En base a sus resultados, la expresion intensa de CD44 se relacionaba con peor
supervivencia. Al realizar el analisis por localizacion del tumor, agruparon 37 tumores de
oro ¢ hipofaringe, en los cuales la expresion intensa de CD44 se relacionaba de forma

172 estudiaron la expresion de

significativa con menor supervivencia. De Moraes y cols.
varios marcadores de células madre tumorales mediante IHQ en carcinomas escamosos de
cavidad oral y orofaringe (ALDHI1, CD24, CD44, CD133 y CD29). La expresion negativa

de ALDHI se asociaba con los tumores que asentaban en cavidad oral, pero no encontraron
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otras relaciones significativas entre la expresion del resto de factores y la localizacion del
tumor. La expresion de CD44 se asociaba con peor supervivencia, pero sin alcanzar
diferencias estadisticamente significativas.

Los CEH son los tumores de peor prondstico en cuanto a las localizaciones estudiadas en
este trabajo. A pesar de su proximidad anatémica con la laringe, los tumores que se originan

118 estudiaron la

en esta drea presentan un comportamiento mucho mas agresivo. Ge y cols.
relacion entre la expresion de OCT4 y SOX2, las caracteristicas clinico-patoldgicas y el
pronostico de 85 pacientes con CEH, analizando dicha expresion mediante IHQ. Segtn sus
resultados, OCT4 era un factor predictivo de mejor supervivencia global y se relacionaba
con el control loco-regional de la enfermedad. SOX2 no se correlacionaba de forma
independiente con la supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad ni el control
loco-regional. Sin embargo, al analizar la expresion conjunta de OCT4 y SOX2, los autores
encontraron que los pacientes dobles positivos tenian mejor prondstico. Nuestros resultados
también muestran un papel limitado de SOX2 como factor predictivo independiente en la
evolucion de los pacientes, pero su analisis conjunto, en nuestro caso con NANOG, si
constituye un factor prondstico de relevancia clinica significativa en tumores de oro e

hipofaringe. Gonzdlez-Mdrquez y cols.!%

también encontraron mayores tasas de
supervivencia global y libre de enfermedad en los pacientes con CEH que expresaban SOX2,
pero la diferencia con aquellos en que la expresion era negativa no era significativa.

5.2.3.2 Laringe

Los marcadores de células madre tumorales mas estudiados en CEL han sido la expresion
de CD44 y de CDI133, y la actividad de ALDH'”3. Sin embargo, la influencia de estos

marcadores en la progresion del CEL aun plantea diversas incognitas.

La expresion intensa de CD44 se ha relacionado con peor prondstico!”!. El grupo de Suer!'™
estudio la presencia de células madre tumorales en piezas de reseccion de laringectomia,
utilizando como marcador CD133. En esas células analizaron la expresion de diferentes
factores de pluripotencialidad por RT-PCR cuantitativa, encontrando dicha expresion
elevada para SOX2, OCT y KLF4, asi como de ABCG2 y CXCRA4, lo que relacionan con

quimiorresitencia en este tipo tumoral.

175

Wei y cols.'”> estudiaron la capacidad de CSC de carcinoma de laringe humano de formar

clones in vitro, su capacidad de invasion y la resistencia a tratamientos, seleccionando dichas

118



Discusion

células mediante citometria de flujo utilizando como marcador CD133. Estas células
presentaban resistencia a paclitaxel e indices bajos de reduccion de la proliferacion en
respuesta a la radioterapia. Ademads, presentaban capacidades de migracion e invasion
significativamente mayores respecto a las células que no expresaban CD133. Estas células
también presentaban potenciadas sus propiedades antiapoptoticas y de auto-renovacion,

mediante la activacion de las vias Hedgehog, Wnt y Bmi-I.

103 estudiaron el papel de SOX2 en 67 CEL, sin encontrar

Gonzdlez-Marquez y cols.
diferencias significativas en supervivencia global y libre de enfermedad entre los que

expresaban SOX2 y los que presentaban expresion negativa.

En nuestro trabajo, el comportamiento de los CEL difiere de forma relevante respecto al de
los carcinomas faringeos. Mientras que en los tumores de faringe incluidos la expresion de
NANOG y SOX2 se relaciona con mejor prondstico de los pacientes, dicha tendencia no se
observa en los tumores de laringe. Estos resultados estdn en consonancia con trabajos previos

sobre biomarcadores en CECC. Hermida-Prado y cols.!7

analizaron el impacto de la
expresion de SRC, un proto-oncogén implicado en diferentes vias tumorigénicas, en el
prondstico de pacientes con CECC. Sus resultados muestran una diferencia clara en el
impacto clinico de la expresion de la forma activa de SRC en la supervivencia segun la
localizacion del tumor. La expresion de la forma activa de SRC se relaciona de forma
significativa con menores tasas de supervivencia especifica de enfermedad en los tumores
laringeos, mientras que en los faringeos no muestra esa capacidad predictiva. En el mismo
sentido, sus resultados también muestran que la expresion de la forma fosforilada, p-SRC
(Tyr419), y dos de sus sustratos, FAK y ASAP1, se relacionan de forma especifica con peor
prondstico en tumores de laringe. Rodrigo y cols.!’” analizaron la amplificacion de los genes
de la cortactina (CTTN) y de la ciclina D1 (CCND1), ambos situados en la region 11q13. La
amplificacion de CTTN se encontraba con mas frecuencia en tumores faringeos, que tienen
en principio un peor prondstico. Sin embargo, la amplificacion de CTTN tenia un mayor
impacto en el pronostico y supervivencia de los pacientes con tumores laringeos.
Posteriormente estudiaron la amplificacion de estos genes junto con el de la Anoctamina-1
(ANOI), también localizado en 11ql13, y su relaciéon con la infeccion del VPH. La
amplificacion de estos genes estaba presente de forma significativa en los tumores no
relacionados con el VPH, asocidandose con peor pronostico. En concreto, la expresion

proteica de ANOI se relaciona con mejor SEE en CEO en comparacion con tumores de
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hipofaringe y laringe'?’. En el mismo sentido, los trabajos de Rodrigo y cols.!%!"®
mostraban que la expresion disminuida de las moléculas de membrana E-cadherina y
CD44v6 se correlacionaba con metastasis ganglionares en tumores de laringe, pero no en los
de faringe. La expresion disminuida de E-cadherina, CD44v6 y CD44s en tumores de laringe
se relacionaba con peor pronostico, mientras que los resultados no mostraban esta tendencia
en los de faringe. Todos estos trabajos confirman que es un hecho frecuente que diversas
alteraciones moleculares tengan diferentes implicaciones prondsticas segun la localizacion
tumoral, lo cual obliga a tener en cuenta esta circunstancia cuando se hacen estudios sobre

posibles biomarcadores pronosticos.
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Conclusiones

En base a los resultados previamente presentados en este trabajo, podemos establecer las

siguientes conclusiones:

1. NANOG y SOX2 se expresan en las etapas iniciales de la carcinogénesis laringea
teniendo un papel relevante en la transformacion maligna de lesiones precursoras.
Dicha expresion es especifica de las lesiones premalignas, ya que no esta presente en
el epitelio normal adyacente.

2. NANOG y SOX2 tienen un papel potencial como marcadores del riesgo de
progresion de las lesiones premalignas de laringe a carcinomas invasivos.

3. NANOG y SOX2 se expresan con frecuencia en carcinomas escamosos de cabeza y
cuello. NANOG se expresa con mas frecuencia en los carcinomas escamosos de
hipofaringe y SOX2 en los de laringe.

4. NANOG se expresa con mayor frecuencia en pacientes con carcinomas escamosos
de cabeza y cuello que presentan metdstasis ganglionares.

5. Los casos con expresion de NANOG tienen una menor probabilidad de recidiva
tumoral y mayor supervivencia, pero en el analisis estratificado se observa que esta
asociacion solo ocurre en los pacientes con metdstasis ganglionares y en los que
tienen localizacion faringea (orofaringe-hipofaringe).

6. La co-expresion de NANOG y SOX2 en carcinomas escamosos de cabeza y cuello
tiene mayor capacidad pronostica de la supervivencia de los pacientes que ambos
marcadores aisladamente, siendo también esta asociacion con mejor pronostico

especifica para los tumores de localizacion faringea (orofaringe-hipofaringe).
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NANOG is a master regulator of embryonic stem cell pluripotency, found to be frequently aberrantly
expressed in a variety of cancers, including laryngeal carcinomas. This study investigates for the
first time the role of NANOG expression in early stages of laryngeal tumourigenesis and i |ts potentlal
utility as cancer risk marker. NANOG protein expression was evaluated by i hist stry

. using two large independent cohorts of patients with laryngeal precancerous lesions, and correlated
with clinicopathological parameters and laryngeal cancer nsk NANOG expreslon was detected by
immunohistochemistry in 49 (60%) of 82 laryngeal dy was negligible in
patient-matched normal epithelia. Strong NANOG expressnon was found in 22 (27%) lesions and was
established as cut-off point, showing the most robust association with laryngeal cancer risk (P =0.003)
superior to the histological classification (P =0.320) the current gold standard in the clinical practice.
Similar trends were obtained using a multicenter validation cohort of 86 patients with laryngeal

. dysplasia. Our findings uncover a novel role for NANOG expression in laryngeal tumourigenesis, and its
unprecedented application as biomarker for cancer risk assessment.

NANOG is a key transcription factor critical for the acquisition and maintenance of both embryonic and induced
pluripotency’-*. In addition to its critical role during embryogenesis* %, it has been recently demonstrated that
NANOG exerts a lineage-restricted mitogenic function in stratified epithelia in adult tissues®. Inducible ubiqui-
tous overexpression of NANOG in mice selectively caused hyperplasia in stratified epithelia, as well as increased
proliferation and aneuploidy. In addition, NANOG overexpression in mouse skin epithelia was found to favour
. malignant transformation of skin papillomas induced by chemical carcinogenesis, thus providing an in vivo evi-
. dence for the oncogenic role of NANOG in squamous cell carcinomas®. Furthermore, NANOG has been found
frequently aberrantly expressed in a variety of human cancers, including head and neck squamous cell carcino-
mas (HNSCC)*”. NANOG expression in cancer has been associated with chemoresistance®*, epithelial to mes-
enchymal transition (EMT)" and poor clinical outcome™ "2,
Nevertheless, the role of NANOG in the early stages of HNSCC tumourigenesis and its possible implication in
malignant transformation and acquisition of an invasive phenotype remains to be determined.
This prompted us to investigate NANOG protein expression in laryngeal tumourigenesis using a large series
. of 82 laryngeal precancerous lesions to establish correlations with clinicopathological parameters and the risk
* of progression to invasive carcinoma. This work unveils the clinical utility of NANOG expression as cancer risk
marker in patients with laryngeal dysplasias, showing superior predictive power to histology. These results were
. further confirmed using an independent multicenter cohort of 86 patients with laryngeal premalignancies.

Results
NANOG protein expression in the early stages of laryngeal tumorigenesis. Immunohistochemical
analysis of NANOG protein expression was performed on a set of 82 laryngeal dysplasias. Positive NANOG
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Figure 1. I histochemi -! lysis of NANOG exp in laryngeal dysplasias. Normal adjacent
epithelia showed i g (A). Rep i ples of low-grade dysplasias showing negative
NANOG stmmng. score 0 (B) and cytoplasmic NANOG staining score 1 (C), a high-grade dysplasia with
cytop NANOG staining score 2 (D), and a high-grade dysplasia with nuclear NANOG staining (E).
Human seminoma was used as positive control, showing strong nuclear NANOG staining (F). Original
magnification %200 (E x400).

expression was detected in the cytoplasm in 49 (60%) dysplasias (scored as 1 and 2), whereas expression was
negligible in both stromal cells and normal adjacent epithelia (Fig. 1). Twenty-two (27%) lesions showed strong
NANOG expression (score 2).

Cytoplasmic NANOG protein expression did not correlate with the histopathological classification: 9 (64%) of
the 14 lesions with low-grade dysplasia, and 40 (59%) of the 68 lesions with high-grade dysplasia exhibited cyto-
plasmic NANOG protein expression (Chi-square P=0.930). Strong NANOG expression was found in 4 (29%)
low- grade dysplaslas. and 18 (26%) high-grade dysplasias (Fisher’s exact P= 1.000). In addition, nuclear NANOG

d in 7 dysplasias that also showed cytoplasmic expression: one case with weak and 6 cases
with strong cytoplasmnc uq:nssmn (P=0.001, Pearson p = 0.375).

Associations with laryngeal cancerrisk. During the follow-up period, 24 (29%) of 82 patients developed
an invasive carcinoma at the same site of the previous premalignant lesion. The mean time to cancer diagnosis
in the cases that progressed was 28 months (range 6 to 66 months). No significant differences attributable to age

SCIENTIFIC REPORTS |7: 11110 | DOI:10.1038/541598-017-11709-9 2
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Histopathological diagnosis

Low-gradedysplasia | 14(17) [3an) [
High-grade dysplasia | 68(83) [ 2131 [°7
Cytoplasmic NANOG protein scores

Negative (score 0) | 3310) 6(18)

Weak/Moderate (score 1) | 27(33) 6(22) 0.009"
Strong (score 2) | 2227) 12(55)

Cytoplasmic NANOG protein expression

Negative to Moderate | 60(73) | 12020) Iooos*
Strong (score 2) | 22(27) I 12(55) I )
Nuclear NANOG protein expression

Negative ! 75(91) izo(m leisa
Positive | 7(9) | 4(57) ™

Table 1. Evolution of the premalignant lesions in relation to histopathological diagnosis and NANOG protein
expression. ‘Chi-square and ' Fisher’s exact tests.

-Age (above vs below the mean) 0.652 1.203 0.539 10 2.686
-Smoking (above vs below the mean) 041 14 0.629t03.119
“Histology (High-grade vs low-grade dysplasia) | 0499 | 1517 0.452105.089
~Cytoplasmic NANOG expression {Score 2vx0-1) | 0.003 1.826 1.222102.728
-Nuclear NANOG cxpression 0.063 2773 0.945t08.134

Table 2. Univariate Cox Proportional Hazards Model to Estimate Laryngeal Cancer Risk in the exploratory
cohort.

were observed (P=0.703) between the group of patients who developed cancer (mean, 65 years) and those who
did not (mean, 64 years). The mean tobacco consumption for patients who developed an invasive carcinoma was
58.6 packs-year, compared to 52.7 packs-year for those who did not develop cancer (P=0.316). Similarly, no
significant differences in laryngeal cancer risk were observed between the subgroup of patients who continued
smoking (14 patients) and those who ceased smoking (P=0.757).

There was no statistically significant correlation in this cohort between the histopathological grade and the
risk of progression to laryngeal cancer (P= 0.748; Table 1), although high-grade dysplasias showed a higher can-
cer risk (HR=1.517, 95% CI 0.452 to 5.089; P=10.499; Table 2).

Interestingly, we found that cytoplasmic NANOG protein scores significantly correlated with an increased
laryngeal cancer risk (Table 1, and Fig. 2A, log-rank P=0.007). Therefore, strong cytoplasmic NANOG expres-
sion (score 2) was used as a cut-off point in our subsequent analyses (Table 2, P= 0.003, and Fig. 2B, log-rank
P=0.002). Patients carrying strong cytoplasmic NANOG-expressing lesions (score 2) experienced a significantly
higher progression to laryngeal cancer than those with absent to moderate (scores 0-1) expression (HR = 1.826;
95%Cl, 1.222-2.728; P=0.003). At 5 years after the patients were diagnosed, 55% of the patients with strong
cytoplasmic NANOG expression developed laryngeal cancer compared with 20% of the patients with negative to
moderate NANOG expression (Fisher’s exact test, P= 0.005; Table 1). Nuclear NANOG expression also tended to
associate with increased laryngeal cancer risk (Fisher's exact test, P=0.186; Table 1).

Univariate Cox analysis showed that strong cytoplasmic NANOG expression was the only significant pre-
dictor of laryngeal cancer risk (Table 2). The sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), and negative
predictive value (NPV) of cytoplasmic NANOG expression were 50%, 83%, 54%, and 80%, respectively.

Multicenter validation of NANOG as cancer risk marker. To further confirm these results, immuno-
histochemical analysis of NANOG expression was also carried out in an independent series of 86 laryngeal pre-
malignancies from two different collaborating institutions in Barcelona, Spain (Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau and Hospital Clinic). Cytoplasmic NANOG expression (scored as 1 and 2) was detected in 23 (27%) laryngeal
dysplasias, and 7 (8%) lesions showed strong cytoplasmic NANOG expression. Nuclear NANOG expression was
detected in nine of the cases with cytoplasmic expression; in 5 cases with weak and in 4 cases with strong cyto-
plasmic expression (P< 0.001, Pearson p =0.6).

The proportion of cases with strong cytoplasmic expression was considerably lower than that observed in our
exploratory series of laryngeal dysplasias from the Hospital Universitario Central de Asturias. However, note-
worthy the proportion of patients who developed an invasive carcinoma in the validation series was also notably
low. Thus, during the follow-up period 10 (12%) patients developed an invasive carcinoma at the same biopsy site.
More importantly, the results obtained in the validation cohort confirmed the relationship of NANOG
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Figure 2. Kaplan-Meier cancer-free survival curves in the exploratoryseries of 82 pmenu with lnryngeal
dysplasias categorized by NANOG protein scores (A) or NANOG p ized as strong
(score 2) versus nzgat!ve to moderate expression (scores 0-1) (B). Kapli.n-Meler cancer-free survival curves
in the validation series of 86 pazients with Iaryngeal dysplasias categorized by NANOG protein scores (C) or
NANOG protei ion dic ized as strong (score 2) versus negative to moderate expression (scores
0—l) (D) Pvalues were estimated usmg the log -rank test.

with laryngeal cancer risk (Fig. 2C,D). Similarly, strong lasmic NANOG ion showed the most robust
association with laryngeal cancer risk, although the dlﬂ’erences did not reach statistical significance, probably
due to the small proportion of cases that progressed to cancer (log-rank P = 0.080; Fig. 2D), whereas histology
was not a significant predictor of cancer develop (log-rank P=0.274). Nuclear NANOG expression was not
associated with laryngeal cancer risk in this cohort (P=0.59).

Also in this cohort, univariate Cox analysis showed that strong cytoplasmic NANOG expression was the
better predictor of laryngeal cancer risk (Table 3). The sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), and

negative predictive value (NPV) of cytoplasmic NANOG exp ion were 20%, 93%, 29%, and 90%, respectively.
Discussion
We recently reported that NANOG is freq b in cell carci including

HNSCC”, Inaddition, evidence was also pmvlded to supponf that NANOG plzys an active role in vivo, promoting
malignant conversion of skin papillomas into carcinomas in transgenic mice". To further and significantly extend
these data, this study investigates for the first time NANOG expression in early stages of laryngeal tumourigenesis
to uncover its role in malignant transformalion and potential clinical application as cancer risk marker.

Using two large independent cohorts of patients with laryngeal precancerous lesions, we consistently demon-
strate that NANOG is frequently abnormally expressed in Iaryngeal dysplasias but not in normal adjacent epi-
thelia. More importantly, strong cytopl NANOG p pression (score 2) significantly correlated with

higher cancer incidence in both patient cohorts. It is also worth noting that strong cytoplasmic NANOG expres-
sion showed the most robust association with laryngeal cancer risk and superior predictive power than the his-
tological classification, which remains the current gold standard in the clinical practice. Although the sensitivity
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-Age (above vs below the mean) 0.826 1149 [ 0332103973

-Smoking (above vs below the mean) 0246 2177 10.584 08113
~Histology (High-grade vs low-grade dysplasia) 0286 | 0502 [0142101.779
-Cytoplasmic NANOG expression (Score 2vs 0-1) | 0.1 1.806 | 0.576 to 4.148
-Nuclear NANOG expression 0475 0.042 ‘ 0.000 to 256.12

Table 3. Univariate Cox Proportional Hazards Model to Estimate Laryngeal Cancer Risk in the validation
cohort.

of cytoplasmic NANOG expression to detect patients who will develop laryngeal cancer was not high (50% and
20% in the exploratory and the validation cohort, respectively), it consistently showed to be highly specific in the
two independent cohorts analysed (83% and 93% in the exploratory and validation cohorts, respectively). Hence,
this biomarker test is characterised by high negative predictive values and could therefore be helpful to identify
patients at low probability of progression to laryngeal cancer. Consequently, clinical of NANOG stain-
ing could be useful for ruling out the disease.

Regarding the differences in progression risk between the two patient cohorts, the higher laryngeal cancer risk
observed in our patient series from Asturias may be attributed to demographic differences, since Asturias is the
region with the highest laryngeal cancer incidence in Spain and also one of the highest in the world". Consistent
with this notion, the proportion of patients carrying lesions with strong NANOG expression was also higher
in the exploratory cohort from Asturias, probably underlying that this population harbours more genetic and
molecular alterations due to higher carcinogen exposure (as reflected by the hlgher tobacco consumption rates),
which would ultimately provide an additional advantage for tumour for

Like other epithelial cancers, laryngeal arcinugenesm appears to evolve through a multistep process that
involves biomolecular changes caused by carcinogen exposure, ensuing premalignant lesions and consequent
invasive carcinoma’® °, Although lesions with dysplastic features are thought to be ata higher cancer risk'®, some
cancers develop from lesions lacking dysplastic changes. Additional objective and reliable markers are there-
fore needed to identify more accurately high-risk lesions beyond current clinical and histopathological criteria’,
which will undoubtedly help the clinicians to choose the most adequate therapeutic option. Since immunohis-
tochemical analysis of NANOG is relatively simple and easy to interpret, it seems reasonable to recommend
this molecular test to be included as complementary marker for cancer risk assessment and decision-making.
Nevertheless, routine impl ion will require further confirmation of these results in large prospective
studies.

Therefore, cytoplasmic NANOG expression emerges as a clinically and biologically relevant feature in early
stages of laryngeal tumourigenesis that contributes to malignant transformation and laryngeal cancer develop-
ment. Aberrant NANOG expression appears to be a distinctive characteristic in human squamous cell carcino-
mas’, it has been associated to chemoresistance and poor disease outcome in various cancers™ > "%, and according
to the herein presented data, it also plays a prominent role in early stages of tumourigenesis and malignant
transformation. NANOG immunostaining is usually detected in the nuclei of pluripotent cells, as shown in our
seminoma control. Nuclear NANOG expression was also detected in laryngeal dysplasias; however, cytoplasmic
NANOG expression was the most predominantly found and clinically relevant.

Our findings are in good agreement with previous reports that showed NANOG expression in the cytoplasm
of tumour cells, associated with poor Erognosw‘ ' Thus, cytoplasmic NANOG expression has been frequently
detected in HNSCC tissue specimens’. Cytop ic NANOG expression has also been frequently detected in
high-grade OSCC*'. In addition, patients with strong NANOG expression exhibited significantly lower overall
survival rates than those with weak or negative NANOG expression, suggesting that OSCCs with high cytoplas-
mic NANOG expression may possess aggressive characteristics, and ultimately poor prognosis'*. In nasopharyn-
geal carcinomas, cytoplasmic NANOG was particularly evident at the invasive edge of tumours compared to low
cytoplasmic NANOG expression in the non-cancerous epithelium, and showed clinical relevance associated to
poor prognosis'®. Similarly, cytoplasmic NANOG-positive stromal cells promoted human cervical cancer pro-
gression, with mesenchymal stem cells (MSCs) being one type of cytoplasmic NANOG-positive cells in cervical
cancer stroma that participate in the progression of cervical cancer both in vitro and in vivo™.

The oncogenic role of NANOG involves transcriptional induction of an EMT program and stem cell features™ '*,
leading to d unlimited growth, increased cell migration and acquisition of invasive phenotype. Hencz,
these data reflect that NANOG may represent a promising therapeutic target in the prevention and treatment of
epithelial cancers.

Together our findings uncover a novel role for NANOG expression in laryngeal tumourigenesis, and its
unprecedented clinical application as biomarker for cancer risk assessment in patients with precancerous lesions.

Methods

Patients and tissue specimens. Surgical tissue specimens from patients who were diagnosed of laryngeal
dysplasia at the Hospital Universitario Central de Asturias between 1996 and 2010 were retrospectively collected,
in accordance to approved institutional review board guidelines. All experimental pratocols were approved by the
Institutional Ethics Committee of the Hospital Universitario Central de Asturias and by the Regional CEIC from
Principado de Asturias (approval number: 81/2013 for the project P113/00259). Informed consent was obtained
from all patients. Patients must meet the following criteria to be included in the study: i) pathological diagnosis
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of laryngeal dysplasia; ii) with lesions of the vocal folds iii) no previous history of head and neck cancer; iv) com-
plete excisional biopsy of the lesion; v) a minimum follow-up of five years (or until progression to malignancy
occurred); and vi) patients with a diagnosis of laryngeal dysplasia who developed cancer within the next six
months were excluded from the study. Eighty-two consecutive patients who met these criteria were included in
this study. All the patients were treated with macroscopically complete excisional biopsy of the lesion, either with
CO, laser or with cold instruments, Microscopically surgical margins were not assessed. No other treatments
were administered. Patients were followed up every two months in the first six months after completing the treat-
ment, every three months until the second year, and every six months thereafter.

Representative tissue sections from the original biopsy material were obtained from archival, paraffin embed-
ded blocks and the histological diagnosis and epithelial dysplasia grade was confirmed in all the cases by an expe-
rienced pathologist (A.A.). The sections selected for study also contained normal epithelia as internal controls.
After review, the premalignant lesions were classified into the categories of low-grade dysplasia (14 cases, 17%),
and high-grade dysplasia (68 cases, 83%) following the WHO classification 4th Edition™".

All patients were men, with a mean age of 64 years (range 36-86 years). All but two patients were smokers, 44
(54%) moderate (1-50 pack-year) and 36 (44%) heavy (>50 pack-year) smokers. The mean tobacco consumption
was 54 pack-year (range 0-150). After the diagnosis, all the patients who were active smokers received smoking
cessation advice; however, 14 of them continued smoking.

In addition, an independent cohort of 86 patients with a diagnosis of laryngeal dysplasia was used as a val-
idation series. This series included consecutive patients treated at two collaborating institutions in Barcelona
(Hospital de ]a Santa Creu i Sant Pau and Hospital Clinic) between 1996 and 2010, who met the same inclusion
criteria above-described for the exploratory series. Surgical tissue specimens were retrospectively collected, with
the approval of their institutional review boards and in accordance to ethical and legal protection guidelines. The
histological diagnosis and epithelial dysplasia grade was verified in all the cases by the same pathologist at our
institution (A.A.), and after review, the premalignant lesions were classified into low-grade (22 cases, 26%), and
high-grade dysplasia (64 cases, 74%) according to the WHO classification 4" Edition'".

All but seven patients were men, with a mean age of 62 years (range 30-87 years). All but nine patients were

) 47 (55%) mod (1-50 pack-year) and 30 (35%) heavy (=50 pack-year) smokers. The mean tobacco
consumption was 42 pack-year (range 0-120).

Immunohistochemistry. The formalin-fixed, paraffin-embedded tissues were cut into 3-um sections and
dried on Flex IHC microscope slides (Dako). The sections were deparaffinized with standard xylene and hydrated
through graded alcohols into water. Antigen retrieval was performed using Envision Flex Target Retrieval solu-

tion, high pH (Dako). Staining was done at room temp ¢ on an ic staining workstation (Dako
Autostainer Plus) with Nanog (D73G4) XP® Rabbit monoclonal antibody (Cell Signaling technology, Inc.) at
1:200 dilution using the Dako EnVision Flex + Visualization System (Dako A iner). C ining with

haematoxylin was the final step.

A semiquantitative scoring system based on staining intensity was applied, as previously reported®.
1 ining of the dysplastic areas was scored blinded to clinical data by two independent observers as
negative (absence of staining, score (), weak to moderate (some cytoplasmu: stainingin dysplasﬂc areas, score 1),
and strong protein expression (intense and h cytopl g in dysplastic areas, score 2), with a
high level of inter-observer concordance (>95%). As in some cases nuclear stammg was observed, the cases were
also scored as positive/negative based on the presence of nuclear staining in dysplastic areas. Human seminoma
was used as positive control, showing strong nuclear NANOG staining.

Statistical analysis. x?and Fisher’s exact tests were used for comparison between categorical variables. For
time-to-event analysis, Kaplan-Meier curves were plotted. Differences between survival times were analysed by
the log-rank method. Cox proportional hazards models were utilized for univariate analysis. The hazard ratios
(HR) with 95% confidence interval (CI) and P values were reported. All tests were two-sided. p values of <0.05
were considered statistically significant.
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Abstract: The SOX2 gene located at 3q26 is frequently amplified and overexpressed in multiple
cancers, including head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC). The tumor-promoting activity
and involvement of SOX2 in tumor progression has been extensively demonstrated, thereby emerging
as a promising therapeutic target. However, the role of SOX2 in early stages of tumorigenesis and its
possible contribution to malignant transformation remain unexplored. This study investigates for the
first time SOX2 protein expression by immunohistochemistry and gene amplification by real-time
PCR using a large series of 94 laryngeal precancerous lesions. Correlations with the histopathological
classification and the risk of progression to invasive carcinoma were established. Nuclear SOX2
expression was frequently detected in 38 (40%) laryngeal dysplasias, whereas stromal cells and
normal adjacent epithelia showed negative expression. SOX2 gene amplification was detected in
18 (33%) of 55 laryngeal dysplasias. Univariate Cox analysis showed that SOX2 gene amplification
(p = 0.046) and protein expression (p < 0.001) but not histological grading (p = 0.432) were significantly
associated with laryngeal cancer risk. In multivariate stepwise analysis including age, tobacco,
histology, SOX2 gene amplification and SOX2 expression, SOX2 expression (HR = 3.531, 95% CI 1.144
to 10.904; p = 0.028) was the only significant independent predictor of laryngeal cancer development.
These findings underscore the relevant role of SOX2 in early tumorigenesis and a novel clinical
application of SOX2 expression as independent predictor of laryngeal cancer risk in patients with
precancerous lesions beyond current WHO histological grading. Therefore, targeting SOX2 could
lead to effective strategies for both cancer prevention and treatment.

Keywords: cancer risk assessment; larynx; dysplasia; SOX2; immunohistochemistry; gene amplification

1. Introduction
The sex-determining region Y (SRY)-related high-mobility-group (HMG)-box family of transcription
factors member SOX2 (Sex-determining region Y-box 2) plays a critical role during embryonic

Cancers 2019, 11, 286; doi:10.3390/cancers11030286 www.mdpi.com/journal/cancers
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development and organogenesis, thereby showing a very restricted, and precisely regulated,
spatial-temporal expression pattern [1,2]. Similar to other pluripotency-associated transcription factors
such as NANOG (Nanog Homeobox) and OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4, also known as
POUS5F1), SOX2 has been implicated in sustaining stemness of embryonic stem cells, reprogramming of
adult somatic cells to a pluripotent stem cell state and also in multiple tumorigenic processes [3-10].

Amplification of the chromosomal region 3q26-27 is one of the most recurrent genetic alterations
in head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC) and other carcinomas, which has been associated
with tumor progression and poor patient prognosis [11,12]. SOX2 located at 3g26 has emerged as a
candidate tumor driver gene within this locus [7,13-15]. SOX2 amplification and overexpression has
been implicated in many tumor types, but mostly in squamous carcinomas of various localizations
(lung, esophagus, head and neck) [13-19].

The role of SOX2 in HNSCC progression and its impact on prognosis and disease outcome has
been subject of intense investigation [7,11,20-23]. However, the role of SOX2 in the early stages of
HNSCC tumorigenesis and its possible contribution to malignant transformation and acquisition of an
invasive phenotype remains unexplored.

This study investigates for the first time SOX2 protein expression and gene amplification in
the early stages of HNSCC tumorigenesis using a large series of 94 laryngeal precancerous lesions.
Correlations with the risk of progression to invasive carcinoma and with the histopathological
classification (current gold standard) were established. Qur findings uncover the clinical application
of SOX2 expression as an independent predictor of laryngeal cancer risk in patients with laryngeal
precancerous lesions, showing superior predictive value to the current World Health Organization
(WHO) histological classification.

2. Materials and Method

2.1. Patients and Tissue Specimens

Surgical tissue specimens from patients who were diagnosed of laryngeal dysplasia at the Hospital
Universitario Central de Asturias between 1996 and 2010 were retrospectively collected, in accordance
with approved institutional review board guidelines. All experimental procedures were conducted
in accordance to the Declaration of Helsinki and approved by Institutional Ethics Committee of the
Hospital Universitario Central de Asturias, and by the Regional CEIC from Principado de Asturias
(date of approval: 18 July 2013; approval number: 81/2013) for the project PI13/00259. Informed
consent was obtained from all patients. Patients must meet the following criteria to be included in
the study: (i) pathological diagnosis of laryngeal dysplasia; (ii) with lesions of the vocal folds (iii) no
previous history of head and neck cancer; (iv) complete excisional biopsy of the lesion; (v) a minimum
follow-up of five years (or until progression to malignancy occurred); and (vi) patients with a diagnosis
of laryngeal dysplasia who developed cancer within the next six months were excluded from the
study. A total of 94 patients who met these criteria were included in this study. All the patients were
treated with macroscopically complete excisional biopsy of the lesion, either with CO; laser or with
cold instruments. Microscopically surgical margins were not assessed. No other treatments were
administered. Follow up with the patients occurred every two months in the first six months after
completing the treatment, every three months until the second year, and every six months thereafter.

Representative tissue sections from the original biopsy material were obtained from archival,
paraffin embedded blocks and the histological diagnosis and epithelial dysplasia grade was confirmed
in all the cases by an experienced pathologist (MSFG). The sections selected for study also contained
normal epithelia as internal controls. The premalignant lesions were classified into the categories of
low-grade and high-grade dysplasia following the WHO classification (4th Edition) [24].
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2.2. Gene Amplification Analysis

The protocol for DNA extraction from paraffin-embedded tissue sections has been described
clsewhere [25]. DNA extracted from normal mucosa obtained from non-oncologic patients was
used as calibrator sample. Gene amplification was evaluated by real-time PCR (Q-PCR) in an
ABI PRISM 7500 Sequence detector (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) using Power
SYBR Green PCR Master Mix and oligonucleotides with the following sequences: for the SOX2
gene, Fw, 5'- CTCCGGGACATGATCAGC-3' and Ry, 5'- CTGGGACATGTGAAGTCTGC-3'; and for
the reference gene COL7A1 (located at 3p21), Fw, 5'- ACCCAGTACCGCATCATTGTG-3' and Ry,
5'- TCAGGCTGGAACTTCAGTGTGT-3'. Samples were analyzed in triplicates and template-free
blanks were also included.

The relative gene copy number for SOX2 was calculated using the 25T method. Calibration
curves for the reference gene (COL7A1) and the target gene (SOX2) showed parallel slopes and
comparable amplification efficiency across the linear range (1.5-25 ng) (Supplementary Figure S1).
The AACT represents the difference between ACt of dysplasia - ACt of normal mucosa, with ACt
being the average Cy for the target gene (SOX2) minus the average Cy for the reference gene (COL7AI).
The optimal cut-off value for SOX2 amplification was identified via a receiver operating characteristic
(ROC) curve analysis, using progression to cancer as an end point, and patients were categorized into
positive SOX2 amplification (>1.75) and negative amplification (<1.75) (Supplementary Figure S2A).

2.3. Immunohistochemistry

The formalin-fixed, paraffin-embedded tissues were cut into 3-um sections and dried on Flex
IHC microscope slides (Dako, Glostrup, Denmark). The sections were deparaffinized with standard
xylene and hydrated through graded alcohols into water. Antigen retrieval was performed using
Envision Flex Target Retrieval solution, high pH (Dako). Staining was done at room temperature on an
automatic staining workstation (Dako Autostainer Plus, Dako, Glostrup, Denmark) with Anti-SOX2
rabbit polyclonal antibody (Merck Millipore # AB5603) at 1:1000 dilution using the Dako EnVision Flex
+ Visualization System (Dako Autostainer). Counterstaining with hematoxylin was the final step.

SOX2 staining was evaluated as the percentage of cells with nuclear staining in the dysplastic
epithelium. The optimal cut-off value for SOX2 staining calculated by ROC analysis using progression
to cancer as end-point was 12.5% (Supplementary Figure S2B). Scores were classified as negative or
positive staining on the basis of values below or above the cut-off value of 12.5%.

2.4. Statistical Analysis

x*> and Fisher’s exact tests were used for comparison between categorical variables.
For time-to-event analysis, Kaplan-Meier curves were plotted. Differences between survival times
were analyzed by the log-rank method. Cox proportional hazards models were utilized for univariate
and multivariate analyses. The hazard ratios (HR) with 95% confidence interval (CI) and p values were
reported. All tests were two-sided. p values of < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Patient Characteristics

All patients were men, with a mean age of 65 years (range 36-86 years). All but two patients were
active or old smokers. The mean tobacco consumption was 50 packs-year (range 15-150 packs-year).
After the diagnosis, all the patients that were active smokers received smoking cessation advice;
however, 14 of them continued smoking. Of the 94 patients included in the study, 14 (15%) lesions
were classified as low-grade dysplasia, and 80 (85%) as high-grade dysplasia. During the follow-up
period, 29 (31%) of 94 patients developed an invasive carcinoma at the biopsy site.

The mean time to cancer diagnosis in the cases that progressed was 27 months (range 8 to
66 months). No significant differences attributable to age were observed (p = 0.501) between the
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patients who developed cancer (mean, 64 years) and those who did not (mean, 64 years). The mean
tobacco consumption for patients who developed an invasive carcinoma was 58 packs per year,
compared to 53 packs per year for those who did not develop cancer (p = 0.819).

3.2. SOX2 Protein Expression in Laryngeal Precancerous Lesions

SOX2 protein expression was evaluated by immunohistochemistry in 94 laryngeal dysplasias.
Nuclear SOX2 expression was detected in 38 (40%) dysplasias, whereas stromal cells and normal
adjacent epithelia showed negative expression (Figure 1).

Figure 1. Immunohistochemical analysis of SOX2 (Sex-determining region Y-box 2) expression in
laryngeal precancerous lesions. Normal adjacent epithelia showed negative staining (A). Representative
examples of laryngeal dysplasias showing negative (B), and positive nuclear SOX2 staining (C,D),
compared to the negative expression in normal-adjacent epithelia (right side). (E) Higher magnification
from D. (F) H&E staining from D.

SOX2 protein expression significantly correlated with the histopathological classification: 2 (14%)

of the 14 low-grade dysplasias, and 36 (45%) of the 80 high-grade dysplasias exhibited SOX2-positive
expression (Fisher’s exact test p = 0.039).
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3.3. SOX2 Gene Amplification during Laryngeal Tumorigenesis

S0X2 gene amplification was assessed by real-time PCR on a set of 55 laryngeal dysplasias, using
DNA extracted from the same paraffin tissue blocks. SOX2 gene amplification was detected in 18 (33%)
of 55 laryngeal dysplasias, with relative copy numbers ranging from 2-fold to 9-fold (Figure 2A). SOX2
gene amplification increased with the severity of the lesions: 1 (17%) of the 6 low-grade dysplasias and
17 (35%) of the 49 high-grade dysplasias showed SOX2 gene amplification, although the differences
did not reach statistical differences (Fisher’s exact test p = 0.651).

When analyzing the correlation between SOX2 gene amplification and protein expression,
we found that gene amplification only partially lead to SOX2 protein expression (Figure 2B). Thus,
even though 22 out of 55 dysplasias were negative for both SOX2 expression and gene amplification,
15 amplification-negative lesions also showed positive SOX2 expression, indicating that additional
mechanisms should contribute to the frequent SOX2 expression detected in laryngeal tumorigenesis.

A B
10 40
¥ a]- ® 35 4
8 5 30 J mPositive SOX2 expression
i 8 2 4 » Negative SOX2 expression
44 3
- ., . . £ 151
i 24 L L I E 10 4
g " P L N——— z g
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9 1{om e C e  Swe P A ~, o
0
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Figure 2. Analysis of SOX2 gene amplification in laryngeal precancerous lesions. SOX2 gene
copy number was evaluated by Q-PCR in 55 cases. (A) Data are represented as fold-change in the
precancerous lesion relative to the normal mucosa. Red dotted line indicates the threshold established to
define positive cases (1.75). (B) Correlations between SOX2 gene amplification and protein expression
determined by immunohistochemistry.

3.4. Associations with Laryngeal Cancer Risk

There was no statistically significant correlation in this cohort between the WHO histopathological
grade and the risk of progression to laryngeal cancer (p = 0.538; Table 1; log-rank p = 0.426, Figure 3A),
although high-grade dysplasias showed a higher cancer risk (HR = 1.615, 95% CI 0.489 to 5.336;
p = 0.432; Table 1). Even the previous histological classification based in the dysplasia grading (mild,
moderate vs. severe dysplasia) did not predict significantly cancer risk (log-rank p = 0.438, Figure 3B).

In marked contrast, we found that SOX2 gene amplification significantly correlated with an
increased laryngeal cancer risk (log-rank p = 0.038; Figure 3C). Furthermore, SOX2 protein expression
showed the most robust association with laryngeal cancer risk (log-rank p < 0.001; Figure 3D). Five
years after the patients were diagnosed, 20 (53%) of the 38 patients with SOX2-positive expression
developed laryngeal cancer, whereas only 9 (16%) of the 56 patients with SOX2-negative expression
progressed to invasive carcinoma (p < 0.001; Table 1).

Univariate Cox analysis showed that SOX2 gene amplification and protein expression but not
histological grading were significantly associated with laryngeal cancer risk (Table 2). In multivariate
stepwise analysis including age, tobacco, histology, SOX2 gene amplification, and SOX2 expression,
SOX2 expression (HR = 3.531, 95% CI 1.144 to 10.904; p = 0.028) was the only significant independent
predictor of laryngeal cancer development.

162

Anexo



Cancers 2019, 11, 286 6ofll

Table 1. Evolution of the premalignant lesions in relation to histopathological diagnosis, SOX2 gene
amplification, and protein expression.

Progression to +
Characteristic No of Cases (%) Carcinoma (%) r
Histopathological diagnosis
Low-grade dysplasia 14 (15) 3(21) o
High-grade dysplasia 80 (85) 26 (32)
SOX2 gene amplification
Negative 37 (67) 11 (30) 0.081
Positive 18 (33) 10 (36) :
SOX2 protein expression
Negative ) ) 56 (60) 9 (16) <0.001
Positive (>10% stained nuclei) 38 (40) 20 (53)
¥ Fisher’s exact test.
A B
WHO Histological Grading Dysplasia Grading
10 ‘.‘,‘ 1.0 =]
N | S——
b Low-grade - " Mid
_ 08 A : [ - 08 == o —— )
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Figure 3. Kaplan-Meier cancer-free survival curves in the cohort of 94 patients with laryngeal dysplasias
categorized by WHO (World Health Organization) histological grading (A), dysplasia grading (B) SOX2
gene amplification (C) or SOX2 protein expression (D). p values were estimated using the log-rank test.
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Table 2. Univariate Cox Proportional Hazards Model to Estimate Laryngeal Cancer Risk.

Characteristic r Hazard Ratio 95% CI
Age (above vs. below the mean) 0554 1.254 0.593-2.653
Smoking (above vs. below the mean) 0.618 1.210 0.572-2.558
Histology (high-grade vs. low-grade dysplasia) 0.432 1615 0.489-5.336
SOX2 amplification (positive vs. negative) 0.046 2410 1.017-5.710
S0OX2 expression (positive vs. negative) <(.001 4130 1.878-9.086

4. Discussion

There is mounting evidence demonstrating the role of SOX2 in tumorigenesis, and its
contribution to tumor progression has been extensively documented in multiple cancers [7-10,19-23].
Accordingly, SOX2 has emerged as a candidate driver gene responsible for the 3q26-associated
tumor aggressiveness [11-18]. In HNSCC, SOX2 expression has been found to induce cancer
stem cell (CSC)-like properties, including increased self-renewal, tumorigenic potential and
chemoresistence [26-29]. Accordingly, various studies using large cohorts of HNSCC samples
have demonstrated that SOX2 expression significantly correlated with tumor recurrence and poor
prognosis [20,28,29]. Although it has also been reported that low expression of SOX2 was associated
with reduced survival and poor clinical outcome [30,31].

This study further and significantly extends these data investigating for the first time SOX2
protein expression and gene amplification in early stages of laryngeal tumorigenesis to ascertain its
role in malignant transformation. Our findings demonstrate that SOX2 protein expression and gene
amplification are frequent events in laryngeal tumorigenesis and, more importantly, both emerge
as clinically and biologically relevant features in laryngeal cancer development. Even though SOX2
protein expression and SOX2 amplification were found to increase in high-grade dysplasias, SOX2
protein expression and gene amplification but not histological grading were significantly associated
with progression to laryngeal cancer. In particular, patients carrying SOX2-expressing dysplastic
lesions exhibited a significantly higher cancer incidence than those with negative expression. In other
tumor types, it has been reported that SOX2 antagonizes signals promoting differentiation to maintain
stemness in CSC subpopulations [32,33]. On this basis, we could speculate that the increased cancer
risk in patients harboring SOX2-expressing lesions may reflect the presence of a larger proportion of
cells presenting cancer stem-like properties. Supporting this hypothesis, the expression of other CSC
markers such as NANOG or Podoplanin has also been found to increase in precancerous lesions and
to associate with a higher risk of malignization [34-36]. Podoplanin was identified as a marker of
tumor-initiating cells in squamous cell carcinomas [37]. Tumorigenicity and capability of recapitulating
human squamous cell carcinomas are by definition properties of CSCs. Thus, it has been interpreted
that premalignant lesions with podoplanin expression expanding beyond the basal cell layer may
represent truly early neoplastic lesions, enriched in CSC and indeed lesions with such clonal expansion
carry a higher risk of progression to invasive cancer.

Furthermore, this study uncovers SOX2 expression as a robust independent predictor of
laryngeal cancer risk beyond histological evaluation. Histopathological diagnosis of squamous
intraepithelial lesions remains the gold standard in clinical practice for cancer risk assessment and
decision-making [38]. Quite remarkably, the new and recently established WHO classification as
well as the previous dysplasia grading failed to show a significant role in assessing laryngeal cancer
risk in this cohort. This emphasizes the still limited value of histological grading to predict outcome,
which is certainly affected by inter- and intra-observer variability [39]. Additional objective and
reliable markers are therefore needed to improve patient stratification and to more accurately identify
those carrying lesions at higher risk of progression who will require the most intense treatment and
follow-up [40]. Our results clearly demonstrate that SOX2 protein analysis may provide valuable
additional information beyond histological features. Hence, immunohistochemical evaluation of SOX2
is proposed to be incorporated into the clinical practice as a complementary and relatively simple
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molecular test for cancer risk assessment and decision-making. Nevertheless, routine implementation
of SOX2 expression as biomarker will require confirmation in large prospective studies, while also
extending analysis to other subsites in the head and neck area.

The present study also revealed important temporal and mechanistic information regarding the

early occurrence and frequency of SOX2 expression and gene amplification in laryngeal tumorigenesis.

Thus, while both alterations are frequently detected at early stages of tumorigenesis and their frequency
increased with the grade of dysplasia, SOX2 gene amplification occurred at a lower frequency and
did not perfectly match with protein expression, indicating that additional mechanisms must be

contributing to SOX2 expression, such as transcriptional or posttranscriptional regulatory mechanisms.

In line with this, it has been demonstrated that various transcription factors frequently altered in
HNSCC, such as OCT4, YAP1 (Yes-Associated Protein 1) or the hypoxic factor HIF1x may induce
the expression of SOX2 at mRNA level [41,42]. On the other hand, it has also been reported that
amplification of PIK3CA and other genes mapping at 3q26 do not necessarily lead to increased
expression, indicating that further epigenetic events could be involved in the transcriptional control [43].
Hence, this may explain some cases harboring SOX2-positive amplification that showed negative
SOX2 protein expression. These results are in agreement with the TCGA data obtained from 279
HNSCC patients [44] using the platform cBioPortal for Cancer Genomics (http://cbioportal.org/) [45]
(Supplementary Figure S3). It has been extensively demonstrated (both experimentally and in silico)
that 3g26 amplicon harbors numerous genes found to be frequently and concomitantly co-amplified
and overexpressed in multiple cancers [16,47]. Various genes have been highlighted as highly
significant oncogenic drivers for HNSCC survival [46], including the four known driver genes PIK3CA,
PRKCI, SOX2 and TP63. In silice analysis of TCGA HNSCC data included in Supplementary Figure 54
further illustrates that co-amplification of these four genes occurs frequently in HNSCC, thus showing
that 3926 amplification in HNSCC is not restricted to the SOX2 gene. In addition, cytogenetic
analyses demonstrated that 3q26 amplification is an early event in HNSCC tumorigenesis, and PIK3CA
amplification and expression has been detected in dysplasias and associated with progression to
invasive carcinoma [43].

5. Conclusions

This study provides the first evidence demonstrating the clinical relevance of SOX2 expression
and gene amplification in early stages of laryngeal tumorigenesis. Our findings also uncover the
clinical application of SOX2 expression as an independent predictor of laryngeal cancer risk in
patients with precancerous lesions beyond current WHO histological grading. Hence, targeting
SOX2 expression/function may potentially lead to the development of effective molecular-targeted
therapies for both cancer prevention and treatment. Further investigation is therefore encouraged.

Supplementary Materials: The following are available online at http: / /www.mdpi.com /2072-6694 /11 /3/286 /51,
Figure S1: Standard curve showing the Logl0 DNA amount, in ng per uL, plotted against threshold cycle (Ct) for
different dilutions of genomic DNA in PCR-grade water by real-time PCR (A). The table shows the efficiency of
amplification for each primer pair, calculated using the slope of the corresponding standard curve (B), Figure S2:
Determination of the optimal cut-off values for SOX2 amplification and SOX2 expression by receiver operating
characteristic (ROC) curve analysis. ROC curves for SOX2 amplification (A) and SOX2 expression (B) (as
percentage of positive nuclei). The optimal cut-off values calculated were 1.75 for SOX2 amplification and 12.5%
for SOX2 expression. The area under de curve (AUC), with 95%CI, the p values, and the sensitivity and specificity
calculated for each optimal cut-off are shown, Figure S3: Analysis of SOX2 gene amplification and mRNA
expression from the TCGA cohort of 279 HNSCC patients [44] using cBioPortal [45]. Schematic representation (A)
showing the number of cases with gene amplification and /or mRNA upregulation or no alteration. Correlations
between SOX2 expression and gene amplification in this cohort (B), Figure S4: Gene amplification analysis of
SOX2 and other driver genes (PIK3CA, PRKCI and TP63) mapping at 3q26 amplicon using the TCGA cohort of
279 HNSCC patients [44] and the platform cBioPortal [45]. Oncoprint illustrates frequent co-amplification of all
these genes.
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Abstract: Cancer stem cells (CSCs) play major roles in tumor initiation, progression, and resistance to
cancer therapy. Several CSC markers have been studied in head and neck squamous cell carcinomas
(HNSCC), including the pluripotency factors NANOG, SOX2, and OCT4; however, their clinical
significance is still unclear. NANOG, SOX2, and OCT4 expression was evaluated by immunochemistry
in 348 surgically-treated HNSCC, and correlated with clinicopathological parameters and patient

outcomes. mRNA expression was further analyzed in 530 The Cancer Genome Atlas (TCGA) HNSCC.

NANOG protein expression was detected in 250 (72%) cases, more frequently in patients with lymph
node metastasis (p = 0.003), and was an independent predictor of better survival in multivariate
analysis. While OCT4 expression was undetectable, SOX2 expression was observed in 105 (30%) cases,
and strongly correlated with NANOG expression. Combined expression of both proteins showed
the highest survival rates, and double-negative cases the worst survival. Strikingly, the impact
of NANOG and SOX2 on outcome varied depending on tumor site and lymph node infiltration,
specifically showing prognostic significance in pharyngeal tumors. Correlation between NANOG and
SOX2 at mRNA and protein was specifically observed in node positive (N+) patients, and consistently
correlated with better survival rates. According to our findings, NANOG protein expression is
frequent in HNSCC, thereby emerging as an independent predictor of better prognosis in pharyngeal
tumors. Moreover, this study uncovers a differential impact of NANOG and SOX2 expression on
HNSCC prognosis, depending on tumor site and lymph node infiltration, which could facilitate
high-risk patient stratification.

Keywords: head and neck squamous cell carcinoma; NANOG; SOX2; OCT4; prognosis; lymph
node metastasis
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1. Introduction

Head and neck cancer is the seventh most common cancer worldwide, with an incidence of
more than 890,000 new cases annually, and a mortality of 450,000 deaths each year [1]. More than
90% are head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC), arising in the mucosal surfaces of the
upper aerodigestive tract. The main risk factors for the development of HNSCC include tobacco
smoking and excessive alcohol consumption, which show a synergistic effect [2]. Other factors,
such as genetic background, viral infection by human papillomavirus (HPV), diet, geographic, and
socioeconomic factors have also been related to HNSCC. Despite the continuous advances in treatment
options, the survival of HNSCC patients has barely improved [1,2]. One of the major reasons and
challenges for clinical management is the development of treatment resistance that ultimately leads to
disease control failure. This has been attributed to the persistence of highly resistant cancer stem cell
(CSC) subpopulations.

Many evidences indicate that tumors are complex heterogeneous structures with very distinct
cell subpopulations composing the tumor mass, including a subset of pluripotent cells known as
CSCs. These cells exhibit properties usually associated with embryonic stem cells, and it has been
demonstrated that CSCs contribute to tumorigenesis, tumor differentiation, maintenance, spread, and
recurrence [3]. Consequently, the presence of CSC subpopulations with self-renewal capacity and
multipotency properties could also have an important impact on the prognosis of HNSCC patients.

The pluripotency factors NANOG, SOX2, and OCT4 have been reported as CSC markers and
key regulators in HNSCC and other cancers [4-12]. These transcription factors are able to maintain
the self-renewal capacity in embryonic stem cells. Their combined overexpression has been used
to identify CSC populations in squamous cell carcinomas [13-15]. OCT4 plays an important role
in maintaining pluripotency and undifferentiated status in embryonic stem cells [16] and has been
associated with tumor progression and poor prognosis in HNSCC [14,17]. NANOG is a downstream
target of OCT3/4 [18], and, similarly to that factor, has been correlated with tumorigenesis, loss of
differentiation, invasion, and metastasis [14,17]. SOX2 is a transcription factor belonging to the SOX
family, essential for self-renewal in stem cells and neural progenitor cells [19]. SOX2 takes part in cancer
stemness and its expression has been associated with CD44 and ALDH1 expression and correlated
with oral squamous cell carcinoma (OSCC) metastasis [20].

Patients who suffer from HNSCC experiment with very different clinical outcomes in spite of
standardized treatments, so a better knowledge of molecular profiles and their impact on patients’
prognosis is needed. To this purpose, the present study investigates the role of pluripotency factors
NANOG, SOX2, and OCT4 in a large homogeneous cohort of 348 HNSCC patients to ascertain their
potential impact on patient prognosis and disease outcome.

2. Patients and Methods

2.1. Patients and Tissue Specimens

We retrospectively collected surgical tissue specimens from HNSCC patients who underwent
resection of their tumors at the Hospital Universitario Central de Asturias between 1990 and 2010,
in accordance with approved institutional review board guidelines. All experimental procedures
were conducted in accordance with the Declaration of Helsinki and approved by the Institutional
Ethics Committee of the Hospital Universitario Central de Asturias and by the Regional CEIC from
Principado de Asturias (date of approval 5 May 2016; approval number: 70/16) for the PI16/00280
project. The formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples and data from donors included in this
study were provided by the Principado de Asturias BioBank (PT17/0015/0023), integrated in the Spanish
National Biobanks Network, and they were processed following standard operating procedures with
the appropriate approval of the Ethical and Scientific Committees. A large unbiased homogenous
cohort of surgically-treated HNSCC patients was selected for study according to the following criteria:
(a) having a single primary surgically-treated tumor in the oropharynx, hypopharynx, or larynx; (b)
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confirmed microscopically clear surgical margins; (c) no treatments prior to surgery; (d) HPV-negative
tumors; (e) a minimum follow up of five years.

Information on HPV status was available for all the patients. HPV detection was performed using
p16 immunohistochemistry, high-risk HPV DNA detection by in situ hybridization, and genotyping by
GP5+/6+-PCR, as previously reported [21,22].

For mRNA analysis, surgical tissue specimens from 15 patients with HNSCC who underwent
surgical treatment at the Hospital Universitario Central de Asturias were prospectively collected,
following institutional review board guidelines. Patient-matched normal mucosa was also collected.
Biopsies were sharply excised, placed in sterile tubes, and stored in RNA later at —80 °C. Primary
keratinocytes from non-oncologic patients without exposure to tobacco carcinogens were used
as controls.

2.2. Tissue Microarray (TMA) Construction and Immunohistochemistry

Three morphologically representative areas (1 mm cylinders) were selected from each individual
tumor paraffin block for the construction of tissue microarrays (TMAs) as described previously [21],

containing a total of 348 HNSCC (229 oropharyngeal, 60 hypopharyngeal, and 59 laryngeal carcinomas).

In addition, each TMA included three cores of normal epithelium (tonsillar, pharyngeal, and laryngeal
mucosa obtained from non-oncologic patients) as an internal negative control.

The TMAs were cut into 3 pm sections and dried on Flex IHC microscope slides (Dako, Glostrup,
Denmark). The sections were deparaffinized with standard xylene and hydrated through graded
alcohols into water. Antigen retrieval was performed using Envision Flex Target Retrieval solution,
high pH (Dako). Staining was done at room temperature on an automatic staining workstation (Dako
Autostainer Plus, Dako, Glostrup, Denmark) using NANOG (D73G4) XP® rabbit monoclonal antibody
(Cell Signaling Technology, Inc. #4903S, Leiden, The Netherlands) at 1:200 dilution, anti-SOX2 rabbit
polyclonal antibody (Merck Millipore #AB5603) at 1:1000 dilution, and anti-OCT4 antibody (Abcam,
Cambridge, UK #ab19857) at 1:2000 dilution. Immunodetection was carried out with the Dako EnVision
Flex + Visualization System (Dako Autostainer, Dako, Glostrup, Denmark), using diaminobenzidine
as chromogen. Counterstaining with hematoxylin was the final step.

A sample of testicular seminoma (a tumor known to express OCT4, NANOG, and SOX2) was
used as positive control.

For NANOG expression, a semiquantitative scoring system based on staining intensity was
applied, as previously established [23], and divided into three categories: negative (absence of
staining, score 0), weak to moderate (some cytoplasmic staining in tumor areas, score (1)), and
strong protein expression (intense and homogeneous cytoplasmic staining in tumor areas, score (2)),
with an interobserver concordance higher than 95%. For statistical purposes, NANOG staining was
dichotomized as negative (score 0) versus positive (scores 1-2). SOX2 and OCT4 staining was evaluated
as the percentage of tumor cells with nuclear staining. SOX2 staining scores were classified as negative
or positive expression on the basis of values below or above the cut-off value of 10%.

2.3. RNA Extraction and Real-Time RT-PCR

Total RNA was extracted from fresh-frozen tissue samples and normal keratinocytes using
TRIzol reagent (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), and cDNA was synthesized with
the Superscript II RT-PCR System (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), according to
manufacturer’s protocols.

Gene expression was analyzed by real-time PCR using SYBR Green Master Mix protocol (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) in a StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Reactions were run in triplicates using the specific primers detailed in Table 52,
and the ribosomal coding gene RPL19 was used as endogenous control. Relative mRNA expression
was calculated using the 2-34CT method and the data were expressed as the fold change in NANOG1
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or SOX2 levels in the tumor sample (or matched normal epithelium) normalized to L19 levels and
relative to the primary keratinocytes used as controls.

2.4, Statistical Analysis

x? and Fisher’s exact tests were used for comparison between categorical variables, For
time-to-event analysis, Kaplan-Meier curves were plotted. Differences between survival times
were analyzed by the log-rank method. Cox proportional hazards models were utilized for univariate
and multivariate analyses. The hazard ratios (HR) with 95% confidence interval (CI) and p values were
reported. All tests were two-sided. p values of <0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Patient Characteristics

Three hundred forty-eight HNSCC patients were enrolled in this study, following the
above-described inclusion criteria. Only 12 patients were women, and the mean age was 59 years
(range 36 to 86 years). Most patients were habitual tobacco smokers, 196 moderate (1-50 pack-years)
and 147 heavy (>50 pack-years); 321 patients were alcohol drinkers. The distribution by location was
229 oropharyngeal, 60 hypopharyngeal, and 59 laryngeal tumors. The tumors were classified according
to the TNM classification system (7th edition, International Union Against Cancer): 17 tumors were
classified as stage 1, 21 stage II, 59 stage III, and 251 stage IV. The series included 135 well-, 139
moderately and 73 poorly differentiated tumors, determined according to the degree of differentiation
of the tumor (Broder’s classification). Two hundred sixteen (62%) of 348 patients received postoperative
radiotherapy. The main clinicopathological features by site are shown in Table S1.

3.2. NANOG, SOX2, and OCT4 Protein Expression in HNSCC Tissue Specimens

Strong nuclear staining was detected in human seminoma, which was used as a positive control
for these three proteins (Figure 1A-C). Two hundred fifty (72%) out of 348 tumors exhibited positive
NANOG expression (scores 1-2) (Figure 1D-L), showing a predominantly cytoplasmic pattern, but
also some nuclear staining, whereas NANOG expression was negligible in both normal epithelium
and stromal cells. In addition, positive nuclear SOX2 expression in >10% of tumor cells was detected
in 105 (30%) tumor samples (Figure 1M-R). None of the tumor samples showed OCT4 expression.
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Figure 1. Immunohistochemical analysis of NANOG, SOX2, and OCT4 expression in head and neck
squamous cell carcinoma (HNSCC). (A-C) Positive controls of human seminoma samples for NANOG
(A), SOX2 (B), and OCT4 (C) expression. Rep tati ples of HNSCC showing negative
NANOG staining, score 0 (D 100x, E 200x, F 400x); cytoplasmic NANOG staining, score 1 (G 100x, H
200x, 1400x); and cytoplasmic NANOG staining, score 2 (J 100x, K 200x, L 400x). HNSCC samples
showing negative nuclear SOX2 staining (M 100x, N 200x, O 400x), and positive nuclear SOX2 staining
(P 100x Q 200x, R 400x).
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There was a strong positive correlation between NANOG and SOX2 expression: 96 (91%) of the
105 SOX2-positive cases showed positive NANOG expression (Spearman coefficient 0.286, p < 0.001).

3.3. Associations with Clinicopathological Parameters

The relationships between NANOG and SOX2 expression and the clinicopathological parameters
are shown in Table 1. Positive NANOG expression was significantly associated with node positive
(N+) tumors (p = 0.003) and hypopharyngeal tumors (p = 0.019), and was also more frequent in poorly
differentiated (p = 0.084) and advanced stage (p = 0.204) tumors. In contrast, positive SOX2 expression
was significantly more frequent in laryngeal tumors (p = 0.002). No other significant associations
between SOX2 expression and clinical characteristics were observed.

Table 1. Correlations between NANOG and SOX2 expression and clinicopathological characteristics.

Characteristic No. Né; ]:gscs;zr(i‘i \)re p Value :::, )::;:’i:slit(i::) p Value
pT classification
T1-T2 106 80 (75) 36 (34)
T3 116 78 (67) 0.350 39 (34) 0.163
T4 125 92 (74) 30 (24)
pN classification
NO 94 56 (60) 29 (31)
N1-3 254 194 (76) 9000 76 (30) age
Disease stage
- 38 25 (66) 12 (32)
it 59 38 (64) 0204 20039 0.754
v 251 187 (75) 73 (29)
Pathological grade
Well-differentiated 135 88 (65) 40 (30)
Moderately differentiated 139 104 (75) 0.084 45(32) 0.740
Poorly differentiated 73 57 (78) 20(27)
Site
Oropharynx 229 157 (69) 56 (24)
Hypopharynx 60 52 (87) 0.019 21(35) 0.002
Larynx 59 41 (69) 28 (47)
Total cases 348 250 (72) 105 (30

3.4. Impact on Patient Prognosis

Patients harboring positive NANOG expression exhibited significantly higher disease-specific
survival (DSS) and overall survival (OS) rates (log-rank, p = 0.055 and p = 0.012, respectively;
Figure 2A,B). Similarly, patients with positive SOX2 expression also showed higher DSS and OS rates;
however, these differences did not reach statistical significance (Figure 2C,D).
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Figure 2. Kaplan-Meier overall and disease-specific survival curves in the whole series categorized by
NANOG (A,B) and SOX2 expression (C,D).

On multivariate analysis, the variables with significant influence on DSS were T and N classification,
histopathological grade, and NANOG expression (Table 2).

Table 2. Multivariate survival analysis (Cox regression).

Variables HR 95% CI P
T (34/1-2) 1.153 1.033-1.288 0.0il
N (+/-) 2619 1.756-3.906 0.000
G@3/1-2) 1494 1.071-2.085 0018
(phmz‘ym) 0.695 0.448-1077 0.103
NANOG (+/-) 0.783 0.662-0927 0.004
SOX2 (+/-) 0.961 0.685-1349 0.820

Given the relationship between NANOG and SOX2 expression and function, the impact of
NANOG and SOX2 on patient prognosis was studied separately, as was the combination of both factors
(Figure S1). Patients with NANOG and/or SOX2 expression had better survival rates than patients
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harboring double-negative expression (five-year DSS 41% vs. 26%; log-rank, p = 0.019). Among
the subset of patients with SOX2-negative expression, those harboring NANOG-positive expression
showed better overall survival rates (five-year OS 31% vs. 17%; log-rank, p = 0.011). On the other hand,
patients with NANOG-negative expression did not show differences in survival rates based on SOX2
immunostaining (five-year OS 44% vs. 17%; log-rank, p = 0.266), not surprisingly, considering that
only nine NANOG-negative patients had positive SOX2 expression (Figure S1).

We also found important differences in the prognostic significance of NANOG and SOX2
expression, depending on the tumor site. Table 3 summarizes the mean DSS and OS for patients
categorized by individual and combined expression of NANOG and SOX2 in the total cohort of 348
HNSCC patients, or the subgroups of oropharyngeal tumors (n = 229), hypopharyngeal tumors (2 = 60),
and laryngeal tumors (n = 59). While either NANOG expression or double-positive expression of
NANOG and SOX2 were significantly correlated with improved survival rates in patients harboring
pharyngeal tumors, none of these factors showed any impact on the clinical outcome of patients with
laryngeal tumors.

Table 3. Correlation between NANOG and SOX2 expression, and 5-year survival rates.

NANOG-  NANOG- SOX2- SOX2- Double- Double-
Patients Positive Negative P Positive Negative P Positive Negative P
pressi xpressi pressi xpressi Expression  Expression
Whole tumor series
DSS 40% 29% 0.055 42% 35% 0.1Mm 40% 26% 0.019
0s 28% 20% 0,012 26% 26% 0.221 24% 17% 0.015
Oropharyngeal tumors
Dss 43% 22% 0013 43% 35% 0312 40% 18% 0.031
0s 29% 16% 0.011 28% 24% 0.319 25% 13% 0.027
Hypopharyngeal tumors
Dss 26% 14% 0.126 20% 26% 0.420 20% 14% 0.0%
0s 21% 13% 0.049 14% 23% 0.696 14% 13% 0.106
Laryngeal tumors
Dss 52% 58% 0.580 57% 50% 0.681 57% 59% 0.734
0s 36% 38% 0951 34% 38% 0.885 32% 36% 0.887

Noteworthy, the prognostic significance of NANOG expression was influenced by the presence
of cervical lymph node metastasis (Figure 3). In N+ patients, NANOG expression was significantly
correlated with a better disease-specific survival (five-year DSS was 32% in NANOG-positive vs. 11%
in NANOG-negative cases; log-rank, p = 0.002), and also a better overall survival (log-rank, p = 0.005).
In marked contrast, in the N0 subgroup of patients, NANOG expression was not associated with DSS
(log-rank, p = 0.304) nor OS (log-rank, p = 0.239). Moreover, the association between NANOG and
SOX2 expression was also dependent on pN dlassification. Thus, a strong correlation was specifically
observed in N+ patients (Spearman coefficient 0.308, p < 0.001), but not in NO patients (Spearman
coefficient 0.029, p = 0.831).The impact of SOX2 expression on patient prognosis also varied with pN
classification, although the differences in DSS and OS did not reach statistical significance (Figure 52).
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Figure 3. Kaplan-Meier disease-specific survival curves categorized by NANOG expression in N0 (A)
and N+ patients (B), and overall survival curves categorized by NANOG expression in NO (C) and N+
patients (D).

3.5. In Silico Analysis of NANOG and SOX2 mRNA Expression Using The Cancer Genome Atlas Data

In an attempt to further confirm and validate our findings, the clinical relevance of NANOG and
SOX2 mRNA expression was investigated by analyzing a cohort of 530 HNSCC patients from The
Cancer Genome Atlas (TCGA) [24] using the platform cBioPortal (http://cbioportal.org/) [25]. Correlations
with pN classification were assessed in a subset of 424 HNSCC patients with available data on lymph
node stage. Patients were categorized by NANOG and SOX2 mRNA expression (high expression
versus low expression) according to the pN classification. First, the correlation between NANOG
and SOX2 mRNA expression was assessed separately in NO (n = 177) and N+ patients (n = 246)
(Figure S3). Concordantly with our protein data, a strong correlation between the mRNA levels of
NANOG and SOX2 was specifically observed in N+ patients from the TCGA HNSCC cohort (Spearman
coefficient 0.21, p = 0.001), but not in the NO patients (Spearman coefficient 0.12, p = 0.104). Furthermore,
NANOG and SOX2 mRNA expression differentially influenced patient prognosis depending on pN
classification. Thus, high mRNA levels of NANOG and SOX2 were found to significantly associate
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with improved survival rates in N+ patients (log-rank, p = 0.032 and p = 0.036, respectively) (Figure S4),
and more strongly observed in N2+ patients (log-rank, p = 0.009 and p = 0.004, respectively) (Figure S5).
By contrast, in the NO subgroup, patients with high NANOG mRNA levels experienced a worse,
although not significant, survival than those with low NANOG expression (median OS 57.47 months
vs. 89.32 months; log-rank, p = 0.139), whereas SOX2 mRNA levels had no major impact on outcome
(median OS 88.86 months vs. 84.49 months; log-rank, p = 0.523) (Figure 54).

Asan extension of these data, NANOG and SOX2 mRNA expression was also analyzed by real-time
RT-PCR in a prospective series of 15 fresh-frozen HNSCC tissue specimens and patient-matched normal
epithelia. NANOG and SOX2 levels were found to frequently and significantly increase in the tumors
compared to patient-matched normal epithelia and primary keratinocytes (used as non-oncologic
control without exposure to tobacco carcinogens) (Figure S6). Thus, NANOG mRNA levels in the
tumors ranged between 0.23- and 65.59-fold (mean 12.08), whereas in the corresponding normal
counterparts they ranged between 0.20- and 27.84-fold (mean 4.35) (p = 0.06; Student’s t-test). SOX2
mRNA levels were also higher in the tumors ranging between 61.87- and 636.4-fold (mean 276.6),
whereas the matched normal epithelia ranged between 0.86- and 399.9-fold (mean 78.05) (p = 0.005;
Student’s t-test). Interestingly, histologically normal mucosa from various patients (33.3%, 5/15 cases)
also exhibited increased expression of NANOG and SOX2, showing comparable mRNA levels in both
the tumor sample and the patient-matched normal tissue. These molecular alterations could be related
to the cancerization field due to exposure of the entire epithelial mucosa to tobacco carcinogens.

4. Discussion

The role of CSCs in head and neck tumors has been widely investigated during the last years.
Several CSC markers have been described in HNSCC, such as CD44, BMI-1, CD133, ALDH], also
including the pluripotency factors NANOG, OCT4, and SOX2 [6,7,26]. However, the roles of OCT4,
NANOG, and SOX2 in HNSCC prognosis is still unclear, as varying results have been reported by
several groups. This prompted us to jointly investigate the significance of NANOG, SOX2, and OCT4
expression in a large unbiased cohort of HNSCC patients, and their possible influence on the clinical
outcome. To this purpose, a large homogeneous series of 348 surgically-treated HPV-negative HNSCC
patients was selected for study.

We have recently demonstrated that expression of NANOG and SOX2 plays a relevant role in early
stages of laryngeal tumorigenesis. The expression of both proteins was found to increase in patients
with precancerous lesions and, more importantly, strongly predicted the risk of progression to invasive
carcinoma [23,27]. In addition, both factors have been involved in the epithelial to mesenchymal
transition. NANOG expression has been inversely correlated with E-cadherin expression and positively
with high N-cadherin expression. High SOX2 expression has also been related with high expression of
N-cadherin, but not E-cadherin expression [28]. Altogether, these results encourage us to investigate
the role of NANOG and SOX2 expression in late stages of HNSCC progression and disease outcome,

Through a cooperative interaction, SOX2 and OCT4 drive pluripotent-specific expression of
different genes. OCT4 and SOX2 form a heterodimer and bind to NANOG promoter in embryonic
stem cells, which is crucial for NANOG gene transcription. In relation to this, a strong positive
correlation between SOX2 and NANOG expression was found at both mRNA and protein levels using
two large independent cohorts of HNSCC patients. Nevertheless, even though mRNA expression
levels were similar (35% high NANOG and 43% high SOX2), positive NANOG protein expression
was, however, detected at a much higher frequency (70%) than SOX2 expression (30%). In fact,
156 patients with positive NANOG expression concomitantly showed negative SOX2 expression in
our cohort. Mechanistically, this finding reflects the partial contribution of SOX2 as a regulator of
NANOG protein expression in HNSCC, and points to additional post-transcriptional mechanisms as
further responsible for the high percentage of NANOG-positive cases observed. Similarly, differences
in expression regulation and prognostic significance between NANOG and SOX2 have also been
revealed in lung tumors, thus reinforcing its complexity and heterogeneity. In lung adenocarcinomas,
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expression of SOX2 but not NANOG was detected in approximately 50% of stage I tumors [29], whereas
another study reported NANOG expression without SOX2 [30], hence suggesting a SOX2-independent
regulatory mechanism of NANOG expression in these tumors. In lung squamous cell carcinoma, a
good correlation between NANOG and SOX2 expression was observed; however, there was no clear
correlation with survival outcome [30]. Contrasting to this, NANOG has been associated with good
prognosis [31], and SOX2 was found to be an independent factor of good prognosis [32]. Notably, the
mRNA expression levels of both NANOG and SOX2 were found to be downregulated in subpopulations
of cancer stem cells isolated from lung cancer tissue specimens [33].

On the other hand, the analysis of NANOG and SOX2 mRNA expression in a prospective series of
HNSCC samples and patient-matched normal epithelia further revealed that NANOG and SOX2 levels
were consistently found to increase in tumors compared to the matched normal mucosa. However,
strikingly, a subset of HNSCC patients (33.3%) harbored high expression of NANOG and SOX2 in
histologically normal mucosa with comparable levels to the matched tumor. This finding reflects
the early occurrence of altered NANOG and SOX2 expression in head and neck carcinogenesis, also
frequently detected in precancerous lesions [23,27,34], plausibly triggered by continuous exposure
of the epithelial mucosa to tobacco-related carcinogens. In line with this, it has been demonstrated
that nicotine plays a critical role in the development of tobacco-induced cancers by increasing the
expression of various CSC markers NANOG, OCT4, CD44, and BMI-1 and regulating CSC properties
and tumorigenic potential in HNSCC models in vitro and in vivo [35]. It has also been recently
rcported that NANOG expression significantly correlates with smoking and alcohol drinking habits
in OSCC patients [34]. Similarly, nicotine and e-cigarette extracts have been found to regulate SOX2
expression and stemness through a nicotinic acetylcholine receptor (nAChR)-YAP1-E2F1 signaling
axis [36]. Together, these data uncover a relationship between stemness by means of important CSC
regulators, such as NANOG and SOX2, and classical chemical carcinogens in HNSCC and other
tobacco-related cancers.

NANOG has been found overexpressed in different cancer types, including OSCC [4] and laryngeal
squamous cell carcinoma (LSCC) [23]. Functionally, NANOG overexpression has been implicated
in tumor transformation, tumorigenicity, metastasis, and is also correlated with poor differentiation
status and chemoresistance [37]. Moreover, NANOG expression has also been associated with a
better or worse prognosis in different cancers, including OSCC [34,38]. In a meta-analysis about the
prognostic significance of NANOG that included nine studies on HNSCC, NANOG expression was
associated with lower survival rates [39]. Contrasting with this, NANOG expression was associated
with a better prognosis in our cohort and was an independent predictor in multivariate analysis. Our
study also uncovered striking differences in the prognostic impact of NANOG expression, depending
on the tumor site and lymph node infiltration. Thus, NANOG expression, and to a lesser extent
SOX2, specifically predicted good prognosis in patients with pharyngeal but not laryngeal tumors.
In addition, the impact of NANOG expression was greater in patients with lymph node metastasis
than in node-negative patients, as was consistently demonstrated at both mRNA and protein levels
using two large independent HNSCC cohorts. Therefore, since the clinical relevance of NANOG
expression is influenced by some clinicopathological characteristics, differences in tumor localization
and N classification of the patients included could explain the discrepancies between reported studies.

SOX2 expression has also been implicated in different biological processes that regulate tumor
progression, such as cell proliferation, migration, invasion, tumorigenesis, antiapoptosis, and
chemoresistance [40,41]. Despite multiple studies published so far exploring the role of SOX2
in cancer, its impact on disease outcome remains controversial. High expression of SOX2 has been
associated with a poor prognosis in some studies [8,9,42]. However, other groups have reported that
high expression of SOX2 is associated with absence of lymph node metastasis and a better prognosis
in patients with OSCC [43], and also with improved clinical outcome in HNSCC patients treated
with chemoradiotherapy [44]. Similarly, Chung et al. and Bochen et al. found a positive association
between high SOX2 expression and HNSCC patient prognosis [45,46]. In our series, SOX2 expression
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was associated with a better DSS, although not significant. A possible pleiotropic function of SOX2 in
squamous cell carcinomas from other locations has been suggested, based on differential interactions
with other important factors that could cooperatively contribute to the development and progression
of these tumors [47]. The binding to different cofactors and enhancement or repression of other factors
could result in opposed clinical outcomes, thereby explaining the apparently contradictory results.

Given the strong relationship between NANOG and SOX2 expression and function, as a further
step, we analyzed the combined effect of NANOG and SOX2 expression as an integrated risk factor. We
observed that patients with positive expression of both proteins exhibited the best prognosis, while the
subgroup of double-negative patients clearly showed the worst prognosis. The integrated risk score
could be assessed from preoperative biopsies and serve as an additional prognostic parameter. Together
with other clinical parameters such as resection margins and extracapsular extension, it could help to
improve patient stratification and the identification of high-risk subgroups for treatment intensification.

OCT4 has also been related to various oncogenic processes [5], such as tumor transformation,
tumorigenicity, invasion, and metastasis in OSCC [15]. OCT4 expression has been widely used to
identify CSC subpopulations in several carcinomas, in conjunction with other CSC markers [20,48,49].
High expression of OCT4 and NANOG has been associated with a lower OS in HNSCC patients [50].
Other publications have found a worse prognosis in patients with high expression of both NANOG
and OCT4 than those with high expression of NANOG or OCT4 alone [4]. However, OCT4 expression
was not detected in any of the HNSCC samples in our cohort despite the fact that strong positive
nuclear staining was indeed obscrved in a seminoma sample used as a positive control. These varying
findings could be the result of different antibodies employed for immunostaining, targeting different
epitopes or different specificity for OCT4 protein isoforms. OCT4A is responsible for the pluripotency
properties of embryonic stem cells, but OCT4B cannot sustain these properties [51]. Different properties
and/or OCT4 isoforms could be the main cause of confusion and controversies on the role of OCT4
in the different cancer types. Noteworthy, the same OCT4 antibody herein used has been proven to
successfully detect OCT4 expression in sarcoma samples by immunochistochemistry, and although
OCT4 expression was strongly correlated with SOX2 expression, unlike the former, the latter was the
most prevalent, and was the only one found to be clinically relevant in these tumors [52].

5. Conclusions

Our results show that NANOG protein expression is frequent in HNSCC and emerges as an
independent predictor of better clinical outcome, specifically in pharyngeal but not laryngeal tumors.
SOX2 expression, although less frequent, was strongly correlated with NANOG expression. Combined
expression of both proteins had a stronger prognostic significance, probably suggesting a cooperative
functional role between both proteins. Striking differences were uncovered regarding the clinical impact
of NANOG and SOX2 expression on patient outcome, with distinct prognostic relevance depending on
tumor site and lymph node infiltration. These novel findings could facilitate patient management and
high-risk stratification, and also provide a plausible explanation to reconcile contradictory published
data about the prognostic significance of these factors.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6694/12/7/1794/s1,
Table S1: Clinicopathological characteristics of the studied cohort of 348 HNSCC patients, Table S2: Primers used
for real-time RT-PCR, Figure S1: Kaplan-Meier survival curves based on independent and combined expression
of NANOG and SOX2, Figure S2: Kaplan-Meier overall survival curves categorized by SOX2 expression in the
subgroups N0, N+, and N2+, Figure 53: Correlation between NANOG and SOX2 mRNA expression in a cohort of
530 HNSCC patients from The Cancer Genome Atlas (TCGA), Figure 54: Prognostic implications of NANOG and
SOX2 mRNA expression in a subset of 424 HNSCC patients with lymph node stage data from the TCGA HNSCC
cohort, Figure S5: Prognostic implications of NANOG and SOX2 mRNA expression in the subset of 179 N2+
patients from the TCGA HNSCC cohort, Figure 56: Analysis of NANOG and SOX2 mRNA levels by real-time
RT-PCR in 15 fresh HNSCC tumor samples and patient-matched normal epithelia.
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