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INTRODUCCION:

Las anexinas son una superfamilia de proteinas calcio dependientes y con capacidad
de unirse a fosfolipidos, que participan en la regulacion de una amplia gama de
procesos moleculares y celulares. Las anexinas se han implicado en multiples procesos
fisiolégicos y patoldgicos, incluida la carcinogénesis. La expresidn de varias anexinas se
ha encontrado frecuentemente alterada y relacionada con el desarrollo y la progresion
de diversas neoplasias malignas humanas. Sin embargo, no existe informacion sobre
la expresidn y el papel de las anexinas A9 (ANXA9) y A10 (ANXA10) en los carcinomas

de células escamosas de cabeza y cuello (CECC).
OBIJETIVOS:

El objetivo global de esta tesis ha sido investigar el significado clinico y bioldgico de la
expresion de ANXA9 y ANXA10 en la progresion de los CECC y contribuir a un mejor
conocimiento de los mecanismos y consecuencias de la expresidn alterada de dichas
proteinas, asi como su impacto en el prondstico de los pacientes y el resultado de Ia

enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS:

Para ello, se selecciond una serie homogénea de muestras de tejido de 382 pacientes
con diagndéstico de CECC y tratados quirdrgicamente en el Hospital Universitario
Central de Asturias. La expresién proteica de ANXA9 y ANXA10 fue evaluada mediante
inmunohistoquimica utilizando microarrays de tejido HNSCC, y se correlacioné con los

pardmetros clinico-patoldgicos y el resultado de la enfermedad.
RESULTADOS:

Se detectd bajada de la expresion de ANXA9 en el 42% de las muestras de tejido de
CECC, comparado con el epitelio sano. La expresién de ANXA9 en tumores se asocid
significativamente con la localizacién orofaringea y el grado de diferenciacién
histoldgica (P <0,001). En marcado contraste, la ANXA10 no se expresa en el epitelio
normal, mientras que se detecta de forma variable en el citoplasma de las células
cancerosas. La expresion positiva de ANXA10 se encontrd en el 64% de los tumores, y
se asocid significativamente con el grado de diferenciacién (P < 0,001), siendo también
mas frecuente en los tumores orofaringeos (P = 0,019). Mediante el analisis
bioinformatico de los datos del transcriptoma de la cohorte de CECC del TCGA se
demostrd que los niveles de ARNm de ANXA9 disminuyen significativamente en los
tumores primarios en comparacion con muestras del correspondiente tejido normal
(P< 0,001), mientras que los niveles de ARNm de ANXA10 aumentan en los tumores

frente al tejido normal (P < 0,001).
CONCLUSIONES:

Estos resultados revelan que la expresion de ANXA9 y ANXA10 estd frecuentemente
alterada en CECC tanto a nivel de mRNA como de proteina. Ademas, la expresidon de
ANXA9 y ANXA10 se asoci6 al grado de diferenciaciéon tumoral, lo que sugiere que

podrian estar implicados en la patogénesis de estos canceres.
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RESUMEN (en inglés)

INTRODUCTION:

Annexins are a superfamily of calcium-dependent proteins with the ability to bind
phospholipids, which have been involved in a wide range of molecular and cellular processes.
In addition, annexins have been implicated in multiple physiological and pathological
processes, including carcinogenesis. The expression of several annexins has been found
frequently altered and linked to the development and progression of various human
malignancies. However, there is no information on the role of annexin A9 (ANXA9) and A10

(ANXA10) in head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC).
OBJECTIVES:

The overall objective of this thesis was to investigate the clinical and biological significance of
ANXA9 and ANXA10 in the progression of HNSCC and to contribute to a better understanding
of the mechanisms and consequences of the altered expression of both proteins, and also the

impact on patient prognosis and disease outcome.
MATERIALS AND METHODS:

To accomplish this, a homogenous series of surgical tissue samples from 382 HNSCC patients
diagnosed and treated at the Hospital Universitario Central de Asturias were selected for
study. ANXA9 and ANXA10 protein expression was evaluated by immunohistochemistry using
HNSCC tissue microarrays, and correlated with the clinicopathologic parameters and patient

outcome.
RESULTS:

Down-regulation of ANXA9 expression was found in 42% of HNSCC tissue samples, compared
to normal epithelia. ANXA9 expression in tumors was significantly associated with
oropharyngeal location and histological differentiation grade (P < 0.001). In marked contrast,
ANXA10 expression was absent in normal epithelium, while variably detected in the cytoplasm

of cancer cells. Positive ANXA10 expression was found in 64% of tumors, and was significantly
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associated with differentiation grade (P < 0.001), being also more frequent in oropharyngeal

tumors (P =0.019).

In silico analysis of the transcriptome data from the TCGA HNSCC cohort further contributed
to demonstrate that the ANXA9 mRNA levels also decreased significantly in primary tumors
compared to normal tissue samples (P <0.001), while ANXA10 mRNA levels increased in tumors

versus normal tissue (P <0.001).
CONCLUSIONS:

These results reveal that the expression of both ANXA9 and ANXA10 is frequently altered in
HNSCC at both mRNA and protein level. In addition, the expression of both ANXA9 and ANXA10
was associated to the tumor differentiation grade, suggesting that they could be implicated in

the pathogenesis of these cancers.
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1.1.1 Epidemiologia
El carcinoma epidermoide de cabeza y cuello (CECC) es el sexto tumor mas
frecuente en el mundo ?; cada afio se diagnostican aproximadamente medio millén de
nuevos casos de CECC, que viene a representar entre el 5-10% de todos los tumores
malignos. El cancer de cabeza y cuello representa mas de 380,000 muertes al afio en
todo el mundo. En Europa, en 2012, hubo aproximadamente 250,000 casos y 63,500
muertes debido a malignidad en esta area?. La mayoria de los tumores de cabeza y cuello
se originan en las vias aerodigestivas superiores (VAS), siendo el 6rgano mas afectado la
laringe (50%), seguido de la cavidad oral (30%) y faringe (10-15%), mientras que el resto
de localizaciones son excepcionales. Dentro de la laringe predomina la localizacion
supragldtica (70%), mientras que los gléticos son menos frecuentes (30%) y los
subgldticos muy raros. En la faringe destacan orofaringe e hipofaringe, con unaincidencia

similar, mientras que los tumores de rinofaringe son escasos.

Los CECC son tumores de predominio masculino (95%), con una edad media entre
los 60y 70 afios, aunque la edad de aparicion en laringe y faringe disminuye en pacientes

inmunodeprimidos?.

1.1.2 Etiologia

La etiologia del CECC es desconocida, pero existen factores ambientales vy
genéticos relacionados con su aparicion. El consumo de tabaco presenta una mas que
demostrada relacion dosis-efecto, con un riesgo 6-15 veces superior de padecer CECC en
fumadores. El consumo de alcohol también se asocia a este tipo de tumor, sobre todo en

cavidad oral, faringe y supraglotis, y potencia el efecto del tabaquismo 4.

21| Pagina
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El virus del papiloma humano (VPH) se ha relacionado con el desarrollo de
tumores malignos orofaringeos siendo los isotipos mas comunes en CECC 16y 18 °. La
integracion del ADN virico en las células epiteliales produce la sobrexpresion de las
proteinas E6y E7 que inactivan los genes supresores p53 y Rb, que favorece la progresion

maligna®.

El CECC no se considera un tumor hereditario, aunque si se han observado antecedentes
familiares en casi el 50% de los casos, sobre todo en asociacidon a neoplasias pulmonares. Esta
predisposicion se relaciona con una mayor susceptibilidad a los carcindgenos ambientales al tener

reducida su capacidad genética para reparar el ADN.

1.1.3 Clinica y diagnéstico.

La clinica es muy variada y depende de la localizacién del tumor primario. Los
tumores gloticos se manifiestan de forma precoz por disfonia, por lo que su deteccién se
realiza en fases tempranas con escaso numero de metastasis ganglionares (<20%); sin
embargo, los tumores faringeos y supragloticos presentan una clinica inespecifica, por lo
gue su deteccidn se retrasa en el tiempo y muchos ya presentan metdstasis ganglionares

en el momento diagnodstico (50%- 70%).

El diagndstico se basa en la inspeccidn por vision directa o fibroendoscopio y
mediante palpacién cervical, complementdndose con pruebas de imagen (TAC, RMN,
PET) que permiten conocer la extension tumoral e identificar la presencia de adenopatias

sospechosas.

El estudio histopatoldgico es imprescindible para el diagndstico definitivo, ya que

permite conocer la estirpe y planificar el tratamiento. Se obtiene mediante biopsias del
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tumor primario o PAAF dirigida a la adenopatia metastasica, y segun el grado de
diferenciacion, pleomorfismo y actividad mitética se clasifican en: bien, moderada o
pobremente diferenciados. Se atribuye mayor agresividad a los tumores poco
diferenciados, lo cual no siempre se relaciona con peor supervivencia. Existen multiples
sistemas de clasificacién histopatoldgica, pero en todos ellos se comprueba que tumores
similares tienen distinta evolucion clinica, por lo que de modo permanente se intenta

validar nuevos modelos mds precisos y fiables’.

1.1.4 Estadificacion

El sistema TNM se utiliza como clasificacién uniforme y consensuada de los CECC,
se basa en el tamafio (T) y extension tumoral, la presencia de adenopatias (N) y metdstasis
a distancia (M)%; es muy Util para estandarizar resultados terapéuticos y comparar
estudios. Sin embargo, se basa Unicamente en informacién anatémica, y esta limitado
para establecer el resultado y prondstico individual del paciente, pues no contempla
valores como la respuesta inmunitaria, agresividad intrinseca del tumor, estado general
del paciente, etc. Se estudia incluir nuevos criterios, factores biolégicos y ambientales

que permitan mejorar el poder predictivo de TNM?

1.1.5 Tratamiento

La cirugia es el método terapéutico de eleccion en la mayoria de los CECC, tanto
del tumor como de las metdstasis ganglionares. La reseccion del tumor se realiza con

margenes amplios para conseguir unos margenes libres, lo cual reduce el porcentaje de
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recidiva local. Debido al elevado numero de metdastasis ocultas clinicamente pero
presentes en el estudio histopatolégico (una media de 15-20%, con gran variacion segun
la localizacion) es frecuente realizar un vaciamiento cervico-ganglionar profilactico de
tipo selectivo. Una manera de indicar el vaciamiento de forma personalizada seria
mediante la técnica del ganglio centinela, tan utilizado en tumores de otras
localizaciones; sin embargo la mayoria de los CECC no son susceptibles de esta técnica y
s6lo zonas muy accesibles como la cavidad oral se benefician actualmente de su

empleo®.

La radioterapia se utiliza de modo radical en tumores T1 y T2 de cavidad oral,
faringe y laringe; y de modo complementario a la cirugia cuando existen bordes afectados

o dudosos, metastasis ganglionares (N2+) o rotura capsular.

La quimioterapia tiene interés, en combinacion con la radioterapia, en los
protocolos de conservacion de dérgano, que se presentan ante pacientes muy
seleccionados como alternativa a la cirugia en grandes tumores que precisan técnicas
muy agresivas y en los pacientes con importante diseminacion metastasica. Estas
terapéuticas no quirtrgicas estan obteniendo muy buenos resultados?!, e incluso algunos
han demostrado reducir el desarrollo de metdastasis a distancia (MD)!?, pero tienen
asociados importantes efectos secundarios, que incluso limitan el perfil de paciente
seleccionado, que precisa de un estadio clinico y analitico adecuado para soportar el

tratamiento.

En los Ultimos afios y gracias a un mayor conocimiento de la biologia molecular de
los CECC se ha introducido la terapia con farmacos bioldgicos, tipo anticuerpos

monoclonales e inhibidores tirosin-quinasas. El uso de estos farmacos, en combinacién
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con los tratamientos previamente descritos, ha demostrado mejoras en el control local y
la supervivencia libre de enfermedad, pero un escaso aumento de la supervivencia

global®3.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se sobre-expresa en
hasta el 90% de las lesiones CECC y se asocia con un resultado clinico desfavorable. Las
terapias dirigidas anti-EGFR han demostrado ser efectivas en una variedad de modelos
preclinicos de CECC . El cetuximab, un anticuerpo monoclonal IgG1 humanizado contra el
dominio extracelular de EGFR, prolongd la mediana de supervivencia global y redujo la
progresiéon de la enfermedad en pacientes con CECC avanzados como parte de terapias
combinadas con radiacién y quimioterapia. En base a estos hallazgos, cetuximab obtuvo
la aprobacion de la Administracion de Drogas y Alimentos de EE. UU. Para su uso junto
con radiacion o como agente Unico en pacientes que no respondieron a la terapia basada
en platino, y en CECC recurrente o metastasico en combinaciéon con quimioterapia

estandart41> |

Sin embargo, la respuesta general aumentada de la adicion de cetuximab a la radiacion y
/ 0 quimioterapia es de aproximadamente 10% a 20% mucho mas baja que la esperada

inicialmente, considerando el alto nivel de expresién de EGFR en CECC.

La FDA ha aprobado recientemente para pacientes con CECC dos anticuerpos
monoclonales dirigidos al receptor de muerte celular programada-1 (PD-1; del inglés
Programmed Death-1), los cuales inhiben su union con su ligando PD-L1 (Programmed
Death-Ligand 1). La via PD-1/PD-L1 es un punto de control inmune importante que se ha
establecido como un objetivo eficaz en CECC. El nivolumab, se ha aprobado para el

tratamiento del CECC recurrente y / o metastasico refractario al platino en fase Ill con
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tasa de respuesta 14%—32%1. Y el pembrolizumab, fase Il, ha demostrado una actividad
antitumoral robusta y un perfil de seguridad manejable en multiples tipos de tumores, y
actualmente esta aprobado para una o mas neoplasias avanzadas, incluso en EE. UU. para
pacientes con CECC recurrente o metastasico con progresion de la enfermedad en o
después de quimioterapia con platino. La tasa de respuesta global es del 19% (intervalo

de confianza del 95%, 7% -39%). 1718

Existe una necesidad urgente de desarrollar nuevas estrategias efectivas para
prevenir y tratar CECC. En esa direccion, comprender la contribucion de las alteraciones
gendmicas que impulsan el inicio y la progresion de CECC puede ayudar a explorar nuevas

opciones terapéuticas, como por ejemplo estrategias hacia mTOR. °

1.1.6 Prondstico

A pesar de los avances en diagndstico y tratamiento de las Ultimas décadas, la
supervivencia de los pacientes afectados de CECC no ha experimentado grandes cambios.
La mayoria de las defunciones se deben a recidivas loco-regionales durante los primeros
afios. También es frecuente la aparicion de segundos tumores sincronicos o metacronicos
en VAS, eséfago o pulmdn (10-40%). Otra importante causa de muerte se asocia al pobre
control en el desarrollo de enfermedad metastdasica a distancia. Las metastasis a distancia
(MD) ocurren en el 10-20% de los pacientes con CECC?* ?!; y se cree que esta incidencia

aumentard en el futuro??.

Aunqgue las nuevas técnicas diagndsticas han mejorado la deteccion de las
metastasis en la evaluacion inicial; estas aparecen durante el seguimiento de los
pacientes. El 50% de las MD se detectan clinicamente en los primeros nueve meses de

tratamiento; y el 80% dentro de los primeros dos afios?3.
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La aparicion de MD implica importantes consecuencias para el paciente, ya que
empobrece mucho la supervivencia, y serd necesario la combinacion efectiva de un
tratamiento local y un tratamiento sistémico adyuvante, con la asociada toxicidad a corto

y largo plazo que ello supone.

Se han identificado algunas caracteristicas clinico-patoldgicas que se relacionan
con mayor o menor incidencia de MD. Los factores de riesgo mas comunmente
identificados son: localizaciéon primaria, estadio avanzado, edad joven, y sobre todo, la
presencia de adenopatias y la extension extracapsular??>2%27: en pacientes con
multiples adenopatias metastasica, especialmente mas de 3 y bilaterales, el riesgo de
desarrollar MD es mayor al 50%2%2°. Pero estos factores clinicos han demostrado ser
poco precisos y eficaces para evaluar el riesgo de cada paciente de manera

individualizada, pues menos del 50% de este grupo tendra MD.

CARCINOGENESIS

El desarrollo carcinogénico es un proceso multietapa en que la célula va acumulando
mutaciones para adquirir las funciones bioldgicas necesarias para promover el
crecimiento y desarrollo tumoral. Clasicamente se describen seis funciones bioldgicas

adquiridas durante varios pasos®° (Figura 1):

Mantenimiento de las sefiales de proliferacion

e Bloqueo de sefiales supresoras

e Resistencia a la apoptosis

e Inmortalidad replicativa

e Induccidn de angiogénesis
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e Activacion de invasion y metastasis 3

Mantenimiento de las
senales de proliferacion

Induccion de Activacion de invasion y
angiogénesis metastasis

Establecmiento de
inmortalidad replicativa

Figura 1: Capacidades bioldgicas clasicas de las células tumorales

(Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell. 2000; 100:57-70)

Y durante la Ultima década este modelo se ha revisado afiadiendo otras caracteristicas

emergentes3! (Figura 2):

Evasion de la respuesta inmunoldgica

e Reprogramacion del metabolismo energético

Inestabilidad gendmica

Activacién de fendmenos inflamatorios
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/—[ Marcadores Emergentes m

Reprogramacion del Evasion de la respuesta
metabolismo energético inmune

Mutacion e inestabilidad
genomica

Nuevas caracteristicas

Figura 2: Capacidades bioldgicas emergentes de las células tumorales

(Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011; 144:646-74).
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2.1.1 Generalidades de las anexinas

El nombre ANEXINA se deriva del griego anexo, que significa "traer / mantener
juntos" y se eligio para describir la propiedad principal de todas o al menos casi todas las
anexinas, es decir, la unién y posible unién de ciertas estructuras bioldgicas, en particular
las membranas. El nombre también tiene un sabor algo histérico, ya que tiene en cuenta
el hecho de que varios de los grupos que, independientemente el uno del otro,
descubrieron anexinas, estaban en busca de ese andamiaje o puente de proteinas. Sin
embargo, inicialmente, es decir, en la fecha de sus descubrimientos a fines de la década
de 1970 vy principios de la de 1980, las anexinas recibieron nombres diversos y no

relacionados que se referian a sus propiedades bioquimicas3?.

Las anexinas son una superfamilia de proteinas que se caracterizan por unirse o
anexionarse a fosfolipidos en presencia de calcio. Poseen una Unica estructura que les
permite anclarse a las membranas de una forma periférica y reversible. El conservado
modulo de unién a calcio y membrana es el dominio “core” de la anexina, el cual consiste

en cuatro hélices repetidas, cada una de las cuales tiene 70 residuos de longitud 33.

Es una hélice a que forma un compacto y ligeramente curvado disco que tiene
una superficie convexa, que posee el sitio de unidén al calcio y membrana, y una cdncava
que apunta hacia fuera de la membranay sirve para otros tipos de interaccién/regulacion
(Figura 4)3332, La regién N-terminal precede al dominio “core” y es variada en secuencia
y longitud. Media interacciones reguladoras con sus proteinas ligando y regula la

asociacion anexina-membrana
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Figura 3:Estructura tipica de una molécula de anexina®*

En la parte superior se muestra el dominio tipico anexina formado por cinco hélices a en cintas de colores
y el motivo tipo Il de unién a calcio (localizado en las regiones interhélice) representado por esferas y
varillas. Se incluye una representacién esquematica de la disposicion de las hélices a y su implicacién en la
interaccion con el ién calcio. En el medio se representa de forma lineal la estructura de una anexina tipica
en la que se observa la region amino (en trazo discontinuo negro) y la region carboxilo constituida por
cuatro dominios formados cada uno por cinco hélices a (representadas en cuadritos). En la parte inferior
se muestran una vista lateral y superior de la molécula entera, en este caso de la anexina A5, con el extremo
amino representado en negro, el carboxilo en cintas de distintos colores (dominio 1-rojo, dominio 2- verde,
dominio 3-azul y dominio 4-amarillo) destacando con esferas y varillas los aminoacidos

responsables de la interaccion con los dtomos de calcio que ocupan los sitios de union tipo Il y tipo Ill de

los dominios 1y 2 en esferas moradas. Tomado de: Sopkova, J., Gallay, J., Vincent, M., Pancoska, P. & Lewit-Bentley, A
The dynamic behavior of annexin V as a function of calcium ion binding: a circular dichroism, UV absorption, and steady-state and
time-resolved fluorescence study. Biochemistry 33, 4490-9 (1994).
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La secuencia consenso de los sitios tipo Il de unién a calcio se encuentra altamente
conservada en la mayoria de las anexinas, siendo las excepciones mas llamativas los casos
de las anexinas A9 y A10. Ambas presentan alteraciones puntuales de la secuencia
consenso en cada uno de los 4 dominios, con excepcién de la repeticion 2 de la anexina
A9 en peces y de la anexina A10 en mamiferos 3°. En las demads especies, estas anexinas
han perdido por completo la estructura y funcionalidad de los sitios tipo Il de union a
calcio y se estima que en conjunto, una tercera parte del total de estos motivos se ha

perdido en algunos dominios de las 150 subfamilias que comprenden la superfamilia®.

Los 12 genes de anexinas humanas (familia A) comprenden un rango de tamafio
que va desde las 15 Kb (ANXA9) a las 96 Kb (ANXA10) y se encuentran localizados a lo
largo de todo el genoma (Figura 5) en los cromosomas 1, 2, 4,5, 8,9, 10y 157, Los mapas
genéticos de las anexinas humanas demuestran que los 12 genes humanos estan
repartidos en esos 8 cromosomas (Figura 5), una dispersion que también ocurre en

muchas otras especies.

AN.‘(I\-!_ s u ﬂ

ANXAD I AN ﬂ ANXAS]
A'-N)(A-': = _»‘.Nx..'.z
ANXATD ANXAS ANXA1Z ANXATHE A nxATY

1 2 3 4 5 (-] 7 8 a 10 1 h! 12 13

ANXAD u b ]
I & & & 8 3 & i
14 16 16 17 18 18 20 21 22 23 24 MT
Figura 4, Localizacién cromosdmica de las anexinas humanas.

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). MT: mitocondrial.
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2.1.2.-Tipos de anexinas

La familia de las anexinas comprende mas de 500 productos génicos expresados
en la mayoria de las especies 8. En los vertebrados, 12 subfamilias de anexinas (A1-A11
y la A13), con sus diferentes variantes, han sido identificadas. Tienen distintos dominios
N-terminal y posicionadas de diferente forma las uniones de calcio y de membrana
dentro del dominio “core”. El andlisis de las propiedades bioquimicas y localizaciones
subcelulares de las anexinas, y estudios posteriores de los efectos de anticuerpos anti-
anexinas y anexinas mutantes, principalmente en sistemas celulares permeabilizados,
han permitido que varias potenciales funciones fisioldgicas hayan sido asignadas a las

diferentes anexinas.

Debido a la variabilidad en longitud y secuencia del extremo amino, las anexinas
se pueden clasificar en funcion a su longitud. De esta manera podemos hablar de un
grupo de anexinas con una extensién de la region amino inferior a 20 aminodcidos
(ANXA3, A4, A5, A6, A10 y Al13a), un segundo grupo constituido por las anexinas con una
region amino terminal de longitud intermedia entre 33 y 47 aminoacidos (ANXA1, A2, A9
y A13b) y finalmente un grupo con un extremo amino largo con mas de 100 aminoacidos

(ANXA7 y A11).

2.1.3.- Funciones de las anexinas

Se ha propuesto que actlian como mediadores de las uniones membrana-
membrana o membrana-citoesqueleto y por ello han sido implicadas en procesos de
exocitosis regulada por calcio, en ciertos aspectos sobre la endocitosis, y en la

estabilizacion de dominios especificos de organelas de membrana y de la membrana
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plasmatica. Sin embargo, otras potenciales funciones han sido propuestas; por ejemplo,
aquellas que implican a la capacidad de union al ARN de algunas anexinas®?, la regulacion
de su localizacién nuclear %% o actividades especificas de unidon a nucleétidos. Debido a
gue algunas anexinas se localizan extracelularmente, podrian también funcionar fuera de

la célula, aunque su secrecién (directa o indirecta) no es bien conocida.

La caracteristica bioquimica principal de las anexinas es su unién regulada por
calcio a la periferia de las membranas que contienen fosfolipidos. Esto puede permitirles
organizar la interactuacion del citoplasma (o citoesqueleto) y la cara citoplasmatica de las

membranas celulares.

Los lugares en los que se ensambla la actina en las membranas celulares han sido
identificados en distintos sistemas celulares como puntos en los cuales las anexinas son
especificamente reclutadas. Por ejemplo, en las membranas de las células musculares
lisas la organizacion de los microdominios en balsas (del inglés “raft”: dreas de membrana
ricas en glicoesfingolipidos y colesterol resistente a la extraccién con Triton X-100 en frio)
0 no-balsas (“non-raft”: ricas en glicerofosfolipidos) es regulada por la anexina A2 y la A6.
Ambas se asocian con los dominios en balsas y parece que median la interaccion con el
citoesqueleto*. Otras estructuras que aportan ejemplos de reclutamiento de anexinas a
areas de membrana asociadas a actina son las uniones adherentes endoteliales (las
cuales emplean anexinas A2, junto con la Tirosina fosfatasa Shp2, en una forma
dependiente de colesterol) y las uniones adherentes epiteliales (en las cuales la anexina
A2 se asocia con complejos que poseen Racly las moléculas de adhesién CEACAM #2. En
células epiteliales polarizadas, la anexina A2 y su proteina ligando intracelular S100A10

son la diana de las uniones apicales ricas en actina, donde su funcién, en un complejo con
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la gran proteina AHNAK, es organizar la porcién cortical del citoesqueleto durante la
polarizacion #3. Ademds, la anexina A2 se localiza en dominios de membrana altamente
dindmicos que sirven de plataformas de ensamble de la actina-F. Estos incluyen sitios
accesorios para el enteropatdgeno no invasivo Escherichia coli, la cual manipula el
citoesqueleto de la célula huésped para formar pedestales ricos en actina debajo de la
bacteria adherida, y también los puntos de contacto actina-F de la membrana de los
pinosomas, los cuales se emplean para el movimiento intracelular®. En el Gltimo caso, la
expresion de una anexina A2 mutante dominante-negativa anula la formacion de los
pinosomas moviles, aportando una fuerte evidencia del rol de la proteina en el ensamble

de la actina en determinados sitios de la membrana.
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Figura 5. Representacion esquematica de los procesos de trafico de membranas en los

gue participan algunas anexinas. Se muestran en la figura ejemplos de anexinas de las cuales se
dispone de evidencias experimentales a favor de su implicacién en procesos de endocitosis y exocitosis. La
interaccién de las anexinas con el citoesqueleto mediante su asociacién a vesiculas puede jugar un papel
importante en la organizacion de subdominios de membrana y en el transporte de vesiculas de la regién

trans-Golgi a la membrana plasmética y viceversa. *°

2.1.4 Las Anexinas como herramientas de diagndéstico para enfermedades
humanas.
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Aunque no existe evidencia directa que implique a ningiin miembro individual de
la familia de las anexinas como un gen causante de enfermedad, en ciertas condiciones
clinicas, los cambios en los niveles de expresion de la anexina o la localizacion pueden
contribuir a la progresién de la enfermedad. De esta forma, las anexinas estan
indirectamente relacionadas con algunas de las patologias humanas mas graves, incluidas
las enfermedades cardiovasculares y el cancer.

A pesar de la gran cantidad de datos experimentales, en el caso de estas "
anexinopatias ", la traduccion de los resultados cientificos en conceptos terapéuticos esta
en estadios iniciales, mientras tanto, la importancia de las anexinas como herramienta
diagnostica se estd reconociendo cada vez mas. Por lo tanto, la capacidad de las anexinas
para responder a las alteraciones del entorno celular relacionadas con la enfermedad y
el estrés y restaurar la homeostasis intracelular hace que esta familia de proteinas sea
importante®®.

Estas descripciones adquieren real importancia dado los roles de las anexinas
individuales en la tumorogenesis. Las anexinas tienen una variedad de funciones
celulares, incluida la participacion en las vias de sefializacion celular, la proliferaciéon
celulary la apoptosis. Actualmente los cambios en la expresién de las anexinas, excepto
la anexina A9 y la anexina A13, se han observado en tipos individuales de cancer, lo que

implica las anexinas y cambios en su expresion en el desarrollo y progresién tumoral

(Figuras 6y 7; Tabla 1)%/4.
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Figura 6: Roles de las anexinas individuales en la tumorogenesis.

Tomado de: Mussunoor, S. & Murray, G. |. The role of annexins in tumour development and progression. Journal of Pathology 216,
131-140 (2008).

Tabla 1: Relacién de los cambios de expresion de las anexinas en diferentes tipos de
tumores. 474,
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Anexinas Expresion aumentada Expresion disminuida
Adenocarcinoma de esofago Adenocarcinoma de prostata
Adenocarcinoma de estomago Carcinoma escamoso de esafago
Adenocarcinoma colorectal Carcinoma escamoso de cabeza y cuello

AL Adenocarcinoma de pancreas Carcinoma de mama
Carcinoma de rifidn Carcinoma de cérvix (Wangy col., 2008)
Hepatocarcinoma
Adenocarcinoma de pulman
Leucemia linfoide
Adenocarcinoma de estomago
Adenocarcinoma colorectal
_ Adenocarcinoma de pancreas Adenocarcinoma de prostata
Az Carcinoma de rifidn
Glioma
Hepatocarcinoma
Carcinoma colorectal
a3 Adenocarcinoma de prostata
Cancer de ovario (Yany col., 2010}
Adenocarcinoma colorectal
a4 Carcinoma de rifidn Carcinoma de prostata
Cancer de ovario (Miao y col., 2009)
a5 Carcinoma de cabeza y cuello (Melle y
col., 2003)
Ab Melanoma
Adenocarcinoma de mama Adenocarcinoma de prostata
A7 Glioma
Adenocarcinoma de pancreas Adenocarcinoma de mama
AB Leucemia promielocitica aguda
Carcinoma escamoso de cabeza y cuello
A3 (Resultados preliminares del grupo)
AL0 Carcinoma de higado
Carcinoma gastrico (Kim v col., 2009)
) Carcinoma de prostata
A1l Adenocarcinoma colorectal . .
Cancer de ovario
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Figura 7: Analisis de la expresidn génica de las anexinas humanas en diferentes tejidos,
mediante RT-PCR. #

Garcia, M. Anexinas - Evolucion Molecular, Prediccién de Nuevos Motivos Funcionales y Estudios Experimentales de Modelos
Atipicos TESIS DOCTORAL. Universidad de Oviedo (2011).
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La Anexina A9 (ANXA9) es un miembro de superfamilia de las anexinas; su gen fue
primero identificado por el andlisis de la secuencia expresada (ESTs) en copias del cDNA
del dbEST del higado/ bazo fetales 8. Conocida también con los siguientes sinénimos:
annexin-9, annexin-31, annexin XXXI, pemphaxin; se localiza en 1921, y su masa
molecular (nimero de aminodcidos) es de 38 364 Da (345)*.

La comparacién de las secuencias reveld que el mas cercano homdlogo a la
anexina A9 es la anexina A2 ,con una semejanza que alcanza aproximadamente el 40% a
nivel de la proteina 4. Este descubrimiento hace de la ANXA9 un objeto interesante para
estudios bioquimicos y moleculares 8.

La anexina A9 humana se localiza en la capa de piel mas queratinizada y externa,
en el tubulo contorneado distal de rifidn y en células de mama, pudiendo ser buenos
modelos de estudio con importancia funcional y presentando importantes diferencias en
comparacién con otras anexinas. La anexina A9 se localiza en el citoplasma celular y
presenta una destacada localizacién con proteinas marcadoras de citoesqueleto
(queratinasy tubulinas), pudiendo sugerir un papel en procesos de trafico de membranas
y/o dindmica del citoesqueleto. La anexina A9 presenta en regiones accesibles motivos
“KGD” precedidos por regiones ricas en aminodcidos basicos e hidrofébicos, siendo estos
motivos “KGD” dianas de la sefializacidn, responsables de la morfologia fibrilar observada
en experimentos de mutagénesis y transfeccion celular 4°.

La anexina A9 humana, que procede de una duplicacion génica de la anexina A2,
presenta la pérdida completa de los cuatro sitios tipo Il de unidn a calcio mediante
seleccién evolutiva y también presenta en zonas adyacentes y accesibles a posibles
ligandos, motivos “H/R/KGD” y regiones con una concentracion de carga negativa

(parches) en su superficie (Figura 9) °°.
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Figura 9: Modelo tridimensionales de ANXAS humana.
Figura 8: Estructura de la ANXA9

Panel A: comparacion de los pHMM del cuarto dominio de las anexinas humanas ANXAS5
y ANXA9 donde se destaca, con flechas negras, la importancia funcional de los motivos
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de unién calcio “GxGT...38 residuos...E/D” y con flechas rojas el motivo “KGD” precedido
por una region rica en residuos de lisina.

Panel B: modelos de mecanismos de interaccion con ligandos con la representacion
tridimensional, con cintas, de los cuatro dominios anexina de ANXA9 humana por
separado en vista lateral, destacando los residuos aminoacidicos, representados con
esferas y bastones, responsables de posibles interacciones y los motivos “R/H/KGD”
representados en bastones y circulo rojo de trazo discontinuo.

Panel C: analisis de la topologia de la superficie de ANXAS humana con la identificacion
de regiones con interés funcional basado en sus propiedades de hidrofobicidad y de
potencial electrostatico.

Panel D: vista superior del modelo estructural de la ANXA9 humana representado con
cintas y destacando las mutaciones de un nucledtido (SNPs)no sindnimas en bastones y

esferas con un circulo rojo de trazo continuo.
Garcia, M. Anexinas - Evolucién Molecular , Prediccién de Nuevos Motivos Funcionales y Estudios Experimentales de Modelos
Atipicos TESIS DOCTORAL. Universidad de Oviedo (2011).






2.3-ASPECTOS
GENERALES DE LA
ANEXINA A10.
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La anexina A10 (ANXA10) es una relativamente nueva adicion a la familia de las
anexinas. La A10 se identificd en 1999 a partir del anadlisis informatico de secuencias
expresadas (ESTs) presentes en el correspondiente banco de datos (dbEST) mediante la
comparacién con las secuencias de todas las subfamilias conocidas hasta entonces. Las
ESTs humanay murina, secuenciadas totalmente, procedian de fibroblastos embrionarios
de pulmon, para el caso de la anexina A10 humana, mientras que la de ratén procedia de
una genoteca embrionaria total. A partir de las secuencias de nucledtidos de estos cDNAs
se dedujeron las secuencias proteicas correspondientes. El grado de identidad
nucleotidica (86,9%) y aminoacidica (89,2%) entre la secuencia humana y murina
confirmd que se trataba de ortélogos del mismo gen, que se denomind anexina A10

siguiendo las nuevas normas de nomenclatura 3.

El gen de la Anexina A10 se encuentra en el cromosoma 4¢33, y su masa molecular

(cantidad de aminodcidos) es de 37 278 Da (324) .*".

La estructura primaria de esta anexina resulta atipica al carecer de los 4 sitios tipo
[l de unién a calcio, conservando Unicamente el de la repeticion 2 de la tétrada en
mamiferos euterios y metaterios. Esta caracteristica podria tener consecuencias en las
propiedades de agregacion y asociacion a membranas que pueda presentar esta
proteina, si bien la retencion de un Unico motivo de unidon a calcio en la repeticion 2

puede tener un significado especial en la capacidad de unién a membranas 2.

Los 20 primeros aminoacidos en esta proteina de 37 kDa forman el extremo
amino, por lo que podriamos clasificar la anexina A10 dentro del grupo de anexinas que

presentan un extremo amino relativamente corto, pero ligeramente hidrofébico (Phe-2)
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y potencialmente reactivo (Cys-3). Otra diferencia es que el punto isoeléctrico (pl) de esta
anexina es de 5.4, ligeramente mas acido que el correspondiente a la mayoria de anexinas
humanas y de ratén (pl= 5.95 +0.85). La composicion aminoacidica general de esta
proteina presenta diferencias notables con respecto a otras anexinas, como son un bajo
contenido en Glu, Ser y Thr y un alto contenido en His, Asn y Pro, que afectarian a su
estabilidad conformacional, y en Trp, Phe y Met que podrian desempefiar una importante
funcion en la interaccion con membranas. La anexina A10 humana que conserva sélo un
sitio tipo Il de unidn a calcio en el dominio 2 (o ninguno en al menos 6 mamiferos) pero
posee en su lugar en los dominios 1, 3y 4, en los lazos interhélice, aminoacidos como por
ejemplo fenilalanina, triptéfano y un nimero elevado de residuos de cisteina en su
secuencia. Estos aminoacidos, debido a sus caracteristicas fisicoquimicas (hidrofdbica,
aromatica y de gran tamafio) o a su disposicion tridimensional, junto con el hecho de
estar localizados en zonas accesibles de la molécula, pueden definir nuevos mecanismos
de interaccién de estas anexinas atipicas con ligandos intra o extracelulares. La
importancia de los residuos de Cys reside principalmente en que podrian participar
activamente formando enlaces covalentes por puentes disulfuro dependiendo del estado
de éxido-reduccién celular. Los aminoacidos como Trp y Phe (aminodcidos aromaticos)
serian capaces de alterar la hidrofobicidad y mediante resonancia electrdnica

favorecerian la interaccidn con lipidos dentro de la membrana °°.
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Figura 9: Modelo tridimensionales de ANXA10 humana.

Nuevos mecanismos independientes de calcio: papel de los residuos de Cisteina.
Panel A: modelos tridimensionales de analisis de la topologia de las anexinas
ANXA10 humana (10 Cys) y ANXD2 de Picea glauca (16Cys) donde se destacan en amarillo la
localizacién de los residuos de Cys en la superficie de las moléculas. También se muestra un
detalle del mecanismo de dimerizacion a través de un puente disulfuro (Cluspro 2.0).
Panel B:modelo pHMM correspondiente al cuarto dominio de ANXA10 destacando con flechas azules la
gran importancia funcional que poseen los residuos Cys, su frecuencia y su localizacién

(proxima a los lazos interhélice).

Panel C: representacion esquematica de la anexina del tunicado Botryllus schlosseri que presenta un
extremo amino muy rico en residuos de Cys (15) y un motivo “KGD” en el dominio 4.

Silvia Martin AlImedina. ANEXINA A10, un nuevo modelo estructural con expresion génica y funcidn asociada a procesos de secrecién
celular. (Universidad de Oviedo, 2010).
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2.4.-ANEXINAASY
CANCER.
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El gen de la anexina A9 se expresa abundantemente en lineas celulares de cancer
de mama (MCF7) y en tejidos y células de tipo epidérmico. Se ha detectado también la
expresion del mRNA de la anexina A9 en una gran variedad de tejidos humanos,
observandose variaciones en los niveles de expresion en algunos tejidos y siendo estos
niveles mas elevados en rifidn y piel. El gen de la anexina A9 presenta variaciones en los
niveles de expresién en tejidos como colon, laringe y estdmago, asociadas al desarrollo

de procesos tumorales .

No existen datos suficientes sobre la expresién de la anexina A9 en los carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello, siendo asi mismo escasos los estudios sobre su
expresion en la mucosa normal de la via aéreo-digestiva superior o en relacion con otra

patologia, lo cual afiade un especial interés a su estudio.






2.5.-ANEXINA A10Y
CANCER.
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La informacién de la que disponemos sobre los patrones de expresién génicay la
regulacion del gen de la anexina A10 no es muy abundante, y la mayor parte de esta
informacién proviene del anélisis de las bases de datos de secuencias expresadas (ESTs)

y de hibridacién de microarrays .

Estudios de este tipo ya han puesto en evidencia la presencia de la expresion
génica de esta anexina en estémago, pancreas e intestino °2. De hecho, una de las
secuencias correspondientes al cDNA de la anexina A10, se describié como la de un gen
expresado de forma diferencial en un adenocarcinoma de pancreas aislado de la

metastasis en higado®.

Un estudio clinico realizado en pacientes con diferentes subtipos de leucemia
mieloide aguda (LMA) ha identificado a la anexina A10 como una de las proteinas cuya
expresion se vio mas significativamente alterada con respecto al grupo control. Segun los
datos publicados, la expresién génica de la anexina A10 se ve reducida en todos los

subtipos de AML estudiados, excepto en leucemia monocitica aguda °3.

El estudio de la regulacion de la expresién génica de anexinas en pituitaria
anterior ha revelado la sobreexpresion del gen de la anexina A10 en ratones sin tiroides
y como esta expresion se vuelve a normalizar cuando los ratones son tratados durante 3

dias con tiroxina (T4) >%.

La caracterizacion de los perfiles de expresidn génica en mastocitos aislados de la
mucosa y submucosa gdstrica murina ha permitido identificar a la anexina A10 como uno
de los genes altamente expresados en aquellos mastocitos localizados en la mucosa °°.

Estudios similares encaminados a la busqueda de genes marcadores de células M han
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revelado la expresion de esta anexina en este tipo celular localizado en el epitelio folicular
de las placas de Peyer intestinales °6. La Anexina A10 ha sido implicada en funciones
celulares como endocitosis y exocitosis, actividad anticoagulante, interacciones con el
citoesqueleto, diferenciacién y proliferacion celular, y se ha relacionado su actividad en
esoéfago de Barret, cancer géstrico®’>8,vejiga *° y hepatocarcinoma,asi como su expresion
en carcinoma de orofaringe®. Estudios mas concretos y centrados expresamente en el
estudio de esta nueva anexina han revelado que los niveles de expresion génica de la
anexina A10 se reducen drasticamente en céncer hepatocelular y gastrico 63, En el
primero de los casos, la reduccién de la expresion del gen de la anexina A10 se ha
correlacionado con mutaciones en p53, fenotipo maligno de los hepatocitos, invasion
vascular y progresion del cancer hepatocelular. El gen de la anexina A10 humano se ha
localizado, mediante la técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH), en el
cromosoma 4q33 4752, Precisamente, el cromosoma 4q contiene una de las regiones con
mavyor frecuencia de pérdida alélica en hepatocarcinoma %31, por lo que la reduccién de
la expresiéon de este gen se ha relacionado con dicho fendmeno, no sélo en cancer
hepatocelular sino también en cancer gastrico. Mediante hibridacion gendmica
comparativa se ha detectado pérdida del locus correspondiente al gen de la anexina A10
en el cromosoma 4933 en varias lineas celulares de carcinoma gastrico asociada a una
disminucidn de la expresion del gen ®. Estos resultados sugieren que la anexina A10
podria funcionar como un gen supresor de tumores en tejido hepatico y gastrico. Como
confirmacion adicional de este caracter de gen supresor, recientemente se ha incluido a
la anexina A10 en un grupo de 12 genes que se expresan de forma diferencial en
carcinoma de vejiga y que se proponen como de gran utilidad en el diagndstico de este

tipo de cancer®.
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La expresién de ANXA10 es rara y ha sido descrita en el higado y en las células del
sistema MALT en el tracto gastrointestinal. Ademas, ANXA10 se ha relacionado con el mal
prondstico tanto en el carcinoma hepatocelular como en el carcinoma gastrico. De esta
forma, ANXA10 disminuido se ha correlacionado con invasion aumentada en una linea
celular del cancer colorrectal y con proliferacion aumentada y migracion en céncer
gastrico. Ademas, la sobrerregulacién de S100A4, que es considerado un mediador en las
metastasis, ha sido asociado con niveles disminuidos de ANXA10 en una linea celular de
cancer de pulmon. Estudios recientes en lineas celulares de cancer de vejiga, demuestran
gue niveles disminuidos de ANXA10 inducen la regulacion de S1004A relacionandose con
el fenotipo de invasion y metdstasis. La disminucion de funcién de ANXA10 en una linea
celular de cancer de vejiga causd un aumento de la proliferacién y la migracion >°. Esto
resultados concuerdan con estudios en lineas celulares, revelando que la disminucién en
la expresion de la ANXA10 se correlaciond con un aumento de la invasion, la proliferacién

y la migracién en una linea celular de céncer colorrectal ©°.

El analisis de todos estos hechos nos llevd a enfocar nuestro interés en el estudio
de la expresion de las anexinas A9 y A10 en la progresién tumoral de los carcinomas
epidermoides de cabezay cuello (CECC), dada la ausencia de datos sobre su posible papel

en estos carcinomas.
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El objetivo global de esta tesis ha sido investigar el significado clinico y bioldgico
de la expresion de las Anexinas A9 y A10 en los carcinomas epidermoides de cabeza y
cuello y contribuir a un mejor conocimiento de los mecanismos y las consecuencias de la
expresion alterada de dichas proteinas, asi como su impacto en el prondstico de los
pacientes y el resultado de la enfermedad. Consideramos que desentrafiar el papel que
las alteraciones en la expresién de las Anexinas A9 y A10 tienen en el crecimiento y la
invasividad de los carcinomas epidermoides de cabeza y cuello, reviste interés no solo
por su contribucidn a un mejor conocimiento de la biologia tumoral, sino porque
permitiria ampliar extraordinariamente las perspectivas de descubrir nuevos

biomarcadores y nuevas dianas moleculares para el desarrollo de futuras terapias.

Planteamos los siguientes objetivos especificos:

1.- Analizar la expresion de las Anexinas A9 y A10 en carcinomas epidermoides de
cabeza y cuello, comparandola con la del epitelio sano adyacente.

2.- Determinar la relaciéon entre la expresiéon de dichas anexinas y las
caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores.

3.- Establecer la correlacion entre los niveles de expresion de las Anexinas A9 y
A10 en los tumores y la evolucidn clinica de los pacientes.

4.- Validar los resultados mediante andlisis in silico de datos transcriptomicos de

la cohorte de carcinomas epidermoides de cabeza y cuello de la TCGA.






4 MATERIALES Y
METODOS:
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4.1.-Muestras de tejidos

Para disponer de una muestra homogénea, se obtuvieron del archivo de Anatomia
Patoldgica del Hospital Universitario Central de Asturias muestras de tejidos quirurgicos
de 382 pacientes diagnosticados de carcinoma epidermoide (140 de amigdala, 109 de
base de la lengua, 65 de hipofaringe y 68 laringeos). El epitelio normal se obtuvo de
hombres adultos, no fumadores y no bebedores, pacientes operados de amigdalectomia
debido a amigdalitis cronica y pacientes operados de lesiones de cuerdas vocales
benignas (por ejemplo, pdlipos, quistes). En total se construyeron 15 matrices tisulares
(tissue arrays, TMA) con muestras obtenidas de dichos casos, cada una de las cuales
contenia epitelio normal. Las muestras fueron obtenidas del biobanco del HUCA,
siguiendo las guias del comité de ética del Hospital. Se seleccionaron secciones
representativas de los tejidos para el estudio y el diagndstico fue confirmado para cada
lesién por un patélogo. Todos los pacientes fueron tratados quirdrgicamente, y ninguno
habia recibido radioterapia y/o quimioterapia previa a la intervencion, y tenian un
seguimiento de por lo menos 5 afios o hasta el fallecimiento por el tumor. Los TMAs
fueron construidos en el Biobanco del HUCA, seleccionando 3 areas representativas de
cada tumor, de las cuales se obtuvieron cilindros de 1Imm que fueron incluidos en el TMA.

En cada TMA se incluyeron también representaciones de mucosa normal.

Las caracteristicas de los pacientes estudiados y los rasgos clinico-patologicos de
sus tumores (localizacidn, clasificacion pT, clasificacion pN, estadio de la enfermedad, y
grado histopatoldgico) se muestran en la tabla 2. El estadio de la enfermedad fue
determinado después de la reseccién quirurgica del tumor, de acuerdo con el sistema

TNM de la Unidn internacional contra el Cancer (72 edicién). El grado histoldgico fue
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determinado de acuerdo con el grado de diferenciacion del tumor (Clasificacion de
Broders). Solo 16 pacientes eran mujeres, la edad media fue de 59 afios (rango entre 30
y 86 aflos) y la mediana de 57 afios. Todos excepto 17 eran fumadores habituales; 205
moderados (1-50 paquetes/afio) y 151 con consumo elevado (> 50 paquetes/afio). Y 343
eran consumidores habituales de alcohol; 142 moderados (< 40 gr/dia) y 201 con

consumo elevado (> 41 gr/dia).
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Tabla 2. Resumen de las caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes con
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello

Numero total de
Caracteristica pacientes

Promedio de edad a la reseccion | 59(30-86 afios)

(rango):

Localizacion

Orofaringe 249 (65%)
Hipofaringe 65(17%)
Laringe 68(18%)

Clasificacion pT

T1 39 (10%)
T2 81(21%)
T3 129(34%)
T4 133(35%)

Clasificacion pN

NO 107 (28%)
N1 47(12%)
N2 186 (49%)
N3 42(11%)

Estadio de la enfermedad

I 21(5%)
I 26 (7%)
I 66 (17%)
IV 269(71%)
Grado histopatolégico
Bien-diferenciado 152(40%)
Moderadamente-diferenciado 149(39%)
Pobremente-diferenciado 81(21%)
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Total 382

4.2. Deteccion de VPH

La deteccion de ADN de VPH de alto riesgo y genotipado se realizd6 empleando un
triple método (inmunohistoquimico, PCR, e hibridacion “in situ”) como se resume a

continuacion.

Todos los casos fueron evaluados mediante la determinacion
inmunohistoquimica de la expresion de p16y p53, y aquellos casos que presentaban una
tincion positiva para p16, fueron sometidos a deteccién del ADN de VPH de alto riesgo
mediante la reaccion de la cadena de polimerasa (PCR) empleando los cebadores de
consenso GP5+/6+, y posterior genotipado mediante inmunoensayo enzimatico (EIA)
para la deteccidon de 14 subtipos de VPH de alto riego (HPV 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 llevd a cabo por
hibridacién, empleando la plataforma Luminex. Los casos positivos al realizar la PCR con
los cebadores GP5+/6+, fueron sometidos para confirmacién adicional a una PCR
especifica para HPV 16 usando cebadores localizados en el gen E7 (fw:
GAGGAGGAGGATGAAATAGATGGT, y re: TTGTACGCACAACCGAAGC). En todos los
experimentos se realizaron en paralelo reacciones sin afiadir muestra alguna para

descartar contaminacion.

Para una mayor seguridad en la deteccién del ADN viral se llevé a cabo también

en todos los casos una hibridacion “in situ” (ISH) con sondas de ADN de VPH biotinilado
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gue reaccionaba con los tipos de HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68

(kit Y1443, Dako) en secciones de tejido fijados con formalina e incluidos en parafina.

Secciones de tejido de 4 micrometros fueron desparafinizadas en xileno,
rehidratadas con alcohol y secadas al aire. Las secciones fueron luego tratadas con
proteinasa K para que las muestras de ADN fueran accesibles a las sondas biotiniladas, y
posteriormente fueron nuevamente deshidratadas mediante un gradiente de alcoholes.
A continuacion, las sondas de ADN fueron afiadidas a la preparacién y se colocé un cubre-

objetos.

Las sondas y el ADN diana fueron desnaturalizados colocando los portaobjetos en
una superficie calentadora plana a 922C durante 5 minutos. Tras la desnaturalizacién, los
portaobjetos fueron colocados en una cdmara humeda pre-calentada a 379C durante 16
horas para que se produjese la hibridacion. La deteccion de la sonda hibridada, se llevo a
cabo usando el GenPoint Detection System (K0620, Dako) siguiendo las instrucciones

proporcionadas con el kit.

Como control positivo se emplearon muestras de carcinoma de cérvix uterino
positivas para el HPV-16. Los resultados fueron evaluados por dos observadores
independientes. La tinciéon focal con diaminobenzidina en el nucleo de las células

tumorales se considerd HPV positivo.

De las 382 muestras, 10 pacientes (8 pacientes con carcinoma de orofaringe, 1
con carcinoma de hipofaringe, y 1 con carcinoma de laringe) fueron positivos para la
infeccion por VPH: presentaron expresion positiva de pl6 y negativa de p53, con
deteccién del ADN del VPH, y resultado positivo en la ISH; en todos los casos se trataba

del VPH-16. Dado que los tumores de etiologia por VPH son clinica y molecularmente
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diferentes de los no relacionados con el VPH, los casos VPH-positivos se excluyeron del
andlisis de las correlaciones clinico-patolégicas para obtener una muestra mas

homogénea.

4.3.- Estudio inmunohistogquimico de la expresién de las anexinas A9 y A10

Secciones seriadas de 3 um de cada TMA (“tissue array”) fueron adheridas en
portas siliconizados Flex IHC microscope (DAKO, Glostrup, Dinamarca), desparafinadas
con xileno e hidratadas en concentraciones graduales decrecientes de alcohol segun el
modo convencional. A continuacion, se llevo a cabo el desenmascaramiento antigénico
utilizando proteinasa K durante 10 minutos. La tincion de las secciones se realizd
automaticamente a temperatura ambiente en una estacién de trabajo (Dako Autostainer
Plus) utilizando anticuerpos primarios policlonales anti-anexina A9 o anti-anexina A10
(generados en el laboratorio de la Dra. Pilar Fernandez, Departamento de Bioquimica,
Universidad de Oviedo) a una dilucion de 1:100 durante 30 & 45 minutos,
respectivamente. La inmunodeteccién se realizé utilizando como sistema de visualizacién
el kit Dako EnVision Flex + (Dako Autostainer), empleando como cromdgeno

diaminobenzidina.

Como ultimo paso se contrastd la preparacién con hematoxilina durante 8
minutos. Después de la tincion, los portaobjetos fueron deshidratados mediante
alcoholes de graduacion creciente y montados con un cubreobjetos usando un medio

estandar.

Los portaobjetos fueron analizados de forma aleatoria, sin datos clinicos por dos
investigadores. Se asign® una puntuacion en funcion de la intensidad de la tincion

citoplasmatica y/o membranosa de forma semicuantitativa en tres grados: nula (0), débil



Programa de biomedicina y oncologia molecular| Maria Cecilia Salom Lucena

(1), o fuerte (2). Con fines estadisticos la intensidad de la tincién se dicotomizo en nula'y
débil-fuerte. En todos los experimentos se utilizaron controles de mucosa normal,
controles positivos (muestras tumorales que expresaban ambas anexinas), y controles

negativos, en los que se omitié el anticuerpo primario.

4.4.- Anadlisis “in silico” de la expresion del ARNm de ANXA9 y ANXA10
utilizando los datos del cancer de cabeza y cuello del Atlas del Genoma del
Céancer (TCGA)

Para ampliar y confirmar nuestros resultados, también realizamos el analisis de los datos
del transcriptoma de la cohorte de cancer de cabeza y cuello del atlas TCGA, a la que se
accediod a través de la publicacién original®, o utilizando la plataforma cBioPortal de
Genomica del Cancer (http://cbioportal.org/) y las herramientas web de la UALCAN

(http://ualcan.path.uab.edu/).

4.5.- Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado con ayuda del paquete estadistico SPSS versién
19.0. Las puntuaciones de tincion inmunohistoquimica fueron comparadas dentro de los
grupos estratificados con respecto a parametros clinico-patolégicos (clasificacion T,
clasificacion N, grado de diferenciacion, estadio y recidiva) y dentro del grupo en

conjunto. Para esta comparacién usamos el test de Chi-cuadrado.

Las curvas de supervivencia fueron calculadas usando el método de Kaplan-Meier.
Las muertes por causas distintas al tumor indice o sus metastasis no fueron consideradas
fallos del tratamiento, y estos pacientes fueron censurados del analisis final de la

supervivencia especifica para la enfermedad. Las diferencias entre las curvas de
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supervivencia fueron analizadas por el método Long Rank. Los valores de P de <0.05 se

consideraron estadisticamente significativos.






5. RESULTADOS
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5.1.-ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO
5.1.1. Expresién de las anexinas A9 y A10 en epitelio normal

El epitelio escamoso estratificado no queratinizado mostro diferentes patrones
de expresidn para las dos anexinas estudiadas. La expresion de ANXA9 estuvo ausente en
las células basales y parabasales, mientras que la expresién aumentd hacia las capas mas
diferenciadas del epitelio (Figura 10A). En contraste con esto, se detectd una expresion
de ANXA10 negativa en todas las capas celulares del epitelio normal, con tincion sélo en

la superficie (Figura 10D).
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Figura 10. Andlisis inmunohistoquimico de anexinas A9 (ANXA9) y A10 (ANXA10) expresion en
carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) muestras de tejido. Ejemplos
representativos de la expresion de ANXA9 (A) y ANXA10 (D) en epitelio normal, expresion de
ANXA9 (B) y ANXA10 (E) positiva en carcinomas y expresion de ANXA9 (C) y ANXA10 (F)
negativa en carcinomas. Ampliacién original x 40.
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5.1.2.- Expresién de la anexina A9 en los carcinomas

El analisis inmunohistoquimico de la expresion de ANXA9 se evalud con éxito en
36 de 382 muestras de tumores: 152 (43%) mostraron expresién negativa, 166 (47%)
expresion débil, y 38 (10%) expresion fuerte. Es decir, 152 casos se consideraron
negativos (43%) y 204 (57%) positivos En relacién con el VPH, de los 10 casos VPH
positivos, 6 casos mostraron expresion negativa y 4 positiva, es decir, el porcentaje de
casos negativos era mas elevado entre los VPH+, aunque sin diferencias significativas

(P=0,33).

De los 346 casos VPH-negativos, doscientos de ellos (58%) mostraron una
expresion positiva de ANXA9 predominantemente con un patrén membranoso, aunque
en algunos casos también se observod expresion citoplasmica (Figura 11B, C). La relacién
entre la expresion de ANXA9 vy las caracteristicas clinico-patoldgicas se muestra en la
Tabla 3. La expresion positiva de ANXA9 se asocié de manera fuerte y significativa con el
grado de diferenciacién de los tumores (P <0,001). Se puede observar como la expresion
de ANXA9 se encontrd principalmente en tumores bien diferenciados, mientras que la
expresion se redujo en tumores moderadamente y pobremente diferenciados (Figura
12A, C). También observamos diferencias en la expresion de ANXA9 entre las diferentes
localizaciones de CCC, siendo la expresion de ANXA9 significativamente mayor en los

tumores orofaringeos (P <0,001).

No observamos relacion entre la expresion de la ANXA9 y el tamafio del tumor
primario (P=0,377). Tampoco observamos diferencias significativas en la expresion de la
anexina A9 entre los casos con y sin metastasis ganglionares (p=0,616). En cuanto a la

distribucion por estadios, no se observan diferencias (P=0,124), aunque se aprecia que
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la expresion positiva es mas frecuente en los casos en estadios avanzados (IlI-1V) .
Tampoco se observé una relacion significativa entre la expresion de la ANXA9 vy la

recurrencia tumoral (p=0.91).

5.1.3.- Expresién de la anexina A10 en los carcinomas

La expresion de ANXA10 inmunohistoquimica se evalué con éxito en 350 de 382
muestras de tumores. 127 (36%) mostraron expresion negativa, 196 (56%) expresion
débil, y 27 (8%) expresion fuerte. Es decir, 127 casos se consideraron negativos (36%) y
223 (64%) positivos. En relacion con el VPH, de los 10 casos VPH positivos, 6 casos
mostraron expresion negativa y 4 positiva, es decir, al igual que en caso de la ANXA9, el
porcentaje de casos negativos era mas elevado entre los VPH-positivos, aunque sin

diferencias significativas (P=0,179).

En los casos VPH-negativos, la expresion positiva de ANXA10 se observd en un
total de 219 casos (64%), principalmente detectados en el citoplasma de las células
cancerosas (Figura 11 E, F). Ademas, la expresion de ANXA9 y ANXA10 se correlacionaron

significativamente (coeficiente de correlacién de Spearman 0,459, P <0,001).

Similar a ANXA9, la expresién de ANXA10 fue significativamente mayor en los
tumores orofaringeos (P=0,019). Ademas, la expresion de ANXA10 también se asocid
significativamente con el grado de diferenciacion de los tumores (expresion disminuida
con desdiferenciacion, P <0,001, Figura 12 B, D). Y también al igual que en el caso de la
ANXA), no se observaron asociaciones con las clasificaciones T y N, el estadio de la

enfermedad, o la recidiva tumoral (Tabla 3).
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Tabla 3: Relaciéon entre la expresién de ANXAS y ANXA10 y parametros clinicopatoldgicos
en casos VPH-negativos

Expresion Exprfes.i()n
Caracteristicas No. Casos positiva de p Nol.)frisos P‘;:;:’a p
ANXA9 Al:{;:)A ? ANXA10 ANXA10
(%)
Localizacién

Orofaringe 234 166 (71) 231 160 (69)
Hipofaringe 58 17 (29) 0,000 * 55 28 (51) 0,019

Laringe 54 17 (31) 54 31 (57)

pT Clasificacion

T1-T2 100 52 (52) 95 58 (61)
T3 120 73 (61) 0,377 ¢ 119 75 (63) 0,591 *

T4 126 73 (59) 123 83 (67)

pN Clasificacion

NO 87 48 (55) 87 53 (61)

N1-3 259 152 (59) 06167 253 166 (66) 04397
Estadio

I-1I 33 14 (42) 32 19 (59)
111 61 39 (64) 0,124 ¢ 60 39 (65) 0,822 ¢

v 252 147 (58) 248 161 (65)

Grado de diferenciacion

Bien-diferenciado 136 98 (72) 134 103 (77)
Moderadamente-diferenciado 137 73 (53) 0,000 * 137 85 (62) 0,000 #

Pobremente-diferenciado 73 29 (40) 69 31 (45)

Recurrencia

No 132 77 (58) 132 80 (61)
Si 214 123 (57) 0917 208 139 (67) 02487

Total 346 200 (58) 340 219 (64)

# Chi-cuadrado and * Prueba exacta de Fisher.
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Figura 11: Expresion de las proteinas ANXA9 y ANXA10 en muestras de CCC segun
el grado de diferenciacion. Ejemplos representativos de tumores bien diferenciados que
muestran expresion positiva de ANXA9 (A) y ANXA10 (B), y tumores poco diferenciados
que muestran expresién negativa de expresion de ANXA9 (C) y ANXA10 (D) en

carcinomas. Ampliacion original 40 x.
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5.2. Andlisis “in silico” de la expresion del ARNm de ANXAS y ANXA10
utilizando los datos de cancer de cabeza y cuello del Atlas del Genoma del
Cancer (TCGA)

Mediante el andlisis bioinformatico de los datos del transcriptoma de la cohorte
de cancer de cabeza y cuello del TCGA se encontrd que los niveles de ARNm de ANXA9
disminuyeron significativamente en los tumores primarios en comparacion con las
muestras de tejido normal (P <0,001; Figura 13A), mientras que los niveles de ARNm de
ANXA10 aumentaron en los tumores frente al tejido normal (P <0,001; Figura 3B). Estos
resultados estan de acuerdo con nuestras observaciones a nivel de proteina. Ademas, se
evaluaron las posibles correlaciones entre la expresion del ARNm de ANXA9 y ANXA10 y
el grado de diferenciaciéon del tumor utilizando una cohorte homogénea de 243 pacientes
con carcinomas de cabeza y cuello negativos al VPH, como los de nuestra serie.
Encontramos que los niveles de ARNm de ANXA9 se correlacionaron inversa vy
significativamente con el grado de diferenciacion histoldgica (coeficiente de correlaciéon
de Spearman -0.244, P <0.001; Figura 13C). De acuerdo con nuestros datos de expresion
de proteina por inmunohistoquimica, los niveles de ARNm de ANXA9 fueron mas altos en
tumores bien diferenciados que en tumores moderadamente y poco diferenciados. Sin
embargo, los niveles de ARNm de ANXA10 no se correlacionaron significativamente con
el grado del tumor (P = 0.605; Figura 13D), en contra de nuestros resultados a nivel de

proteina.
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Figura 12. Analisis de la expresion del ARNm de ANXA9 y ANXA10 utilizando datos RNAseq
de las cohortes de cancer de cabeza y cuello del TCGA. Las graficas de caja comparan los
niveles de expresion de ARNm de ANXA9 (A) y ANXA10 (B) en tumores primarios (rojo)
versus tejido normal (azul) utilizando los recursos en linea de UALCAN
(http://ualcan.path.uab.edu/). Se muestran la mediana, los cuartiles y el rango de valores.

La expresion de ANXA9 (C) y ANXA10 (D) (RNA seq V2 RSEM, z-score umbral + 2) se analizd
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en relacion con el grado de diferenciacion del tumor, categorizado como bien
diferenciado (G1), moderadamente diferenciado (G2) y poco diferenciado (G3) utilizando
la cohorte TCGA HPV-negativa (n = 243). Las lineas horizontales (rojo) representan los

valores medianos, con rango intercuartil.

5.3.- Andlisis de Supervivencia

De los 382 pacientes incluidos en el estudio, no presentaron recidiva durante el
seguimiento 153 casos (40%), 57 presentaron recidiva local (15%), 31 regional (8%), 69
metastasis a distancia (18%), 37 recidiva locorregional (10%), y 35 recidiva locorregional
y metdstasis (9%). 42 pacientes (11%) presentaron un segundo tumor primario (la
localizacion mas frecuente fue el pulmdn). Al final del periodo de seguimiento 113
pacientes se hallaban vivos sin tumor (30%), 206 habian fallecido por el tumor (54%), y
63 habian fallecido por otra causa (16%). La supervivencia especifica a los 5 afios fue del

40% vy la supervivencia global del 31%.

Si consideramos los casos HPV-positivos, 5 casos no presentaron recidiva (50%),
uno presento recidiva local (10%), dos regional (20%), y dos locorregional (20%). Ningun
caso presento metdstasis a distancia ni desarrolld segundos tumores primarios. Al final
del seguimiento 6 pacientes se hallaban vivos sin tumor (60%) y 4 habian fallecido por el
tumor (40%). La supervivencia especifica a los 5 afios de estos casos fue del 57% vy la
supervivencia global también del 57%. Como se puede apreciar, los pacientes HPV-
positivos presentan mejor prondstico, aunque es escaso nimero de casos impide realizar

un estudio estadistico. Estos casos se eliminan para el resto del andlisis de supervivencia.
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En los casos HPV-negativos se observé que, tal como seria de esperar, la
localizacion tumoral, la clasificaciéon T, la clasificacién N, y el estadio se asociaban de

forma significativa con la supervivencia especifica para la enfermedad (Figura 14).
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Figura 13: Curvas de supervivencia especifica para la enfermedad en funcién de la
localizacion tumoral (A), clasificacion T (B), clasificacién N (C) y estadio tumoral (D).
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La relacion entre la expresion de las anexinas A9 y A10 y las recidivas tumorales
se muestra en la tabla 4. Aunque globalmente no hay una diferencia significativa entre
los casos con y sin recidiva tumoral en funcion de la expresion de la ANXA9, se aprecia
como la positividad de la expresién de la ANXA9 es mas frecuente en los casos con

recidiva local y/o regional, y sin embargo mas baja en los casos con metastasis a distancia.

Tabla 4: Relacién entre la expresion de las anexinas A9 y A10 con las recidivas tumorales

Numero ANXA9 Numero de ANXA10
Recidiva tumoral P P
casos Positiva casos Positiva
No 132 77 (58%) 0,024 132 80 (61%) 0,160
Local 55 38 (69%) 53 38 (72%)
Regional 30 21 (70%) 29 21 (72%)
Metdstasis 62 32 (52%) 61 33 (54%)
Locorregional 35 21 (60%) 35 24 (68%)
Loc-reg. y metastasis 32 11 (34%) 30 23 (77%)
Total 346 200 (58%) 340 219 (64%)

lgualmente, la positividad de la expresion de la ANXA10 es mas frecuente en los
casos con recidiva local y/o regional que en los casos sin recidiva o con metdstasis a

distancia.

En cuanto alarelacién de la expresion de la ANXA9 y ANXA10 con la supervivencia
especifica para la enfermedad, no se aprecian diferencias significativas en funcién de la

expresion de estas proteinas, ni en la serie global, ni considerando las diferentes
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localizaciones separadamente (Figuras 14y 15). Aunque si se aprecia que la supervivencia
especifica es menor en los casos con expresion positiva en el caso de la ANXA10, en la

que en la serie completa las diferencias son casi significativas (P=0,077).
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Figura 14: Curvas de supervivencia libre de enfermedad de los pacientes en funcién de la
expresion de la ANXA9 en la serie global (A), en los casos de orofaringe (B), de hipofaringe

(C), y de laringe (D).
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Figura 15: Curvas de supervivencia libre de enfermedad de los pacientes en funcién de la
expresion de la ANXA10 en la serie global (A), en los casos de orofaringe (B), de

hipofaringe (C), y de laringe (D).






6. DISCUSION
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Muchos de los complejos fundamentos bioldgicos de los carcinomas
epidermoides de cabeza y cuello siguen siendo poco conocidos a pesar de los intensivos
estudios. Al igual que otras neoplasias epiteliales, la carcinogénesis de cabeza y cuello
parece desarrollarse a través de un proceso con multiples pasos que involucra cambios
biomoleculares sucesivos*®. De esta manera, la carcinogénesis epitelial ha sido dividida
en 3 fases de iniciacion, promocion y progresion que involucra alteraciones genéticas,
desregulacion de la diferenciacion epitelial, proliferacién anormal, y efectos reguladores
alterados asociados con la anormal expresién de factores celulares que regulan el
crecimiento y desarrollo. La identificacién de las alteraciones moleculares asociadas con
estos eventos podria dar paso al conocimiento de los mecanismos de iniciacion y
progresién de las neoplasias y aportar nuevas herramientas de diagndstico, tratamiento

y prevencion.

La importancia de las anexinas como herramienta diagnostica esta cada dia
incrementando su valor. Su habilidad para responder ante la enfermedad y el estrés
celular apunta a considerarlas como un objetivo para el diagndstico y tratamiento 32. El
alcance actual del analisis global de la expresidon génica utilizando
la protedmica y la tecnologia de chips de ADN lo ha puesto de manifiesto
67 En este estudio se ha descrito, por primera vez, los patrones de expresion de las
proteinas ANXA9 Y ANXA10 en carcinomas epidermoides de cabeza y cuello (orofaringe,
laringe e hipofaringe), asi como sus correlaciones con parametros clinico patoldgicosy la

evolucion de la enfermedad.
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ANEXINA AS

La anexina A9 es un miembro novedoso de la familia de las anexinas cuya
secuenciacion muestra mutaciones en residuos considerados cruciales para la

coordinacién de Ca2 + con otras anexinas®s.

La comparacion de secuencias revelé que el homdélogo mas cercano a la anexina
A9 es la anexina A2, con una similitud que alcanza aproximadamente el 40% de la
proteina® 0.

Para dilucidar si la proteina Anexina A9 se expresa como tal y para caracterizar sus
propiedades bioquimicas se ha probado en extractos celulares con anticuerpos
especificos anti-anexina A9. Estos estudios mostraron que la ANXA9 se encuentra en la
linea celular derivada de hepatocarcinoma humano HepG2, y también se ve
expresada abundantemente en el citosol de las células Hela (de carcinoma de Utero).

En base a los analisis de los datos de microarrays, la anexina A9 se expresa de
forma ubicua en todos los tejidos, pero a diferencia de otras anexinas, en niveles
relativamente bajos. Con el fin de confirmar y ampliar estos datos, se llevd a cabo el
analisis comparativo de la expresion génica de todas las anexinas, incluida la anexina A9,
en distintos tejidos humanos. La anexina A9 humana se expresa en todos los tejidos
ensayados a excepcion del musculo esquelético. Mediante la técnica de RT-PCR se realizo
el estudio de expresion de la anexina A9 en diferentes lineas celulares humanas. Los

niveles de MRNA mas elevados se encuentran en las lineas celulares MCF7, derivadas de
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cancer de mama, y la A431 que es una linea celular de carcinoma epidermoide de piel.
También resultan muy destacados los altos niveles de expresidon de la anexina A9 en la
linea celular Hacat (queratinocitos inmortalizados). Estos resultados confirmarian los
datos de microarrays, donde se observaba que las lineas celulares de cdncer de mama

presentaban niveles de expresion génica de la anexina A9 més altos.*

La expresién de la ANXA9 ha sido estudiada también en algunos tumores sélidos.
En un estudio compuesto por 100 pacientes intervenidos quirdrgicamente por cancer
colo-rectal mostré que los pacientes con alta expresién de ANXA9 presentaban a un
prondstico significativamente peor, y aquellos con baja expresion de ANXA9 mostraron
una mayor supervivencia en comparacion con aquellos con alta expresion. Ademas, este
estudio mostro que la expresion de ANXA9 es un factor de prondstico independiente para
el cancer colo-rectal. Esto sugiere que la malignidad tumoral se correlaciona con la
expresion de ANXA9 y que esto también puede afectar los valores de otros factores
pronosticos en el andlisis multivariante, como la metastasis a distancia. Los autores
sugieren que una via dependiente de ANXA9 puede estar involucrada en la progresiéon

del cdncer colo-rectal’®.

En otro estudio en cancer colorrectal, los pacientes con alta expresion del gen
ANXA9 también tuvieron una supervivencia general mas baja’l. Y en un tercero, la
expresion de la proteina ANXA9 en el cancer colorrectal fue mayor que en la mucosa
normal, y se asocidé con invasion y metastasis linfaticas y, en consecuencia, un peor
prondstico 72, En cancer de mama, también se observé que la expresion del gen ANXA9

se asocia con metdastasis dseas’3. Estos estudios sugieren un papel para ANXA9 en la
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invasion y la metastasis, pero este papel no se pudo confirmar en los canceres de cabeza
y cuello de nuestro estudio, aunque los pacientes con expresion elevada de ANXA9 si que

presentaban una mayor incidencia de recidivas loco-regionales (pero no significativa).

De forma similar comprobamos en nuestro estudio las observaciones descritas
anteriormente con respecto al carcinoma de laringe #, y realizamos por primera vez la

descripcion de su expresién en carcinomas de hipofaringe.

Observamos una expresion de ANXA9 membranosa débil en las células mas
diferenciadas en el epitelio normal. En las células tumorales, la expresién es
principalmente membranosa, similar a la observada para ANXA2’4 y la expresion de
ANXA?9 se asocia principalmente con el grado de diferenciacién del tumor, con una mayor
expresion en casos bien diferenciados. Esto es consistente con el aumento de ANXA9
observado en la diferenciacion de los queratinocitos 7°. Sin embargo, la expresion de
ANXA9 no se asocid con ningun otro parametro clinico y patoldgico o con el prondstico
de los carcinomas de cabeza y cuello. Se obtuvieron resultados analogos al analizar los
datos de RNAseq de las cohortes del TCGA de cancer ce cabeza y cuello disponibles. Por
consiguiente, la regulacidon negativa de ANXA9 se detectd con frecuencia en los
carcinomas epidermoides de cabeza y cuello a niveles tanto de ARNm como de proteina.
Ademas, la expresion de ARNm de ANXA9 en los tumores se correlaciond inversamente
con el grado de diferenciacion histoldgica, lo que confirma nuestros datos de proteina
IHC. Por lo tanto, en conjunto, estos resultados reflejan que los mecanismos reguladores

de la transcripcion contribuyen a la pérdida de expresién de ANXA9 en carcinomas
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epidermoides de cabeza y cuello, como hemos demostrado previamente para los

miembros relacionados funcionalmente y evolutivamente ANXA1y ANXA2 7677,
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ANEXINA A10
Otro ejemplo de anexina atipica es la subfamilia anexina A10, caracterizada por la

desaparicion de tres o cuatro motivos tipo Il de unién a calcio en distintas especies.

En este estudio describimos por vez primera la expresion de ANXA10 en
carcinomas epidermoides de orofaringe, laringe e hipofaringe, hallando su expresion en
el 64% de los casos. En relacion a los pardmetros patoldgicos, sélo se encontrd relacion
con el grado de diferenciacion, siendo menor la expresiéon en los tumores pobremente
diferenciados. También se aprecié una tendencia a una mayor expresion en los casos con
recidiva tumoral, y en consecuencia a una menor supervivencia en los casos con

expresion de ANXA10, aunque sin diferencias significativas.

La frecuente sobreexpresion hallada en nuestro estudio, y la ausencia de relacién
con parametros patoldgicos, sugiere que la expresion de la anexina A10 podria tener un

papel en la iniciacién tumoral en cancer de cabeza y cuello, pero no en la progresion.

En nuestro estudio confirmamos que, la anexina A10 no se expresaba (o0 muy
débilmente) en el epitelio normal. También observamos que ANXA10 se expresaba de
manera variable en el citoplasma de las células cancerosas. De acuerdo con esto, el
anadlisis de los datos del transcriptoma del TCGA de cancer de cabeza y cuello también
demostrd la regulacion positiva de la expresion de ARNm de ANXA10 en tumores en

comparacion con el tejido normal correspondiente.
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Ademas, encontramos que la expresion de ANXA10, como ANXA9, fue menor en
los tumores poco diferenciados, pero no se relaciond con otros parametros clinico-
patoldgicos ni con el prondstico. Sin embargo, no pudimos confirmar la correlacion de la
expresion de la proteina ANXA10 con el grado histoldgico utilizando los datos de RNAseq.
Sin embargo, estos resultados aparentemente contradictorios pueden reflejar la
contribuciéon de mecanismos reguladores adicionales (por ejemplo, traslacionales o
postraduccionales) que conducen a la frecuente regulacién por incremento de la proteina

ANXA10 en mas del 60% de las muestras de tumores.

En otros carcinomas de cabeza y cuello, los carcinomas epidermoides orales,
también se ha observado una sobreexpresién de la Anexina A10 en lineas celulares
derivadas de estos carcinomas’®. Ademas, la regulacion negativa de la ANXA10 produjo
una disminucion de la proliferaciéon celular por inactivacién de ERK. El analisis del ciclo
celular también mostrd que la detencidn en G1 se produjo en las células sin ANXA10 a
través de la expresion disminuida de los inhibidores de las quinasas dependientes de
ciclina (CDKls: p21Cipl y p27Kip1). También se observé que, como en nuestro estudio,
ANXA10 se regulaba al alza con frecuencia en los carcinomas orales primarios, vy la
expresion mas alta de ANXA10 se asociaba con un mayor tamafio tumoral (p = 0,027).
Estos resultados sugieren que la ANXA1O estd relacionada con la regulacion del ciclo
celular en la fase G1 y puede jugar un papel importante en la progresion tumoral en los
carcinomas orales. Para determinar si la funcion de la ANXA10 es relevante para la
progresiéon de los carcinomas orales, se realizaron estudios funcionales usando shRNA,
observando que la supresiéon de ANXA10 disminuia significativamente la proliferacion

celular como resultado de la via de sefializacion inhibida de MAPK con regulacion negativa
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de pERK. Estos resultados indicaron que la expresion de ANXA10 era relevante para la
fosforilacion de ERK y la activacidon de la via de sefializacién ERK / MAPK. La via ERK /
MAPK esta estrechamente controlada por mecanismos de sefiales extracelulares. Esto
incluye el control de las concentraciones de Ca2 + intracelular, lo que permite que el Ca2
+ sirva como un segundo mensajero ’°. Las anexinas, una familia de proteinas altamente
protegidas como Ca2 +, se caracterizan por su capacidad de unirse a los fosfolipidos de
una manera dependiente de Ca2 + y la mayoria de las funciones de anexina estdn
relacionadas con su capacidad para interactuar con las membranas celulares de manera
regulada®?® En base a estas evidencias combinadas con los resultados descritos
sugieren que ANXA10 puede afectar la homeostasis del Ca2 + intracelular y que
interactUa directa o indirectamente con la activacion de las vias de sefializacion de ERK /
MAPK&L, En conclusidn, este estudio indica que la ANXA1O se sobreexpresa con
frecuencia en los carcinomas orales y que esta sobreexpresién puede asociarse con
progresiéon tumoral al promover la progresién del ciclo celular en la fase G1 a través de la
activacion de la via de sefializacion ERK / MAPK, lo que conduce a la disminucién de la
expresion de CDKls. Aunque se necesitan mas estudios para estudiar la interaccion de
ANXA10 vy la via de sefializacion ERK / MAPK, estos datos sugieren que ANXA10
desempefia un papel importante en la proliferacion celular y es probable que la expresion
sea un biomarcador de progresion y un posible objetivo terapéutico en los carcinomas

orales.

Otros canceres relacionados con los de cabeza y cuello son los de eséfago. Los dos
tipos principales de cancer de esdéfago son el adenocarcinoma esofagico (AE) y el

carcinoma escamoso esofagico (ESCC). En un estudio que evalué el transcriptoma de AE
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en comparacion con el esoéfago de Barrett (EB), el epitelio metaplasico que predispone a
AE, y el transcriptoma de ESCC con el epitelio escamoso esofagico normal, también se
hallé una expresion aumentada de la ANXA10 en el ESCCy en el EB82°7. Estos datos, junto
con los anteriormente comentados, sugieren que la expresion aumentada de la ANXA10

parece un evento comun a los carcinomas escamosos aerodigestivos.

Pero la ANXA10 también se ha descrito desregulada en muchos otros tipos
tumorales, pero en sentido contrario: la disminucion de su expresién asociada a la
progresién tumoral. Un estudio analizé la expresion del ARNm de ANXA10 en varios
carcinomas comunes de otros sitios anatémicos como: carcinoma hepatocelular (n=182),
hepatoblastoma (n=5), colangiocarcinoma (n=2), carcinoma colorrectal metastasico
(n=10), hiperplasia nodular focal (n=9) ,carcinoma de ovario (n=16), carcinoma de
pulmon (n=3), y carcinoma de mama (n=10). El ARNm de ANXA10 se expreso en lesiones
hepaticas benignas, como la hiperplasia nodular focal, y disminuyé drasticamente en el
hepatoblastoma. EIl ARNm de ANXA10 se redujo también en 121 (66%) carcinomas
hepatocelulares, y era indetectable o débilmente expresado en carcinomas de ovario,
mama, colon y pulmén, y carcinomas metastasicos de higado. Ademas, el HCC con
regulacion negativa de ANXA10 se asocid con una tasa de supervivencia del paciente
menor a los 4 afios que el CHC con expresion normal de ANXA10 (54% versus 33%, P=

0,0014)%.

También en el cancer gastrico la disminucion de la expresidon de la ANXA10 se ha

asociado con la progresidon tumoral. La pérdida de ADN del locus ANXA10 se encontré en
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varias lineas celulares de cancer gastrico mediante la hibridacion gendmica comparativa
(CGH), y estas lineas celulares mostraron expresién disminuida de ANXA10 mediante
anadlisis de microarrays de oligonucledtidos. Para evaluar mas a fondo la importancia de
la expresién proteica ANXA10 en el carcinoma gastrico, se completé el estudio con
inmunohistoquimica en 585 pacientes utilizando anticuerpo policlonal ANXA10. Mientras
gue ANXA10 se observd principalmente en el nucleo del epitelio gastrico normal, se
obtuvieron resultados de tincidon nuclear débil o negativa para 289 (49,4%) de los 585
carcinomas gastricos. Cuando se analizaron las asociaciones entre la regulacion negativa
de ANXA10 y los pardametros clinicopatolégicos, la pérdida de ANXA10 se encontrd
correlacionada con T (p=0,011), estadio avanzado (p=0,001) y metdstasis ganglionares
(p=0,001). Ademas, las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier revelaron que los
pacientes con un nivel bajo de proteina ANXA10 tenian un prondstico desfavorable
(p<0,016). Sin embargo, no hubo diferencias significativas de supervivencia en el analisis
multivariado entre los sujetos con carcinomas gastricos positivos ANXA10 y aquellos con
carcinomas gastricos negativos ANXA10. Estos autores expandieron el analisis de
expresion a otros canceres humanos primarios, y se encontré que ANXA10 se redujo
notablemente en la mayoria de las muestras de cancer.

En este estudio, se demostré también una correlacion entre la expresién de
ANXA10 vy la diferenciacion del carcinoma gastrico mediante examen histoldgico. La
expresion de ANXA10 se redujo en el adenocarcinoma mucinoso, lo que sugiere que la
pérdida de ANXA10 puede reflejar la pérdida de la funcidon exocitética durante el proceso
de desdiferenciacion en la carcinogénesis gastrica. Ademas, la baja expresion de ANXA10
también se asocid con un mal prondstico. Estos hallazgos sugieren que el gen ANXA10 es

un supresor tumoral en el carcinoma gastrico y que puede desempefiar un papel similar
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en otros carcinomas También sugieren que la inactivacién de ANXA10 por eliminacion
cromosémica puede desempefiar un papel durante la progresién del cancer
gastrico®.Los resultados de este estudio son consistentes con los hallazgos previos que
sugieren que ANXA10 podria actuar como un supresor tumoral en las células del cancer

gastrico al restringir el crecimiento celular e inducir la apoptosis basal®?.

En relacion con el cancer colo-rectal, en un estudio se identificaron tres genes
(TFF2, FABP6 y ANXA10) como candidatos cuya expresién puede diferenciar los pdlipos
serrados/sésiles (SSA / Ps, con riesgo de malignizacion) de los pdlipos hiperplasicos
microvesiculares (MVHP, sin riesgo de malignidad), y las diferencias en la expresién se
confirmaron mediante RT-PCR cuantitativa. ANXA10 mostrd la mayor capacidad para
diferenciar estos pdlipos, por lo que su expresion se evalué mediante
inmunohistoquimica en muestras de SSA /Ps (n = 26), MVHP (n = 21) y colon normal (n =

9) 84

De acuerdo con los microarrays y los experimentos cuantitativos de RT-PCR, la
expresion inmunohistoquimica de ANXA10 se incrementd marcadamente en SSA / Ps en
comparacién con los MVHP (p <0,0001). Un puntaje ANXA10 > 3 tiene una sensibilidad
del 73% y una especificidad del 95% en el diagndstico de un SSA / P. La expresion de

ANXA10 puede ser un marcador potencial de la via serrada para el cancer de colon®.

Aungue se cree que la via de la neoplasia serrada esta implicada en la mayoria de
los carcinomas colorrectales esporadicos (CCR) con inestabilidad de microsatélites (MSI-
H), las implicaciones clinicopatolégicas de la expresion de ANXA10 en CCR eran

desconocidas hasta que se evalud el estado de expresion ANXA10 en 168 CRCs MSI-H por
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inmunohistoquimica. Se hallaron 28 casos (17%) con tumores ANXA10 positivos (ANXA10
+) nuclear. La mayoria de los tumores ANXA10 + se localizaron en el colon proximal (96%,
p <0,001). El andlisis de supervivencia no reveld una importancia prondstica de la
expresion de ANXA10 en MSI-H CRC. Pero los tumores ANXA10 + se asociaron
significativamente con canceres en estadio mas avanzado (estadio lll o IV, p = 0,008),esta
asociacion implica que la expresién de ANXA10 puede estar relacionada con la promocion
de la invasién tumoral o el potencial metastdsico en CRC8>848687.8  por tanto,
dependiendo del tipo histoldgico y la localizacién tumoral, la expresiéon de la ANXA10

parece ser favorecedora o inhibidora del crecimiento tumoral.

La sobreexpresion de ANXA10 también se ha relacionado con el adenocarcinoma
de pancreas. Estd ampliamente aceptado que el adenocarcinoma de pancreas (PDAC) se
desarrolla a través de una serie de lesiones precursoras llamadas neoplasia intraepitelial
pancreatica (PanIN); se realizd un ensayo de inmunotincion para evaluar la expresion de
ANXA10 en 155 muestras de tejido humano, incluyendo pancreas normal, pancreatitis
cronica (CP), adenocarcinoma pancreatico (PDAC), neoplasia intraepitelial pancredtica
(PanIN, el precursor mds importante de PDAC), y neoplasia mucinosa papilar intraductal
(IPMN). El resultado de la inmunotincién mostré que ANXA10 estaba significativamente
sobreexpresada en PanINs, IPMN y PDAC, pero era negativo en pancreas normal y en la
mayoria de los tejidos de pancreatitis crénica. El analisis estadistico reveld que la
expresion de ANXA10 se asocio significativamente con PDAC y sus lesiones precursoras
(p <0,0001). La expresion abundante de ANXA10 estaba predominantemente presente
en células epiteliales ductales pancreaticas de PanINs, IPMN y células tumorales de PDAC.

Dado que PDAC se desarrolla a través de una serie de PanINs que a su vez surgen de
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conductos pancreaticos, la sobreexpresion consistente de ANXA10 en células epiteliales
ductales en PanINs y PDACs pero negativa en conductos pancreaticos normales sugiere
gue ANXA10 podria servir como un marcador potencial que indica la presencia de PDAC

en sus primeras etapas precancerosas®’.

Otros trabajos han descrito la asociacion de la ANXA10 y la progresién del cancer
de vejiga®®°! .Pero nuevamente, en esta localizacion, es la expresion disminuida la que se
asocia con la progresiéon tumoral. Analizando los perfiles de expresion génica tumoral de
pacientes con cancer de vejiga(CV) T1G3 progresivo y no progresivo, un total de 1294
genes se encontraron diferencialmente expresados entre pacientes progresivos y no
progresivos. La expresién diferencial de 15 genes fue validada por gPCR en un conjunto
adicional de muestras. Una firma de expresiéon de cinco genes (ANXA10, DAB2, HYAL?2,
SPOCD1 y MAP4K1) discrimind a los pacientes con CV T1G3 progresivo y no progresivo
con una sensibilidad del 79% y una especificidad del 86% (AUC = 0,83), sirviendo para

identificar pacientes con T1G3 BC con un alto riesgo de progresion®?.

Otro estudio en carcinoma de vejiga muestra que la baja expresion de ARNm de
ANXA10 se asocio con la presencia de carcinoma in situ y una menor supervivencia libre
de progresion. Ademas, la expresién determinada por inmunohistoquimica de ANXA10
fue capaz de estratificar a los pacientes en riesgo de progresion de la enfermedad en
tumores de vejiga no musculo-invasivos y en riesgo de desarrollar metdstasis en canceres
invasivos del musculo. Ademas, la regulacion negativa de ANXA10 en una linea celular de
cancer de vejiga indujo una mayor proliferacion y migracién. Estos resultados indican que
la expresion baja de ANXA10 es un marcador de metastasis en el cancer de vejiga invasivo

muscular>®°°.
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Los autores concluyen que la expresion de la ANXA10 puede ser un marcador
clinico relevante para predecir el resultado tanto en etapas tempranas como avanzadas

del cancer de vejiga®.

Las estatinas han sido recientemente estudiadas por sus efectos proapoptéticos
y antimetastdsicos. Sin embargo, los mecanismos exactos de sus acciones contra el
cancer siguen sin estar claros. Usando microarrays, se descubrié la regulacion positiva de
anexina A10 (ANXA10) en lineas celulares de cancer prostatico humano después del
tratamiento con simvastatina. La simvastatina inhibid la proliferacion, la migracion y la
invasion de celular y el nivel de expresion de ANXA10 estaba regulado positivamente. En
muestras de biopsia de préstata humana, la expresion de ARNm de ANXA10 fue
significativamente menor en el grupo de cancer de préstata que en el grupo de
hiperplasia prostatica benigna. También se aprecidé que la regulaciéon positiva de ANXA10
en los cultivos celulares dio como resultado la disminucion de la proteina de unién a calcio
S100 A4 (S100A4), que se ha correlacionado con agresividad y un peor prondstico para
pacientes con diferentes tipos de carcinomas. Estos resultados sugieren nuevamente que
es la expresion disminuida de la ANXA10 la que se asocia con la progresion del cancer de
prostata. Y que a través de la regulacién de la expresion de la ANXA1Q, las estatinas

pueden ser beneficiosas en la prevencion y / o tratamiento del cdncer de prdstata®.

En conjunto, los resultados de nuestro estudio y los publicados sobre otras
localizaciones sugieren que la ANXA10 puede comportarse como oncogén o gen supresor
tumoral dependiendo de la localizacién vy tipo histolégico tumoral. Parece comportarse
como oncogén en los carcinomas escamosos de la via aerodigestiva y como gen supresor

tumoral en adenocarcinomas de diferentes localizaciones
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De la interpretacion de nuestros resultados y de su discusidon obtenemos las siguientes

conclusiones:

1. Laexpresidén de Anexina A9 en el epitelio escamoso estratificado no queratinizado
se restringe a las capas diferenciadas del epitelio, con ausencia de expresién en
las células basales y parabasales.

2. Laexpresion de la Anexina A9 se encuentra frecuentemente disminuida en el 42%
de los carcinomas epidermoides de laringe y faringe, respecto al epitelio sano.

3. La Anexina A10 no se expresa en el epitelio sano, mientras se detecté de forma
variable en el citoplasma de las células cancerosas. El 64% de los tumores
mostraban expresidn positiva de Anexina A10.

4. La expresion de las Anexinas A9 y A10 en tumores se asociod significativamente
con el grado de diferenciacion histoldgico y con la localizacion orofaringea. No se
hallaron correlaciones con otros parametros clinico-patolédgicos, ni con el
prondstico o supervivencia de los pacientes.

5. Se encontrd una correlacion significativa entre la expresion de las Anexinas A9 y
A10.

6. El andlisis bioinformatico de datos procedentes de la TCGA permitié demostrar
gue los niveles de ARNm de ANXA9 disminuyen significativamente en los tumores
primarios en comparacioén con el correspondiente tejido normal, mientras que los

niveles de ARNm de ANXA10 aumentan en los tumores frente al tejido normal.
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Abstrack The annexin protein superfamily has been implicated in multiple physiolegical and
pathological processes, including cardnogenesis. Altered expression of various annexins has
frequently been cbserved and linked to the development and progression of various human
malignancies. How ever, information is lacking on the expression and dinical significance of annexin
A9 (ANXA9) and A10 (ANXAT0) in head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC). ANXAS
and ANXAI0 expression was evaluated in a large cohort of 372 surgically treated HP Venegative
HNSCC patients and correlated with the clinicopathologic parameters and disease cutcomes.
Down-regulation of ANXA9 expression was found in 42% of HNSCC tissue samples, companed to
normal epithelia. ANXAO expression in tumors was significantly associated with cropharyngeal
location and histological differentiation grade (p < 0.001). In marked contrast, ANXA 10 expression
W as absent in normal epithelium, but variably detected in the cytoplasm of cancer ells. Positive
ANXA 10 expression was found in 64% of tumors, and was significantly associated with differentiation
grade (p < 0.001), being also more frequent in oropharyngeal tumors (p = 0.019). These results reveal
that the expression of both ANXA9 and ANXAID is frequently altered in HNSCC and associated
to the tumor differentiation grade, suggesting that they could be implicated in the pathogenesis of
these canoers,
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1. Introduction

Twelve annexins comprise a ubiquitous, multigene family in vertebrates with properties
that enable binding intractions with caldum and c:ll membrane components, including anionic
phospholipids, coytoskeletal proteins and extracellular matrix glycoproteins. Annexin-knockdown
or annexin-knockout models have provided limited insight into the biological functions of different
annexin proteins [1] and thens are only indirect links based on statistical assodation with genetic
diseases, They have been implicated in a variety of biological processes, including membrane
organization, vesicle trafficking, calcium metabolism, cell adhesion, sube:llular transport, grow th and
differentiation, and wound healing [2,3], many of which an relevant to cancer progression.

Annexins are characterized structurally by a conserved C-terminal core that consists of a ketrad
of homologous annexin (ANX) domains, each 68-62 amino acids long, harboring ligands that can
coordinate calcium jons in conjunction with membrane phospholipids, or bind to other proteins and
carbohy drake-containing biomolecules. The binding properties and targets of each annexin ane distinet,
exemplified by the apparent calcium-independence of annexins A9 and A10 [£] The N-terminal region
of each annexin is unique, with a variable length and amino acid sequence that contributes to annexin
conformation, protein interactions and non-overlapping functional specificity in the biological activity
of different annexins [5,6].

More than 4000 annexins have been reported in different species, widely distributed among
eukaryotes and prevalent in different forms of prokaryotes and unicellular eukaryotes [ 1, 4]. The twelve
annexins common to vertebrates are referred to as annexins A T-A 13 {ANXAT-ANXA13)with ANXA12
remaining unassigned. Thene are 13 human annexin genes, including a unique duplication of ANXAS,
ranging in size from 15 kb (ANXAY9) to 96 kb (ANXA10) and spread throughout the genome on
chromesomes 1, 2,4, 5,8 9, 10 and 15[1,7].

The expression pattern and tissue distribution of annexins vary widely. While annexins Al, A2,
A4 A5, A6, A7 and A1l are ubiquitously expressed, others exhibit very restrictive expression such as
ANXAS3 in neutrophils, ANXAB in placenta and skin, ANXA9 in the tongue, ANXA10 in the stomach
and ANXAI3 in the small intestine [7]. The promoter regulation of annexin A9 has been partially
characterized [B], but distal DNA elements, tegulatory RNAs and epigenetic changes ane under current
study in high-throughput experiments, so the molecular basis of its expression remains incomplete.

The term annexinopathy has been vsed to define those human diseases in which abnormal
kevels and pleiotropic effects of annexins contribute to the pathogenesis [9,10]. Although direct
involvement of these proteins in the etiology of any genetic disease has not been demonstrated, they
have been implicated in various pathologies such as diabetes, cardiovascular and autoimmune diseases,
infection and cancer [10,11]. Mounting evidence shows that several annexins ane frequently altered in
cancers, suggesting a possible role in the process of tumorigenesis. Some annexins have been found
overexpressed in specific types of tumors, while others consistently show loss of expression [9-11].
Emerging mechanistic studies ane helping to nelate annexin expression changes to tumor eIl function,
particularly tumor grow th, invasion and metastasis, angiogenesis and drug resistance. The expression
of individual annexins is assodated with particular cancer types henos annexins could also be useful
biomarkers in the clinic [10,11]. Mone precise localization of these proteins in different tissues could
deepen our understanding of their pathophysiological functions, which continues to be a key ana
of investigation.

The overall goal of this study was to investigate the expression pattern and clinical significance of
ANXA9 and ANXAIQ, specifically in head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC). ANXAO
shows generally restricted tissue ecpression but is known to exhibit altered expression in breast
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cancer [12], colorectal cancer [13] and cutaneous melanoma [14). It was also shown to be overexpressed
in differentiating keratinocytes in pemphigus [15] and binds to other oytoskeletal proteins [16].
Several studies have been published to date on the expression ANXA 10 in gastrointestinal cancers,
and its overexpression in oral cancer is comelated with cell proliferation [17]. We focused our
study on the expression and clinical significance of ANXA9 and ANXA 10 specifically in HNSCC
using immunohistochemistry techniques in a large homogeneous cohort of 372 surgically treated,
HPV-negative, HNSCC patients.

2 Materials and Method

2 1. Patiorts and Tissue Specimens

Surgical fissue specimens from 372 patients with HPV-negative HNSCC who underwent
Tesection of their tumors at the Hospital Universitario Central de Asturias between 1990 and 2009
were netrospectively collected, in accordance to spproved institutional review board guidelines.
All experimental protocols were approved by the Institutional Ethics Committee of the Hospital
Universitario Central de Asturias and by the Regional CEIC (Comité Etico de Investigacion
Clinica) from Principado de Asturias (approval number: 81/2013 for the project PI13/00259).
Informed consent was obtained from all patients. Representative tissue sections were obtained from
archival paraffinembedded blocks and the histological diagnoesis was confirmed by an experienced
pathologist (M.S.E-G).

All patients had a single primary tumor, microscopically clear surgical margins and received no
treatment prior to surgery. Only fourteen patients wen: women, and the mean age was 58.6 years (range
30 to 86 years). All but twelve patients wene habitual tobacco smokers, 198 moderate (1-50 pack-year)
and 153 heavy (>50 pack-year}, and 335 were alcohol drinkers. The stage of the tumors was determined
according to the TNM system of the International Union Against Cancer (7th Edition). Two hundred
and thirty (62%) of 372 patients neceived postoperative radiotherapy. Patients wene followed-up
for a minimum of 36 months. The mean follow-up for the whole series was 34.6 months (median,
21.5 months); for the patients without recurrence, 71 months (median, 67 months); and for the
patients dead by the tumor, 18 months (median, 13.5 months). Recurmence was defined as nelapse
of the tumor in the five first years after reatment at any sit: local recurnence, nodal metastasis,
or distant metastasis. Information on HPV status was available for all the patients. HFV status was
analyzed using plé-immunochistochemistry, high-risk HPV DNA detection by in situ hybridization
and genotyping by GP5+/64-PCR, as previously reported [18,19]. The characteristics of the studied
cases are shown in Table L

22 Tissue Microarray (TMA) Constnuction

Three morphelogically representative areas were selected from each individual tumor paraffin
block. Subsequently, three 1 mm cylinders were taken to construct TMA blocks, as described
previously [20,21], containing a total of 372 HNSCC (134 tonsillar, 107 base of tongue, 64
hypopharyngeal and 67 laryngeal carcdnomas). In addition, each TMA included three coms of
normal epithelium as an intemal negative control. The normal epithelium was obtained from adult
male, non-smokers and non-drinkers, patients that were operated from tonsillectomy due to chronic
tonsillitis, and patients operated from benign vocal cord lesions (e.g., polyps, cysts).
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Table 1. Clinicopathologic charack ristics of the tumors studied.

Characteristic Na Cases (%)
Age, mean (range) 58.6 (30-86 years)
Location
Oropharynx 241 (65)
HYT’PW' 64(17)
arynx 67 (18)
pathologic T classification
T 38 (10)
2 77 (21)
T 125 (34)
T4 132{35)
pathologic N classification
No 103 (28)
N1 46{12)
N2 123 (49)
N3 do0(11)
Stage
I 20(5)
1l 24 (6)
m 64(17)
w 264 (71)
Degree of differentiation
Well-diffensntiated 147 (39)
Mode e ly-differentiated 148 (40)
Poorly-differentiated 77 {21)
Total 372

2.3. Immunohistodhemical Study

The formalin-fixed, paraffinrembedded tissue samples were cut into 3-um sections and dried
on Flex THC microscope slides (Dako, Glostrup, Denmark). The sections were deparaffinized with
standard xylene and hydrated through graded alcohols into water. Antigen e trieval was performed
with proteinase K and the samples were placed for 15 min in hydrogen peroxide at 3%. Staining
was done at room temperatun: on an automatic staining workstation (Dako Autostainer Plus) waing
the following primary antibodies (developed by Dr. MP Fermnandez, Department of Biochemistry,
University of Oviedo [4]) and conditicns Anti-ANXA9 at a concentration of 1:100 for 20 min and
anti-ANXA 10 at a concentration of 1100 for 45 min Immunodetection was carried out with the Dako
EnVisicn Flex + Visualization System (Dako Autostainer), using diamincbenzidine as a chromogen.
Counterstaining with hematoxylin for 7 min was the final step.

After staining, the sections were dehydrated and set up in a slide in a standard medium. Negative
controls were carmied out without the primary antibedy. The vascular endothelium, in which the
expression of both annexins had previcusly been shown, was used as a positive control.

Since staining showed a homogeneous distribution, a semiquantitative scoring system based
on staining intensity was applied Immunostaining was scored blinded to clinical data by two
independent observers as negative (U), weak to moderately (1+), and strongly positive (2+) based on
staining intensity. Scores > 1 were considened 4s positive expression

3. Results

3.1. Expression of ANXA9 amd ANX10 ;1 Normal Epithelia

Non-keratinized stratified squamons epithelium showed different expression patterns for the
two annexins studied. ANXA9 expression was absent in basal and parabasal cells, whike expression
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increased towards the most differentiated layers of the epithelium (Figure 1A). Contrasting this,
negative ANXA 10 expression was detected in all cell layers of normal epithelium (Figure 1D).

in head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC) tissue spacimens, Representative examples of
ANXA9 {A) and ANXA10 (D) expression in normal epithelium, positive ANXA9 (B) and ANXA10
(E} expression in carcinomas, and negative ANXA9 (C) and ANXA10 (F) expression in carcinomas.
Original magnification x40,

3.2 Expression of ANXA9 in HNSCC Tissue Speamens

Immunchistochemical analysis of ANXA9 expression was successfully evaluated in 346 of
372 tumor samples. Two-hundred of them (58%) showed positive ANXA9 expression predominantly
with a membranous pattern, although cytoplasmic expression was also observed in some cases
(Figune 1B,C). The relationship between the expression of ANXAS and clinicopathologic characteristics
is shown in Table 2. Positive ANXA9 expression was strongly and significantly associated with
the degnee of differentiation of the tumors (p < 0.001). Thus, ANXAY expression was mainly
found in well-differentiated tumors wheteas expression was reduced in moderately and poorly
differentiated tumors (Figure 2A,C). We also observed differences in ANXA9 expression between

the different HNSCC subsites, with ANXA9 expression being significantly higher in aropharyngeal
tumors (p < 0.001).
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Table 2. Relationship between ANXA9 and ANXA10 expression and clinicopathological parameters.

Positive Positive
- No Cases ANXA9 No Cases ANXA10
Cluenciesiati forANXA9  Expression P forANXA10 Expression
(%) (%)
Location
Oropharyn 23 166 (71) 231 160 (69)
Hy pophary nx 58 17 (29) 0,000 # 55 28(51) 019
Larynx 4 17 (31) 54 31(57)
pT Classification
TI-T2 100 52(52) o5 58 (61)
& 120 73({61) 037 ¢ 119 75(63) 0501 ¢
iy 126 73() 123 83 (&)
pN Classification
NO 87 48(55) 87 53(61)
N1-3 250 152 (39) 0616+ 3 166 (66) 0439+
Stage
Il 3 14(42) K 19()
m 61 W (Ad) 0.124# ) 39 (65) 0822
v 252 147 (58) s 161 (65)
Degree of differentiation
Well-differentiated 13 08 (72) 13 103 (77)
Moderately-diffem ntaated 157 73(53) (.000 # 137 85(62) (L000 #
Poorly-diffe mntiated 7 2 (40) 6 31(45)
Recurmenoe
No 132 77(58) 132 80 (61)
Yes Pt 123 (57) 091+ 208 1% (67) 028+
Total U6 200 (58) 40 219 (6d)
# Chi-sguare and + Fisher's exact tests.

No associations were found between ANXAS expression and T and N classifications or tumor
recurrence (p = 0.91). In addition, ANXA9 expression was not associated with disease-specific survival
(log rank p = 0.497) nor overall survival (log rank p = 0.406) (data not shown).

3.3. Expression of ANXA10in HNSCC Specimens

Immunohistochemical ANXA10 expression was successfully evaluated in 340 of 372 tumor
samples. Positive ANXA10 expression was observed in a total of 219 (64%) cases, mainly detected
in the cytoplasm of cancer cells (Figure 1EF). Furthermore, ANXA9 and ANXA10 expression were
significantly correlated (Spearman correlation coefficient 0.459, p < 0.001).

Similar to ANXAY, ANXA10 expression was significantly higher in oropharyngeal tumors
(p= 0.019). Also, ANXA10 expression was significantly associated with the degree of differentiation
of the tumors (decreased expression with dedifferentiation, p < (1.001, Figure 2B,D). No associations
were observed with Tand N classifications, disease stage, or tumor recurrence (Table 2). In addition,
ANXA10 expression was not associated with either disease-specific (log rank p = 0.077) or overall
survival (log rank p = 0.167).
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Figure 2. ANXA9 and ANXA10 protein expression in HNSCC specimens according to the degree of
differentiation. Representative examples of well-differentiated tumors show ing positive expression
of ANXA9 (A) and ANXA10 (B), and poorly differentiated tumors showing negative expression of
ANXA9 (C) and ANXA10 (D) expression in carcinomas. Original magnification x40,

3.4. In Sitico Analysis of ANXA9 and ANXA10 mRNA Expression Using The Cancer Genome Atlas (TCGA)
HNSCC Data

In order to extend and confirm our results, we also performed analysis of the transcriptome
data from the TCGA HNSCC cohort accessed via the original publication [22], or using the
platform cBioPortal for Cancer Genomics (hitp:/ /cbicportal.org /) [23] and the UALCAN web tools
(http:/ /ualcan.path.uabedu/) [24). Thus, ANXA9 mRNA levels were found to be significantly
decreased in primary tumors compared to normal tissue samples (p < 0.001; Figure 3A), whilst ANXA10
mRNA levels increased in tumors versus normal tissue (p < 0.001; Figure 3B). These results are in
good agree ment with our observations at the protein level. In addition, possible correlations between
ANXA9 and ANXA10 mRNA expression and the tumor grade were assessed using a homogeneous
cohort of 243 HPV-negative HNSCC patients. We found that ANXA9 mRNA levels inversely and
significantly correlated with the degree of histological differentiation (Spearman correlation coefficient
—0.244, p < 0.001; Figure 3C). Consistent with our IHC protein data, ANXA9 mRNA levels were higher
in well-differentiated tumors than in moderately and poorly differentiated tumors. However, ANXA10
mRNA levels did not significantly correlate with the tumor grade (p = 0.605; Figure 3D).
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Figure 3. Analysis of ANXA9 and ANXA 10 mRNA expression using RNAseq data from the TOGA
HNSCC cohorts. Box plots comparing the mRNA expression levels of ANXA9 (A) and ANXATO
(B) in primary tumors (in red) versus normal tissue (in blue) using UALCAN online resources
(http:/ /walcan pathwabedu/). The median, quartiles and range of values are shown. ANXA9 (C)
and ANXA10 (D) expression (RNA seq V2 RSEM, z-score threshold <2) was analyzed in refation to
the tumor grade, cargorized as well-differentiated (G1), moderately differentisted (G2) and poorly
differentiated ((G3) using the TCGA HPV-negative HNSCC cohort (1= 243} Horizontal lines (in red)
represent the median valoes, with intserquartike range. Sigma (two-tailed) pvalues

4. Discussion

Annexins an: commonly altered in cancers [9,25]. ANXA9 is a unique member of the annexin
family whose intracellular activity does not appear to be regulated by calcium [10,25]. Tts dosest
evolutionary relatives ane ANXAT and ANXA2 [1,4] and members of this dade ane thought to function
in the organization and regulation of membrane/ cytoskeleton linkages [£,27]. As both ANXAT and
ANXAZ2 have been found down-n:gulated in head and neck squamous cell carcinoma [25-30] it was
of special interest to determine whether ANXAG showed a similar pattern of expnession as this might
relate to common features in the evolution, structure and funcion of these clade members,

We observed a weak membranous ANXAQ expression in the most differentiated cells in normal
epithelium. In tumor cells, the expression is mainly membranous, similar to that observed for
ANXA2 [28] and the expression of ANXAY is mainly associated with the degree of differentiation of
the tumor, with higher expression in well differentiated cases. This is consistent with elevated ANXAD
observed in differentiating keratinocytes [15]. However, ANXA9 expression was not associated with
any other dlinical and pathological parameter or with the prognosis in head and neck carcinomas.
Analogous findings were obtained by analyzing RNAseq data from the available TCGA HNSCC
cohorts. Accordingly, ANXAS down-regulation was frequently detected in HNSCC at both mRNA
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and protein levels. Moreover, ANXAS mRNA expression in tumors was inversely cormelated with
the histological differentiation grade, thus confirming our [HC protein data. Hence, together these
results reflect that ranscriptional regulatory mechanisms contribute Lo the loss of ANXA9 expression
in HNSCC, as we previously demonstrated for the functionally and evolutionary-related members
ANXAT and ANXA2 [29,30].

Few studies have analyzed the expression of ANXA9 in cancers. One study showed that ANXAS
gene expression is associated with bone metastasis in breast cancer [31]. In colorectal cancer, patients
with high ANXAY gene expression also had lower overall survival [32]. ANXA9 protein expression
in colomactal cancer was higher than in normal mucosa, and associated with inv asion and lymphatic
metastasis and, cansequently, a worse prognosis [13]. These studies suggest a role for ANXA9 in
invasion and metastasis, but this role could not be confirmed in head and neck cancers.

Several studies have identified ANXAL0 as a tumor suppressor, diagnostic marker, potential
therapeutic targel, or prognostic factor in various malignancies, including bladder cancer,
hepatocellular carcinoma, acute myeloid leukemia, gastric carcinoma, oral squamous cell carcinoma,
pancreatobiliary adenocarcinoma, and urothelial carcinoma [33-37] Studies have shown that ANXA 10
was down-regulated in hepatocellular carcinoma and was associated with a poor prognosis [34,35].
ANXAT10 has recently been identified as a marker with high specificity for the serrated histology of
colonectal cancer [33,38]. The physiological importance of abundant ANXA 10 expreasion specific to
the stomach mucosa and intestinal M-cells is currently unknown

Only one previcus study has analyzed ANXAI10 in head and neck cancer; Shimizu et al [17]
showed that ANXAID is ovemxpressed frequently in oral squamous cell carcinomas and that this
overexpression is associated with tumor size. They sugpested that ANXA LD expression may be
associated with tumor progression by premoting a:ll-cycle progression in the G1 phase through
activation of the ERK/MAPK signaling pathway, leading to decreased expression of cyclin-dependent
kinase inhibitors (CDKIs). While further studies ane needed te study the interaction of ANXAI0 and
the ERK/MAFK signaling pathway, these data suggested that ANXAIO plays an important role in
cellular proliferation

We also observed that ANXAT0 was not visibly expressed in normal epithelium, whilke it was
variably expressed in the cyteplasm of cancer aells. Consistent with this, analy=is of the transcriptome
data from the TCGA HNSCC also demonstrated the up-regulation of ANXA10 mRNA expression
in tumors compared to the cormesponding normal tissue. In addition, we found that ANXA10
expression, as ANXA9, was lower in poorly differentiated tumors, but it was not related to other
clinicopathologic parameters or prognosis. However, we werne unablke to confirm the correlation of
ANXAI0 protein expression with the histological grade using RNAseq data. Nevertheless, these
apparently contradictory results may reflect the contribution of additional regulatory mechanisms
(e.g., translational or post-translational) leading to the frequent up-regulation of ANXA 10 protein in
over 60% of tumor samples,

5. Conclusions

These original results indicate that the expression of annexins A9 and A10 1s frequently altered in
HNSCC at both mRNA and protein level, suggesting that they could be implicated in the pathogenesis
or compensatory mechanisms of these cancers. Additional studies are ongoing to establish the
pathogenic roles of these proteins in the progression of squamous cell carcinomas of the head and
neck and especially, to determine whether their altered expression is a cause or consequence of
the cancerous state. The association of ANXA9 with pathogenic prognesis in colerectal cancer [13]
contrasts with a proposed tumor suppressor role for ANXA10 in gastric cancer [36]. The unique,
caldium-independent actions of these two annexins may also contribute to a better understanding
of their underlying mechanisms. Since these particular annexins ane poorly expressed in general
but exhibit highly tissue-specific expression, it will undoubtedly be important to explon: the role of
epigenetic regulatory changes responsible for their selective expression In normal versus cancer tissues.
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