Andlisis comparativo de la localizacion y la fosforilacion de YAP1 en los canceres de piel
distintos del melanoma
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Se ha descrito que YAP1 es un regulador esencial de la diferenciacion cutanea normal,
ya que actiia equilibrando los programas de proliferaciéon y diferenciacion'?. Tras la
activacion de la via Hippo y otras vias previas, YAPI se fosforila en serina 127 y
permanece en el citoplasma al unirse a la proteina de armazén estratifina’. Este proceso
da lugar a la inhibicién de la proliferacion y a la activacion de la diferenciacion celular.
En cambio, en las células madre de la piel, YAP1 permanece sin fosforilar en el nucleo,
lo que favorece la proliferacion celular.

Varios estudios han demostrado que, en los tumores cutaneos, YAP1 se acumula en el
nucleo en el carcinoma basocelular (CBC) y en el carcinoma epidermoide cutaneo (CEC),
y al parecer esta caracteristica desempena un papel importante en la aparicion de estos

carcinomas queratinociticos*.

En un estudio anterior, se observo que el CEC expresa niveles elevados de la citocina
S100A9 (calgranulina B) y que el CBC no muestra expresion de SI00A9”. La expresion
de S100A9 se ha relacionado con la agresividad y el potencial metastasico®. En
consonancia con esta observacion, el CEC es, en general, mas agresivo y metastasico que
el CBC. Curiosamente, la expresion de S100A9 esta regulada por la via Hippo-YAPI1 en
el CEC®. La inactivacion de la via Hippo y la acumulacion de YAP1 nuclear reprimen la
expresion de SI00A9. Por tanto, es posible que YAP1 se encuentre predominantemente
en el citoplasma y sea retenida por la estratifina en el CEC para permitir la expresion de
S100A9, lo que al parecer contradice la funcion nuclear de YAP1 en la promocion de la
aparicion del CEC.

Para comprender mejor el estado de YAP1 en los canceres de piel distintos del melanoma
mas frecuentes, se analizé su expresion mediante inmunohistoquimica (IHQ) en muestras
de CEC, CBC, carcinoma de células de Merkel (CCM), fibroxantoma atipico (FXA) y
dermatofibrosarcoma protuberante (DFSP). En estas muestras, también se analizé la
expresion de SI00A9 y de la estratifina.



Se analiz¢ la localizacion de YAP1 calculando la relacion entre el citoplasma y el nucleo.
Para ello, se midi6 la intensidad de la sefial de YAP1 tanto en el citoplasma como en el
nucleo. Las muestras de CEC (n = 19), CBC (n = 27) y FXA (n = 20) eran muy
heterogéneas y presentaban células con tincion citoplasmatica y nuclear en proporciones
similares (figura 1). Las muestras de DFSP (n = 14) mostraron una tincion
predominantemente nuclear. Por ltimo, no se detect6 expresion de YAP1 en las muestras
de CCM (n=9).

También se llevo a cabo un andlisis inmunohistoquimico de la YAP1 fosforilada en serina
127 (YAP1-pS127) para evaluar la actividad de la via Hippo. La intensidad de YAP1-
pS127 se evalud utilizando una puntuacion histologica que variaba entre 0 y 300. Los
resultados mostraron que el CBC (media: 252,78; n = 23) y el CEC (media: 246,36; n =
23) presentaban altos niveles de expresion de YAP1-pS127 (figura 2). Las muestras de
FXA (media: 194; n = 22) mostraron niveles mas bajos de YAP1-pS127, pero las
muestras de DFSP (media: 116,92; n = 18) presentaron una notable reduccion de la
expresion de YAP1-pS127 (figura 2).

Por tultimo, se analiz6 la expresion de la proteina SI00A9, regulada por YAP1, y de la
proteina de armazén de YAPI, la estratifina, en muestras de FXA (n = 20), DFSP (n =
14) y CCM (n = 8) (figura 3). No se detectd expresion ni de SI00A9 ni de estratifina en
estos tumores. Estas proteinas tampoco se expresan en muestras de CBC, pero estan
presentes en niveles elevados en muestras de CEC’.

Se concluyd que, salvo en las muestras de CCM, el resto de los canceres de piel distintos
del melanoma estudiados mostraban una mezcla caracteristica de células tumorales con
acumulaciéon de YAPI, ya fuera nuclear o citoplasmatica. Entre estos tumores, las
muestras de DFSP mostraron una mayor proporcion de células con YAPI nuclear y, de
forma coherente, una expresion reducida de YAP1-pS127. Esta correlacion respalda la
solidez de estos datos.

La acumulacion nuclear de YAP1 se ha relacionado con una mayor actividad proliferativa
y agresividad tumoral*®. Con todo, teniendo en cuenta la localizacion heterogénea de
YAP1 en las muestras tumorales, pueden barajarse varios supuestos posibles. Por
ejemplo, en las muestras de CEC, la proliferacion podria verse potenciada a través de
diferentes mecanismos, dependiendo de si YAPI se localiza en el nicleo o en el
citoplasma. Las células con YAPI1 citoplasmatica, que podrian mantenerse en el
citoplasma gracias a la estratifina, podrian expresar SI00A9 y, de este modo, estimular la
proliferacion®.

No parece que las muestras de CBC, DFSP y FXA expresen estratifina’ (este articulo).
Este dato concuerda con las observaciones realizadas en muchos tumores epiteliales, en
los cuales la estratifina se considera un supresor tumoral’. No obstante, también se
observa una proporcion considerable de YAP1 citoplasmatica en los tumores de CBC y
FXA. Por tanto, es posible que otras proteinas 14-3-3 mantengan la YAP1 fosforilada en
estos tumores. En consonancia con esta hipotesis, estudios previos han demostrado que
las proteinas 14-3-3¢, 14-3-3y y 14-3-3( se expresan en los carcinomas cutaneos, pero no
en los queratinocitos normales!?.

En conclusion, estos datos indican que el estado de YAP1 es heterogéneo en los tumores
cutaneos distintos del melanoma estudiados. En un mismo tumor, la agresividad puede



regularse mediante diferentes mecanismos, dependiendo de si YAP1 se localiza en el
nucleo o en el citoplasma de poblaciones especificas de células tumorales.
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Figura 1. Expresion de YAP1 en canceres de piel distintos del melanoma. CBC (A), CEC
(B), FXA (C), DFSP (D) y CCM (E) (40x). La puntuacion histologica se calculd en
funcion de la intensidad de la tincion mediante una escala de 0 a 3 (0 = ausencia de tincion,
1 = tincidn débil, 2 = tincidon moderada, 3 = tincion intensa). La significacion estadistica
se evaluo mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones
multiples de Dunn (* p <0,05; ** p <0,01).
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Figura 2. Expresion de YAP1 fosforilado en canceres de piel distintos del melanoma.
Inmunotincién en busca de YAP1-pS127 en CBC (A), CEC (B), FXA (C) y DFSP (D)
(40x). La cuantificacion se realizd mediante una puntuacion histolégica (Hscore) que
tiene en cuenta la intensidad de la tincidon y el porcentaje de células positivas, segun la
formula: Hscore = 1 X (% de tincidon débil) + 2 % (% de tincion moderada) + 3 % (% de
tincion intensa). El Hscore varia entre 0 y 300. La significacion estadistica se evalud
mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de comparaciones multiples
de Dunn (*** p <0,001; ns: no significativo).
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Figura 3. Expresion de SI00A9 y estratifina en canceres de piel distintos del melanoma.
Inmunohistoquimica de SI00A9 en FXA (A), DFSP (B), CCM (C), CEC (D) y CBC (E)
(10x). Inmunohistoquimica de la estratifina en FXA (F), DFSP (G), CCM (H), CEC(I) y
CBC (J) (10%). (* p<0,05; ** p<0,01).




