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.  INTRODUCCION

El cdncer de mama es unos de los tumores malignos mas frecuentes en la mujer. En 2012, el proyecto
GLOBOCAN estimd que habia 1.67 millones de casos de cancer de mama a nivel mundial (1). En Europa,
incluyendo paises no integrantes de la Unidn Europea, se diagnosticaron 464.000 casos nuevos. Estos
casos representaron el 28.8 % de todos los tumores diagnosticados en mujeres y un 13.5% de todos los
pacientes con cancer. El cdncer de mama representé el 7.5% de todos los casos de muertes por cancer
en Europa en 2012. Datos procedentes de EUROCARE-5 mostraron que la mediana de supervivencia a
los 5 afios de mujeres europeas diagnosticadas de este tumor es del 82% (2). A pesar de los avances en
la prevencion, deteccion y tratamiento adyuvante del cancer de mama, una proporcion sustancial de
pacientes se diagnostican con enfermedad metastdsica en el momento del diagndstico inicial (5%) o
durante el curso de la enfermedad (30%)(3). Una vez el cancer de mama ha diseminado a otros drganos
es una enfermedad tipicamente incurable. En la mayoria de casos, la quimioterapia convencional solo
tiene efecto paliativos, aunque una pequeiia fraccidon de pacientes puede alcanzar remisiones completas
prolongadas (4). Multiples mecanismos bioldgicos como por ejemplo la heterogeneidad intrinseca del
cancer de mama o la existencia de células madre del cancer son los responsables de los resultados tan
pobres que se consiguen con los tratamientos convencionales (quimioterapias o tratamientos

endocrinos).

La heterogeneidad bioldgica del cancer de mama ha permitido su clasificacién en al menos tres grandes
subtipos (5-7). La actual clasificacion del cancer de mama esta basada en el perfil de expresion de los
receptores de los receptores hormonales (RH), estrogeno (RE) y/o progesterona (RP), y el estado del gen
Erbb2 (codifica para el receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano: HER2). Estos
marcadores han permitido distinguir los tres principales subgrupos moleculares de cancer de mama:

tumores luminales los cuales son positivos para al menos uno de los RH y HER2 negativo; tumores HER2

amplificado; y aquellos que no expresan ninguno de los tres receptores, llamados triple negativos.
Aunque esta divisién no es perfecta y existen subgrupos dentro de los tres principales subgrupos
descritos, cada subgrupo molecular comparte un perfil de expresién genética, resultados clinicos y

respuesta a los tratamientos. Estas similitudes dentro de los subgrupos han influido profundamente el
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tratamiento de estas pacientes. Ademas, ha contribuido a un mayor conocimiento de la heterogeneidad
biolégica del cancer de mama. El reconocimiento de la existencia tanto de heterogeneidad inter-tumoral
como intra-tumoral ha reforzado la necesidad de una definicion mas precisa de los fenotipos tumorales.
El estudio de nuevos biomarcadores, perfiles moleculares y/o vias de sefalizacion asociadas a
potenciales dianas terapéuticas en cada subtipo tumoral podrian mejoraran la seleccion de estos

tratamientos (8).

El objetivo final de la identificacién de biomarcadores es individualizar tratamientos y obtener un
beneficio terapéutico maximo con minimos efectos tdxicos. Durante los Ultimos 15-20 afios, se han
descrito multiples factores prondsticos y predictivos de respuesta para el cancer de mama metastasico
(9). Los mas relevantes han sido el estado de los RH y del HER2, el grado tumoral, la extension de la
enfermedad, la edad, el estado general y los tratamientos previos (9, 10). Durante el proceso de toma
de decisiones terapéuticas, los factores predictivos mas importantes son los RH para la terapia

endocrina y la amplificacion y/o expresion del HER2 para los tratamientos dirigidos contra HER2 (11).

Una de las campos que recientemente ha suscitado mas atencién es el estudio del valor pronostico y
predictivo de la deteccion y caracterizaciéon de las células tumorales circulantes (CTCs). De forma
paralela, otra estrategia que esta siendo explorada para intentar frenar el proceso de diseminacion ha

sido el estudio los mecanismos que promueven este evento.

1.1 Células Tumorales circulantes (CTCs)

La diseminacidon tumoral a través de la extravasacion de CTC al torrente sanguineo, es un paso crucial
para el desarrollo de metastasis. Las CTCs son células tumorales que se encuentran rodeadas de
billones de células hematopoyéticas en el torrente sanguineo lo cual dificulta su deteccidn. La presencia
de CTCs en sangre periférica fue informada por primera vez en 1869 (12), pero solamente avances
tecnoldgicos recientes en los métodos de deteccidon han permitido la identificacidn y caracterizacion de
estas células de forma reproducible. Para su identificacidn, en primer lugar se deben distinguir las CTCs

de las células hematopoyéticas y de las células epiteliales normales. Con este fin, se utilizan diferentes
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mayoria de casos. Las dos técnicas mas usadas son la separacion mediante un campo electromagnético
o mediante inmunoseparacion. Tipicamente, se conjuga un anticuerpo especifico para un marcador
epitelial con particulas magnéticas y se separan en un campo magnético aquellas células detectadas por
el anticuerpo. Las células seleccionas son seguidamente identificadas vy caracterizadas.
Desafortunadamente, nuestra capacidad de estudio y de extraccidn de conclusiones bioldgicas y clinicas
es muy dependiente de los pardmetros de las técnicas de aislamiento. A pesar de los avances hechos,

aun estamos empezando a entender el papel de las CTCs en los procesos de diseminacién y progresion.

.2 Cascada metastdsica

La cascada metastdsica es un proceso bioldgico que consta de multiples pasos secuenciales por los que
las células tumorales deben pasar para abandonar el tumor primario y generar una metastasis. Las
células tumorales deben invadir la membrana basal, el tejido de alrededor y finalmente entrar en el
torrente sanguineo y/o linfatico. Estas son capaces de sobrevivir en la circulacién, extravasar a un
organo distante y algunas de ellas tendran la habilidad de establecer un tumor macroscdpico en el
organo distante. Datos experimentales sugieren que por cada gramo de tejido tumoral, millones de
células tumorales se intravasan cada dia al torrente sanguineo o sistema linfatico (13). Sin embargo, el
destino final de las CTCs es mas controvertido y la evidencia pre-clinica y clinica es inconsistente. En
algunos modelos experimentales, la mayoria de CTCs se destruyen en la circulacién(14, 15); mientras
gue en otros trabajos, la mayoria de CTCs sobreviven y extravasan(16, 17). Sin embargo, lo que si que
parece consistente es que la mayoria de CTCs no formaran un foco metastasico macroscépico. A pesar
de todos los avances realizados, aun no disponemos de un conocimiento detallado de los mecanismos

gue rigen la cascada metastasica.

1.3 Invasion

La invasion es el primer paso critico en el proceso de metastatizacion. Este proceso requiere de cambios
en las adhesiones célula - célula y las adhesiones a la matriz extracelular. La familia de las cadherinas
representa uno de los grupos de proteinas mas importantes involucradas en las adhesiones célula —

célula. El proceso de invasion frecuentemente se acompafia de un cambio de expresidon en las
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cadherinas con la regulacion negativa de las E-cadherina y la regulacion positiva de las N-cadherina
(asociada a la transicidon epitelio-mesenquima (TEM)(18). Mas alla de esta primera fase, la invasion es
facilitada por la degradacion proteolitica de la matriz extracelular que permite que las células tumorales
penetren los limites del tejido. La adherencia de las células a la matriz extracelular es mediante las

integrinas las cuales forman heterodimeros transmembrana.

La degradacidn de la membrana extracelular es mediada por las metaloproteinasas de la matriz (MMP) y
el sistema activador del plasmindgeno tipo urokinasa (uPA). Cuando el receptor de uPA (uPAR)
interacciona con la uPA, el plasmindgeno se degrada y activa la plasmina que regula la degradacién de la
matriz extracelular y la activacién de las MMPs (19). Es importante destacar que un nimero significativo

de CTCs aisladas de pacientes con enfermedad avanzada presentan amplificaciéon de uPAR(20).

1.4 Motilidad, migracion y colonizacion

Los diferentes tipos de migracion, representados por la migracién individual (migracion ameboide) o la
migracion colectiva de células, requieren de la colaboracion de diversas vias moleculares (21, 22). La
activacion de las RhoGTPasas juega un papel muy importante en la migracion ameboide de una sola
célula(18, 23). Este tipo de migracion requiere de la pérdida de contacto con la matriz extracelular y la
polaridad celular. Como consecuencia, las células tumorales adquieren rapidos movimientos siguiendo
el camino con menos resistencia. Tanto la TEM como las RhoGTPasa activan las MMPs incrementando la

degradacion de la matriz extracelular y a su vez la invasividad de las células cancerigenas(24).

En contraste, la migracidon colectiva de células requiere solamente hasta cierto punto la integridad de
algunas de las uniones intercelulares. En este caso, las células tumorales invaden, intravasan y
diseminan en clusters y estos permiten la formaciéon mas efectiva de émbolos en los vasos sanguineos o

linfaticos confiriéndoles mayor capacidad para sobrevivir en la circulacion(14).

Las células estromales también tienen un papel crucial en el proceso de diseminacion, ya que modulan
los procesos de invasion, migracion y ademas pueden regular el proceso de TEM(25). Los fibroblastos y

los miofibroblastos representan la mayoria de células estromales involucradas en el cancer de mama.
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Los fibroblastos asociados a carcinoma (CAFs) son mas competentes en promover el crecimiento de las
células de cancer de mama y promover la angiogénesis que aquellas células comparables a los CAFs pero
gue se han originado fuera de las masas tumorales(26, 27). Los CAFs se pueden originar de fibroblastos
locales o de sus precursores y de células madre del mesénquima derivadas de la médula 6sea(26). Una
de las vias de sefalizacidn mas implicadas en los procesos que llevan a cabo los CAFs es el axis SDF1-

CXCR4 (stromal cell-derived factor 1-CXC-chemokine receptor 4)(27).

Las células tumorales ademas pueden expresar receptores de quimioquinas facilitan la migracién de
estas células a localizaciones especificas(28, 29). Las quimioquinas pueden ademas regular desde el
organo de origen si las células tumorales van a prosperar y colonizar otros drganos. Existe evidencia de
gue un gradiente de quimioquinas en la sangre o en el microambiente tumoral, en colaboracion con un
‘nicho pre metastasico’ apropiado formado por células hematopoyéticas derivadas de la medula 6sea,
propicia la colonizacion de ciertos érganos. Estas células hematopoyéticas derivadas de la medula ésea
atraen las células tumorales y promuevan el desarrollo de metastasis (30, 31). Por lo tanto, las dianas
terapéuticas que involucran las interacciones entre las células hematopoyéticas derivadas de la medula
Osea y las células tumorales y aquellos compuestos que antagonicen los receptores de quimioquinas

representan estrategias terapéuticas muy prometedoras.

El ambiente que encuentran las CTCs en el torrente sanguineo es muy desfavorable debido a las fuerzas
fisicas, la presencia de células inmunoldgicas y la anoikis —apoptosis dependiente del anclaje-. Todos
estos factores contribuyen a la insuficiencia metastasica (32). Isiah Fidler mostrd ya en los afios 70s que
el proceso de metastatizacidon es un proceso ineficiente(14, 33). Por lo tanto, la efectividad metastasica
de estas células es muy baja y la mayoria no pueden completar el proceso mas alld de micrometastasis

precoces (34).

Se ha demostrado en modelos animales que los factores de coagulacién también juegan un papel muy
importante en los procesos de metastatizacion y progresion del cancer de mama(35, 36).La unién de las
células tumorales a los factores de coagulacién, incluyendo factor tisular, fibrindgeno, fibrina y trombina

crea un trombo y facilita que este se detenga en los lechos capilares y seguidamente el establecimiento
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de focos metastasicos (35). Este concepto se justifica por los resultados de un meta-analisis que mostro
qgue la anticoagulacién terapéutica tiene efectos positivos en la supervivencia de los pacientes con
cancer(37). Sin embargo, el efecto antimetastdsico de la heparina parece no ser debido a su efecto anti-
coagulante sino mas bien a su habilidad para inhibir la interaccion entre oligosacaridos presentes en las
células tumorales y la P-selectina en las plaquetas (38, 39). Segun un estudio retrospectivo, el riesgo de
tromboembolismo venoso (TEV) en los pacientes con cancer de mama metastasico se asocia a niveles
elevados de factores procoagulantes, asi como a la presencia de CTCs (40, 41). Tambien, se ha
postulado que la antiagregacion o la anticoagulaciéon podria facilitar la liberacion de células tumoral al
torrente sanguineo; sin embargo, los tratamientos anticoagulantes aun no han demostrado tener

ningun impacto en la generacion de CTCs.

El flujo de células parece no ser solamente unidireccional y las CTCs podrian ser liberadas desde tumores
metastasicos y volver a poblar el tumor de origen mediante un proceso llamado ‘auto sembrado’ (42,
43). Este proceso probablemente requiere de dos funciones diferentes: la habilidad del tumor de atraer
su propia descendencia y las CTCs de reinfiltrar de nuevo el tumor primario. Este concepto podria
explicar algunas observaciones clinicas, como la relacién entre el tamafio tumoral, prondstico, y las

recaidas locales después de extirpaciones aparentemente completas del cancer de mama(42).

I.5 Papel de Ila transicion epitelio mesénquima (TEM) en la progresién tumoral

Las células tumorales frecuentemente activan la transdiferenciacion de los programas involucrados en el
proceso de TEM. Estas células adquieren las propiedades necesarias para ejecutar los pasos necesarios
gue llevaran a su metastatizacion (23). Mediante este proceso, las células pierden sus contactos célula -
célula y la polaridad celular, se regulan negativamente los genes asociados a rasgos epiteliales y
adquieren la expresion de genes asociada a rasgos mesenquimales, a la vez que se producen cambios
del citoesqueleto. Estos procesos celulares culminan con la apariencia mesenquimal de las células y con

un incremento de la invasividad y movilidad celular (Figura 1) (44).
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1.6 Transicion epitelio-mesénquima y CTCs

La TEM se caracteriza por multiples cambios moleculares que facilitan la invasion y la intravasacion de
las células tumorales al torrente sanguineo(47, 48), por lo tanto la generacion de al menos parte de las
CTCs. Este proceso también se ha asociado a la adquisiciéon de un fenotipo de célula madre tumoral y
resistente a las sefales de apoptosis. Por lo tanto, se facilitaria la supervivencia de las CTCs en
ambientes hostiles (45) y como consecuencia su persistencia en el torrente sanguineo. Ademas, las

CTCs derivadas de este proceso serian también mas proclives a la colonizacion de érganos distantes.

También se ha observado que el fenédmeno de la TEM contribuye al ‘switch antigénico’, favoreciendo la
formacion de nuevos vasos y por lo tanto permitiendo la supervivencia de las CTCs después de su
extravasacion y colonizacion del nuevo drgano (49, 50). Otro proceso que es modulado por el proceso
de TEM, es la regulacién positiva de las moléculas de adhesion célula — célula que median en la adhesién
de las células tumorales al endotelio. De esta manera, aumenta la capacidad de estas células de migrar a
través de una ldmina de estrato Unico ‘in vitro’ y facilitan los procesos de intravasacion y
extravasacion(51, 52). Milson, et al; demostraron que el proceso de TEM se asocia a la expresion del
factor tisular asociado con EGFR (53). Un aumento de la expresion del factor tisular puede facilitar la

formacion de émbolos tumorales y su impactacion en los lechos capilares.

Aunque en conjunto esto datos sugieren un papel relevante de la TEM en la biologia de las CTCs, en
realidad existe muy poca evidencia experimental o translacional que asocie el proceso de TEM con las
CTCs. Por ejemplo se ha demostrado en modelos animales, utilizando la linea celular murina de cancer
de mama 4T1 que tiene la caracteristica de ser altamente metastasica, que la inhibicion de TWIST (factor
de transcripcion que induce la TEM) regula el tamafio tumoral y el nimero de CTCs aisladas en los
ratones(54). En otro modelo, la transformacion de queratinocitos de la cavidad oral de hamsteres

mediante un efector de la via de TGF-p (p21“°**"

) conllevd una transformacién de estas células a un
fenotipo de TEM (55). Tras la inyeccién subcutanea de estas células en los ratones, tanto las células con
un fenotipo de TEM como los controles fueron capaces de formar un tumor, pero solo aquellas células

con un fenotipo de TEM se detectaron en sangre periférica. Sin embargo, ninguno de los tipos celulares
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fue capaz de desarrollar metastasis pulmonares en estos ratones. En contraposicidn, si los dos tipos de
células (con fenotipo TEM vy las células control) eran inoculadas directamente al torrente sanguineo, solo
aquellas células sin fenotipo de TEM (controles) desarrollaron metastasis pulmonares(55). Chaffer et al;
mostro el mismo fendmeno en otro modelo animal. Aquellas células de una linea células parenterales
de cancer de vejiga con caracteristicas de TEM formaron metdstasis si se inyectaban en la vejiga de los
ratones en contraposicion con las células con caracteristicas epiteliales (linea celular procedente de
células aislada de una metastasis 6ésea mediante seleccion in vivo de estas células). Después de la
inyeccién intracardiaca de ambos tipos de células, aquellas células con un fenotipo epitelial fueron
capaces de desarrollar mas metastasis pulmonares en los ratones en cooperacion con aquellas con un

fenotipo de TEM(56).

Estos datos experimentales sugieren que las células con un fenotipo de TEM facilitan la intravasacién y
la generacion de CTCs pero estas células tumorales son menos competentes para formar metastasis. En
contraposicion, las células epiteliales tienen una capacidad mas limitada de activar el proceso de
intravasacion pero son mas propensas a crecer en organos secundarios(48, 55). Otra posibilidad para
explicar estos hallazgos seria que los dos tipos celulares cooperaran en el proceso de metastatizacion.
Dado que estas observaciones son preliminares, el papel del proceso de TEM en la generacion de CTCs,

su extravasacion a organos distantes y la formacion de metastasis requieren auin de un extenso estudio.

.7 Progresion tumoral y CTCs

Tradicionalmente, la diseminacion tumoral se ha visto como un proceso secuencial y la enfermedad
metastasica un evento tardio en el proceso de la progresion tumoral. Por lo tanto, se suponia que solo
aquellos tumores grandes eran capaces de generar CTCs. Sin embargo, nuevos datos apoyan que la
diseminacion tumoral es un evento precoz al menos en el cancer de mama, cancer de préstata y cancer
de esodfago(57-59). Por ejemplo, se encontraron células diseminadas en la medula ésea y los pulmones
de un modelo transgénico de ratones con cancer de mama, antes de que las células del tumor primario
empezaran a abrirse camino a través de la membrana basal durante la etapa pre-invasiva de hiperplasia

atipica (57). En otro modelo experimental, se introdujeron en la circulacion sistémica células mamarias
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no transformadas de ratdn y se observd que podrian desarrollar metastasis pulmonares sin requerir de
su transformacion en la localizacidon primaria (induccidon oncogénica inmediata y retardada). Estos datos
revelan que las CTCs pueden sobrevivir en un érgano distante por periodos extensos de tiempo y que los
eventos que inducen transformacién en el drgano secundario pueden ser suficientes para inducir el

crecimiento tumoral(16).

Como ya se ha mencionado anteriormente, las CTCs juegan un papel en el proceso de ‘auto sembrado’.
En modelos animales de cadncer de mama, colon y melanoma, este proceso es mediado
preferencialmente por las CTCs mas agresivas, como por ejemplo aquellas que muestran mas tropismo
metastdsico por el hueso, pulmdn o cerebro. Se ha observado también que la interleukina (IL)-6 y la IL-8
producida por los tumores atraen las CTCs mientras que las MMP1-collagenasa-1 y fascin 1, un
componente de la actina del citoesqueleto, median la infiltracién de CTCs en los tumores mamarios.
Como rasgo diferencial, estas células que tienen capacidad de ‘auto sembrado’ solo colonizan tumores
pre-existentes, no localizaciones intactas, y por lo tanto parece que estas células necesitan una cierta
adaptacion para crecer en lugares anatdmicos que estan previamente establecidos. Este fendmeno
podria explicar la relacion entre el tamano tumoral, vascularidad, prondstico y recaidas locales después
de que el tumor primario haya sido completamente extirpado(43). Enderling et al; mediante el uso de
un modelo matematico experimental sugirieron que la capacidad de las células tumorales para ‘ auto
metastatizar’ es el factor mdas importante para la progresion tumoral y se ve afectado por el equilibrio
entre proliferacién celular, migraciéon celular y muerte celular(60). Otra observacién reciente de
Ginester, et al; demostré que al menos parte de las células madre del cancer sobrexpresan el receptor
de quimioquina CXCR1 y su bloqueo in vitro se asocia con una reducciéon de metdstasis sistémicas(61).
Esta observacion parece apoya los datos experimentales previos y propone una nueva diana terapéutica

para la enfermedad metastdsica (61).

El papel de las CTCs en la progresidon tumoral también se asocia a la diseminacién de la resistencia a los
tratamientos. En pacientes con cancer de pulmdén metastasico, se han aislado CTCs con mutaciones
adquiridas durante el tratamiento con inhibidores de EGFR(62). Los pacientes con este tipo de tumor

presentan progresion de la enfermedad en multiples localizaciones a la vez y se cree que estas
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metastasis podrian tener el mismo tipo de resistencia (mutaciones). Una posible explicacion para este
tipo de progresion seria que las CTCs con la mutacion adquirida fueran las responsables de la progresion

de la enfermedad resistente.

Otra de las caracteristicas de las CTCs es que todas no tienen la misma capacidad de generar
metadstasis(55, 56). Una observacién muy importa proviene de pacientes (ovario, mama o pulmén) con
ascitis y a las que se les ha tratado con un shunt peritoneo-venoso para aliviar los sintomas asociados a
la ascitis. Este liquido ascitico es infundido directamente al sistema venoso y suelta billones de células
tumorales a la circulacion sistémica cada semana durante meses. Las autopsias de seguimiento de estos
pacientes mostraron que la mayoria de las pacientes no tenian metastasis en ningun otro drgano y solo
se encontraron algunos pequefios depdsitos, indicando algin grado de colonizaciéon de las células
procedentes del shunt. Otros pacientes presentaron mas metastasis en los mismos organos donde
previamente tenian metastasis. Ninguno de estos pacientes presentd ningln sintoma asociado a los
nuevos depdsitos tumorales y todas murieron debido a su tumor original inoperable y en

progresion(63).

Estos hallazgos apoyan el concepto de que las CTCs son muy heterogéneas y con diferente capacidad
para diseminar, colonizar y formar metdstasis clinicamente significativas. Debemos también tener en
cuenta que el microambiente en el drgano receptor en las localizaciones distantes puede influenciar la

capacidad de las CTCs para crecer alli después de su extravasacion(30, 31).

1.8 Implicaciones clinicas y terapéuticas

La deteccion de CTCs en pacientes con tumores sélidos como en pacientes con cancer de mama,
prostata y colon, ha recibido mucha atencién durante los Gltimos 10 afios (64-66). La posibilidad de
recoger muestras secuenciales de sangre periférica para monitorizar a tiempo real la eficacia de
tratamientos sistémicos proporciona la oportunidad del desarrollo de nuevos biomarcadores. Ademas la

caracterizacion molecular de las CTCs podria contribuir a un mejor conocimiento de la biologia de las
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metastasis y de nuevas dianas moleculares susceptibles de ser tratadas con tratamientos dirigidos. Uno
de los descubrimientos mas relevantes hasta el momento proveniente del estudio fenotipico/genotipico
de las CTCs, es la identificacion de una fraccién de CTCs con propiedades de células madre del cancer(67,

68).

Aislar, enumerar y caracterizar CTCs tiene implicaciones clinicas conocidas y los resultados de todos los
estudios que estdn actualmente en marcha muy probablemente expandirdn aiin mas el conocimiento en
el campo. Durante los ultimos afios, se han publicado los resultados de varios estudios clinicos que han
tenido como objetivo determinar la utilidad de las CTCs como factor prondstico en el cancer de
mama(64-66, 69, 70). Aunque se han utilizado diferentes estrategias para la deteccion de las CTCs, en la
mayoria de los estudios se usaron métodos que enriquecen las muestras usando antigenos epiteliales,
como por ejemplo EpCAM, y/o la definicion de CTCs como células epiteliales. Una de las limitaciones de
este tipo de metodologias es que infraestima las CTCs con un fenotipo completo de TEM (71), las cuales,
pueden adquirir propiedades de célula madre y conferir resistencia a la quimioterapia vy

radioterapia(44).

En estos estudios, debido a las diferencias en los métodos y marcadores utilizados para la deteccion de
CTCs, se detectan diferentes subpoblaciones de CTCs que no necesariamente se solapan (72). Por lo
tanto, todos los datos que existen sobre su valor clinico y expresion de marcadores deben interpretarse
en el contexto del método de deteccion utilizado. A pesar de todas las limitaciones, la mayoria de los
trabajos han mostrado que la presencia de las CTCs se asocia a peores resultados clinicos de las

pacientes.

El sistema Cellsearch™ (Veridex Corporation, Warren, NJ, USA) es el Unico sistema de deteccién de CTCs
aprobado por la FDA y con el que se ha obtenido la informacion clinica mas robusta con resultados
reproducibles entre diferentes laboratorios. En la siguiente seccion se describiran los resultados de los
estudios clinicos realizados con el uso de esta metodologia. Cristofanilli et al (64), mostraron que el
numero de CTCs detectadas antes de empezar una nueva linea de tratamiento mediante el sistema

Cellsearch™ es un factor prondstico independiente de supervivencia libre de progresion (SLP) y
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supervivencia global (SG) en pacientes con cancer de mama metastasica. Aquellas pacientes con > 5
CTCs por 7.5 ml de sangre periférica tienen una SLP y SG inferior en comparacion con aquellas pacientes
con < 5 CTCs (2.7 meses y 10 meses versus 7 meses y >18 meses para SLP y SG, respectivamente;
p<0.001). Ademas, el recuento de CTCs en el momento de la primera visita de seguimiento también
mostré un valor prondstico similar(73). La utilidad prondstico de las CTCS ha sido independientemente
confirmada por diferentes grupos(74-76). Ademas, la supervivencia global fue superior en pacientes con
< 5 CTCs en 7.5 ml independientemente del tipo histolégico, el estado de los RH y el estado de HER2, asi
como, de si el paciente debuto con enfermedad metastdsica o recayé (64). El valor prondstico fue
también independiente de la linea de tratamiento (primera linea versus segunda linea de tratamiento),
localizacién metastdsica (por ejemplo enfermedad visceral vs hueso y tejido blando), o subtipo de
cancer de mama. Recientemente, se ha demostrado que la deteccion de CTC en la primera visita de
seguimiento de pacientes con cancer de mama metastasica, puede predecir mejor el prondstico de estas
pacientes que evaluando la respuesta con FDG-PET y/o CT(77).

Mientras que el valor prondstico de las CTCS se ha demostrado en el cancer de mama metastasica en
pacientes tratadas con quimioterapia o tratamientos hormonales convencionales, el reto es ahora
determinar este valor prondstico en el contexto de tratamientos con agentes biolégicos y terapias
dirigidas que afectan directamente la célula tumoral (trastuzumab) o modifica el microambiente
(bevacizumab) ya que puede influenciar procesos como la intravasacién, la extravasacion o el aclarado
de las CTCs. De hecho, hay datos recientes que sugieren que las CTCs en pacientes tratadas con

antiangiogénicos (78, 79), o con terapias dirigidas contra HER2(80) tienen un valor prondstico limitado.

En cambio, se ha confirmado el valor prondstico de las CTCS en los estadios tempranos de cancer de
mama. La mayoria de estudios han usado > 1 CTCs como punto de corte para discriminar grupos
prondstico (dado el bajo ratio de deteccion de CTCs en la enfermedad precoz en comparacién con la
enfermedad metastasica). En el ensayo clinico mas extenso evaluando el tratamiento adyuvante
realizado hasta el momento participaron 1489 pacientes con cancer de mama con alto riesgo de recaiga
o ganglios positivos se obtuvieron y analizaron 23 ml de sangre periférica antes y después de la

guimioterapia (basada en taxanos)(69). En el 9.4% de los pacientes se detectaron >1 CTCs antes de
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empezar la quimioterapia, y en un 8.7% se detectaron >1 CTCs después del tratamiento quimioterapico.
Aguellas pacientes con CTCs positivas antes del tratamiento tenian mas ganglios linfaticos positivos al
diagndstico; sin embargo, no hubo correlacidon con el tamafio tumoral, el grado tumoral o el estado de
los RH. Con una mediana de seguimiento de 32 meses, la presencia de > 1 CTCs antes del tratamiento
fue un factor pronéstico significativo con respeto a la supervivencia libre de enfermedad (SLE) y la SG. La

presencia de > 1 CTCs después de la quimioterapia solo predijo la SLE(69).

En aquellas pacientes que reciben tratamiento neoadyuvante, la presencia de CTCs antes de la
guimioterapia también mostrod ser un factor prondstico independiente de respuesta, supervivencia libre
de metastasis y SG, mientras que la presencia de CTCs después del tratamiento quimioterapico fue
menos significativa (81, 82).

La informaciéon prondstico que las CTCs proporcionan puede que no esté solo limitada al numero de
células aisladas en las pacientes, sino también a las caracteristicas de las CTCs. Uno de los aspectos mas
prometedores del estudio de las CTCs en una amplia variedad de tumores, es su caracterizacion
fenotipica/genotipica. Esto permitiria la identificacién de dianas terapéuticas (por ejemplo, en el caso
del cancer de mama la expresion de RH, HER2 o EGFR) y permitir la monitorizacién a tiempo real de

estos marcadores en CTCs y a su vez, de los tratamientos sistémicos.

Tradicionalmente los tratamientos sistémicos que se administran de forma adyuvante o neoadyuvante a
las pacientes con cancer de mama se seleccionan en funcion de la expresidon de los RH y HER2 (entre
otros factores) en el tumor primario. Sin embargo, en el caso de la enfermedad operable, la diana de los
tratamientos adyuvantes y en parte de los tratamientos neoadyuvantes es la enfermedad minima
residual representada por las CTCs y las células tumorales diseminadas (DTC). La accesibilidad y la
posibilidad de analisis secuenciales de sangre hace de la caracterizacién de las CTCs un marcador que
estd ganando mas y mas interés en los estos estadios cuando la enfermedad tiene mas posibilidades de

ser curada.
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Se ha estudiado y documentado ampliamente discordancias entre el estado de los RH y HER2 entre el
tumor primario y las CTCs el cancer de mama metastasica. Hasta el momento se desconoce el
significado de estos hallazgos o si tienen alguna repercusidn en la respuesta/resistencia a tratamientos,
sin embargo, estos hallazgos podrian acarrear implicaciones clinicas muy importantes. Por este motivo,
el primer objetivo de esta tesis es determinar la expresién de los RH y EGFR, asi como la amplificacidn de

HER2 en CTCs de pacientes con cancer de mama operable.

En las siguientes secciones se revisara el conocimiento acumulado sobre las caracteristicas moleculares
de la CTCs principalmente de pacientes con cancer de mama avanzado, contexto en los que se ha

estudiado con mas detalle la enfermedad tumoral circulante.

1.9 Caracterizacion de biomarcadores en CTCs en pacientes con cdncer de mama

=  Receptores Hormonales

El subtipo mdas comun de cancer de mama es el luminal A y representa el 50-60% de todos los canceres
de mama(83). Estos tumores se caracterizan por la expresion alta de receptores de estréogeno alfa (RE) y
se asocian con un relativo buen prondstico(83). Los tumores luminal B representan un 10-20% de todos
los tumores malignos de mama y se caracterizan por la expresion de RE, receptor de progesterona (RP)
y/o HER2. Frecuentemente representa un fenotipo mas agresivo con grado tumoral mas alto(5).

La expresion del RE en el tumor primario es evaluada mediante inmunohistoquimica (IHC) y la definicidn
de un tumor con el RE positivo o RP positivo se basa en la presencia de al menos un 1% o mas de células
tumorales positivas para el RE o RP, respectivamente (84). La expresion del RE y/o RP media la
sensibilidad de estos tumores a los tratamientos hormonales como el tamoxifeno o los inhibidores de la
aromatasa. Aunque se ha demostrado claramente la eficacia de los tratamientos endocrinos para
mujeres con tumores con RH positivos —tanto estadios precoces como metastasicos - se ha observado
que este tratamiento no es eficaz en aproximadamente un 25-30% de pacientes (85-87). Son multiples

los mecanismos de resistencia asociados al fallo de los tratamientos endocrinos. Por ejemplo, la pérdida
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de expresion del RE o el funcionamiento disfuncional de la via de sefializacién del RE debido a cambios
genéticos o epigenéticos —hipermetilacién del promotor de ERS1, expresion de isoformas del RE
truncadas o modificaciones post-translacionales- se han asociado a la resistencia a tratamientos
hormonales (88). Otros mecanismos independientes del RE son la alteracién del ciclo celular o de las
moléculas relacionadas con las vias de supervivencia celular(86).

Como se ha mencionado anteriormente, el cancer de mama se considera RH positivo si el tumor
primario muestra reactividad nuclear de cualquier intensidad del RE o RP en > 1% de las células
estudiadas mediante IHC. Por lo tanto, no se debe necesariamente esperar que las CTCs procedentes
de tumores de mama RH positivos también sean RE o RP positivas. Las CTCs que no expresan RH pueden
haberse originado de la fraccion de células del tumor primario negativas(89) o de clones con los RH
negativos generados bajo la presion de un tratamiento hormonal(90). La aparicion de las CTCs con el RE
negativo puede también ir acompafiada de aberraciones gendmicas y epigendmicas(91).

Dado que el tratamiento endocrino es dependiente del estado de los RH y su diana terapéutica es el RE,
las discrepancias entre el estado de los RH en el tumor primario y las CTCs, ademas de la
heterogeneidad en la expresion de RH en las CTCs podria ser una de las razones para el fallo de los
tratamientos endocrinos y el desarrollo de enfermedad metastasica en aquellas pacientes con tumores
operables.

Los tumores primarios estan compuestos tanto de células positivas como negativas para los RH previo a
cualquier tratamiento. La exposicidon a un tratamiento sistémico desencadena un cambio de expresion
del RE de positiva a negativa entre un 2.5 y un 17% de los casos (92) y estos cambios de expresion
pueden ser bidireccionales(93). En el cancer de mama metastasico, uno de los principales mecanismos
para evadir los tratamientos hormonales es la negativizacién del RE en los tumores (86, 91).

Estudios muy recientes han podido mostrar que el estado de los RH en el tumor primario y las CTCs
originadas de este tumor no siempre coinciden y esta divergencia parece ademas ser un fendmeno
bastante comun. En la mayoria de los estudios que han interrogado este fendmeno se han utilizado
métodos de analisis basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para medir la expresién de
RNA mensajero en la poblacidn total de CTCs (94-96). En uno de estos estudios, Tewes et al; fueron

capaces de predecir en un 78% de los casos la respuesta al tratamiento hormonal mediante la
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evaluacion del RE y del RP en sangre periférica de pacientes con cancer de mama metastasico (96). Sin
embargo, no se puede evaluar la heterogeneidad intratumoral de las CTCs utilizando métodos basados
en la PCR. Por lo tanto, el estudio de los RH en CTCs individuales podria ser importante para describir
mejor las caracteristicas de la enfermedad minima residual y su asociacion a la resistencia a
tratamientos hormonales. Hasta el momento, solamente un estudio evaluando pacientes con cancer de
mama metastasico con RE-positivo, ha mostrado que la expresién del RE evaluado mediante
inmunocitoquimica en CTC frecuentemente es negativa (69% de los casos) y con una considerable
heterogeneidad inter-paciente (97).

Otras situaciones clinicas en las que seria util la re-evaluacidén de los RH y potencialmente guiar la
seleccion de los tratamientos sistémicos seria en el momento de la recaida tumoral, especialmente en
aquellos tumores que inicialmente eran RH positivos. El fenotipo de las CTCs podria ser el reflejo de la
enfermedad metastasica y ser relevante a la hora de seleccionar un tratamiento paliativo o monitorizar

este tratamiento.

= HER2

El cancer de mama HER2 positivo representa un subtipo agresivo de esta enfermedad que ocurre entre
el 15-20% de los pacientes(5). Estos pacientes desarrollan mas frecuentemente enfermedad visceral y
del sistema nervioso central que aquellos HER2-negativos(98, 99). Antes del desarrollo de las terapias
dirigidas a HER2, como transtuzumab o lapatinib, este subtipo de cancer de mama tenia un prondstico
muy pobre(100). La introduccion de estos agentes ha mejorado los resultados clinicos tanto en la
enfermedad precoz como avanzada(101-106). A pesar de esta mejoria, los resultados con transtuzumab
como lapatinib estan lejos de ser satisfactorios. Por ejemplo, incluso aquellas pacientes con tumores que
sobreexpresan HER2 o que el gen HER2 esta amplificado, el beneficio de una terapia dirigida contra
HER2 en monoterapia esta en el rango de un 25% en la enfermedad avanzada(107). En el contexto de un
tratamiento adyuvante, transtuzumab - en combinacién con quimioterapia- ha demostrado en 4
estudios clinicos diferentes -incluyen mas de 1300 mujeres con cancer de mama en estadios precoces-

una reduccion del riesgo de recaida solamente en alrededor del 50% de la poblacion tratada(108).
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Existen al menos tres explicaciones posibles para este fendmeno. En primer lugar, las enfermas con
tumores HER-2 positivos pueden ser divididas en subgrupos con diferentes grupos prondstico y
probablemente diferente sensibilidad a terapias dirigidas contra HER2. Segundo, los métodos de
deteccién y evaluacién de HER2 pueden ser inadecuados debido a las limitaciones que conllevan
métodos tradicionales, subjetividad en la interpretacion de los resultados y la heterogeneidad de los
canceres de mama. Y tercero, varios estudios han observado que existen discrepancias en la expresiéon
de HER2 entre los tumores primarios y sus metastasis (109). Finalmente y en la misma linea, estas
discrepancias también se han observado entre tumores primarios y las correspondientes CTCs — lo cual
tiene especial relevancia en las pacientes sin metastasis(110-115). Estas inconsistencias indican que las
células tumorales estan en constante cambio -seleccién clonal- y que la deteccidn del estado de HER2 en
el tumor primario no tiene por qué reflejar el fenotipo en un momento determinado. Por lo tanto, es
critico descubrir biomarcadores mejore y métodos a tiempo real para testar el estado de HER2 y
optimizar tratamientos individuales en pacientes con cancer de mama tanto metastasica como

operables.

Otro aspecto importante recae en la deteccion de marcadores de resistencia precoz y por lo tanto
progresion de la enfermedad. Hasta el momento se han descrito multiples mecanismos que contribuyan
a la resistencia a los tratamientos dirigidos contra HER2. Por ejemplo, la sobreexpresion de la proteina
HER2 truncada (p95"*"?); la pérdida de gen supresor PTEN o mutaciones activadoras en la subunidad
catalitica o reguladora de fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K) -lo cual se asocia a una regulacién positiva de
la via de sefializacion PI3K/AKT/mTOR- y la sobreexpresion del receptor insulin-like growth factor tipo 1

estan entre ellos(116).

En el caso del estudio de HER2 en CTCs, Ignatiadis et at; mostraron que a pesar de que se detectan CTC-
HER2 positivas en pacientes con tumores primarios HER2-negativos, la mayoria de casos con CTC-HER2
positivo tienen el mismo fenotipo en el tumor primario(111). Sin embargo, un estudio multicéntrico
prospectivo reportd que las CTC-HER2 positivas pueden ser detectadas en un numero relevante de
pacientes metastasicas con tumores primarios HER2-negativos(117) y este hallazgo ha sido confirmado

por otros grupos(118, 119). Por ejemplo, Punnoose et al; publicaron que existe concordancia entre el
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estado de HER2 en CTCs y el correspondiente tumor primario en la mayoria de pacientes metastasicas

(89%), aunque un 11% de pacientes presentaron diferentes fenotipos/genotipos (120).

Dado la creciente evidencia de que el estado de HER2 puede cambiar durante la recaida o la progresion
del cancer de mama, la re-evaluacion del estado de HER2 en CTCs es una estrategia con potenciales
implicaciones clinicas y terapéuticas. En la actualidad, las pacientes con tumores primarios HER2-
negativos y CTCs-HER2 positivas bien en el momento del diagndstico o en el de la recaida, no optan a
tratamientos dirigidos a HER2. Por lo tanto, existe un interés en caracterizar correctamente HER2 en
CTCs y validar en estudios clinicos su importancia clinica y como biomarcador en la seleccién de

tratamientos.

=  EGFRy componentes de la via de sefializacién PI3Ko/PTEN/AKT

La via de sefializacion EGFR/PI3K/PTEN/AKT juega un papel muy importante en la transformacion
maligna, la resistencia a tratamientos anti-tumorales y los procesos de metastatizacién. Esta via esta
alterada con cierta frecuencia en el cancer de mama debido a mutaciones o la expresidn aberrante de
sus componentes. Con especial relevancia para esta tesis cabe destacar que el EGFR esta involucrado en
le loop paracrino en que la produccion de epidermal growth factor (EGF) por parte de los macrofagos

asociados al tumor incrementan la invasividad y la migracién de las células de cancer de mama(121).

Existe mucha menos datos sobre la deteccion de EGFR y los componentes de la via de sefializacion
PI3Ka/Akt en CTCs. Sin embargo, la disponibilidad de farmacos como lapatinib- un inhibidor reversible
de EGFR y de HER2 aprobado para el tratamiento del cancer de mama metastasico HER2-positivo(105) y
su relevancia en la adquisicion de resistencia tu farmacos dirigidos contra HER2 y terapias endocrinas,
refuerza la necesidad de investigar su estado en CTCs. Otro ejemplo de la importancia de la
caracterizacién del EGFR en CTCs en cancer de mama se ilustré con la publicacidon de un caso clinico. El
beneficio clinico que la paciente alcanzé con lapatinib se correlaciond con la erradicacion de CTCs que

sobrexpresaban EGFR y la respuesta tumoral (122).
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Hasta el momento, al menos dos estudios han estudiado la expresion del EGFR o componentes de la via
de sefializacion PI3Ka/PTEN/AKT en CTCs mediante diferentes metodologias(123, 124) y en un estudio
clinico se ha correlacionado la actividad de genitinib-un inhibidor del EGFR- con la desaparicién de las
CTCS-EGFR-positivas en pacientes con cancer de mama metastdsico (125).

Cabe destacar que en los estudios descriptivos publicados se han observado también divergencias
similares para el EGFR que las encontradas con el RE, RP y HER2 (123). En uno de los estudios se
caracterizé la expresién de EGFR, HER2, PI3Ka y AKT en CTCs de pacientes con cancer de mama tanto
metastasico como precoz. Este grupo confirmo que las CTCs expresan tanto receptores de membrana
como quinasas parte de la via de sefializacion EGFR-HER2/PI3K/Akt (123). La expresion de PI3K y AKT
fosforilado fue similar ( = 80%) tanto en enfermas metastasicas como precoces, en cambio, la expresion
de EGFR fosforilado se observod en el 33% de pacientes con tumores precoces y en el 86% de pacientes
con tumores metastasicos (123). En la misma linea, la expresién de marcadores de célula madre ADLH1
y otros marcadores de TEM como TWIST1, AKT2 o PI3Ka fueron estudiados en CTCs de 502 pacientes
exclusivamente con cdncer de mama localizado. En 29% de las pacientes expresaban al menos un
marcador de TME y un 14% expresaban ALDH1, sin embargo, no se pudo demostrar ninguna correlacién

con los marcadores prondsticos clasicos (124).

= Marcadores de TEM y de célula madre en CTCs

El proceso de TEM y la adquisicion de propiedades de células madre por parte de las células tumorales
estan intimamente ligados(45). Durante la ultima década se ha observado en varios trabajos que TEM
genera CTCs con caracteristicas fenotipicas mesenquimales.. Uno de los trabajos iniciales fue presentado
por Aktas, et al; en el que evaluaron la expresiéon de marcadores asociados a la TEM en CTCs (TWIST1,
AKT 2 y PI3Ka) de pacientes con cancer de mama metastasico — mediante una metodologia basada en la
transcripcion reversa (RT)-PCR con un paso de pre-enriquecimiento de la muestra con células EpCAM-
positivas(67). En este estudio, 62 % de las CTCs fueron positivas para al menos un marcador asociado a
la TEM(67). Otros estudios han mostrado que el EGFR fosforilado, HIF1la, HER2 y las quinasas de

sefalizacién PI3K/AKT se expresan en CTCs, a la vez que estas vias de sefializacion puede regular el
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proceso de TEM (118, 123, 126-128). Sin embargo, en los estudios mencionados se utilizaron
marcadores epiteliales para la deteccion de CTCs; por lo tanto, es mas que probable que algunas de las

células aisladas en estos estudios solo tenga un fenotipo parcial de TEM.

Se han publicado estudios mas recientes en pacientes con cancer de mama precoz en los que se
relacionan la adquisicién de un fenotipo mesenquimal en CTC y peores resultados clinicos. Por ejemplo,
Serrano et al; han reportado que aquellas CTCs con fenotipo mesenquimal (Vimentina y Slug positivas)
co-expresan EGFR sugiriendo que la activacidon de esta quinasa esta involucrada en el proceso de TEM.
Ademas, el mismo fendmeno se reprodujo en un modelo pre-clinico con una linea celular de cancer de
mama mostrando que la induccién del proceso de TEM mediante la estimulacion del EGFR por su
ligando esta relacionado con la perdida de CK por parte de las células tumorales, asi como, la inhibicién
de la apoptosis (datos aceptados para publicacidn). Otro trabajo relevante mostré en 11 pacientes con
cancer de mama en las cuales monitorizaron de forma secuencial sus CTC, que la adquisicion de un
fenotipo mesenquimal esta directamente asociado a la progresion de la enfermedad neoplasica. Las CTC
con fenotipo mesenquimal se detectaron de forma aislada o en clusters multicelulares. Estas células
expresaban conocidos reguladores del proceso de TEM como son componentes de la via de sefializacion

del transforming growth factor (TGF)-B y el factor de transcripcion FOXC1(129).

Tal como ya se ha mencionado, el proceso de TEM esta asociado a la adquisicion de marcadores de
célula madre(45) y algunos estudios han documentado la expresion de estos en parte de las
poblaciones de CTCs (67, 68). Reuben, et al; mostraron que mas del 60% de CTCs expresan NOTCH1, un
gen asociado con la auto-renovacion de células iniciadoras de cancer (68). De la misma forma, casi 70%
de las CTCs expresan ALDH1, otro gen asociado con células madre tumorales(67, 95). La expresion de
este marcador en CTCs también se ha relacionado con la resistencia a tratamiento anti-tumorales en
cancer de mama metastasico (67, 130). A pesar de las dificultades técnicas, combinaciones de
marcadores tipicos de un fenotipo de célula madre — CD44"/CD247°"/Lineage’ y ALDH1"€"/cD247°" —

también se han descrito en CTCs (131).
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Otra caracteristica que otros grupos han postulado es que las células madre de cancer de mama son
tipicamente son triple negativo (RH y HER2 negativos)(132). En un pequeiio estudio que evalué las CTCs
en pacientes con cancer de mama precoz objetivaron que la mayoria de las CTCs fueron triple negativas
independientemente del fenotipo del tumor primario. Estos datos sugieren una continuidad en el
desarrollo de los fenotipos de las CTCs desde un fenotipo de diferenciacion epitelial total a un fenotipo
mesenquimal, incluyendo aquellas pacientes con un fenotipo de TEM parcial — coexpresiéon de

marcadores epiteliales y mesenquimales.

CD113 ha sido también reconocido como un indicador de células madre tumorales en diferentes tipos
de neoplasias(133-135). Este marcador no ha se ha caracterizado muy extensamente en cancer de
mama, sin embargo; se ha descrito en modelos preclinicos que aquellas células de cancer de mama
BRCA1 positivas que expresan CD133 tienen capacidad de regeneracion y formacion de tumores (136).
Ademas, estas células que expresan CD133, presentan mayor expresion de genes asociados a células
madre como por ejemplo Notchl, ALDH1, Fgfrl y Sox1(136). Otro modelo preclinico, mostré que
aquellos xendgrafos con células capaces de iniciar tumor y con capacidad ilimitada de regeneracién
estaban enriquecidos con un fenotipo CD44°°CD49f"CcD133/2"**".cD44 y CD133 estan también

sobreexpresados en mamosferas derivadas de tejido tumoral mamario y lineas celulares(138, 139).

Otras funciones adicionales asociadas a células CD133 positivas son, en primer lugar, propiedades
migratorias mediante la promocién del proceso de TME — a través de la via de sefializacion Hedgehog-
(140-142) vy la facilitacion del evento de ‘vasculogenic mimicry’ (VM)- proceso de vascularizacidn
alterativo en el que tanto las células tumorales epiteliales como las células endoteliales participan en el
proceso de neovascularizacidon(143).Los genes asociados a este proceso de vascularizacion forman parte
de las vias de sefalizacion relacionadas con la hipoxia, propiedades de células madre y la
vascularizacién(143). Otros autores también han asociado las células tumorales CD133 positivas (con
caracteristicas de célula madre) con el proceso de VM en cancer de mama triple negativo(144). Todos
estos datos preclinicos que posicionan a las células CD133+ como potenciales células madre tumorales y
parte de eventos bioldgicos relacionados con la diseminacién tumoral, recalcan la importancia de la

caracterizacion de este marcador en CTCs de pacientes con cancer de mama.
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En resumen, las CTCs tienen un papel importante en la diseminacion y la progresién de los tumores.
Estas poblaciones de células tumorales -raramente aisladas en el torrente sanguineo- son muy
heterogéneas y su estudio esta aln en estadios muy tempranos especialmente en los pacientes no
metastasicas. Su caracterizacion muy probablemente acarreara grandes avances para el desarrollo de
tratamientos dirigidos a dianas terapéuticas y en la monitorizacién de la respuesta a este tipo de

terapias y a otras mas clasicas.

Il.  HIPOTESIS
Esta tesis doctoral consta de dos hipétesis:

. La expresion del RE, RP y EGFR y el estado del gen de HER2 y TOPA2 en CTCs de pacientes
con tumores localizados de cancer de mama es discordante respecto al tumor primario de
origen.

] Asumiendo que el proceso de metastatizacién requiere de la diseminacién de células
tumorales procedentes del tumor primario con propiedades de células madre y que la estas
células confieren cierta resistencia a drogas, hipotetizamos que la expresién de marcadores
de células madre en CTCs podria ser relevante y tener un papel como biomarcador predictor

de resistencia a tratamientos anticancerosos.

1l. OBIJETIVOS

] El primer objetivo del trabajo de tesis es evaluar la expresion del RE, RP y EGFR en CTCs y en
el tumor primario de pacientes con cidncer de mama localizado que han recibido un
tratamiento radical (cirugia + radioterapia * tratamiento sistémico [quimioterapia y/o

tratamiento endocrino y/o trastuzumab]) utilizando IHC. El objetivo de estudiar si las
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V.

subpoblaciones de células tumorales circulantes reproducen el mismo fenotipo que las del

tumor primario.

El segundo objetivo del trabajo de tesis es evaluar el estado de los genes HER2 y TOPA2 en
el tumor primario de pacientes con cdncer de mama localizado que han recibido un
tratamiento radical (cirugia + radioterapia + tratamiento sistémico [quimioterapia y/o
tratamiento endocrino y/o trastuzumab]) utilizando fluorescence in situ hybridization (FISH).
objetivo de estudiar si las subpoblaciones de células tumorales circulantes reproducen el

mismo genotipo que las del tumor primario.

Como parte de los objetivos | y Il, se correlacionaron los hallazgos en las CTCs con las
caracteristicas clinico-patolégicas del tumor primario y los subtipos de cancer de mama.
Ademas, se estudian si existen cambios en el fenotipo/genotipo de CTCs en muestras

obtenidas antes y después de un tratamiento sistémico.

El tercer objetivo del trabajo de tesis es determinar la expresiéon de CD133 en CTCs de
pacientes con cdncer de mama localizado que han recibido un tratamiento radical (cirugia
radioterapia * tratamiento sistémico [quimioterapia y/o tratamiento endocrino y/o
trastuzumab]). Como parte de este objetivo, se evalud su papel potencial de las CTCs-
CD133 positivas en la resistencia a drogas mediante el estudio de muestras obtenidas antes

y después de un tratamiento sistémico.

TRABAJOS
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Abstract
Introduction: Increasing evidence supports the view that the detection of circulating tumor cells (CT04) preascis
outcomes of nonmetastatic breast cancer patients. CTCs differ genetically from the prmary tumor and may
contrbute 10 vanations in prognosis and response 1o therapy. As we start 1o understana more about the biology
of CTCs, we can begin to address how best to treat this form of disease.

Methods: Ninety-cight nonmetastatic breast cancer patients were incluced in this sudy. CTCs were isclaed by
Immunomagnetic technigues using magnetic beads babelled with a muki CK-specific antbody ((X3-11D5) and CTC
detection through immunocytochemical methods, Estrogen receptor, progesterone receptor and epidermal growth
factor receptoe (EGFR) were evaluated by immunotluorescence experiments and HER2 and TOP2A by fluorescence
in situ hybndization. We aimed 1o charactence thes set of blomarkers in CTCs and comrelste it with clinical-
pathological charactenistics,

Results: Baseline detection rate was 469% = 1 CTC/30 mi threshold. CTC positive cells were moee frequent in
HER2-negative tumors (p = 0.046). In patients younger than 50 years old, HER2-amplified and G1-G2 tumaors had a
higher possitdley of being nondetectable CTCs, Heterogeneous expression of hormonal receptors (HRS) n samgles
from the same patients was found, Discordances between HR expression, RER2 and TOP2A status in CTCs and thew

Lurnanad Tumorns is wamanted,

primary tumar were found i the sequentidl blood samples. Less that 35% of patients switched their CTC status
after receiing chemotherapy. EGFR-positive CTCs were assockated with Luminal tumors (p = 0.03),

Conclusions: This is the kwgest exploratory CTC blomaker analysis n nonmetastatic BC patients. Our study
suggests that CTC somarkers profiles might be useful as a surogate marker for therapeutic selection and
monitorng since heterogeneity of the biomarker distrbution i CTCs and the lack of corelation with the primary
tumor biomadker stnus were found, Funther explontion of the associstion between EGFR-pesitive CTCs and

Introduction

Breast cancer (BC) is the most frequently diagnosed
malignancy in women [1], Despite considerable advances
in early detection, diagnosis, and treatment, BC is
among the leading causes of cancer-related deaths in
women because of recurrent metastatic disease.
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Understanding the molecular profile of BC is becom-
ing ever more relevant to patient care. Molecular sub-
types were first described by Perou and colleagues [2.3],
who mapped the phenotypic diversity to a specific gene
expression pattern. An immunohistochemistry (IHC)
profile based on the degree of expression of estrogen
receptor (ER), progesterone receptor (PR), and human
eplthelial growth factor receptor 2 (HER2) similarly
identifies subgroups of BC patients who will have similar
gene expression patterns and clinical outcomes [3-5)
Subsequently, subgroups (within major groups) that
have been defined as ER”, PR, and HER2 tumors that
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express cytokeratin (CK) 5/6 proteins or epidermal
growth factor receptor (EGFR) or both represent
another distinctive BC tumor subtype known as the core
basal phenotype, which s assoclated with & worse prog-
nosis [6]. Moreover, EGFR is considered essential in
cancer cell migration and the intravasation process [7.5).
Therefore, we were interested in exploring the expres-
ston of EGFR In circalating tumor cells (CTCs) of
patients with BC.

Subsequent studies showed differences in prognosis
and differences in their response to therapeutic agents
with respect to the subtype in specific cohorts of
patients [4,5]. In addition to clinical and pathological
Gctors currently used to guide prognosis and treatment,
new evidence regarding the assoclation of topoisomerase
2u (TOP2A) gene alterations and an increase in respon-
siveness to antracycline-containing regimens has been
reported [9,10], However, no studies have evaluated the
TOP2A status In CTCs. These blomarker profiles do not
guarantee a response to systemic therapy, and a fraction
of patients will receive the established or investigational
theraples without deriving any benefit. The presence of
CTCS in the peripheral blood of non-metastatic BC
patients has been associated with worse clinical out-
comes [11-13]. In addition, there is increasing evidence
of discrepancies between ER, PR, and HER2 expression
in CTCs and the corresponding primary tumors, raising
concern about the clinical implications of these observa-
tions|[14-17], Thus, the need to determine prognostically
and therapeutically relevant markers in minimal residual
discase is becoming important in order to increase per-
sonalized treatment options [18].

In this work, we sought to evaluate ER, PR, and EGFR
expression and HER2 and TOP2A status in CTCs in a
non-metastatic BC population. We further correlated
the CTC findings with clinical and pathological charac-
teristics of primary tumors and the distinct BC subtypes.

Materials and methods

From March 2009 to September 2010, patients with
stage | to [IC BC were identified from the Breast Can-
cer Unit at the Hospital del Mar and Hospital Universi-
tario de Jaén, The inclusion criteria were histological
diagnosis of BC and availability of tissue for biomarker
studies. Surgical procedure and systemic therapy were
selected at the discretion of the treating physician with
or without targeted therapy (namely, trastuzamab) for
patients with HER2® BC, Medical charts of these
patients were reviewed, and clinical details of these
patients were Included in o database.

A total of 98 patients donated three samples of 10 mlL
of blood at the time of first diagnosis. If adjuvant ther-
apy (AT) was administered, post-treatment samples
were obtained after three cycles of chemotherapy. If
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neoadjuvamt therapy (NAT) was administered, samples
were obtained at the end of treatment. For this study,
we classified BC patients based on the pattem of expres-
slon of the hormone receptor (HR), estrogen and pro-
gesterone receptor, and HER2 status that identify three
major distinct molecular BC subtypes [2,3]: luminal
tumors, which are HR® and HER2; HER2-amplified
tumors; and those tumors that lack expression of the
three receptors, known as triple-negative BC. This trans-
lational study was approved by the ethics review com-
mittees of the Hospital del Mar and Hospital de Jaén,
and informed consent was obtained from all patients
and healthy volunteers.

Assessment of tumor blomarkers

Tumor specimens from archival tumor biopsies were
available for HER2 and TOP2A status (nr » 98 and u »
23), ER and PR (1 = 98), p53 (n = 65), and Ki-67 (1 =
98). ER and PR were routinely assessed by [HC by using
6F11 (diluted 1:40; Novocastra, Newcastle Upon Tyne,
UK) and 312 (diluted 1:100) antibodies, respectively, in
accordance with guidelines of the American Sockety of
Clinical Oncology/College of American Pathologists
[19]. Ki-67 proliferation index was assessed by using
mouse monoclonal antibady MIB-1 (1:200 dilutions;
Dako, Glostrup, Denmark), and the percentage of posi-
tively stained nuclei was calculated. Samples with any
degree of p53 nuclear staining (clone DO-7; Novocastra
Lab, Newcastle, UK) were considered positive, HER2
status was determined by IHC by using Herceptest
(Dako) in all patients and was confirmed by fluarescence
in situ hybridization (FISH) when indicated - Pathvysion
HER2 DNA Probe Kit from Abbott Molecular (Abbott
Park, IL, USA) in two centers and PharmaDX from
Dako In two centers - in accordance with carrent
recommendations [20], TOP2A status was also evaluated
by FISH by using a TOP2A/CEPI7 FISH probe kit
(Abbott Molecular Inc., Des Plaines, IL, USA). T0P24
amplification was considered if the TOP2A/CEPI7 ratio
was 2:1 or greater We considered polysomy 17 (p17)
when cells had three or more copy numbers of centro-
meres for cheomosome 17 per cell[21],

Isolation and enumeration of circulating tumor cells

Blood (30 mL) was collected from each donor into three
different blood collection tubes (CellSave Preservatives
Tubes; Veridex, LLC, Raritan, NJ, USA), maintained at
room temperature, and processed in parallel within a
maximum of 72 hours after collection in accordance
with the protocol established for our group [22]. Briefly,
the samples were processed by density gradient centrifis-
gation (Histopaque 1119; Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA). For CTC enrichment, we used the Carcinoma
Cell Enrichment and Detection kit with MACS
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technology (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Ger-
many). CTC enrichment was performed by selective
immunomagnetic cell separation, using magnetic beads
Labeled with a multl-CK-specific antibody (CK3-11D5),
which recognizes CK 7, 8, 18, and 19, CTCs were identi-
fled by immunocytochemical methods and visualized
under a direct light microscope to perform the com-
bined eytomorphological and immunophenotyple assess-
ment. The cytomarphological criteria proposed by Meng

and colleagues 23] (for example, high nuclear/cytoplas-
mic ratio and cells larger than white blood cells) were

used to characterize a CK® cell as a CTC. As we ana-
lyzed three different tubes of 10 mL in each sample, we
determined a case to be CTC" if at least ane CTC was
isolated in at least one of the three tubes. Therefore,
patients were considered CTC if at least one CTC' was
captured in one tube of 10 ml of blood of the 30 ml of
blood analyzed.

Cell cultures and molecular biomarker assay feasibility
BC cell lines were obtained from the American Type Cul-
ture Collection (Manassas, VA, USA). In the analysis of
recovery experiments, we analyzed control samples with
high-level control numbers {2,000, 100, and 50 cells)
from two human BC cell lines, MCF-7 and SKBR3, and
with low level control numbers (10 and 5 cells and 1 cell)
from four human BC cell lines: MCF.7, SKBR3, MDA
MB231, and T47D. Cells were spiked in 10 mL of venous
blood from healthy volunteers, and control experiments
were performed at least in triplicate, Cytospins were pre-
pared afterward by density gradient centrifugation and
immunomagnetic selection as per patient” samples. In
our spiking experiments, recovery rates of tumor cells
spiked into normal blood at the high-level control num-
bers were n the range of 40% to 60% and at the low level
control numbers as shown in Supplementary Table 51 of
Additional file 1. As negative controls, 16 blood samples
from healthy volunteers without evidence of an epithelial
malignancy were examined. Peripheral blood was drawn
from the middle of vein puncture after the first 10-mL of
blood were discarded. This precaution was undertaken in
order to avoid contamination of the sample with epithe-
Hal cells from the skin during sample collection and to
ensure a high specificity of the method. No CK* cells
could be identified in these samples.

We next tested the technical feasibility of using, in
assay, solated CTCs that are more commonly used for
blomarker assessment: protein expression by immuno-
fuorescence (1F) and DNA amplification by FISH. Posi-
tive controls were created by using decreasing numbers
of cells from BC cell lines spiked in blood from healthy
volunteers, and cytospins were prepared as described
above. For negative controls, blood from healthy volun-
teers was wsed and the primary antibody was omitted.
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We tested whether ER, PR, and EGFR expression
could be accurately determined by IF in CTCs by using
the human BC cell line MCF-7; MDA-MB231 and
SKER3 as positive comrols (Figure 1a). Using an anti-
ER, -PR, and -EGFR antibody, we evaluated the expres-
ston seen in CTCs by the presence or absence of stain-
ing [24). HER2 and TOP2A gene amplifications of BC
cell lines were determined by FISH by using HER2/
TOP2A/CEPIT probes. Tumor cells from SKBR3 (2,000,
100, and 50 cells) were spiked into whole blood, and
cytospins were prepared under conditions identical to
thase of patient samples. Cells were analyzed for HER2
and TOP2A amplification according to standard criteria
as described above for primary tumors, Absolute and
relative copy numbers of HER2 and TOP2A genes in
SKBR3 and MCF-7 cells after immunomagnetic separa-
tion from blood samples and fluorescence immunophe-
notyping and interphase cytogenetics as a tool for
Investigation of neoplasms (FICTION) analyses are
shown in Supplementary Table $2 of Additional file 2.

Characterization of ER, PR, and EGFR in drculating tumor
cells

CK® and EGFR" cells were identified by IHC, and the
signal was detected by chromogenic and fluorescent
detection, respectively, CK.expressing cells were
revealed by incubation with freshly prepared Fast Red
TR/Naphthol AS-MX substrate solution (Sigma-
Aldrich). Slides were washed once with phosphate-buf-
fered saline and stained with Mayer’s hematoxylin solu-
tion (Sigma-Aldrich). EGFR-expressing cells were
revealed by incubation with primary monoclonal anti-
human EGFR (Dako) diluted 1:25, followed by incuba-
tion with Alexa fluor 355 (Molecular Probes, now part
of Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). Epithe-
Hal tumor cells were identified and enumerated on the
basis of their red staining for CK* cells and blue staining
for EGFR® cells.

Shides positive for CK" cells were then stained with ER
and PR rabbit anti-human primary antibodies and after-
ward with the corresponding anti-rabbit secondary antibo-
dies labeled with Alexa fluor 488 for double- or triple-IF
experiments following the laboratory requirements. Speci-
fic staining can easily be distinguished by the differential
intracellular distribution of the examined molecules and
the combination of divect and indirect IF in order to eval-
uate CK*/ER and CK'/EGFR/PR (Figure 1b, c).

Characterization of HER2 and TOP2A ampMication in
circulating tumor cells

HER2 and TOP2A amplification was determined by
FISH. The TOP2A/HER2/CEPI7 multi-color probe
includes a TOP2A probe labeled with platinumBright495
(green), HER2 probe labeled with platinumBright550
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ham, NC, USA) (Figure Ic)
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fied based on location and Ck® staining, and noclel were
and air drying of cells scored for copics of HER2, TOP2A, and CEPI7
he TOP2A/HER2/CEPI7

multi-color probe for 5 minutes at 85°C. Hybridization

dehydratat

for
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slides were co-denatured with
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ation and counting were done with a compu

terized fluorescence microscope (Zeiss AXIO Imager;
»'C was performed at 37°C, After different washing  Carl Zeiss, Jena

with the probe previously denatured for 7 minutes at

Germany), CK® cells were identified

steps, slides were counterstained with 4°-6-diamidino-2 under a direct light microscope. After CK” cell detection
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in each tube independently, samples were brought to
fluorescence light to evaluate cells with expression of
CK'/EGFR/RP, CK*/ER, and CK"/HER2 and TOP2A
status.

Statistical methods

The main objectives were to investigate the status of five
biomarkers in CTCs of patients with BC and to corre-
Late this findings with clinical-pathological parameters
and BC subtypes. Secondary objectives were to test
changes in CTC count between inclusion and sequential
samplhes, to evaluate the group of BC patients with non-
detectable CTCs, and to evaluate the efficiency of pro-
cessing three tubes with 10 ml of bleod in terms of
CTC count and biomarker assessment, The presence of
at least one CTC per 10 mL was considered a positive
result according to the reported analytic detection limit
of our assay [22].

The statistical analysis was performed by using SPSS
14.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Data are
expressed as means or numbers (percentages). Categori-
cal varfables were compared by Fisher exact test, and
continuous variables were compared by Student £ test.
Twortailed P values of less than 0.05 were considered
statistically significant. Odds ratios (ORs) for the logistic
mode were calculated with their 95% confidence inter-
vals (Cls) to assess the assoctation between clinical-
pathological variables and the CTC status.

Results

Detection of circulating tumor cells

Ninety-eight patients with BC were enrolled in our
study. Before systemic treatment, we identified CTCs in
46 out of 98 patients (46.9%). For patients in whom
CTCs were detected, the mean number of CTCs present
was 3.4 cells per 30 mL of blood (range of 1 to 19).
After three cycles of AT, CT'Cs were identified in 13 out
of 38 patients (34.2%), and the mean value was 26 cells
per 30 mL (range of 1 to 7). At the end of NAT, CTCs
were detected in 16 out of 35 patients (45.7%). The
mean CTC count was 2.6 cells per 30 mL in peripheral
blood (range of 1 to 9). In a direct comparison of the
incidence of CTC detection at baseline versus the
sequential blood samples, no significant differences were
found (P = 0.30 and P » 039, respectively).

Distribution of CTC" samples in the three tubes col-
lected and stratification according to the CTC count are
shown In Figures 2a and 2b. In the baseline samples, in
56.5% of the patients, we were able to evaluate one of
these phenotypes: CK*'/ER, CK*/EGFR/RP, or CK
*JHER2/TOP2A; in 283% of the patients, we were able
to evaluate two of them. Although a large amount of
blood was analyzed for each patient, we were able to
evaluate the whole set of biomarkers in less than 16% of
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the patients at any time point. Additionally, in approxi-
mately 80% of CK* samples, four CTCs or fewer were
captured to perform the biomarker analysis,

Clinical-pathological characteristics and circulating tumor
cell status

The patients” characteristics are consistent with those of
an unselected early and locally advanced BC population.
Main chemotherapy regimens included antracyclines
(66.3%), taxanes (54.1%), cyclophosphamide (100%), and
S-fluorouracil (663%). Trastuzumab was administered
only to patients with HER2® tumors (14.3%). Addition-
ally, 72.4% of patients with HR® received endocrine
therapy with letrozole (44.8%), tamoxifen (23.4%), or
tamoxifen (2 to 3 years) followed by exemestane (4,1%),
Clinical-pathological characteristics with stratification
according to the baseline CTC status are described in
Table 1. Three of the 14 patients with HER2-amplified
primary tumors showed CTCs®, whereas (n the remain-
ing 11 patients with HER2 amplification, we did not
detect CTCs (P = 00046), In contrast, no significant cor-
relation was found between CTC status and other clini-
cal characteristics of patients.

We attempted to look at the patients with undetect-
able CTCs in all of their analyzed blood samples and
CTCs were not detectable in 43 (43.9%) patients. There
was no statistical association between undetectable CTC
status and tumor sze, node status, histology, HR, Ki-67
and p53 status, or surgical procedures. However, we
observed that a higher probability of patients with unde-
tectable CTCs was recorded in patients who were
younger than 50 years old (OR » 1.04, 95% CI » 1.01 to
10.8, P = 0.02) and had G1-G2 (OR = 6.9, 95% Cl =
172 o 2799, P = 0.006) or HERZ-amplified (OR = 021,
95% Cl1 = 005 to 084, P = 0.02) tumors,

Hormonal status of cdirculating tumor cells and
corresponding primary tumors

ER expression was evaluated before any systemic treat-
ment, and ER staining was detected in 10 (50%) of the
CK* CTC samples. Heterogeneity for ER expression was
found in five of 10 (50%) patients with ER* CTCs;
hence, ER" and FR” CTCs were coexisting in the same
sample. Among 13 patients with ER" tumors, CTCs
detected before systemic therapy were analyzed for ER
expression. As we expected, eight (61.5%) of these
patients were classified as having ER* CTCs whereas
five (38.5%) of them had ER” CTCs.

PR status in CTCs was analyzed in 27 CTC'
patients, and nine (33%) had significant nuclear PR
expression. Heterogeneity for PR expression was
found in one (11.1%) patient. When the PR expression
was correlated between CTCs and their corresponding
primary tumors, CTCs from 15 (68.2%) RP* primary
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tumors were classified as PR° CTCs. In contrast, only
seven (31.8%) patients with PR* tumors also had PR*
CTCs. It is worth noting that there was no complete
correlation between ER and PR expression in CTCs
and thelr corresponding primary tumors, respectively
(P =017 and P = 0.55). Moreover, ER and PR status
In CTCs did not show an assoclation with clinical-
pathological baseline characteristics of patients (data
not shown).

EGFR expression in circulating tumor cells

At baseline, EGFR' CTCs were detected in 27 (27.5%)
patients. After three cycles and at the completion of
chemotherapy, we detected EGFR® CTCs in five (13.9%)
and four (11.1%) of the patients, respectively, No signifi-
cant correlation was found between basal EGFR-CTC
status and clinical-pathological characteristics of
patients, including age, tumor skze, nodal status, histol-
ogy, nuclear tumor grade, p53 status, and Ki-67 and
HER2 status. Remarkably, a higher proportion of
patients with EGFR" CTCs was found in HR® patients
(33.3% versus 87%, P = 0.01).

HER2 and TOPO2A status of dirculating tumor cells and
corresponding primary tumors

Twenty-six CTC" patients were further evaluated for
ERBB2 and TOP2A status by FISH in at least one CTC
Before systemic treatment, CTCs from three HER2' pri-
mary tumors were evaluated. It & of importance that
none of them showed HER2 amplification in CTCs,
Among patients with HER2' tumors, 24 patlents were
classified as having HER2" CTCs. Only one case with
p17-CTCs was detected.

Among 26 CTC® patients analyzed, two cases showed
TOP24-amplified CTCs whereas the remaining patients
had TOP2A™ CTCs. TOP2A status was available in 11
corresponding primary tumors. Among patients with
TOP2A" primary tumors, seven of them showed TOP24°
CTCs whereas one had TOP2A-amplified CTCs and
another had p17-CTCs. In contrast, three TOP2A-
amplified primary tumors had TOP2A° CTCs, Neither of
the TOP2A-amplified CTC patients showed HER2 co-
amplification. There was no association between HER2
or TOP2A CTC status and the corresponding primary
tumor. In addition, baseline clinical-pathological
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characteristics were not linked to the HER2 and TOP24
status in CTCs. (data not shown).

Circulating tumor cell characterization after a systemic
treatment

After three cycles of AT, 13 patients (34.2%) had CTCs.
In the biomarker analysis, ER expression in four out of
six CTC" patients was found. Notably, one of the ER
CTCs was detected in a patient who had an ER” pri-
mary tumor but no CTCs before systemic therapy. With
regard to PR expression, significant PR staining was
detected in three out of five CTC" patients. Interest-
ingly, after three cycles of AT, one of the PR* CTC
cases that came from a PR* tumor had PR* CTCs at
baseline. EGFR" CTCs were detected in five cases; one

patient initially had EGFR' CTCs, whereas foar (11.1%)
caves were EGFR™ at baseline.

Significantly, 25 (69.4%) cases were still classified as
having EGFR™ CTCs after three cycles of chemotherapy
and six (16.6%) cases later were classified as having
EGFR™ CTCs. In addition, HER2 status and 70P24 sta-
tus were evaluated in seven CTC® patients, In six of
them, HER2 and TOP2A genes were normal, Among
patients with HER2" tumors, discordant HER2 and
TOP2A expression was found as one case was classified
as having HER2 and TOP2A-co-amplified CTCs,

At the end of treatment, CTCs were detected in 17
(44.7%) of the patients. ER and PR expression of CTCs
was detected in three patients (8.5%) and one patient
(2.8%), respectively. Remarkably, two patients classified
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as having ER” CTCs at the completion of NAT had ER*
CTCs in the baseline sample and the corresponding pri-
mary tumor. In the 36 analyzed samples for EGFR
expression, one case of EGFR' CTCs persisted whereas
seven (19.4%) later were classified as having EGFR
CTCs. Among cases that were Inltially classified as hav-
ing EGFR™ CTCs, 25 (69.4%) were still negative for
EGFR expression and three were classified as having
EGFR® CTCs In the Last blood sample.

In nine patients with CTCs still detectable, HER2 and
TOP2A status was evaluated. Neither HER2 nor TOP24
amplification was found in any CTCs. Two of the corre-
sponding primary tumors carried HER2 amplification,
and seven were classified as HER2' tumors.

CTC status before and after systemic treatment is
shown in Figure 3. It is notable that only around 30% of
the patients switched their CTC status after systemic
treatment. The predominant group of patients in the
adjuvant and neoadjuvant setting is the group of
patients with CTCs-negative before and after the sys-
temic treatment,

Breast cancer subtypes and circulating tumor cell
biomarker profile

To address the clinically relevant need to identify sub-
groups of patients within luminal, HER2-amplified, and
triple-negative tumors, we correlated biomarker expres-
ston in CTCs with the three major distinct molecular
BC subtypes (Table 2). Note that there was a statistically
significant association between only luminal tumors and
higher risk of EFGR* CTCs (P » 0.03).

Discussion
To our knowledge, this study represents the largest ana-
lysis evaluating a set of five blomarkers in CTCs from

ARer 3 cpchen A1 ALt e AT
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sequential blood samples of patients with non-metastatic
BC. In our work, we found a slightly higher detection
rate in a similar amount of bleod in comparison with
those other studies using the CellSearch System (Veri-
dex, LLC) before any treatment [13,25,26]. Besides, dif-
ferences In the CTC count between the baseline
samples and the post-treatment samples were not
observed. However, owing to the small number of
patients in each treatment group, our analysis was not
sufficiently powered to draw any definitive conclusion in
this endpoint.

Our observations indicate that phenotyping/genotyp-
ing analysis of CTCs is highly dependent on the detec-
tion rate in theee different tubes and the low number of
cells captured in the non-metastatic setting. OFf note, the
threshold of at least one CTC has been used before as a
prognostic factor in patients with non-metastatic BC
[12,13,26], reflecting that CellSearch shows similarly low
CTCs counts in this setting. Optimization of CTC assays
for high-throughput processing will be required to allow
a comprehensive characterization of CTCs and large-
scale clindcal trials that use this emerging technology
127].

Several studies have addressed the correlation between
CTC status and clinical-pathalogical parameters, but
reported observations are still controversial. Lang and
colleagues [25] found that CTCs were more frequently
found in patients with HER2® tumors, whereas other
researchers have not found any association between the
CTC status and HER2" tumors [13,14]. In this study,
CTC” cells were found more frequently in patients with
HER2 tumors, whereas other classic clinical-pathologi-
cal parameters studied did not show a correlation with
CTC status,

Non-detectable CTCs were observed in patients who
were younger than 50 years old had primary tumors
with HER2 amplification and G1-G2, and the higher risk
was in the G1-G2 group. As in the metastatic setting
[28], patients with poor prognostic factors had non-
detectable CTCs, Such apparently contradictory results
may be explained, in part, by the acquisition of
mesenchymal antigens during the epithelial-mesenchy-
mal transition (EMT) which facilitate the process of
imvasion and the metastatic cascade [29]. EMT - derived
CTCs may have modulated their phenotype and
acquired mesenchymal-like properties difficult to detect
with the currently used detection methods [30]. As a
result, patients with non-detectable CTCs and poor
prognostic factors might represent a subset of patients
with partial or complete EMT phenotype instead of an
unequivocal undetectable CTC population.

Intriguingly, less than 35% of our population did not
change their CTC status, suggesting that CTC popula-
tion follows a pattern of neutral drift dynamics. This
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finding diverges with those of previous data [12,14] that
reported a lower incldence of CTC detection rate after
systemic treatment, especially in those patients who had
recetved antl-HER2 theraples [14,31]. This discrepancy
may be explained, at least in part, by the fact that we
analyzed 30 mL instead of 7.5 mL and because only
14.3% of our patients received trastuzumab as part of
their treatment.

In concordance with the study by Fehm and collea-
gues [17], our findings showed that ER and PR expres-
sion in CTCs were not correlated with ER or PR
expression in the primary tumor. Heterogeneous CTC
subpopulations with different HR phenotypes coexisting
in the same blood sample were observed. Remarkably,
an RNA-based method is not able to evaluate individual
cells and detect heterogeneity among a CTC population,
whereas the IF approach provides an additional biologi-
cally relevant characterization of different CTC subpo-
pulations. Thus, it could be speculated that distinet HR
expression in CTCs in the same patients might, in part,
explain differences in response to both endocrine and
chemotherapy treatments, although this association
needs to be further characterized.

Changes of ER/PR phenotype or persistence of CTC
phenotypes other than the primary tumor phenotype
was also observed in our study in the samples after
treatment. As all of the patients with sequential samples
received chemotherapy, it cannot be excluded that drug-
induced changes and clonal selection may be influenced
by the interaction of CTCs with

EGFR protein was expressed in 27% orcrc. at base-
line and did not correlate with clinical and pathological
parameters except for HR® tumors. Preclinical data have
provided evidence that cross-talk between growth factor

receptor (GFR) and ER pathway [32] may mediate the
development of endocrine therapy resistance in HR' dis-
ease, although EGFR expression has been widely related
to triple-negative BC tumors. The proposed blological
mechanisms to explain how GFR signaling results in
endocrine therapy resistance are conflicting [33-35),
Thus, we hypothesized that EGFR® CTCs might repre-
sent a potential negative biomarker of response to cer-
tain anti-cancer agents, including endocrine therapy in
patients with HR" BC.

Besides, less than 25% of the EGFR" CTC patients
became EGFR™ CTC after treatment, suggesting that
conventional agents like chemotherapy or even trastuzu-
mab eradicate partially EGFR" CTC subpopulations, We
fully acknowledge that our results should be interpreted
with caution because the sample size is lmited and the
small numbers of events imit our conclusions.

HER2 overexpression of CTCs in patients with BC has
been well characterized in recent studies [14,15). Discre-
pancies between HER2 status in CTCs and their corre-
sponding primary tumors have been described in patients
with early and metastatic BC [14,36). In our study, the rate
for HER2-amplified CTCs detected by FISH was null at
baseline, which differs from the HER2" CTC rate reposted
by ather groups using an IF approach. The back of HER2'
CTCs may be influenced by the fact that CTC populations
are heterogencous, and analyzing such a small number of
CTCs may underestimate HER2'® populations. Besides,
CTCs with (24) HER2 IF staining remain unresolved and
could justify partially HER2 CTCs. The optimal HER2
testing performance in CTCs has not been validated yet.
Although THC was the original method of assessment for
HER2 status, IHC or IF alone cannot be recommended
now for determining anti-HER2 treatment.
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Previous studies have demonstrated that amplification
of TOP2A in BC is not confined to thase who are con-
comitantly HER2-amplified, suggesting that a proportion
of HER2' putients exhibit TOP2A alterations [9,37]. Our
findings that two TOP2A-amplified CTCs come from
HER2' primary tumors and that the HER2 gene is not
co-amplified in these CTCs are consistent with previous
observations described in primary BC tissues [37,38],

After three cycles of AT, co-amplification of HER2
and TOP2A in CTCs was observed in one patient with
HER2 and TOP2A" wumor. This finding is consistent
with a shift in tumor genotype and possibly dependency
to alternative signaling pathways in HER2 primary
tumors. As all of the patients incleded in the sequential
blood analysis received chemotherapy, it cannot be
excluded that }ER2 and TOP2A alterations in CTCs
after treatment are influenced, at least in part, by the
Interaction with chemotherapy. According to other
research groups, this finding opens up a window of
opportunity because HER2' BCs with co-amplification of
HER2 and TOP2A in CTCs may exquisitely benefit anti-
HER2 agents as well as antracycline-based regimens.

HER2™ CTCs were isolated in patients with either
HER2 or HER2® primary tumors after systemic treat-
ment and trastuzumab therapy when recommended,
This finding suggests that in HER2-amplified BC, HER2
CTCs may have been selected by trastuzumab therapy.
It is noteworthy that anti-HER2 agents are given in
combination or sequentially [39,40] with chemotherapy,
and the precise mechanism by which HER2” CTCs per-
sist is currently unknown,

Standard predictors for BC treatment selection are HR
expression for endocrine therapy and HER2 status for
anti-HER2 therapy [41]. Among the whole set of blo-
markers evaluated In CTCs, only EFGR® CTCs were
more frequent in luminal tumors compared with triple-
negative and HER2.amplified tumors. It could be specu-
lated that the association between EGFR' CTCs and
luminal BC patients is explained, in part, by an increase
of cancer cells expressing EGFR involved in the para-
crine loop in which epidermal growth factor produced
by tumaor-associated increases the invasive-
ness and migration of BC cells that express EGFR [7.8],
although EGFR expression has been widely related to
lower HR levels, higher proliferation, genomic instability,
and HER2 overexpression [42]. Although this associa-
tion needs to be further characterized, luminal tumors
might be more dependent than other BC subtypes on
this mechanism that promotes cell migration and
Intravasation.

Conclusions
Our findings exhibit the heterogeneity of biomarker dis-
tribution in CTCs and a lack of correlation with the
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primary tumor biomarker profile before and after che-
motherapy. The lack of an association between HR,
HER2, and TOP2A status in CTCs and BC subtypes
may contribute to diversity in gene expression patterns
and dinical outcomes within BC subtypes [43-45]. Bio-
marker characterization in CTCs might become a useful
tool for selecting patients for tallored therapies and tar-
get drug development. However, these findings should
be validated in a larger cohort of patients.
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CD133 expression in circulating tumor cells from breast cancer
patients: Potential role in resistance to chemotherapy

Rosa Nadal' ™?, F. Gabriel. Ortega’*, Marta Salido®, jose A, Loteate™*, Maria Rodeigues-Rivera®,
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C€D133 has been associated with cell properties such as self renewal, migration and vasculogenic mimiary, poteatially isvolved
In generation of circulating tumor cells (CTCs). We characterized (D133 expression in CTCs of 98 nometastatic breast cancer
(BC) patients. CTCs were isolated by immanomagnetic technigues using magnetic beads labeled with a malticytokeratin(CK)-
specific antibody (CK3-1105) and CTCs and CD133 detection through immunecytochemical methods. CX™/CD133™ CTCs were
identified in 65% of patients at baseline and 47.8% after systemic therapy (p = 0.53). Correlation of CO133 status in CTCs
with classical clinicopathological characteristics and response to therapy was performed. Her2 not amplified and low Ki67
Index were positively correlated with presence of CK*/CD133" CTCs, Before any treatment, CX*/CD133* CTCs were more fre-
quently isolated in patients with laminal BC subtype. Mo statistically significant differences were found between proportion of
CK™/CD133" CTCs and BC subtypes after systemic therapy, implying a relative entichment of CK™/CD133™ CTCs in triple neg-
ative and HER2-ampified tumors, While CK™/CTCs decreases after chemotherapy when analyzing the whole popelation, CX*/
CD133° CTCs were enriched ia post-treatment samples ia noalaminal BC subtypes. These findings suggest the potential role
of CD133 as a promising marker of chemoresistance in nonbaminal BC patients, Further prospective studies and extensive pre-
dinkal modeling willl be needed to confirm whether CD133 Is a marker of resistance to chemotherapy, and Its role as a target
for movel anticancer therapies targeting cancer stem cells and tumor vascalature.

"
2
[~

-
-

o
-
2

-~
-
-

Broast cancer (BC) is a complex and heterogencous discase
comprising multiple tumor entities associated with distinctive

luminal tunsors, which are HR positive and Her2 negative;
Her2 amplified tumon: and those tumors with lack of

different blological feature, dinkeal behaviors and resy o
therpy. The cumrent classification of BC is based on the pat-
tern of expression of the hormone receptors (HR) estrogen
receptor and/or progesterone receptor, and human epidermal
reeeptor 2 (Her2) that identify three major BC subeypes:

ap of the three receptons, referred to as triple megative
(TN) BC!

Despite advances in BC treatments, prinary and acquired
resistance to cancer theraphes remains a challenge especially
in nonmetastatic patients. Cancer stem <ells (CSC) have been

Key words: CTCs, CDISS, breast cancer. cancer stem ol vascelogenic mimicry and dreg resistance
Abbreviations: ALDM: enzyme aldehyde debiydrogenase 11 BC: beeast cancer; CK: cytokeration CSC: cancer stem <elli CTCu: circulating

tumor celle EMT: epithelial mesenchymal FISH: 11
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Despite advances In breast cascer treatments, primary and acquired resistance to cancer theraples remsains a challenge. Here
the authors looked at the expression of CO133—a glycoprotein associated with stem cell and migratory properties and vascu-
logenic mimicry—in circutating tumor cells (CTCs) of non-metastatic patients. C0133 was widely expressed, particularly in
patients with lumisal tumors before they received treatment. A relative entichment was detected in noa-luminal tumor sub-
types following systemic theragy, suggesting a potential role of CD133+ CTCs ks chemoresistance. Characterization of CD133
in CTCs might help to develop new therapeutic approaches targeting cancer stem cells and tumor vasculature.

Imsplicated in tumor invasion, establishment of mctastusis
and mediation of intrinskc resistance to chemotherapy.™
Recent studies have assoclated passage through epithellal.
mesenchymal transition (EMT) with the acquisition of stem
cell properties,™” implying the potential expression of stem
cell markers in CTCs.

CTCx are a heterogencous ¢l population with established
prognostic and predictive value in BC patients* ¥ Breast
CSCs were initially chancterized and widdly accepted as
D% D™ ™/Lineage cells and enzyme aldehyde dehy-
drogenase | (ALDHI)-positive celle """ Association between
CSC and resistance to antikcanmcer agents has been widdy
demonstrated in dfferent forms of BC' ' induding in
CTCs Indeed, expression of ALDHI in CTCs has been
linked to drug resistance in metastatic BC patients'*'
Although there bs not data about correlation with clinical
outcomes In pon-mctastatic BC patient, ALDHI and other
EMT markens [TWISTL, AKT2 and Phosphoinositide Risase
3] have been identified in CTC-positive and CTC-negative
samples in this setting'" Stem-like phenctypes sxch as
CDUACDM "™ and ALDHI™/CD2U ™ have also
been dexcribed in BC patients,™

Biological functions of CD133 (prominin-1) are not com-
pletely established; however, CDI33 has been recognized as
an indicator of tumoc-initiating cells in many cancers includ-
ing ghoblastoma, prostate and codorectal tumors.™ * CD133,
which has not been profiled extensively in BC may also
define tumor-initiating cdls in BC tumors.™

CD133expressing tumor cells manifest cancer stem cell
properties, characterized by the ability to seif-renew In cul-
ture, to differentiate into clls that recapitulate original breast
tumors, and to form tumors in animal models. Morcover,
cxpression of stem cell assoctaed genes, such as Noachl,
ALDHI, Fgfrl and Soxl, Is lacreased in CD4™CDAU™
and CDI3Y™ cells™ Xenograft-initiating BC cells enriched
in COM™CDAY MCD133/2Y cells also show unlimited self.
rencwal capabilities.™ Other studics have observed that CD44
and CDI33 are over<xpressed In mamnsospheres derived
from BC tissues and cell lines ™

In addition to being a stem cell-rddated marker; other
properties such as ¢ellubar migration by facilitating EMT™ **
and vasculogenic mimicry (VM)'' have been linked to
CDI33° edle CDI33 is involved in migration via Hedgehog
signaling enhancing the migratory abllity of CDI33" cells
derlved from cancer cells lines. ™™

Int, |. Cancer: 133, 23982407 (2043} © 2013 UKC

CDI35" cdls adso participate In tumor cell VM, an alterna-
tive type of blood supplement wherein both host endothelium
and tumor cels pasticipate in tumor neo-vasculasization. VM-
modulating genes are associated with vascular, embryonic and/
or stem <dl, and hypoxia-related signaling pathways’ Inter-
eutingly, Liu ot al; reported that cdl subpopulations with
CDI133" phesotype and CSC churacteristics might contribute
to vasculogenic mimicry in TN BCY

In this work, we sought to chancterize the expression
of CDI33 in CTCs of peripheral Bood from noametastic
BC patients and cornclate it wigh classical BC dinkopatho-
logical characteristics.  To  assess  whether CK™/CTCa
expressing CDIA3 coudd contribute to resistance to cancer
therapies, we analyzed blood samples from before and after
chemotherapy.

Material and Methods

From March 2009 to September 2010, BC patieats with
Stage | to HIC were identified from the Breast Cancer Unit.
The indusion criteria were histological diagnostic of BC
with availability of tissue for biomarker studies. Surgical
procedure and systemic therapy were given at the discretion
of the treating physiclan with or without targeted therapy
mmely trastuzumab for HER2+ BC  patients, Medical
charts of these patients were reviewed and clinical details of
these patients were incloded in 2 database. This transhi-
tiomal study was approved by the Ethics Review Committoes
of our institutsons (Hospital del Mar and Hospitad de Jaén).
Informed consent was obtained from all patiests and
healthy volunteers,

A total of 98 patients donated 10 ml of bood at the
time of first dlagnostic. If adpuvant therapy was constdered,
post-treatment  sample were obtalned after 3 cydes of
chemotherapy. If necadjuvant therapy was administered,
amples were obtained at the end of the treatment. We
analyred samples after systemic treatment together as post.
treatment samples due to the limited sample size. For this
study, we used 2 comblmation of mmunohistochemistry
(IHC) markers for dassification of BC patients based on
the pattern of expression of the HR, and HER2 that iden-
tify three major distinet mwolecular BC subtype: luminal
tumors, which are HR positive and HER2 not amplified,
HER2 amplified tumors; and those tumors with ladk of
expresslon of the three receptors, known as triple megative
BC

-
-
o

-~

s |

"
]
o
u




"
2
=

-
e
2
]
2

-
-
3

2400

Assessment of tumor blomarkers

ER and PR were rostinely assessed by IHC wing 6F11
(iluted 1/40; Novocastra, Newcastle Upon Tyne, UK) and
312 (diluted 1/100) antibexdies, respectively, Sollowing ASCOY
College of American guiddines”” Ki-67 LI was assessed using
mouse manoclonal antibody MIB-1 (1200 dilutions; Dako,
Glostrup, Denmark) and percentage of positivdly  stained
nuclel was calculated. The K67 cut polnt of 14% established
byamnhnalwuundmdawnmruwpm
liferation.™ Samples with any degree of p53 nuclear staining
(clone DO-7, Novocastra Lab, Newcastle, UK) were consid-
ered positive. HER2 status was determined by THC using
Herceptest (Dako) I all patients and confirmed by Fluores-
cence In sitw Hybeidization (FISH) when Indicated (Pathyy-
sion, Abbott) following current recommendations.*

Patients samples and cytospin preparation

Ten milliiter of blood were collected from each donor into a
CeliSave Preservatives Tubes (Veridex, LLC, Johason & Johnson
Company) blood collection tube, maintained at room tempera-
ture and processed within & maximum of 72 hr afer collection
according to the protocol established by our grovp ™

Bricfly, the samples were processed by densizy double gra-
dient (d =« 1077 gimal) n for the isolation of
peripheral Blood monoawdear (PEMCs) cells (Histopaque
1119 + 1077, Sigma) at 700 rpm for 30 min. For CTCs
enrichment, we used the standard Carcinoma Cell Enrich.
ment and Detection kit: MACS technology (Miltenyi Biotech-
nology).™ The enrichment was performed wsing & bench top
magnet for selective immunomagnetic <ell separation, using

beads labeled with a muth.CRapecific mouse
antibody (CK3-11D5), which recognizes CK 7, 8, 18 and 19
(Miltenyd Biotechnology). CTCs were identified by immuno-
cytochemsical methods in glass slides and visualized under a
disect light miroscope to perform the yromonphologic
Asscsament.

CKeexpressing cells were visualized by Incubation of speci-
mens with freshly prepared Fast Red TR/Naphthol AS-MX
substrate solution for 30 min in a humidity chamber at room
temperature. Slides were washed once with PBS and stained
with Mayer's hematoxylin solution (Sigma) for 60 sec a2t
room temperature. Epithelal tumor cells were readily sdenti-
fied and manwlly ensumerated based on red staining of the
cytoplasm and cellular cytomorphology. The cytomorphologi-
cal criteria proposed by Meng ¢ al.™ (cg. high nuclear/cyto-
Plasmic eatio, linger cells than white blood cells) were used
1o characterize a CR” cell as a CTC The presence of at loast
I CTC per 10 md was comsidered & CTC-positive case,
acconding to the amalytic detection limit of our assay.”

Cell cultures

All BC cell lines were obtained from the American Type Cul-
ture Collection (Rockville, MD)* In the analyss of recovery
experiments, we analyzed control samples with high level

(D133 expression in deculating breast cancer cells

Table 1, CD133 status In CTCs im refation to patiests chamcterstics

NOGCke/ N OX)CKe |
0133+ 0133~ pl)
Ige < 50 &8N MK 1] NS
> 50 7538 6 (e
Mistology Ductal 11 (28 s NS
Others 24500 250.0)
Cinical <2cm L 200 NS
Tumoe size >25¢m 3029 4070
> 5¢cm 2 (660 1033
Clinical No 300 300 NS
moce stalus N+ s AQ8.5%)
Grade | 4(x00) o NS
" 109 1(2%)
" $465.5) 6 (545
Usinown  1(100) o
Homonal R+ 10069 3030 NS
Seatus RN - ez s 4(57.0)
HER2 HER2 - 13 (88 418 00)
Seatus HERD + o 0.0 3(100)
Ps3 PS3+ 8 Aok 2 0 NS
Satus P33 1%0) 1(%0)
Usinown 4 (4) A(50)
0eI% < 14% 8 (100) o {0.0) 0.01
Bl San 7 (580

Abbreviations: RN+ Indicades dormonal receptor positive BN+ PR+,
ER+ /PR~ or EX- /PR +); RN~ hormoral recepions negathe, HER2,
furman esidemnal growD ecestor 2.

A totad of 38 patierss were Inchaded I this study, Information e Cs )
CO133 » €108 428 Ci# JCDIDD = CT0s was availatie I= 20 of 54

(92 4%) patierss al baselive at the Sene of udy analvil,

P wakues determined Dy rf tests, AN satitical tests were two skded,

control numbers (2000, 100 and 50 cells) and with low level
congrod numbers (10, 5 and 1 cclls) from two humsan BC cell
lines, MCF-7 and T47D. Cells were spiked in 10 ml of ve-
nous blood from healthy volunteers and control experiments
were performed at least in triplicate. Cytospins were prepared
afterward by density gradient cemtrifugation and immuno-
magnetic sclection as per patients’ samples. In our spiking
experiments, recovery rates of tumoe cells spiked Into normal
blood at the high levd contral numbers were in the range of
40-60% and at the low level control numbers as shown in
Supporting Information Table 1.

As negative contrals, 16 blood samples from healthy vol-
wnteers without evidence of an epithelial maligsancy were
examined. Peripheral blood was drawn from the middle of
vein puncture after the fist 10 ml of blood were discarded.
This precaution was undertaken in order to avoid contamina-
tion of the sample with epithelial cells from the skin during
aumple collection and to asure a high specificty of the
method. No CR™ cells coald be identified in these samples,

Int. J. Cancer: 133, 2398-2407 (2013) © 2043 UICC
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CD133 expression in cell lines

Since, MCFJ cells express CDE33 were proposed as a positive
control. FLG cells (stable clone from a kidmey cells line),
which do not express CID133 were used as a negative control.
Cells were cultured in RPMI Medium (Signu) enriched with
10% fetal bovine serum (HyClone) and supplemented with
penicillinftreptomycin. Cells were maintained in a bumidi-
fied atmosphere of 5% CO, and 37°C following instructions
from manufacturer. All experiments were performed during
the logarithmic growth phase 15 to 20 hr prior to the experi-
nsents and cdls were transferred to serum-free culture medium
containing only t-glutumine, NaHCOB3R and penicillin/
streptonsycin,

MCF-7 cells and FLG were separately added Into the blood
from healthy donors and processed under identical conditions
as per patients’ samples. Cytosping were prepared afterward
with Ficdl-Hypuque density gradient centrifugation, The dlices
were Bocked with blocking reagent (Myltenyi biotech), CD133
was detected widng polydonal antbody sgalast CDI33 by
using CD133 antibody sampler kit (blobyt) that contains three
CDI33 antibodies against dfferent epitopes of the CDIAS pro.
tein, diduted 1350 and incubated overnight. Finally, samples
were incubated with secondary antibody antieabbir 1gG labeled
with Alexa flowr 350 (Invitrogen), diuted 150 for 1 brin a
humidity chamber and darkness.

Addgtionally, negative controls were performed for CD133
peimary antibody by omitting the correspoading primary
antibody and adding the secondary antibody,

CD133 immunoblot analysis

To ensare that the antibodies against CDI33 did not cross-
react with other proteins such as CKIS, a series of control
cells wih known CD133 expression levels were examined by
Western blot analysis against CDI33 and f-Actin as a load-
ing comtrol.

Two BC cell limes (MCF7 and FLG) and three embeyonic
cell lines (AND1 and H9) were used in the immuncblot anal-
s, The use of the human ESC ANDI was approved w
PM. by the National Ethical Steering Committee for Embryo
Rescarch.*' All cell lines were cultures as described eardier.
To collect protein lysates, cells were scraped in 100 gl lysis
buffer cach (50 mM TriwHCL 1% TritoaX-100 pH 74, 1%
Sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 0.15% NaCl, 1| mM EDTA,
I mM sodium onthovamadate) at 4°C and flasks were
scrapped off. Protein concentration of the samples was deter-
mined wsing the Bio-Rad protein kit Equal amounts of pro-
tein (10 pg) of cach cell line were scparated with SDS
clectropboresis and tranaferred onto pvdf psembrane (Bloead,
Hercules, CA). Nonspecific binding was blocked with skim
milk before incubation with the primary antibody (Rabbie
CDI33 antibody sampler kit Biorbyt), at a dilution 1/500.
Proteins were incubated with anti-CD133 antidody overnight
at 4°C and then after throe washes with PES-Tween with the
approprise  seconddary antibody (goatastimouse RPH in
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Eution 1/1,000) for one bour at room emperansre. Desection
of protein bands was succeeded wing chemiluminescence kit
(Thermo scientific, Rockford, IL),

CD133 staining by immunoflucrescence methods

After idemtification of CTCs, cytospine were stained for
CDI133/CK in double-immunofluorescence (IF) experiments,
following laboratory requirements. Cytospins were initially
washed in PBS 1% at room temperature during 15 min. Fol
lowing the blocking with normal goat serum, cytosping were
Incuhated with polyconal antbody agalnet CDI33 by wing
CDI133 antibody sampler kit (blobyt) diluted 1:50 for over-
night at 4°C, followed by incubation with anti-IgG mbbi sec-
ondary goat antibody diluted 150 labded with Alexa flour 150
(Invitrogen) for | hr in a humidity chamber and darkness.

Flucrescence microscopy

Specific staining can castly be distinguished by becawse of the
differential intracellular distribution of the examined mole
cules, Cytosping were analyzed for the presence of tumor
cells using a computerized fluorescence microscope Zeiss
AXIO Imager.Al, with 20, 40, 63X and 100X ol immser-
slon objective. Samples were visualized under a direct light
microscope to identify red stained of CR™ cells. Afer CK™
cells detection, samples were brought to fluorescence light to
detect cells with Intense CDI33 staining CDI33 positive cells
showed an intense blue fluorescence surface

Statistical methods

The main objective was to investigate the coexpression of
CD133 in CTCs in samples prior to any treatment and after
chensotherapy of nonmetastatic BC patients and correlate
with dinkal outcomes. The presence of at least 1 CTC per
10 ml was considered a positive result, according to the
reported amalytic detection limit of our assay.” We evaluated
the range of expression of CDIAY seen in CK'/CTCs by
presence or absence of staining,

The statiwical analysis was perfornsed using SPSS 14.0
software. Data are expressed as means or numbers (%), Cate-
gorical variables were compared by Fisher's exact test, and
continuous variables were compared by Student’s f-test. Two-
tailed p < 0.05 values were considered statistically significant.

Results
CD133 expression In MCF-7 cells
MCF-7 cells spiked into blood of healthy volunteers wene
processed as per patient and used as controls for the CD133
detection. Positive and negative control cells were used at the
time of individual patient CTC analysis to determine positive
or negative CD133 IF expression. Computerized fluorescence
microscope revealed CD133 expression Jocated In the surface
of CK" /CTCs. Positive and negative controls for CD133 and
CK expression are shown in Figure 1a.

Immunoblot analysis of equal protein amounts of cell
lysates with anti-CDI133 antibody revealed that MCF/ and
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CD133 expression on CK™/CTCs and correlation with
clinicopathological characteristics

Patients’ characteristics are conslstent with a insclectad
cCAny a " Llinicopat i
characte to the baseline CK/CDI133

CTCs status are Jescridbed in Table 1. HER2 status and Ki6

were the primary tumo ¢ that ¢orrelated with CK

133 C1Cs

with HER2 not ar

od or low proliferation (K67 inc

14%) index showed higher proportion of CK™ACDI3S
CTCs. No significant correlation was found between CK

CD133 expression In CTCs and <

patients, including age | )
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Table 2. (X" /CD133 C7C profile In relation to teesst cancer subtypes

(D133 expression in deculating breast cancer cells

: Pre- Lreatment Triple negative NOL) Luminal M%)} HERZ+ M%) »
Ck+ JCD13Y+ CTCs 3000 10 (50.9) 0 (0 0,006
Ck+ /(D133 CTCs 3 500 100 3 (1000

b Post treatment
e+ D133+ CTGs 4 (66.6) & (50 1 (20) 03s
Ch+ /D133~ CICs 2033 . (500 4 (h0)

vi. NI-2), grade (gl v, gl vx. glll), hormonal status (RH+
vs. RH ), p53 status (positive vx. negative).

CD133 expression on CTCs and BC subtypes

In this study, 67 (68.4%) patients were classified as luminal,
17 (17.3%) as triple negative, 14 (14.3%) as Her2-amplified
tumors. Given the increasing evidence that there are altera-
tions in the distribution of cells with stem cell-like features
acconding to BC subtypes® we correlated CRACDIZS CTCs
status with the three major distinct BC subtypes. CTCs were
positive for CDI33 expression In 10 (90.9%) of luminal
tumaors, 3 (50%) of triple negative and 0 (%) of Her2-ampll-
fied tumors. Note that a statistically significant association
was found between luminal tumons and CK*/ACDIZZ" CTCs
before systemic treatment (p = 0.006) (Table 2a).

When we amalyzed only patients that received chemother-
apy as a part of their systemic treatment, assoclation between
CK/CDI33" CTCs and luminal tumors remained statisti-
ally significant (p = 0.026). After receiving chemotherapy,
distridution of CKTACDI3" CTCy and CRTACDIZE T CTCy
was not significamly different across the BC subtypes in the
ovenall population (p = 0.35) (Tahle 2b).

(D133 expression in CTCs within BC subtypes of patients
receiving systemic chemotherapy

Seventy-four patients (75.5%) received either adjsvant (v =
41) or necadpvant (n = 33) chemotherapy, Main chemothwer-
apy regimens indoded antracyclines (66.3%), taxanes (54.1%),
cycophosphamide (100%) and 5-Boocouracil (66.3%). Trastu-
rumab was administered only to patients with HER2 ¢ tumors
(143%). Additonally, 724% of patients with HR positive
recetved endocrine therapy with letrozole (448%), tamoxifen
(234%) or tamoxifen (2-3 yean) followed by ex

(L1%),

Because molecular characterization of CTCs coulkd hep to
ientify novel markers predictive of drug response of resist-
ance; we Imvestigated CDI33 expression kn CTCs of distinee
BC subtypes before and after chemotherapy.

First, changes in the proportion of CK*/CDI33-positive
CTCs before and after chemotherapy were studied in patients
with himinal tumons. Of the total 67 paticnts, 43 (64.2%) were
treated with cither adjuvant (v = 26) or meoadnunt (0 =
17) chemotherapy fllowed by endocrine therapy, Seven

(87.5%) patients had CKT/CDI33" CTCs before any treat-
ment whereas only 1 (125%) patient had CK'/CDI33"
CTCs After chemotherapy, 6 (50%) patients had CK'/
CDI33" CTCs and & (50%) had CK'/CDI33 " CTCs When
comparing pre- and post-trestment samples no statistically
sigaificant changes were observed In the proportion of CK™/
CD133" CTCs (p = 0.15),

Considering only TN patients, 17 (173%) patients were
included and all of them received conventiomal chemotherapy.
Three (50%) patients had CK*/CD133" CTCs pre-treatment,
whereas 4 (66.6%) patients remained CK'/CIN33" CTG
post-trestment. No  statistically significant diffesences were
found in proportions of CK*/CD133" CTCs before and after
chemotherapy. It is worth mentioning that a relative enrich.
ment of CK'/CDI33" CTCs was observed in patients with
TN-BC as 66.6% of CK/CTCs coxpressed CDI133, whereas
only 50% of the CK*/CTCs coexpressed CDI33 pretreatment.

Among HER2.amplified tumors (n = 14), no CK7/
CD133" CTCs were found in CK'/CTCs positive patients
before treatment, whereas 2 patients with CK'/CDIAY
CTCs were observed. One (20%) out of 5 patient with
CKU/CDI33" CTCs and 4 (80%) patients with CK'/
CDI337 CTCs were found after chemotherapy plus trastuzu-
mab, As In luminal and TN BC subtypes, no statistically sig-
nificamt differences were found betwoen the percentage of
CK'/CD133" CTCs before and after systemic treatment; how-
ever, & rlative enrichment of CK'/CDI33" CTCs was also
found in patients with Her2-amplified tumors.

No significant correlation was observed between CK™/
CD133" CTCs and dimicopathological characteristics of any
BC patients (data not shown).

Discussion

On the basis of the evidence of the implication of CD133 as
a stem cdl marker, in cellular migration and vasculogenic
mimicry, we hypothesized that CDIA} could be a marker
expressed in CTCs of nonmetastatic BC patients and play 2
role in resistance to chemotherapy.

In this study, the rate of CTCs detection was of 20.4%
within the range of previowly published results using differ-
ent methodologies that showed & CTC detection rate ranging
fram 19% to 24% in similar BC populations ™ Our results
showed that 2 high proportion of CK™/CTCs coexpressed
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CDI33 both before and after chemotherapy, however, only
part of the CK'/CTCs population coexpressed CDIZS Most
of the samples with CK'/CDI33" CTCs also contained
CK'/CDI33" CTCs. In agreement with these findings, we
have previoudy Most of the heterogeneity of ER and PR
expression In CTCs reported In the same cobort of puticnes.”’
Hence, the high incidence of patients with CK™/CTCs that
alwo coexpress CD133 highlights the importance of this cellu-
lar swbpopulation s part of the CTCs pool. CDI33 and HR
cxpression heterogeneity in CTCs supports the concept that
Inteatumor heterogenety scenss likely to be a general feature
of prinsary tumors * and alwo of EMT-derived cdls In
summary, our observations add further evidence of the heter-
ogencows mature of circulating BC cells in nonmetastatic
patients.

Recently, Pask ¢t al. bave shown thar the frequency of tu-
msor cells positive for stem cell-like 2nd more differentiated
cell markers varies acconding o tumor subtype and histologl-
cl stage.® It theref d to be of considerable interest
to corrcate CK'/CDINY CTCs with dinkopathological
characteristics of BC putienta. CK*/CDI33" CTCs were sig-
nificantly associsted with HER2 not amplified and low proif-
emtion index primary tumors suggesting genetic heterogeneiy
in promoting diversity for the expression of stem cell nuarkers
in cancer cdls.

Expression of stem coll markers in CTCs has boen fouind
associsted with innate resistance to anticancer agents and
treatment fallure. Consequently, CTCs with a stems ¢cll phe-
notype can pose major clincal challenges towards the com-
plete enadication of minimal residual disease. In contrast to
primary tumors and CTCs in metastatic BC patients that
showed enrichment of cells with stem cell-like phenotypes
after chemotherapy,” ' we did pot find differences between
CK'/CD133" CICs proportion before and after systemic
treatment in the overall population. When we analyzed BC
subtypes separatdly, CK'/CDI33" CTCs differed signifi-
cantly across BC subtypes with the higher percentage of
CRY/CDI33" CTCs In luminal tumors before any treat-
nxat. However, the significant higher proportion of CK™/
CDI3Y" CTCs in luminal tumors disappeared after receiv
ing chemotherapy. This result may be expluined at least in
part by the relative enrichment of CK*/CD133" CTCs in
miple segative and HER2-positive  tumon after  systemic
treatment,

Nometheless, these resudts are of concern as CTCs with
stem cell properties have been isolated after polychemo-
therapy, induding trasturamab in thosc patients with
HER2-amplified tumors. Indeed, two out of four TN
patients with CKTADI33" CTCs after  chemotherspy
relapsed within the fint two years. Howewer, we cannot
rule out the possbility that we did not find statistically
significant differences because of the lack of longer follow-
up and an inwifficient sample size to detect differences in
such a low-frequency occurring event in the nonmetastatic
stting,
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Several groups have eviduated BC stem cell markens such
a CDM and ALDHI in CTC'™'™'" Given that CD133
plays a role as & BC stem cell marker in prechinical studies;
our findings could be consistent with the results of Mani
ot al. showing that epithellal cells induced o undergo EMT
in BC models activate stems cell pathways

VM describes the unique abdity of highly aggressive tu.
mor cells to express endotheiad cell-associated genes and
form vascalogenic-like networks. Chang et al have shown in
colon cancer and melanoma the functional activity of VM
and their Impliation for tumor shedding and migration.**’
Although so far there is only reported evidence of the role of
CD133 in VM in BC cell lines; our results suggest that CK*/
CD133" CTCs may represent part of those cells with multi-
potent phenotype underlying VM. In addition, migratory
propertics and contribution to VM attributed 1o CDI33" -
mor cells may partially explain the dissemination of a large
pool of CKTACDI33" cells In the bloodaream of BC
patients.

Taking all of these considerations into account and despite
our obsarvations are mot mechanistically driven, CK'/
CD133" CTCs could ultimately be implicared in tumor shed-
ding and potentially metastasls. Impostantly, critical VM
modulating genes can be categorized into pathways associated
with vascular and stem cell signaling, which are potential tar-
gets for vascular and stem ocll therapies.

Because CSCs lead to resistance to chemotherapy, signal-
Ing pathways that maintain CSC are artmctive therapeutic
targets. Accordingly, a new promising agent, Salimomycin,
decreases the proportion of CDAE™/CD24™™ BC cels and
its use in mice inhibits mammary tumor growth in v '’
Specifically, Salinomycia targets CDI33" cell subpopudations
and decreases the malignant traies i colorectal cancer limes **
Additionally, there b experimental evidence that specifically
tasgeting pathways implicated in VM may have success in in-
hibiting tumor growth. For example, rapamycin (an inhibor
of the mTOR pathway and VEGF), an FDA-approved angio-
genests Inhibitor, that has specifically suppressed twmsor cell
VM coincldent with & downregadation of vascular endothelial
growth factor, matrix metalloprotelnases, and Hypoxia-induoc.
ible factor 1.

Interruption of the metastatic cascade e the targeting
of CTCs i 4 promidng therapeutic approach. The availabil-
ity of povel targeted anticancer treatments increased the in-
terest of the molecular characterization of CICs, In
particular in nonmetastatic BC patients that are potentially
curable.

In conclusion, to our knowledge this is the fire study
exploring CD133 in CTCs of nonmetastatic BC patients, a
stem cell marker involved in VM and ccliular migration. The
expression of CDI33 in CTCs was more frequent In luminal
tumors before any treatment suggesting subtype-specific stem
cell gene exprossion. Relative enrichment of CK*/ACD133°
CTCs in nonluminal BC subtypes was observed after systemic
therapy suggesting a potential role & resistance to therapy.
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More extensive prospective studies and extensive preclinial  Acknowledgements
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CDI33 in resistance to chemotherapy and its rode as 2 target
of anti-CSC and anti-vascudar treatments.
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V.

PACIENTES Y METODOS

Entre marzo del 2009 y septiembre del 2010 fueron identificados pacientes con cancer de mama con
estadios clinicos I-1lIC —segun la clasificacién de TNM- en las Unidades de cancer de mama del Hospital
del Mar y del Hospital Universitario de Jaén. Los principales criterios de inclusién fueron tener un
diagnéstico histoldgico de cancer de mama vy tejido disponible para el estudio de biomarcadores. Tanto
los tratamientos quirdrgicos como el tratamiento anti-tumorales sistémico se indicaron de acuerdo con
el criterio de los médicos a cargo de la paciente. Los tratamientos sistémicos incluian terapias
endocrinas, quimioterapia y tratamientos dirigidos contra HER2 -como el trastuzumab para aquellas
pacientes con una enfermedad HER2-positiva. Las historias clinicas de las pacientes fueron revisados y

la informacion clinica de interés se recopild en una base de datos.

Un total de 98 pacientes fueron seleccionadas para participar en el estudio las cuales donaron tres
muestras de 10 ml de sangre en el momento del diagndstico. En aquellas pacientes que recibieron
guimioterapia adyuvante, se obtuvieron tres muestra de sangre después de 3 ciclos de quimioterapia y
al final del tratamiento. En aquellas que recibieron tratamiento neoadyuvante, se obtuvieron las tres
segundas muestra al final del tratamiento neoadyuvante (Figura 2). Para este estudio, clasificamos a las
pacientes en tres grandes subgrupos de pacientes en base a la expresién de los RH, el RE y el RP, y el
estado de HER2(5). De esta manera se clasificaron como tumores luminales aquellos con al menos uno
de los dos RH positivo y con HER2 negativo; tumores HER2 positivos aquellos con amplificacion de HER2
o sobreexpresion de HER2 y finalmente los tumores triple negativos que no expresan ninguna de los 3
receptores. Este estudio fue aprobado por los comités éticos del Hospital del Mar y del Hospital de Jaén

y todas las pacientes y controles sanos firmaron el consentimiento informado del estudio.
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PharmaDX de Dako en el otro - de acuerdo con las recomendaciones del momento(145). El gen de la
TOP2A se evalué mediante FISH usando el TOP2A/CEP17 FISH probe kit® (Abbott Molecular Inc., Des
Plaines, IL, USA). Se considerd amplificacion de TOP2A si el ratio TOP2A/CEP17 era 2:1 o mayor. Se
considerd polisomia del 17 (p17) cuando las células tenian 3 o mas copias de centromeros del

cromosoma 17 por célula(146).

V.2 Aislamiento y enumeracion de las CTCs

Los 30 ml de sangre de cada donante se obtuvieron en 3 diferentes tubos (CellSave Preservatives Tubes;
Veridex, LLC, Raritan, NJ, USA), se mantuvieron a temperatura ambiente, y se procesaron en paralelo
dentro de las primeras 72 horas después de la obtencién, de acuerdo con el protocolo establecido por
nuestro grupo(147). De forma simplificada, las muestra fueron procesadas mediante centrifugacién en
un gradiente de densidad (Histopaque 1119; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para el enriquecimiento
de las CTCs en la muestra, se utilizé el kit de enriquecimiento comercial Carcinoma Cell Enrichment y

seguidamente el kit de deteccion de MACS technology (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

El enriquecimiento de las CTCs se llevd a cabo mediante separacidon celular selectiva positiva
inmunomagnética, usando ferroparticulas magnéticas conjugadas con un un anticuerpo que detecta
multiples CK (CK3-11D5): CK 7,8, 18 y 19. Las CTCs fueron finalmente identificadas mediante
inmunocitoquimica y visualizadas en el microscopia de luz directa con el objetivo de realizar una
evaluacion combinada citomorfolégica y inmunofenotipica. Los criterios citomorfolégicos fueron
propuestos por el grupo de Meng (148) — por ejemplo, ratio citoplasma/nicleo alto y células mas
grandes que los glébulos blancos- fueron utilizados para la caracterizacién de celulas CK-positivas como
CTCs. Dado que se analizaron tres tubos diferentes de sangre para cada paciente, clasificamos un caso

como positivo para CTCs si almenos en uno de los tres tubos se aislaba una CTCs.

V.3 Cultivos celulares y experimentos de recuperacion celular

Las lineas celulares de cancer de mama fueron obtenidas del American Type Culture Collection

(Manassas, VA, USA). En el analisis de los experimentos de recuperacion celular, se analizaron muestra
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en los controles como en las pacientes- para evitar la contaminacién con células epiteliales de la piel en
el momento de la venopuncidon y asegurar la maxima especificidad de la metodologia. No se encontrd

ninguna célula CK positiva en las muestras de los controles.

V.4 Viabilidad de los estudios de los marcadores: RH, EGFR, HER2 y TOPA2

Seguidamente se testo la viabilidad técnica de evaluar los biomarcadores de interés en las CTCs aisladas
utilizando las mismas técnicas que se utiliza en el tejido del tumor primario: expresion proteica
mediante inmunofluorescencia (IF) y la amplificacion del DNA mediante FISH. Los controles positivos
fueron creados afadiendo un numero decreciente de células tumorales de cancer de mama
procedentes de lineas celulares que se pipetearon en diferentes muestras de sangre de donantes
voluntarios sanos. Las preparaciones de la centrifuga fueron creadas como se ha descrito
anteriormente. Para los controles negativos, se omitié el anticuerpo primario en las muestras de sangre

de voluntarios sanos procesadas.

Mediante los controles positivos y negativos de los biomarcadores, testamos si la expresion de los RE,
RP y el EGFR podria ser determinada de forma segura y precisa mediante IF en células de cancer de
mama de las siguientes lineas celulares: MCF-7, MDA-MB231 and SKBR3. Utilizamos anticuerpos contra
el RE, RP y el EGFR y se evalud su expresion basandonos en la presencia o ausencia de tincidn en las
CTCs (127). La amplificacién del HER2 y TOP2A se determind mediante FISH —usando el cociente
HER2/TOP2A/CEP17. Las células tumorales de la linea SKBR3 — caracterizadas por tener el gen Erbb2
amplificado- y MCF-7 — tipicamente HER2 negativas- fueron pipeteadas en sangre total (2000, 100 y 50
células). A continuacion se procesaron las preparaciones de la centrifuga con idénticas condiciones que
en las muestras de los pacientes. La amplificacion de HER2 y TOPA2 fue determinada en las células de
acuerdo con los criterios estandar descritos previamente para los tumores primarios(145). Finalmente,
se calculd el nimero de copias absolutas y relativas de los genes HER2 y TOPA2 en células tumorales de
las lineas SKBR3 y MCF-7 mediante la metodologia llamada FICTION - que incluye separacion
inmnunomagnética, inmunofenotipaje y citogenética interfasica para la investigacion de neoplasias
(Figura 3).
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para controlar el anticuerpo primario, se omitié el correspondiente anticuerpo primario y a continuacién

se anadio el secundario.
V.6 Andlisis de Inmunoblotting para la deteccién de CD133

Con el objetivo de garantizar que el anticuerpo contra CD133 no reaccionaba de forma cruzada con
otras proteinas celulares como por ejemplo CK18, una serie de células control- con el estado de
expresion de CD133 conocido- se examinaron para CD133 y 3-Activa ( como control de carga) mediante

la técnica de Western Blot (WB).

Dos lineas celulares diferentes MCF-7 y T47D y tres lineas celulares embrionarias (AND1 y H9) fueron
usadas en este experimento. Todas las lineas celulares fueron cultivadas segun los protocolos de nuestra
institucion. A continuacidn se procedié con la rotura de las células con 100 ul de buffer de lisis (50 mM
Tris/HCI, 1% TritonX-100 pH 7.4, 1% deoxycolato de sodio, 0.1% SDS, 0.15% NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
ortovanadato de sodio) a 4°C con el objetivo de obtener las proteinas del lisado. Se determind la
concentracién de proteinas de las muestras mediante el kit Bio-Rad protein. Concentraciones iguales de
proteinas (10ug) de cada linea celular fueron separadas mediante electroforesis SDS y transferida a una
membrana pvdfa (Biorad, Hercules, CA). Las uniones no especificas fueron neutralizadas con leche
desnatada antes de la incubacidon con el anticuerpo primario (anticuerpo de conejo contra CD133
sampler kit Biorbyt®) a una dilucién 1/500. El lisado proteico fue incubado con un anticuerpo anti-CD133
durante una noche a 4°C y a continuacion — después de 3 lavados con PBS-Tween- se incubd con el
anticuerpo secundario (RPH cabra-antiratéon a una dilucion 1/1.000) durante 1 hora a temperatura
ambiente. La deteccién de las bandas del WB se realiz6 mediante un kit de quimioluminiscencia

(Thermo scientific, Rockford, IL). Figura 4.
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tinciones especificas para cada marcador se diferenciaron facilmente de acuerdo con la distribucion
diferencial de las proteinas examinadas y la combinacion de inmunofluorescencia directa e indirecta con

el objetivo de evaluar simultdaneamente células CK+/RE and CK+/EGFR/RP (Figura 3)

V.8 Caracterizacion de la amplificacion del HER2 y TOP2A en CTCs

La amplificacion de HER2 y TOP2A fue determinada mediante FISH. Las sondas multicolor para TOP2A/
HER2/CEP17 incluyen: una sonda para TOPA2 marcada con platinumBright495 (verde), una sonda para
HER2 marcada con platinumBright550 (rojo) y una sonda para la enumeracién de CEP17 marcada con
platinumBright415 (azul) (Kreatech, Durham, NC, USA) (Figura 3). Después de la incubacién,
deshidratacién y el secado de las células, las muestras fueron co-desnaturalizadas con las sondas
multicolores para TOP2A/HER2/CEP17 durante 5 minutos a 37° C. Después de diferentes pasos de
lavado, las muestras fueron contra tefiidas con 4'-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Después de la realizacion de la técnica de FISH, las CTCs fueron re-
identificadas en base a la localizacion de la tincion para CK y las sefiales nucleares fueron cuantificadas

de acuerdo al nimero de copias de los genes HER2 y TOPA2, asi como CEP17 para cada tumor primario.

La identificacidon y contaje de las células tumorales fueron llevados a cabo con un microscopio de
fluorescencia computerizado (Zeiss AXIO Imager; Carl Zeiss, Jena, Germany). Las células CK+ fueron
identificadas en un microscopio de luz directa. Tras la deteccion de las células CK+ en cada muestra de
forma independiente, las muestras se evaluaron de forma independiente en un microscopio de luz
fluorescente para evaluar las células con expresién para CK+/EGFR/RP, CK+/RE, y el estado de CK+/HER2
and TOP2A.(Figure 3)

V.9 Caracterizacion del CD133 mediante inmunofluorescencia en CTCs

Después de la identificacion de CTCS, las preparaciones de la centrifuga fueron teiidas para CD133 y CK
para su evaluacion mediante doble inmunofluorescencia (IF) siguiendo el protocolo establecidos en

nuestro laboratorio. Las preparaciones de las centrifugas se incubaron con un anticuerpo policlonal
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VI.  ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se llevd a cabo con SPSS 14.0 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Los datos se
expresaron como medianas o porcentajes. Las variables categdricas fueron comparadas mediante el test
exacto de Fisher y las variables continuas fueron comparadas mediante la t de Student. Valores de p
menores de 0.05 fueran considerados estadisticamente significativos aplicando una prueba estadistica
de dos colas. Las odds-ratio (OR) para el modelo de regresidn logistica se calcularon con un intervalo de
confianza (Cl) del 95% para evaluar la asociacion entre las variables clinico-patoldgicas y el estado de las

CTCs y de los marcadores de interés en pacientes con cancer de mama.

VII. RESULTADOS

Noventa y ocho pacientes fueron incluidos en el estudio. Antes del tratamiento sistémico, se
identificaron CTCs en 46 de las 98 pacientes estudiadas (46.9%). La mediana de CTCs presentes en
aquellas pacientes CTCs positivas fue de 3.4 células en 30 ml de sangre (rango 1 — 19). Después de 3
ciclos de quimioterapia adyuvante, se identificaron CTCs en el 34.2% (13/28) de las pacientes que
recibieron este tratamiento con una mediana de 2.6 células/30 ml (rango 1-7). Al final de la
guimioterapia neoadyuvante, se detectaron CTCs en 16 de las 35 pacientes (45.7%) en este grupo. La
mediana de CTCs detectadas fue de 2.6 células en 30 ml de sangre (Rango 1-9). No se hallaron
diferencias entre el ratio de deteccion pre- o post-quimioterapia. La distribucion de muestras CTCs+ en

los tres tubos recogidos y la distribucion de acuerdo con el recuento de CTCs se muestra en la Figura 6.

En las muestras basales, en el 56.5% de las pacientes se detectaron uno de los fenotipos estudiados:
CK+/ER, CK+/EGFR/RP, o CK+/HER2/TOP2A, en 28.3% de los pacientes se detectaros 2 de los fenotipos.
A pesar de analizar 30 ml de sangre, en menos de un 16% de pacientes se pudieron analizar los 3
fenotipos. Ademas, en aproximadamente 80% de las muestras positivas para CTCs-CK+ se detectaron 4

CTCs o menos para el analisis de los biomarcadores.
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Figure 6.

Distribucion de las Muestras CTCs+
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VIl.1 Caracteristicas clinicas en relacion al estado de las CTCs

La poblacién estudiada fue representativa de una poblacion no seleccionada de pacientes con cancer de
mama precoz o localmente avanzada. Los regimenes de quimioterapia que fueron administrados a estas
pacientes incluyeron antraciclinas (66.3%), taxanos (54.1), ciclofosfamida (100%) y 5-flurouracilo (66.35).
Transtuzumab se administrd solamente a aquellas pacientes con tumores HER2+ (14.3%). Ademas,
72.4% de las pacientes con RH+ recibieron terapia endocrina con letrozol (44.8%), tamoxifeno (23.4%) o
tamoxifeno 2-3 afos seguido de exemestano (4.1%). Las caracteristicas clinico-patoldgicas estratificadas

de acuerdo con la presencia y no de CTCs basales se presentan en la Tabla 3.
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Tres de las 14 pacientes con el HER2 amplificado en el tumor primario presentaron CTCs+, mientras que
en el resto de pacientes HER2 positivas fueron negativas para CTCs (P = 0.046). En contraste, no existe
correlacion entre el estado de las CTCs y otras caracteristicas clinicas en las pacientes. Las CTCs fueron
indetectables en todas las muestras obtenidas en 43 pacientes (43.9%). No se encontrd asociacion
estadistica entre las siguientes caracteristicas clinico-patoldgicas -tamafio tumoral, estado nodal,
histologia, estado de los RH, estado del Ki-67, p53 o tipo de cirugia- y la negatividad de CTCs
indetectables. Sin embargo, se observé mayor probabilidad de no detectar CTCs en aquellas pacientes
menores de 50 afos (OR = 1.04, 95% Cl = 1.01 to 10.8, P = 0.02), tumores G1-G2 (OR = 6.9, 95% Cl =1.72
to 27.79, P = 0.006) o HER2 amplificados (OR = 0.21, 95% Cl = 0.05 to 0.84, P = 0.02).

Tabla 3.

N(%) CTC + | N(%) CTC -

< 50 14 (41.2) 20 (58.8)
Edad NS
> 50 32 (50) 32 (50)
Ductal 40 (47) 45 (53)
Histologia NS
Others 6 (46.2) 7 (53.8)
Clinico < 2cm 25 (54.3) 21 (45.7)
NS
Tamafio Tumoral > 2-5cm 15 (39.5) 23 (60.5)
Patoldgico pNO 9 (39.1) 14 (60.2)
NS
Estado Nodal pN1-2 11 (61.1) 7 (38.9)
Clinico cNO 7 (41.2) 10 (58.8)
NS
Estado Nodal cN positive 7 (38.9) 11 (61.1)
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I 8 (38.1) 13 (61.9)

Grado NS
1I 15 (44.1) 19 (55.9)
111 20 (55.5) 16 (44.5)
RH+ 35 (46.7) 40 (53.3)
Estado Hormonal NS
RH - 11 (47.8) 12 (52.2)
Estado HER2 + 3(21.4) 11 (78.6)
0.046
HER2 HER2 - 43 (51.2) 41 (48.8)
Estado P53 + 26 (51) 25 (49)
NS
P53 P53 - 7 (50) 7 (50)
< 14% 20 (52.6) 18 (47.4)
Ki67% NS
> 14% 26 (43.3) 34 (56.7)

VII.2  Estado de los receptores hormonales en CTCs

La expresion de RE fue evaluada antes de empezar el tratamiento sistémico y la expresién de RE fue
detectada en 10 (50%) de las CTCs-CK+. Se detectd heterogeneidad en la expresidén de RE in 5/10 (50%)
pacientes en las cuales se detectaron CTCs-CK+ con RE+ y RE- en la misma muestra. En 13 pacientes con
tumores RE+ se detectaron CTCs antes del tratamiento sistémico y en 61.5% de ellas las CTC-CK+
aisladas fueron también positivas para RE, mientras que en el resto de pacientes se detectaron CTCs-CK+
con RE-. El estado de RP en CTCs se analizé en 27 pacientes con CTC-CK+ y 33% de estas tenian
expresion nuclear para PR. También se observd heterogeneidad para la expresion de RP en un 11.1% de
las pacientes. Cuando se correlaciond la expresion del RP en las CTCs y los tumores primarios
correspondientes, en 68.2% (15/27) CTCs originadas en tumores primarios RP+ fueron clasificadas como
CTC-CK+ RP-. En contraste, solo 7 pacientes (31.8%) con tumores positivos para el RP también tuvieron

las CTC-CK+ positivas para RP. Es importante remarcar que no hubo correlacidén entre la expresion de
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los RE y RP en CTCs y los tumores primarios de origen (P = 0.17 and P = 0.55). Ademads, no se
observo asociacion entre el estado del RE y el RP en CTCs y las caracteristicas clinico-patoldgicas

basales de las pacientes.
VI.3  Expresion del EGFR en CTCs

En la muestra basal, CTCs-CK+ EGFR+ se detectaron in 27 (27.5%) de las pacientes. Después de 3
ciclos de quimioterapia y al final de este tratamiento, se detectaron CTCs-CK+ EGFR+ in 5
(13.9%) y 4 (11.1%) de las pacientes, respectivamente. No existe correlacién entre el estado del
EGFR en CTCs en la muestra basal y las siguientes caracteristicas clinico-patoldgicas de las
pacientes: edad, tamafio tumoral, estado nodal, histologia, grado nuclear, estado de la p53 y Ki-
67, asi como el estado de HER2. Es importante destacar que se detectaron CTCs-CK+ con
expresion positiva para EGFR en una mayor proporcion de pacientes con tumores primarios que

expresaban RH (33.3% versus 8.7%, P = 0.01).
VI.4 Estado HER2 y TOP2A en CTCs y en los correspondientes tumores primarios

En veinte seis pacientes con CTCs+ se evalud el estado de HER2 y TOPA2 mediante FISH en al
menos una CTCs en cada paciente. Antes de un tratamiento sistémico, se pudieron estudiar las
CTCs de tres pacientes con tumores primarios con el HER2 amplificado. Ninguna de estas
pacientes presentaba el HER2 amplificado en las CTCs. Entre aquellas pacientes con tumores
primarios negativos para HER2, se clasificaron 24 pacientes como negativas para HER2 en CTCs.

En estas pacientes, solamente en un caso se detectd polisomia del Cromosoma 17 en las CTCs.

Se analizaron 26 pacientes con CTC-CK+ para conocer el estado de la TOP2A y en dos casos se
encontrd amplificacion de este gen, mientras que las otras pacientes tenian el gen de la TOP2A
nativo. EL estado de TOP2A fue evaluado en 11 correspondientes tumores primarios. En
aquellas pacientes con tumores primarios con el gen TOP2A nativo, siete de estas pacientes

también tenian el gen de la TOP2A nativo en el tumor primario, mientras que en un caso el gen
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de la TOP2A estaba amplificado en CTCs y en otro caso se demostrd polisomia del cromosoma
17. En contraste, en tres pacientes con la TOP2A amplificado en el tumor primario, las
correspondientes CTCs tenian el gen de la TOP2A nativo. Ninguno de los casos con CTCs con la
TOP2A amplificado no presentaron co-amplificacién del gen HER2. No se demostrd asociacion
entre el estado de estos dos genes en CTCs y su estado en los correspondientes tumores
primarios. Ademas, no se encontré asociacion entre las caracteristicas clinico-patoldgicas de las

pacientes y el estado de HER2 y TOP2A en CTCs.
VII.5 Caracterizacion de las CTCs después del tratamiento sistémico

Después de tres ciclos de tratamiento adyuvante, en 13 pacientes (34.2%), se detectaron CTCs.
En el analisis de biomarcadores, se detecté expresion de RE en 4 de 6 pacientes con CTC
positivas. Una de las CTCs-CK+ RE+ se detectd en una paciente con un tumor que era RE

positivo (esta paciente era negativa para CTCs antes de un tratamiento sistémico).

Con respecto a la expresién de RP, se detectd expresidon de este marcador en cinco pacientes
con CTCs-CK+. Después de 3 ciclos de tratamiento adyuvante, uno de los casos con CTCs-CK+
RP+ procedia de un tumor primario que expresaba RP, sin embargo, en la muestra basal se aislé
una CTCs-CK+ RP-. En el caso del EGFR, se detectaron CTCs-CK+ EGFR+ en 5 pacientes; un
paciente presentd inicialmente CTCs-CK+ EGFR+, mientras cuatro (11.1%) casos fueron EGFR —
en la muestra basal. Cabe destacar que 25 (69.4%) de los casos las CTCS-CK+ fueron EGFR
negativos y después de 3 ciclos de quimioterapia, 6 (16.6%) pacientes continuaron

presentando CTCS-CK+ EGFR-.

Respecto al estado de HER2 y TOP2A, fueron evaluados en siete pacientes con CTCs-CK+. En
siete de estas pacientes, los genes HER2 y TOP2A fueron normales. Entre las pacientes con

tumores primarios HER2-, se detectd un caso de CTCs con co-amplificacién de HER2 y TOP2A.
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Al final del tratamiento, CTCs-CK+ fueron detectadas en 17 (44.7%) pacientes. Expresion de RE y
RP en CTCs fue detectada en 3 pacientes (85%) y en 1 paciente (44.7%) respectivamente. Cabe
recalcar que 2 pacientes con CTC-CK+ RE- al finalizar el tratamiento neoadyuvante habian
presentado CTC-CK+ RE+ en la muestra basal y el tumor primario también era RE+. De las 36
muestras de diferentes pacientes analizadas para la expresion del EGFR, un solo caso presenté
CTCs-CK+ EGFR+ persistentes después del tratamiento sistémico, mientras que 7 (19.4%) de los
casos fueron clasificados como CTCs-CK+ EGFR-. Aquellas pacientes que fueron inicialmente
clasificadas como CTCs-CK+ EGFR-, 25 (69.4%) de ellas presentaron el mismo fenotipo y 3

fueron clasificadas como CTCs-CK+ EGFR+ en la muestra al final del tratamiento.

En nueve pacientes con CTCs detectables al final del tratamiento sistémico, se evalud el estado
de HER2 y TOP2A. En ningun caso se encontro alteracidn de estos genes en las CTCs detectadas.
Dos de los casos analizados presentaron al diagndstico un tumor con HER2 amplificado y siete
eran tumores con HER2 nativo. El estado de las CTCs antes y después del tratamiento se
muestra en la Figura 7.Vale la pena remarcar que alrededor de un 30% de pacientes cambiaron
el estado de las CTCs después de un tratamiento sistémico, Sin embargo, el grupo de pacientes
mas comun en esta serie de pacientes fue aquel en el que no se pudieron detectar CTCs ni

antes ni después de la quimioterapia.

Figura 7.
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Triple Negativo Luminal

N(%) N(%)

ER+CTCs 1(16.7) 7 (63.6) 2 (66.7)

NS
ER-CTCs 5 (83.3) 4(36.4) 1(33.3)
PR+CTCs 1(50) 8(33.3) 0(0)

NS
PR-CTCs 1(50) 16 (66.7) 1 (100)
EGFR+CTCs 2(11.1) 24 (35.8) 1(7.7)

.03
EGFR-CTCs 16 (88.9) 43 (64.2) 12 (92.3)
HER2+CTCs 0 (0) 0 (0)* 0 (0) Unable to
HER2-CTCs 8 (100) 16 (100) 2 (100) determine
TOP2A+CTCs 1(12.5) 1(6.3)* 0(0)

NS
TOP2A-CTCs 7 (87.5) 15 (93.7) 2 (100)

VII.7  Expresion de CD133 en células tumorales de MCF-7

Células de las lineas celulares MCF-7 y H9 fueron pipeteadas en sangre periférica de voluntarios
sanos. Los controles positivos y negativos fueron utilizados en el momento del andlisis de CTCs
para determinar la expresion de CD33 mediante IF. Las muestras se evaluaron con un
microscopio computerizado de fluorescencia revelando que la expresién de CD133 es de
superficie en CTCs-CK+. Los controles positivos y negativos para la expresién de CD133 y CK se

muestran en la Figura 5. El andlisis mediante inmunoblot del lisado de proteinas con el

71



anticuerpo anti-CD133 mostré que MCF-7 y H9 ( controles positivos) expresaban CD133,

mientras que la expresion de CD133 fue no detectable en FLG y ADN1 (controles negativos).
VI.8 Expresion de CD133 en CTCs

Se analizé la expresion de CD133 en 20 pacientes en las que se aislaron CTCs-CK+. Los
experimentos de doble tincidn con anticuerpos para pan-CK y CD133 mostraron
inmunofluorescencia especifica para CK+ y CD133 en 13 de las 20 pacientes analizadas (65%)
(Figura 5). La mediana de CTCs CK+/CD133+ fue de 1.46 células por cada 10 ml (rango 1-4).
También se observd heterogeneidad en la expresién de CD133 en un 75% de las CTCs-CK+ en
las pacientes que se pudieron evaluar mas de una CTC (CK+/CD133+ and CK+/CD133- CTCs co-

existian en la misma muestra).

Por otra parte, 73 pacientes de las 74 pacientes que recibieron quimioterapia, ya que una
paciente retiré el consentimiento informado para la muestra secuencial. Veinticuatro pacientes
que recibieron tratamiento endocrino como tratamiento Unico adyuvante y fueron excluidas
del analisis de las muestras secuenciales. Con respecto al estado de CK-CD133 antes y después
de quimioterapia, la presencia de células CK+ se confirmé en 17 (23.3%)s pacientes en las
muestra basal y en 23 (31.5%) después del tratamiento de quimioterapia. En 10 pacientes de
las 17 analizadas (58.8%) se aislaron CTCs/CK+/CD133+ en la muestra basal con una media de
1.6 células en cada 10 ml (rango 1-4). Once de las 23 (47.8%) CK+/CTCs analizadas presentaron
co-expresion de CD133 con una media de 1.54 células (1 to 3 CK+/CD1331 células).

Aunque la proporcién de pacientes con CTCs CK+/CD133+ fue mayor en las muestras pre-
quimioterapia, no se encontraron diferencias significativas entre la proporcion de CTCs
CK+/CD133+ antes y después de la quimioterapia (p=0.53). Es importante destacar de que en la

poblacién estudiada para CD133, 10.2% de las pacientes cambiaron el estado de las CTCs
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después de un tratamiento sistémico y se aislaron en ellas CTCs-CK+. De estas CTCs-CK+ aisladas

después de un tratamiento sistémico 5/8 (62.5%) también co-expresaron CD133.

El fenotipo mas comun entre las pacientes CTC-CK+ fue CTCs CK+/CD133+ pre-tratamiento y
CTCs-negativas después de la quimioterapia. Cuando se analizan pacientes con CTCs-negativas
pre-tratamiento y CTCs CK+/CD133+ post-tratamiento (n=6), dos de ellas presentaron una
recaida precoz y una murio debido a cancer de mama recurrente. Dado el pequeiio tamafio
muestral y el limitado nimero de eventos en los grupos, el efecto del analisis de supervivencia

seria muy limitado (datos no mostrados).

VIL.9  Correlacion de la expresion de CD133 en CTCs con las caracteristicas

clinico-patoldgicas

Se estratificaron las caracteristicas clinico-patolégicas de acuerdo con el estado de las CTCs
CK+/CD133 antes del tratamiento sistémico (Tabla 5). El estado del gen HER2 y el Ki67 fueron
las dos Unicas caracteristicas del tumor primario que se correlacionaron con las CTCs
CK+/CD133+ (p = 0.03 and 0.01, respectivamente). Los tumores con HER2 nativo y bajo indice
de proliferacion (Ki67 index <14%) mostraron una proporcion mas elevada de CTCs
CK+/CD133+. No se encontrd correlacién entre CTCs CK+/CD133+ y el resto de caracteristicas

clinico-patoldgicas.

Tabla 5.

_ N(%) Ck+/CD133 + N(%) Ck+/CD133-
<50 6(85.7) 1(14.3)

Edad NS
> 50 7 (53.8) 6 (46.2)
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Ductal 11 (68.8) 5(31.2)

Histologia NS
Otros 2(50.0) 2(50.0)
NO 6(60) 4(40)
Estado nodal N1-2 7(87.5) 7 (38.9) NS
Desconocido 0(0) 2(100)
RH+ 10 (76.9) 3(23.1)
Estado Hormonal NS
RH - 3(42.9) 4(57.1)
P53 + 8 (80) 2 (20)
Estado
P53 - 1(50) 1(50) NS
P53
Desconocido 4(4) 4(50)
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67 pacientes luminales, 43 (64.2%) fueron tratadas con quimioterapia adyuvante (n=26) o
neoadyuvante (n=17) seguido de tratamiento hormonal. Siete (87.5%) pacientes tenian CTCS-
CK+/CD133+ antes del tratamiento sistémico, mientras que solamente 1 (12.5%) paciente
presentd CTCS-CK+/CD133-. Después del tratamiento quimioterapico, 6 (50%) de las pacientes
tenian CTCS-CK+/CD133+ y 6 (50%) CTCS-CK+/CD133-. Cuando comparamos muestras pre- y
post-tratamiento, no encontramos cambios significativos en la proporcion de CTCS-CK+/CD133+

(p=0.15).

Cuando se consideraron solo pacientes triple negativas, 17 (17.3%) fueron incluidas y todas
habian recibido quimioterapia. Tres (50%) de estas pacientes tenian CTCS-CK+/CD133+ en la
muestra pre-tratamiento y 4 (66.6%) pacientes persentaron CTCS-CK+/CD133+ post-
tratamiento. No se observaron diferencias en la proporciéon de CTCS-CK+/CD133+ antes y
después de la quimioterapia. Es importante destacar que se observd un enriquecimiento
relativo de CTCS-CK+/CD133+ en las pacientes con cancer de mama triple-negativo.
Concretamente 66.6% of CTCs-CK+ co-expresaron CD133, mientras que solamente 50% de las

CTCs-CK+ co-expresaban CD133 en la muestra pre-tratamiento.

En las pacientes con tumores HER2-amplificados (n=14), no se observaron CTCS-CK+/CD133+
antes del tratamiento sistémico, mientras que en 2 pacientes se detectaron CTCS-CK+/CD133-.
Una de las 5 (20%) pacientes con CTCS-CK+/CD133+ y 4 (80%) de las pacientes con CTCS-
CK+/CD133+- fueron encontradas después de tratamiento con quimioterapia mas trastuzumab.
Tampoco se observaron diferencias significativas entre el porcentaje de CTCS-CK+/CD133+
antes y después del tratamiento sistémico. También se observd un enriquecimiento relativo en
de CTCS-CK+/CD133+ en las pacientes con tumores HER-2 amplificados. No encontramos
correlacion entre CTCS-CK+/CD133+ vy las caracteristicas clinico-patoldgicas en ningun subtipo

de cancer de mama.
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VIII.

DISCUSION

El trabajo del analisis de cinco biomarcadores en CTCs de pacientes con cancer de mama
operable fue el primer estudio en analizar multiples marcadores relavantes para la decisién del
tratamiento sistémico en esta poblacion de pacientes. En este trabajo, el ratio de deteccidn de
CTC en un volumen similar de sangre en las muestras basales fue similar a otros estudios en
poblaciones similares usando CellSearch System (Veridex, LLC)/ En nuestro trabajo no se
observaron diferencias en el recuento de CTCs las muestras de antes y después del tratamiento
sistémico. Dado el niumero limitado de pacientes en cada grupo de tratamiento no se pueden
sacar conclusiones definitivas en cuanto a los cambios de estado de CTCs en muestras pre- y

post-tratamiento.

Nuestras observaciones indican que el analisis genotipico y fenotipico de las CTCs es altamente
dependiente del ratio de deteccion en los tres diferentes tubos y el bajo numero de células
capturadas en el contexto de la enfermedad no-metastasicas. Es importante destacar que el
umbral de 1 CTC ha demostrado valor prondstico por otros autores en este contexto clinico —
esto refleja que el sistema CellSearch presenta un rendimiento para la deteccion de CTCs bajo
en este mismo contexto. La optimizacidn de los ensayos para la deteccion de CTCs para
procesamientos de alto rendimiento se requerird para la caracterizacion global de CTCs vy

ensayos clinicos a gran escala que incluyan CTCs como parte del estudio.

Muchos estudios han intentado demostraron la correlacion entre el estado de las CTCs y los
pardmetros clinico-patoldgicas, sin embargo; los datos reportados son aun controvertidos. Lang
Y su equipo observaron que las CTCs se aislan mas frecuentemente en pacientes con tumores
HER2-amplificado, mientras que otros investigadores han encontrado que no existe asociacién

entre el estado de CTCs y este subtipo de cdncer de mama (149). En este estudio, las CTCs se
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detectaron con mas frecuencia en pacientes con HER2 nativo, mientras que otros parametros

no mostraron correlacion con el estado de las CTCs.

Las muestras no detectables para CTCs se observaron en pacientes con menos de 50 afios y/o
con tumores HER2-amplificados y/o G1-G2. Igual que en la enfermedad metastasica, en
pacientes con factores de mal prondstico no se detectan CTCs. Estos resultados aparentemente
contradictorios podrian ser explicados, al menos en parte, por la adquisicion de un fenotipo
mesenquimal durante la transicion epitelio-mesenquima. CTCs derivadas de la EMT pueden
modular su fenotipo y adquirir un fenotipo parecido al mesenquimal, dificil de detectar con los
métodos basados en la deteccidn de marcadores epiteliales. Como resultado, las pacientes en
las que no se detectan CTCs y presentan factores de mal prondstico podrian representar un
grupo de pacientes con un fenotipo de TEM parcial o completa mas que una poblacién con
CTCs indetectables. En esta poblacion de pacientes, menos de un 35% de pacientes cambiaron
su estado lo que sugeriria que la dindmica de las CTCs probablemente es neutral (Casos con

positivizacion y casos con negativizacion de las CTCs).

Estos hallazgos divergen de los datos publicados previamente (81, 110), los cuales reportaron
una ratio de deteccion de CTCs mas baja después del tratamiento sistémico, especialmente en
aquellas pacientes que han recibido tratamiento contra HER2 (110, 150). Estas discrepancias
podrian explicarse, al menos en parte, por el hecho de que en nuestro estudio se analizaron 30
mL en lugar de 7.5 mL y porque el 14.3% de nuestros pacientes recibieron trastuzumab como

parte de su tratamiento.

En concordancia con el estudio de Fehm y sus colegas(95), nuestros hallazgos muestran que la
expresion del RE y del RP en CTCs no se correlaciona con la expresion de RE y RP en el tumor
primario. En nuestro estudio se demostré que existen diferentes subpoblaciones de CTCs en la

misma muestra de sangre con diferentes fenotipos con respecto a los RH.

78



Desafortunadamente, con los métodos basados en el analisis de RNA no podemos evaluar
células de forma individual y evaluar la heterogeneidad entre las diferentes subpoblaciones de
CTCs. En cambio, las técnicas basadas en IF ofrecen una caracterizacién mdas detallada de la
subpoblaciones de CTCs. Por lo tanto, se podria especular que la expresion diferencial de los RH
en la misma paciente podria en parte explicar diferencias en la respuesta a los tratamientos
endocrinos y quimioterapicos- aunque esta asociacidn necesita ser evaluada mas
extensamente. Los cambios en el fenotipo RE/RP o la persistencia de estos fenotipos en CTCs
diferentes al tumor primario se observd también en las muestras después del tratamiento
sistémico. Dado que todas las pacientes con muestras secuenciales habian recibido
guimioterapia, no se puede excluir que los fenotipos de las CTCs en las muestras post-

guimioterapia sean influenciada por la interaccién de las CTCs con la quimioterapia.

La proteina EGFR se encontrd expresada en el 27% de las CTCs en las muestras basales y su
expresion en CTCs se correlaciond solamente con los pacientes con tumores primarios RH+
solamente. Datos preclinicos han proporcionado evidencia de que existe asociacidon entre los
factores de crecimiento y la via de sefializacion del RE (151) puede mediar el desarrollo de
resistencia a tratamientos endocrinos en la enfermedad RH+, aunque la expresidon de EGFR en
las células tumorales ha sido mas ampliamente relacionada con los tumores triple negativos. El
mecanismo bioldgico propuesto para explicar cdmo las vias de senalizacidon de los factores de
crecimiento llevan a la resistencia a tratamientos endocrinos es controvertida(86, 152, 153). En
base a nuestros hallazgos, hipotetizamos que las CTCs-CK+/CD133+ podrian representar un
marcador negativo de respuesta por ejemplo a los tratamientos endocrinos en las pacientes
con cancer de mama RH+. Ademads, menos del 25% de pacientes con CTCs-CK+/EGFR+ se
convirtieron en CTCs-CK+/EGFR- después del tratamiento, sugiriendo que tratamientos como la
guimioterapia o trastuzumab podrian erradican solo parcialmente subpoblaciones de CTCs-

CK+/EGFR+.
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Somos totalmente conscientes de que nuestros resultado deben ser interpretados con
prudencia dado que el tamafio muestra es limitado y el nimero de eventos limita nuestras

conclusiones.

La sobrexpresion de HER2 en CTCs en pacientes con cancer de mama se ha caracterizado en
multiples estudios(110, 114, 126). Existen discrepancias en el estado de HER2 en CTCs y sus
tumores primarios correspondientes tanto en pacientes con tumores precoces como
metastasicos (110, 114). En nuestro estudio, el ratio de deteccion de CTC con el HER2
amplificado fue detectado mediante FISH fue nulo en las muestras basales, lo cual difiere de los
datos reportados por otros grupos usando técnicas de IF. La falta de expresidon de HER2 en CTCs
puede ser influenciada por el hecho que las poblaciones de CTCs son heterogéneas y el andlisis
de un pequeiio numero de CTCs puede infraestimar las poblaciones HER2+. Ademas, las CTCs
con IF clasificada como 2+ HER2 (expresién moderada de HER2) no esta bien definido y podria
justificar parcialmente casos CTCs-CK+/HER2-. El test 6ptimo para determinar el estado de HER
en CTCs aun no estd establecido. Aunque las técnicas de IHC son el método de evaluacidn para
el estado de HER2, IHC y IF solamente no puede ser recomendado actualmente para seleccionar

paciente para tratamientos contra HER2.

Existen estudios que han demostrado que la amplificacion de TOP2A en los tumores de cancer
de mama no estad confinado a aquellos casos que presentan amplificacion concomitante de
HER2, sugiriendo que una proporcion de pacientes con tumores HER2- presentan alteraciones
en el gen de la TOPA2(154, 155). En nuestro estudio, se observaron CTCs con el gen de la
TOPA2 amplificado procedente de tumores primarios HER2- - dado que el gen del HER2 no se
encontré amplificado en las CTCs- estos dados son consistentes con las observaciones en
tumores primarios de cancer de mama(155, 156) . Después de 3 ciclos de quimioterapia
adyuvante, se observé en un solo caso con el tumor primario con los genes del Erbb2 and

TOP2A nativos y co-amplificacion de HER2 y TOP2A en las CTCS. Este hallazgo es consistente
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con un cambio de genotipo y posiblemente una via alternativa de sefalizaciéon de Ia
enfermedad circulante de tumores HER2-. Ya que todos los pacientes de los que se analizaron
muestras secuenciales habian recibido quimioterapia, no podemos excluir que las alteraciones
de HER2 y TOPA2 en CTCS después del tratamiento sistémico estén también influenciadas por
este tratamiento. Tanto estos hallazgos, como investigaciones por parte de otros grupos,
genera la hipdtesis de que pacientes con cancer de mama HER2- con CTCs con co- amplificacion
de los genes HER2 y TOPA2 podrian beneficiarse de tratamientos combinados de terapias anti-

HER2 y antraciclinas.

CTCs-CK+/HER2- fueron aisladas en pacientes con tumores primarios tanto HER2- como HER2+
después de un tratamiento sistémico y trastuzumab- cuando estaba recomendado. Estos
hallazgos sugieren que en las pacientes con tumores malignos de mama HER2-amplificado en
las que se aislan CTCs-CK+/HER2- después de un tratamiento con trastuzumab. Es importante
destacar que los agentes anti-HER2 se administran de forma concomitante o secuencial con
quimioterapia (103, 157) y el mecanismo por el cual las CTCs-CK+/HER2- persisten después de

esos tratamientos es actualmente desconocido.

La seleccién de los tratamientos para el cancer de mama se basa en predictores de respuesta
estdndar como son la expresién de RH para los tratamientos hormonales y el estado de HER2
para los tratamientos anti-HER2. De los biomarcadores evaluados en CTCs, solamente CTCs-
CK+/EGFR+ fueron detectadas mas frecuentemente en tumores luminales en comparacion con
los tumores triple-negativos y tumores HER2 amplificados. Podriamos especular que las
asociacion entre CTCs-CK+/EGFR+ y las pacientes luminales, seria explicado al menos
parcialmente por un numero elevado de células que expresan EGFR involucradas en la
invasividad y la migracion de células tumorales (121, 158)- a pesar de que la expresion del EGFR
ha sido ampliamente relacionado con niveles bajos de RH, proliferacion elevada, inestabilidad

gendmica y sobreexpresion de HER2(159). Aunque esta por determinar, una posibilidad seria
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que los tumores luminales podrian ser mas dependientes de este mecanismo para su

diseminacion que otros subtipos de tumores malignos de mama.

En base a la evidencia de la implicacion de CD133 como marcador de célula madre, en la
migracion celular y el proceso de VM, nuestra hipotesis fue que CD133 podria ser un marcador
expresado en CTCs en pacientes con cancer de mama no- metastdsica y jugar un papel en la

resistencia a quimioterapia.

En la parte del estudio en la cual se estudid la expresidon de CD133 en CTCs, se demostré que
una proporcién elevada de CTCs-CK+ co-expresaban CD133 antes y después de la
quimioterapia. La elevada incidencia de pacientes con CTCs-CK+/CD133+ resalta la importancia
de esta subpoblacidon en el pool total de CTCs. La mayoria de las muestras con CTCs-
CK+/CD133+ también contenian CTCs-CK+/CD133-. Este mismo fendmeno también se observd
cuando se analizaron el RE y el RP de la misma poblacidn de pacientes. La heterogeneidad en la
expresion de CD133 y RH en las CTCs apoya el concepto de heterogeneidad intratumoral, la
cual, parece ser una caracteristica generalizada en los tumores primarios y también en las CTCs.
En resumen, nuestras observaciones afiaden mas evidencia de la naturaleza heterogénea de las

CTCs de pacientes con cancer de mama operables.

Recientemente, Park y sus colegas han mostrado que la frecuencia de marcadores de célula
madre y de marcadores epiteliales -mas diferenciados- varia de acuerdo con el subtipo y la
histologia del cancer de mama(160). Por lo tanto, nos parecié de interés correlacionar CTCs-
CK+/CD133+ con las caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes con cancer de mama.
CTCs-CK+/CD133+ fueron asociadas de forma significativa con el estado de HER2 nativo y un
bajo indice de proliferacién en los tumores primarios. Esta observacidon sugiere que la
heterogeneidad genética es importante para promover la diversidad de la expresion de los

marcadores de célula madre en las células tumorales.
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La expresién de marcadores de célula madre en CTCs también se ha asociado a la resistencia
primaria a los tratamientos anti-cancer y al fallo del tratamiento. Consecuentemente, las CTCs
con un fenotipo de célula madre podrian plantear un reto clinico a la hora de erradicar por
completo la enfermedad minima residual. En contraste con los tumores primarios, las CTCs
procedentes de pacientes con enfermedad metas tatica que mostraron una incidencia mas
elevada de CTCs con un fenotipo de célula madre después de la quimioterapia(67, 161). Sin
embargo, no encontramos tales diferencias en la poblacién global en nuestro estudio. En
cambio, cuando se analizé la poblacion de pacientes de acuerdo a los subtipos tumorales, CTCs-
CK+/CD133+ difirieron significativamente entre los subtipos de cdncer de mama con un
porcentaje mas elevado de CTCs-CK+/CD133+ en las pacientes con tumores luminales en las
muestras basales. Sin embargo, estas diferencias desaparecieron en las muestras post-
tratamiento sistémico. Este resultado podria a su vez explicar el enriquecimiento relativo de

CTCs-CK+/CD133+ en aquellas pacientes con tumores triple negativo o con el HER2 amplificado.

De cualquier manera, estos resultados son preocupantes dado que aislamos CTCs con
propiedad de célula madre tumoral después de un tratamiento sistémico incluyendo
poliquimioterapia y trastuzumab en aquellas pacientes con tumores HER2+. De hecho, dos de
las 4 pacientes con tumores triple negativos en las que aislamos CTCs-CK+/CD133+ después del
tratamiento quimioterapico, recayeron en los dos afios siguientes a la obtencidén de esta
muestras. Sin embrago, no podemos descartar la posibilidad de que no encontramos
diferencias significativas debido a la falta de seguimiento y al insuficiente tamafio muestral para
detectar diferencias relacionadas con un evento que ocurre con tan poca frecuencia en el

contexto de enfermedad no-metastasica.

Muchos grupos han evaluado marcadores de célula madre en cdncer de mama como CD44 y
ALDH1 en CTCs (67, 124, 131). Dado que CD133 juega un papel como marcador de célula

madre en el cancer de mama en estudios preclinicos; nuestras observaciones podrian ser
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consistentes con los resultados de Mani y colegas(45). Este grupo mostré que las células
epiteliales inducidas a entrar en el proceso de transicion epitelio-mesenquimal en modelos de

cancer de mama adquieren propiedades de células madre.

El proceso de la VM describe la habilidad de células tumorales altamente agresivas para
expresar genes asociados a células endoteliales y formar redes similares a neovasos. Diferentes
investigadores han mostrado en cancer de colon y melanoma que la actividad funcional de este
proceso y sus implicaciones en la migracion y el sembrado de células tumorales(162, 163).
Aunque hasta el momento solo existe evidencia pre-clinica del papel de las células de cancer de
mama CD133+ en el proceso de VM; nuestros resultados podrian sugerir que las CTCs-
CK+/CD133+ representan células con propiedades multipotenciales subyacentes al proceso de
VM. Ademas, las propiedades migratorias y su contribucidén en este proceso de a las células
tumorales CD133+ podria explicar la diseminacién de un gran pool de células CTCs-CK+/CD133+

en el torrentes sanguineo de pacientes con cdncer de mama.

Si se toman todos los datos en consideracién, aun sabiendo que nuestras observaciones no son
mecanisticas, las CTCs-CK+/CD133+ podrian estar implicadas en le diseminacion tumoral y al
final en el proceso de metastatizacidon. De forma importante, los genes implicados en el proceso
de VM podrian ser categorizados en vias de sefializacion asociados a sefales relacionados con
las células madre y la vascularizacién, los cuales podrian a su vez, ser dianas para terapias
dirigidas. Un gente nuevo, Salinomicina disminuye la proporcion de células de cancer de mama
CD44"&"/cD24"" y su uso en ratones experimentales inhibe el crecimiento tumoral ‘in vivo’
(164). Especificamente, Salinomicina se dirige a las subpoblaciones de células CD133 y
disminuye los rasgos malignos de lineas celulares de colon(165). Ademas, existe evidencia
experimental de que bloquear las vias implicadas en el proceso de VM podria ser exitoso para
inhibir el crecimiento tumoral. Por ejemplo, la rapamicina (un inhibidor de la via de sefializacidn

de mTOR y VEFG), y un inhibidor de la angiogénesis que puede suprimir el proceso de VM
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guiado por las células tumorales mediante la supresidon del crecimiento del endotelio vascular,

las metaloproteinasas de la matriz y el factor inducible mediante la hipoxia 1(166).

La interrupcion de la cascada metastdsica a través del tratamiento de las CTCs es una estrategia

muy prometedora. La disponibilidad de tratamientos dirigidos aumenta el interés para la

caracterizacion de las CTCs en particular en aquellas pacientes sin evidencia de enfermedad

metastdsica las cuales son potencialmente curables.

IX.  CONCLUSIONES

Las CTCs de pacientes con cancer de mama no-metastdsica mostraron considerable
heterogeneidad en la expresidn de los RH y EGFR y la amplificacion de los genes de
HER2 y TOP2A analizados en el trabajo de los cinco biomarcadores. Ademas, no se
encontré correlacion entre los marcadores en el tumor primario y sus correspondientes
CTCs tanto antes como después de la quimioterapia.

No se objetivo una clara asociacion entre el estado de los RH, los genes HER2 y TOPA2
en las CTCs y los subtipos de cancer de mama lo cual podria contribuir a la diversidad de
los perfiles de expresion genética y los resultados clinicos dentro de los subtipos de
cancer de mama

Evaluamos por primera vez la expresidon de CD133 en CTCs de pacientes con cancer de
mama no metastasica, un marcador de célula madre e involucrado en la migracion
celular y el proceso de ‘vasculogenic mimicry’.

La expresion de CD133 en CTCs se detectd mas frecuentemente en pacientes con
tumores primarios luminales en las muestras basales sugiriendo que la expresién de

marcadores de células madre podria ser especifica de subtipo de cdncer de mama.
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= El enriquecimiento de CTCs-CK+/CD133+ en los subtipos de cidncer de mama no
luminales después del tratamiento sistémico sugiere su papel potencial en el desarrollo
de resistencia a tratamientos quimioterapico.

= Un estudio mas extenso tanto preclinicos como clinicos seran necesarios para confirmar
el papel de CD133 en la resistencia a quimioterapia y su papel como diana para

tratamientos anti-células madre y anti-vasculares.
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