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pm micrémetro

AJCC Comité Conjunto Americano del Cancer, acrénimo
derivado de su nombre en inglés (American Joint
Committee on Cancer)

Anti-AE1-AE3 anticuerpo biclonal formado por el céctel de los clones
AE-1y AE-3

Anti-CK anticuerpo frente a citoqueratinas

APC gen de la poliposis adenomatosa coli, acrénimo derivado

de su nombre en inglés (adenomatous polyposis coli)

ASCO Asociacion Americana de Oncologia Clinica, acrénimo
derivado de su nombre en inglés (American Association
Clinical Oncology)

C(D)ETCs células epiteliales tumorales diseminadas o circulantes,
acrénimo derivado de su término en inglés (circulating
(disseminated) epithelial tumor cells)

CEP17 sonda centromérica del cromosoma 17, acrénimo
derivado de su nombre en inglés (chromosome 17
centromere probe)

CK citoqueratina, acrénimo derivado de la palabra inglesa
(cytokeratin)

CK-/CTCs células tumorales circulantes citoqueratina negativas,
acrénimo derivado de las palabras inglesas (cytokeratin
negative/circulating tumor cells)

CK+ células citoqueratina positivas, acrénimo derivado de la
palabra inglesa (cytokeratin positive)

CK+/CTCs células tumorales circulantes citoqueratina positivas,
acrénimo derivado de las palabras inglesas (cytokeratin
positive/circulating tumor cells)

cm centimetro

CSCs células madre cancerosas, acronimo derivado de su
nombre en inglés (cancer stem cells)
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CTCs

CT™M

DTCs

ECO

MRD

EMT

EpCAM

EPISPOT

ER

ERBB2 (HER-2/neu)

FAP

FAST

FC

FCS

células tumorales circulantes, acrénimo derivado de su
nombre en inglés (circulating tumor cells)

microémbolos tumorales circulantes, acrénimo derivado
de su nombre en inglés (circulating tumor microemboli)

células tumorales diseminadas, acrénimo derivado de su
nombre en inglés (disseminated tumor cells)

Observatorio Europeo del Cancer, acrénimo derivado de
su nombre en inglés (European Cancer Observatory)

enfermedad minima residual, acréonimo derivado de su
nombre en inglés (minimal residual disease)

transicion epitelio-mesénquima, acronimo derivado de
su nombre en inglés (epithelial mesenchymal transition)

molécula de adhesién de células epiteliales, acrénimo
derivado de su nombre en inglés (epithelial cell adhesion
molecule)

sistema de deteccion de proteinas tumorales, acrénimo
derivado de su nombre en inglés (epithelial immunospot)

receptor de estrégenos, acréonimo derivado de su
nombre en inglés (estrogen receptor)

gen del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano.

poliposis adenomatosa familiar, acrénimo derivado de su
nombre en inglés (familial adenomatous polyposis)

tecnologia de escaneo laser fibro-éptico de matriz,
acrénimo derivado de su nombre en inglés (fiber-optic
array scanning technology)

citometria de flujo, acronimo derivado de su nombre en
inglés (flow cytometry)

suero fetal bovino, acronimo derivado de su nombre en
inglés (foetal calf serum)
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FDA Administraciéon de Drogas y Alimentos, acrénimo
derivado de su nombre en inglés (Food and Drug
Administration)

FICTION técnica de inmunofenotipacion y analisis citogenético en
interfase fluorescente como herramienta para |la
investigacién de neoplasias, acrénimo derivado de su
nombre en inglés (Fluorescence immunophenotyping
and Interphase Cytogenetics as a Tool for Investigation of
Neoplasms)

FISH hibridacion in situ fluorescente, acronimo derivado de su
nombre en inglés (fluorescence in situ hybridization)

FITC isotiocianato de fluoresceina, acronimo derivado de su
nombre en inglés (fluorescein isothiocyanate)

GC células granulociticas, acréonimo derivado de su nombre
en inglés (franulocytic cells)

HER2 receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano.
Acronimo derivado de su nombre en inglés (human
epidermal growth factor receptor 2)

HER2+/CTCs células tumorales circulantes que expresan HER2,
acrénimo derivado de su nombre en inglés (HER2
positive/circulating tumor cells)

HNPCC cancer de colon hereditario no polipdsico, acrénimo
derivado de su nombre en inglés (hereditary non-
polyposis colorectal cancer)

ICC técnica de inmunocitoquimica, acrénimo derivado de su
nombre en inglés (immunocytochemistry)

IF técnica de inmunofluorescencia
IgG inmunoglobulina G
IHC técnica de inmunohistoquimica, acrénimo derivado de su

nombre en inglés (immunohistochemistry)

IN numero de identificacion, acréonimo derivado de su
nombre en inglés (identification number)


http://www.clevelandclinic.org/registries/inherited/hnpcc.htm
http://www.clevelandclinic.org/registries/inherited/hnpcc.htm
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ITCs células tumorales aisladas, acronimo derivado de su
nombre en inglés (isolated tumor cells)

KDa kilo dalton

MO pacientes que no presentan metastasis a distancia

M1 pacientes que presentan metastasis a distancia

mAbs anticuerpos monoclonales, acrénimo derivado de su

nombre en inglés (monoclonal antibodies)

MACS sistema de enriquecimiento inmunomagnético por
clasificacion celular, acrénimo derivado de su nombre en
inglés (magnetic-activated cell sorting)

MET transicion mesénquima-epitelio, acronimo derivado de
su nombre en inglés (mesenchymal epithelial transition)

mg miligramo
min minuto
MIS inestabilidad de microsatélites, acronimo derivado de su

nombre en inglés (microsatellite instability)
ml mililitro

MNC células mononucleares, acronimo derivado de su nombre
en inglés (mononuclear cells)

NO nodulos negativos para la deteccion de células tumorales
N1 nodulos positivos para la deteccion de células tumorales
NIH Institutos Nacionales de la Salud, acrénimo derivado de

su nombre en inglés (National Institutes of Health)

nm nanémetro
OMS Organizacién Mundial de la Salud
oS supervivencia global, acronimo derivado de su nombre

en inglés (overall survival)
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OSNA amplificacion de dacidos nucléicos en un solo paso,
acrénimo derivado de su nombre en inglés (one-step
nucleic acid amplification)

PB sangre periférica, acronimo derivado de su nombre en
inglés (peripheral blood)

PBS tampdn fosfato-salino, acrénimo derivado de su nombre
en inglés (phosphate buffered saline)

PCR reaccion en cadena de la polimerasa, acréonimo derivado
de su nombre en inglés (polymerase chain reaction)

PCs células progenitoras, acrénimo derivado de su nombre
en inglés (progenitor cells)

PFS supervivencia libre de progresion de la enfermedad o
tiempo libre de enfermedad, acrénimo derivado de su
nombre en inglés (progression free survival)

PgR receptor de progesterona, acronimo derivado de su
nombre en inglés (progesterone receptor)

gRT-PCR reacciéon en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real, acronimo derivado de su nombre en inglés
(quantitative real time-polymerase chain reaction)

RT-PCR retrotranscripcidn y reaccidon en cadena de la polimerasa,
acronimo derivado de su nombre en inglés (reverse
transcription-PCR)

SCs células madre, acrénimo derivado de su nombre en
inglés (stem cells)

SD desviaciéon media, acronimo derivado de su nombre en
inglés (standard deviation)

SLN ganglio linfatico centinela, acrénimo derivado de su
nombre en inglés (sentinel lymph node)

SSC tampodn citrato sodico salino, acrénimo derivado de su
nombre en inglés (saline-sodium citrate)

TCs células tumorales, acronimo derivado de su nombre en
inglés (tumor cells)
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TNM sistema de clasificacién tumoral por tamafio del tumor-
afectacion de nddulos linfaticos-metastasis a distancia

TOP2A gen de la topoisomerasa Il alfa humana

TOPO lla proteina topoisomerasa Il alfa humana
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I. CANCER DE MAMA Y COLON

1. Epidemiologia del cancer

Las estimaciones mundiales de incidencia y mortalidad para el
cancer en 2008, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), fueron
unos 12,7 millones de nuevos casos diagnosticados y 7,6 millones de
defunciones. El tipo de cancer mas diagnosticado en el mundo fue el de
pulmén (1,61 millones; 12,7% de los casos de cancer); seguido por el de
mama (1,38 millones; 10,9%); y el colorrectal (1,23 millones; 9,7%). La
causa de muerte mas comun fue por cancer de pulmén
(1,4 millones; 18,2%); seguida por cancer de estdmago (738.000 muertes;

9,7%); y cancer de higado (696.000 muertes; 9,2%) [Jemal y cols., 2001].

Al estudiar la incidencia y mortalidad por cédncer en Espafia
durante el afio 2008, segun el Observatorio Europeo del Cancer (ECO), los
tumores mas frecuentes diagnosticados en hombres fueron: cancer de
préstata (25.561 casos; 22,7% de los casos de cancer); cancer de pulmén
(20.347; 18,1%); y cancer colorrectal (16.896; 15,0%), que suponen
aproximadamente el 55,8% del total de los casos de cdncer en la
poblacién masculina. Los tumores con mayor numero de defunciones en
esta poblacidon fueron: cancer de pulmoén (17.841 casos; 30,2% de las
defunciones por cancer); cancer colorrectal (8.427; 14,3%); y cancer de
préstata (6.150; 10,4%). En la poblacion de mujeres, los tumores con
mayor incidencia fueron: cancer de mama (22.240 casos; mas del 30%);
seguido por el cancer colorrectal (12.005 casos; 16,8%); y cancer de
pulmoén (3.159; 4,4%), y los tumores de mayor mortalidad fueron: cancer
de mama y cancer colorrectal con valores muy similares (6.076 y 6.067,

respectivamente; 18,5%); y cancer de pulmdn (2.753; 8,4%) [ECO].
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2. Detecciodn, estadificacion y clasificacion del cancer

de mamay colon

1.2.1. Deteccion del ciancer de mama y del cancer

colorrectal

La Sociedad Americana del Cancer (American Cancer Society)
recomienda seguir las guias de deteccién de cancer de mamay colorrectal
para conseguir asi una deteccién temprana de estos tumores. Gracias a
estos programas se ha reducido la mortalidad en ambos tipos de tumores
[Andersson y cols., 1988; Day y Warren, 2000; Levin y cols., 2008;
Hewitson y cols., 2007; Austoker y Hewitson, 2008].

1.2.2. Estadificacion y clasificacion tumoral

Tras la deteccidn del tumor primario se realizan varias pruebas:
biopsias; marcadores tumorales en tejido y seroldgicos; rayos-X;
tomografia y tomografia de emisiéon de positrones (PET); y ultrasonidos,
para poder dar un estado clinico al tumor segin el sistema TNM
(tamafio del tumor-afectacion de nddulos linfaticos-metastasis a
distancia) del Comité Conjunto Americano del Cancer (AJCC). Esta
estadificacion clinica puede variar tras el analisis patoldgico del
tumor (estadificacién patoldgica TNM), y seguin éste se clasifican a los

pacientes en estadios tumorales.
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3. Cancer de mama

Seglin los datos epidemioldgicos, el cancer de mama es la
segunda enfermedad tumoral en términos de incidencia que afecta a la
poblacién mundial. Se puede decir que es una enfermedad que solo
afecta a las mujeres, ya que los casos en hombres son raros y representan
el 1% de todos los casos diagnosticados de cancer de mama, con una
mortalidad similar a la poblacidn de mujeres [Jemal y cols., 2011]. Debido
a su alta incidencia, y su buena prognosis, el cancer de mama es la

enfermedad tumoral con mayor prevalencia a nivel mundial.

El cdncer de mama tiene un origen genético, que puede deberse a
mutaciones en células germinales (hereditario) o a mutaciones en células

somaticas (esporadico) (Figura 1):

1. El cdncer de mama hereditario causa aproximadamente del 5% al 10%
de todos los casos diagnosticados. Fue descrito como un enfermedad
hereditaria autosdomica dominante, asociada a la presencia de
mutaciones germinales en los genes de susceptibilidad [Newman vy
cols., 1988; Claus y cols., 1991] BRCA1 y BRCAZ2 (sindrome del cancer
de mama-ovario hereditario) [Ford y cols., 1998]. Estudios realizados
en familias y gemelos [Claus y cols., 1991; Lichtenstein y cols. 2000;
Antoniou y cols., 2003], indican que existe un riesgo aumentado, de un
aproximadamente un 27% [Lichtenstein y cols. 2000], de padecer un

tumor de mama debido a factores hereditarios.

Segun el estudio de Balmain y cols. (2003) el cancer de mama es un
desorden poligenético, donde la predisposicién hereditaria de

desarrollar este tipo de tumor puede ser debida a los efectos
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derivados de la combinacién de variantes genéticas en varios locus
diferentes (posiblemente multiples locus). Segun este trabajo, sdlo el
15% o el 20% de los casos de cancer de mama familiares ocurren en
familias con una alta predisposicion a presentar una mutacién en
BRCA; por lo que el riesgo familiar restante a desarrollar el tumor
invasivo (80%-85%) podria tener un origen genético o ambiental,
aunque existe una predominancia de los factores genéticos

[Antoniou y cols., 2001; Antoniou vy cols., 2002; Balmain y cols., 2003].

El cdncer de mama hereditario presenta una heterogeneidad
molecular, igual a la del cdncer de mama esporadico, donde las
mutaciones en BCRA1/2 estan correlacionadas, sobre todo, con el
fenotipo del subtipo basal; y el debido a genes desconocidos (no
asociado a BRCA), con el fenotipo del subtipo luminal A y ERBB2
[Melchor y Benitez, 2008].

2. El cdncer de mama esporddico supone, aproximadamente, del 90% al
95% de los casos de cancer de mama diagnosticados. Se divide en
diferentes subtipos moleculares, lo mas comunes son: subtipo basal,
subtipo ERBB2, subtipo Iluminal A vy subtipo Iuminal B
[Melchor y Benitez, 2008].

e El subtipo basal (15,6%-23,6%) es el menos diferenciado de todos y
se caracteriza por la ausencia de la expresion de: ERBB2; ER
(Receptor de estrogenos); y PgR (Receptor de progesterona), y
presenta una alta expresién de genes tipicos de células basales.

e El subtipo ERBB2 (9,2%-20,8%) presenta sobreexpresidon del gen
ERBB2 y genes localizados en el amplicon 17q11, es negativo para

la expresion de: ER; PgR; y marcadores basales.
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e Los subtipos luminales (luminal A: 36,0%-46,2%;
luminal B: 9,8%-16,5%) son positivos para marcadores luminales y
ER (algunos tumores luminales B son ER-), y presentan expresion de

ciertas proteinas, como TOPO lla.

En el cancer esporadico, las alteraciones somaticas del tejido mamario
pueden estar causadas por diversos factores (factores de riesgo), que
al igual que en el caso del cancer de mama hereditario pueden
potenciarse entre si. En los ultimos afios, diferentes estudios sefalan
gue la heterogeneidad que encontramos en el cancer de mama
esporadico se debe a los diferentes tipos de eventos carcinogénicos

gue ocurren, y a la célula en la que ocurren [Melchor y Benitez, 2008].
Figura 1. Cancer de mama esporadico y hereditario.

89,1%

10,9%
Segun OMS, 2008. 1,38 millones

5%-10% 90%-95%
Aumento del
=80%-85%. Mutacion en gen de baja riesgo de céncer
de mama

penetrancia
(FGFR2, TNRCY, MAP3KA, LSP1, TGFBR1,
CASP8, ATM) Factores

de
riesgo

[Easton y cols., 2007; Pasche, 2008]

=15%-20%. Mutacion en gen de alta
penetrancia

[BRCA1, BRCA2 y otros genes asociados
(CHEK2, TP53, PTEN, STK11)]

[Antoniou y cols., 2001, 2002, 2003; Balmain y cols., 2003; Pasche, 2008]
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Algunos de los factores de riesgo que influyen para desarrollar un
cancer de mama son: edad del individuo, antecedentes familiares, edad
de aparicidon de la menarquia, edad de aparicidon de la menopausia, edad
en la que se tuvo el primer hijo, obesidad, nuliparidad, estilo de vida
(consumicién de tabaco y alcohol) [Rockhill, 2001] y estado nutricional

[Sieriy cols., 2004; Fung y cols., 2005].
1.3.1.1. Cancer de mama no invasivo (in situ)

El carcinoma in situ de mama se define como una proliferacion de
células epiteliales malignas, sin evidencia de invasidén a través de la
membrana basal. Es considerado una lesién preneopldsica y su incidencia
se ha incrementado debido a las campanas de cribado mamografico que
se realizan [Malmgren y cols., 2008]. Dependiendo del lugar de
proliferacién de las células epiteliales, anatomopatolégicamente, los
carcinomas in situ se clasifican como ductales o lobulares. Sin embargo,
algunas lesiones in situ poseen caracteristicas histologicas indeterminadas
y no bien clasificadas [Fisher y cols., 1997], a dia de hoy estan
apareciendo nuevos clases histoldgicas de carcinomas in situ que antes se

consideraban dentro de estos dos tipos cldsicos [0’Malley, 2010].
1.3.1.1.1. Carcinoma ductal in situ

El carcinoma ductal in situ (DCIS) se define como una proliferacién
de células epiteliales malignas, que crecen en el interior de los conductos
sin evidencia de invasibn a través de la membrana basal
[Silverstein, 1998], y es considerado una lesién precursora del carcinoma
invasivo o infiltrante. En el DCIS existe una prevalencia de mutaciones en
BRCA1 y BRCA2 [Claus y cols., 2005] y otras caracteristicas como la

expresion del fenotipo angiogénico [Wiilfing y cols., 2005].
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1.3.1.1.2. Carcinoma lobular in situ

El carcinoma lobular in situ (LCIS) se define como una poblacién
de células monomorfas con poca cohesividad que expanden el I6bulo o el
conducto lobular terminal, apareciendo en multiples focos. La imagen
final que aparece es a menudo la de un conducto terminal rodeado de un
gran numero de células aisladas, de tamafio uniforme pero con distinta
forma [Foote y Stewart, 1941]. El LCIS es una lesidon precursora del

carcinoma invasivor [Simpson y cols., 2003; Gao y cols., 2010].
1.3.1.2. Carcinoma invasor [Kumar y cols., 2008]

En todas las formas de cancer de mama invasor (infiltrante) se
produce la penetraciéon de la membrana basal limitante, y la progresion
de la enfermedad produce ciertas caracteristicas morfolédgicas locales,
como una tendencia a adherirse a los musculos pectorales o la fascia
profunda de la pared tordcica, con la consiguiente fijacion de la lesion, asi
como adherencia a la piel que lo recubre, con retraccion o formacién de
hoyuelos en la piel o en el pezdn. La interaccidén entre las células
tumorales y el estroma es fundamental para permitir el paso de

carcinoma in situ a carcinoma invasivo.

Entre los diferentes tipos de carcinoma de mama invasor
encontramos:
e Carcinoma ductal invasivo: del 70% al 80%;
e Carcinoma lobulillar invasor: aproximadamente el 20%;
e Carcinoma inflamatorio: del 1% al 5%;
e Carcinomas raros: carcinoma medular (1%); carcinoma tubular (10%

de los carcinomas invasores menores de 1 cm); carcinoma coloide.
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1.3.2. Marcadores tumorales de cancer de mama

Un marcador tumoral es una molécula; sustancia; o proceso, que
esta alterado cuantitativa o cualitativamente, en una condicidn
precancerosa o cancerosa, detectable por una prueba. Esta alteracién
puede ser producida por el mismo tumor o por el tejido normal

circundante, como respuesta a la lesién tumoral [Hayes y cols., 1996].

La guia de clinica practica para uso de marcadores tumorales en la
prevencion, screening, tratamiento y supervivencia en cancer de mama,
publicada por la Asociacion Americana de Oncologia Clinica (ASCO) en
2007 [Harris y cols., 2007], recoge trece categorias de marcadores

tumorales, de los cuales seis son nuevos.

Marcadores aceptados en la guia del 2007:
e ERsy PgRs;
e (CA15-3,CA 27.29 y CEA (antigeno carcinoembrionario);
e HER2.

Marcadores aceptados que aparecen como nuevo tdpico en la guia del
2007:
e UuPA (activador del plasmindgeno tipo uroquinasa) y PAI-1
(inhibidor tipo 1 del activador del plasmindgeno);
e Analisis multiparamétrico de la expresion génica (ensayo de

Oncotype DX).

Otros marcadores que aparecen como nuevo tdpico, pero de los cuales no
existe todavia evidencia suficiente como para recomendarlos:
e Marcadores de proliferacién evaluados por inmunohistoquimica;
e Fragmentos de la Ciclina E;

e Analisis protedmicos;

10
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e Deteccidon de micrometastasis en medula dsea;
e Deteccion de células tumorales circulantes (CTCs) en sangre

periférica.

1.3.3. Tratamiento y progresion del cancer de mama

Se considera que existe progresion de la enfermedad cuando tras
aplicar un tratamiento el tumor aumenta de tamafio o aparece

metastasis.

El tratamiento mas comun en cdncer de mama es la cirugia,

seguido por tratamientos adyuvantes.
1.3.3.1. Cirugia

La cirugia del tumor consiste en la eliminacion de éste y de los
organos afectados por el mismo, y puede ser conservativa o por
mastectomia. El que se emplee una u otra depende del cirujano, ya que

no presentan efecto sobre la supervivencia [Veronesi y cols., 2002].

Durante la intervencién quirargica se suele realizar la biopsia del
ganglio linfatico centinela (SLN) o de varios ganglios axilares. Estos tejidos
son evaluados por los patdlogos y se clasifica el tumor definitivamente
segln: TNM patoldgico; estado de ER y PgRs; y estado del HER2. Si tras la
biopsia del SLN o de los ganglios axilares se detectan células tumorales en
estos, se realiza una cirugia posterior de eliminacién de estos tejidos. En
el afo 2000 surge un método de deteccidn de células tumorales en SLN
que se realiza intraoperatoriamente, y se basa en la amplificacién de
acidos nucléicos en un solo paso (OSNA) [Notomi y cols., 2000;

Nagamine y cols., 2001]. Este ensayo permite la toma de decisidon clinica,

11
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sobre la actuacién quirdrgica a seguir, durante la operacion

[Tsujimoto y cols., 2007; Visser y cols., 2008; Schem y cols., 2009].

1.3.3.2. Tratamientos adyuvantes [NIH Consensus

Statement, 2000; FDA]

Segun las caracteristicas del tumor primario (TNM, estado de
receptores hormonales y del HER2) y del paciente (edad e historia clinica)
los oncélogos decidirdn el tratamiento adyuvante mas adecuado, para lo
cual se pueden ayudar de la evaluacidon de otros marcadores tumorales

[Harris y cols., 2007].

Un adyuvante es una sustancia que contribuye a la accién de otra.
Un tratamiento es adyuvante cuando acompafia a un tratamiento previo,
considerado principal (cirugia). Si el tratamiento no principal va antes que
el principal, se denomina neoadyuvante. En cancer de mama se emplean
tratamientos adyuvantes sistémicos, que incluyen quimioterapia y terapia

hormonal; y un tratamiento adyuvante local, que es la radioterapia.
1.3.3.2.1. Radioterapia

La radioterapia es la utilizacién de energia radiante para eliminar
las células tumorales. La aplicacion de esta suele realizarse tras la cirugia,
aunque también se puede emplear de forma neoadyuvante para
disminuir el tamafio del tumor y que éste se pueda extirpar
quirdrgicamente. La radioterapia puede aplicarse externamente [haz
externo (rayos X), haz de neutrones o haz de protones], o como terapia
interna, braquiterapia, implantando un material radiactivo en el tejido.
Existen evidencias clinicas del beneficio de aplicar radioterapia tras la

cirugia [Vinh-Hung y Verschraegen, 2004; Early Breast Cancer Trialists’
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Collaborative Group, 2011; Veronesi y cols., 2001]. Un rasgo beneficioso
de la radioterapia es el efecto de promocidn que tiene sobre el sistema
inmune, aumentando la infiltracién de células inmunitarias y la activacién

de éstas [Shiao y Coussens, 2010].

1.3.3.2.2. Hormonoterapia

La hormonoterapia es una terapia dirigida y su aplicacidon
dependerd de la expresién de ER y PgR en el tumor. La privacion de
estrogenos por parte del tumor se consigue aplicando: bloqueantes de los
receptores (Tamoxifeno); supresores de la sintesis de estrégenos

(Anastrozele); o eliminacidn de los ovarios (mujeres premenopausicas).

1.3.3.2.3. Quimioterapia

Los tratamientos de quimioterapia son mds complejos vy
complicados, siempre seguidos de evaluaciones de respuesta al
tratamiento y progresion de la enfermedad. La aplicacién de estas
terapias ha demostrado una mejora de la supervivencia a largo plazo y

una disminucién de la aparicion de recurrencia de la enfermedad.

Los regimenes mas comunes son:

1. Aquellos que incluyen antraciclinas (doxorubicina y epirubicina), como:
AC (doxorubicina y ciclofosfamida); CAF (ciclofosfamida, doxorubicina
y 5-fluorouracilo); y CET (ciclofosfamida, epirubicina y 5-fluorouracilo).
2. Regimenes que incluyen taxanos (docetaxol o paclitaxol). Estos son los
mas empleados en casos con cancer metastasico, y actualmente se
estd investigando su uso como tratamiento adyuvante en pacientes

con cancer de mama sin metastasis en nddulos linfaticos (NO).
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Generalmente los tratamientos con quimioterapia son aplicados a
pacientes con metastasis en nédulos linfaticos (N1) o tumores primarios

mayores de 1 cm.

1.3.3.3. Terapias con anticuerpos monoclonales

(Terapia dirigida) [FDA]
1.3.3.3.1. Trastuzumab

El trastuzumab (Herceptin) es un anticuerpo monoclonal anti-
HER2, inhibe la proliferacién celular y es un potente mediador de la
citotoxicidad mediada por células, que ha demostrado reducir la
recurrencia de la enfermedad y aumentar la supervivencia de los
pacientes. En 1998 la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA)
aprobd, como primera linea de tratamiento, la administracion de
trastuzumab en combinacién con paclitaxel en pacientes metastasicos
cuyos tumores son HER2+. En 2006 la FDA aceptd que se podia expandir
este tratamiento a pacientes con cancer de mama en estadios tempranos
HER2+. Otros tratamientos aprobados por la FDA anti-HER2 son: Lapatinib
(también anti-HER1) y Pertuzumab. También hay tratamientos anti-HER1

(anti-EGFR) como Cetuximab, Gefitinib y Erlotinib.
1.3.3.3.2. Otros tratamientos dirigidos

Actualmente se esta estudiando la posibilidad de emplear otros
tratamientos dirigidos como: Inhibidores del factor de crecimiento tipo
insulina; Inhibidores de la polimerasa 1 poli-ADP-ribosa; Inhibidores de Ia
via de sefializacidn PI3K/Akt/mTOR; y terapia epigenética (Inhibidores de

la metilacién del DNA e Inhibidores de la deacetilacion de histonas).
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4. Cancer colorrectal

Segln los datos epidemioldgicos, el cancer colorrectal es la
tercera enfermedad tumoral en incidencia que afecta a la poblacion
mundial. Es una enfermedad que afecta tanto a hombres como a mujeres,
aunque existen diferencias en su incidencia y mortalidad segun el género
de la poblacion, y entre paises desarrollados y en vias de desarrollo

[Jemaly cols., 2011].

El cancer colorrectal puede tener un origen hereditario o ser

espradico (Figura 2):

1. Los estudios realizados en familias y gemelos, permiten estimar
que aproximadamente el 35% de los casos de cancer colorrectal
[Lichtenstein y cols., 2000] son una forma hereditaria de la
enfermedad. Aproximadamente el 5% de estos casos hereditarios
se asocia a mutaciones muy penetrantes cuyas manifestaciones
clinicas estan claramente caracterizadas. Los dos principales
sindromes de cancer de colon hereditario son: poliposis
adenomatosa familiar (FAP), enfermedad autosémica dominante
que se debe a mutaciones en el gen APC; y el cancer de colon
hereditario no polipdsico (HNPCC), que es una predisposicién
autosémica dominante a desarrollar cdncer de colon debida a
mutaciones en genes de reparacion del DNA [Vasen, 2000;

Kaz y Brentnall, 2006].

La etiologia de los restantes casos de cancer colorrectal
hereditario no estd definida completamente, y suelen estar

causados por alteraciones en genes que son menos penetrantes,

15


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaz%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brentnall%20TA%22%5BAuthor%5D

Jntroduccién

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

pero mas frecuentes que los sindromes bien definidos

[Vasen, 2000; Kaz y Brentnall, 2006].

2. El cancer colorrectal esporadico supone aproximadamente el 65%
de los casos de cancer colorrectal diagnosticados, y se produce
por alteraciones en células somaticas, debido a diversos factores
que estan muy relacionados con el tipo de “vida” que lleva la

persona afectada [Lichtenstein y cols., 2000].

Figura 2. Cancer colorrectal esporadico y hereditario.

90,3%
9,7%
Segun OMS, 2008. 1,23 millones
35% 65%
Aumento del
., . riesgo de cancer
=30%(~85% CRC).Mutacién en gen de baja colorrectal
! penetrancia
(CHEK2, MYH, HRAS1, CCND1, TGFBRI, Factores
GSTT1, ALDH2) de
[de Jongy cols., 2002; Bian y cols., 2005; Alonso y cols., 2006] riesgo
=5%(=14% CRC). Mutacion en gen de alta penetrancia
|| =1%de todos los CRC > FAP: 90% APC.

=1%-5% HNPCC: 54% MIS

[Lichtenstein y cols., 2000; Vasen, 2000; Katz y cols., 2006]

CRC = Cancer colorrectal; FAP = Poliposis adenomatosa familiar; HNPCC = Cancer
de colon hereditario no polipdsico; MIS = Inestabilidad de microsatélites.
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Los factores de riesgo para el cancer colorrectal son, entre otros:
antecedentes familiares, edad, obesidad [Harriss y cols., 2009], estilo de
vida (consumicién de tabaco, alcohol y actividad fisica) [Slattery, 2004,

Phipps y cols., 2011] y estado nutricional [van Duijnhoven y cols., 2009].

1.4.1.1. Cancer de colon no invasivo (in situ) [Kumar y cols.,

2008]

En la carcinogénesis colorrectal ocurre la secuencia pdlipo - pdlipo
adenomatoso - adenoma temprano - adenoma tardio - carcinoma-
metdstasis. La forma precursora del adenoma tumoral es el pdlipo
preneoplasico. La mayoria de estos son pdlipos hiperplasicos, pequefias
protuberancias de la mucosa (menores de 5 mm de didmetro),
hemisféricas vy lisas, que pueden aparecer de forma aislada pero es mas

comun que sean multiples.

El pélipo adenomatoso o adenoma varia desde tumores pequefios
a lesiones grandes, que surgen como resultado de la proliferacién vy
displasia epitelial. El riesgo de malignidad de los pdlipos adenomatosos se
correlaciona con la localizacién, arquitectura histoldgica e intensidad de la
displasia epitelial. Los pdlipos adenomatosos se clasifican en: adenoma
tubular (80%), adenoma velloso (1%); adenoma tubulovelloso (5%-10%); y

adenoma serrado sésil.
1.4.1.2. Carcinoma invasor [Kumary cols., 2008]

Aunque todos los carcinomas colorrectales empiezan como
lesiones in situ, evolucionan de acuerdo a patrones morfoldgicos
diferentes. En el desarrollo del cédncer se van comprometiendo las

diferentes capas del colon-recto, éste se inicia en el epitelio glandular
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(estadio 0) invadiendo la submucosa (estadio I) y la muscularis propia
(estadio IlI), llegando a comprometer los linfaticos de la capa submucosa y
a alcanzar los ganglios linfaticos o los capilares (estadio lll). La mayoria de

los carcinomas colorrectales son adenocarcinomas (98%).
1.4.2. Marcadores tumorales de cancer colorrectal

En el 2006 se publicd una guia clinica de marcadores tumorales de
cancer gastrico que actualizaba y completaba la guia publicada en 1999

[Locker y cols., 2006].

Marcadores de cdncer colorrectal aceptados en la guia del 2006:
o CEA;
e 18g-/DCC.

Otros marcadores que aparecen como nuevo topico, pero de los cuales no
existe todavia evidencia suficiente como para recomendarlos:

e CA19-9;

e p5307TP53;

e K-ras;

e Inestabilidad de microsatélites por h(MSH2 o hMLH1;

e Ploidia del DNA o analisis de proliferacién por citometria de flujo;

e Sintasa de timidina, dehidrogenasa dihidropirimidina y fosforilasa

de timidina.

1.4.3. Tratamiento y progresion del cancer colorrectal

El tratamiento mas comun en céancer colorrectal es la cirugia,

acompafiada en algunos casos por tratamientos adyuvantes.
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1.4.3.1. Cirugia

Aproximadamente el 90% de los pacientes con cancer de colon
son tratados con cirugia como primer tratamiento, con o sin tratamientos
adyuvantes [Inomata y cols., 2009]. La cirugia del tumor consiste en la
eliminacion de éste y de los érganos afectados por el mismo, y puede
realizarse de forma convencional [cirugia abierta (colostomia):
colectomia, hemicolectomia derecha, hemicolectomia izquierda,
colectomia transversa, sigmoidectomia], la cual conlleva una mayor
convalecencia, o a través de laparoscopia. El que se emplee una u otra
depende bdsicamente del cirujano [Clinical Outcomes of Surgical Therapy

Study Group, 2004; Inomata y cols., 2009].

Generalmente, en la misma cirugia de extirpacién el tumor
primario y si es necesario, se realiza la extirpacion de los ganglios
linfaticos. Estos tejidos son evaluados por los patdlogos y se clasifica el
tumor definitivamente segun: TNM patoldgico (caracteristicas
macroscépicas); y clasificacion con base al tipo histoldgico (Lauren-Jarvi

[Lauren, 1965]; OMS): grado de diferenciacion celular y localizacion.
1.4.3.2. Tratamientos adyuvantes [FDA]

Segun las caracteristicas del tumor primario (TNM y clasificacion
histolégica) y del paciente (edad e historia clinica) los oncélogos decidiran
si se aplica un tratamiento adyuvante. Ademas, se pueden realizar andlisis
de otros marcadores tumorales para evaluar la terapia mds beneficiosa

para el paciente [Locker y cols., 2006].

Generalmente, los tratamientos con quimioterapia son

administrados a pacientes N1 (lll) o con metastasis a distancia (IV), pero
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un 25% de los pacientes en estadio Il sufren recurrencia. Esto hace pensar
que el sistema de estadificaciéon o las técnicas que se emplean para
realizarlo no son las mas adecuadas, ademds debido a que la
presencia de metastasis en nddulos linfaticos es un predictor de
la enfermedad [Cohen y cols., 1997] se ha empezado a aplicar la
técnica del SLN en pacientes con cdncer de colon, para intentar
identificar pacientes que podrian beneficiarse de una terapia adyuvante
[Bilchik y Compton, 2007; Scabini, 2010]. A este respecto, hay que indicar
que el ensayo OSNA estd obteniendo buenos resultados en cancer

colorrectal [Yamamoto vy cols., 2011].
1.4.3.2.1. Radioterapia

Al igual que en cancer de mama, la radioterapia se puede emplear
como radiacidn externa o como braquiterapia. Pero ademas, se puede

emplear una terapia de radiacion intraoperatoria.
1.4.3.2.2. Quimioterapia

Todos los pacientes en estadio Il reciben un tratamiento
adyuvante con quimioterapia. Actualmente existe controversia si los
pacientes en estadio Il podrian beneficiarse de este tratamiento, y se
recomienda cuando el tumor cumple ciertos parametros como: alto grado
de diferenciacidn, inestabilidad de microsatélites, afectacién de érganos

vecinos y margenes del tumor afectados u obstruccién del colon.

Desde 1990 la quimioterapia que se emplea es el 5-fluorouracilo
con levamisole, en 2001 algunos regimenes comienzan a emplear la
capecitabina de forma individual, y desde el 2004 también se emplea un

régimen de oxaliplatino en combinacién con 5-fluorouracilo y levamisole.
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Los tratamiento quimioterdpicos que se administran como
primera linea a pacientes metastasicos puede ser: leucovorin
(mds 5-fluorouracilo); irinotecan (mas 5-fluorouracilo y levamisole);
capecitabina; y oxaliplatino. En casos refractarios se emplea: irinotecan; y

oxaliplatino (mas 5-fluorouracilo y levamisole).

1.4.3.3. Terapias con anticuerpos monoclonales

(Terapia dirigida) [FDA]
1.4.3.3.1. Bevacizumab

El bevacizumab (Avastin) es un anticuerpo monoclonal anti-VEGF,
que reduce la vascularizacion de los tumores disminuyendo su
crecimiento. Aunque actualmente la FDA ha iniciado el proceso de
eliminacion de este tratamiento en pacientes con cancer de mama, su uso
se sigue respetando en pacientes con cdncer colorrectal. En 2004 la FDA
aprobd, como primera linea de tratamiento en pacientes metastasicos, la
administracién de bevacizumab junto con el régimen estandar de

quimioterapia IFL (irinotecan + 5-fluorouracilo + levamisole).
1.4.3.3.2. Cetuximab

El cetuximab (Erbitux) es una anticuerpo monoclonal anti-EGFR
gue inhibe o enlentece el crecimiento del tumor. En 2004 la FDA aprobo,
como tratamiento tras una respuesta refractaria en pacientes
metastdsicos, la administracion de cetuximab individualmente o junto con
irinotecan, ya que éste demostréd disminuir el crecimiento del tumor
sobre todo al usarlo en combinacidn con la quimioterapia. El cetuximab y
el panitumumab, anticuerpo monoclonal anti-EGFR, no deben emplearse

en pacientes con cancer colorrectal con mutaciones en K-ras.
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II. CARCINOGENESIS. MODELOS DE PROGRESION TUMORAL Y

FORMACION DE METASTASIS

1. Carcinogénesis

La carcinogénesis es la formacion del cancer. Este es un proceso
en el cudl células normales se transforman en células cancerigenas, y se
caracteriza por ser una progresion de cambios celulares (genéticos,
epigenéticos y fenotipicos) que reprograman a la célula para entrar en un

proceso incontrolado de division.

Segun Harris (1991), la carcinogénesis es un proceso que consta
de multiples fases producidas por dafios genéticos y epigenéticos,
inducidos por un carcinégeno, en células susceptibles que adquieren una
ventaja de crecimiento selectivo y sufren una expansiéon clonal como
resultado de la activacién de protooncogenes y/o inactivacién de genes

supresores de tumores (Figura 3).

Los cambios necesarios para originar una célula cancerosa pueden
ser llevados a cabo de forma diferente. Aunque todos los tumores
malignos deben superar las mismas funciones regulatorias, para poder
crecer y progresar, los genes involucrados y el orden en que lo hacen

pueden variar.
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Figura 3. Carcinogénesis: proceso de multiples fases que envuelve cambios
genéticos y epigenéticos en protooncogenes, genes supresores tumorales y

genes antimetastasicos [Harris, 1991].
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Cuando se producen multiples mutaciones que afectan a
multiples genes, de forma progresiva, se generan unos atributos
fenotipicos caracteristicos del tumor que afectan a su agresividad y a su
potencial maligno. Este fendmeno se denomina “progresion tumoral” y da
lugar al fenotipo maligno del tumor, el cual viene determinado por

[Hannahna y Weinberg, 2000]:

e Autosuficiencia en las sefiales del crecimiento;

e Insensibilidad a las sefales inhibidoras de crecimiento;
e Evasion de la apoptosis;

e Potencial replicativo ilimitado;
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e Desarrollo de la angiogénesis sostenida (fenotipo
angiogénico);

e Capacidad para invadir y metastatizar [fenotipo metastasico,
transicién epitelio-mesénquima (EMT) y mesénquima-

epitelio (MET)].

Un punto de inflexidn fundamental en la carcinogénesis es la
formacién de metdstasis. La metastasis implica una asociaciéon activa
entre diferentes moléculas en el microambiente tumoral, como proteinas
asociadas al tumor: uPA; metaloproteinasas; y fibrinégeno, o complejos
de sefializacién: Aktl/PKB; y Wnt/B-catenina. La “cascada” metastasica
conlleva: crecimiento de las células del tumor primario, escapar del tumor
primario, EMT, motilidad y penetracién en el estroma local, entrar en los
vasos vasculares o linfaticos locales (intravasacidn), agregacion con las
plaquetas, interaccién y adhesidon con zonas endoteliales distante,
extravasacion, MET, recolonizacion (micrometdstasis) y expansion
(macrometastasis) (Figura 4). Todo esto se lleva acabo mientras las
células metastasicas escapan del sistema inmune y sobreviven en estos
ambientes adversos [Thompson y Newgreen, 2005; Miyazono, 2009;

Gupta y Massagué, 2006; Paterlini-Brechot y Benali, 2007].

Figura 4. Pasos que llevan a la formacion de metastasis. (1) El crecimiento
celular supera los suministros de oxigeno y activan la angiogénesis. Se produce
una regulacién baja de la cadherina-E que conlleva una pérdida de la adhesién
celular y una invasion de las células tumorales resistentes a la apoptosis. Las
células tumorales invasivas, a través de la transicidn epitelio-mesénquima (EMT),
pierden los antigenos epiteliales, adquieren antigenos mesenquimaticos vy
adquieren tendencias moéviles (como los fibroblastos). (2) Tras la intravasacion,

entrada en los capilares sanguineos y linfaticos, las células tumorales circulantes
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(CTCs) entran en apoptosis 0 empiezan a circular como células individuales. Las
CTCs se encuentran en un estado no proliferante. (3A) Las CTCs se extravasan en
distintos organos. (4) Tras la extravasacidn, las CTCs se denominan células
tumorales diseminadas (DTCs) y pueden permanecer en un estado de dormancia
o entrar en un estado de proliferacién, formando micrometdstasis.
(5) La proliferacion desenfrenada de las CTCs originan metastasis, a través de la
transicion mesénquima-epitelio (MET) y angiogénesis. (3B-5) Los microémbolos
tumorales circulantes (CTM) representan células tumorales que migran de forma
colectiva. Estos CTM poseen un alto potencial metastasico, ya que son
resistentes a la apoptosis y mantienen activas sus capacidades proliferativas. Los
CTM no pueden extravasarse pero pueden quedar retenidos en los capilares y
proliferar, dando lugar a la ruptura de las paredes de los capilares y formando

metastasis [Paterlini-Brechot y Benali, 2007].
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Para que las células tumorales puedan abandonar el tumor
primario deben sufrir un cambio de fenotipo, desde célula epitelial (sésil)
a célula mesenquimatica (movil), para esto deben atravesar la EMT. La
EMT se caracteriza por ser un conjunto complejo y coordinado de
cambios moleculares, que conducen a cambios en el comportamiento
celular. La EMT que se produce durante el proceso metastasico se origina
cuando las células tumorales epiteliales abandonan el tumor primario y
migran a un nuevo 6rgano o tejido para formar un nuevo tumor. Para
esto, inicialmente ocurre una rotura de las uniones de las células
epiteliales (zonas occludens, uniones adherentes); la deslocalizacién de
las proteinas de estas uniones; y una reorganizacion del citoesqueleto
celular [Zeisberg y Neilson, 2009; Miyazono, 2009]. Con la EMT las células
pierden la polaridad apico-basal, presentando una morfologia en forma
de huso, y expresan marcadores mesenquimales. Las seiales que pueden
inducir a las células tumorales a atravesar la EMT derivan en parte del
estroma tumoral, y son senales como HGF, EGF, PDGF, y TGF-B
[Massagué, 2008], que inducen la activacidn de factores de transcripcion

como Slug, ZEB1, Twist, Goosecoid y FOXC2 [Kalluri y Weinberg, 2009].

2.1.1. Modificaciones del citoesqueleto celular por la EMT

Recuerdo del citoesqueleto celular de las células epiteliales
[Kiihnel, 2005]: El citoesqueleto es un entramado tridimensional dindamico de
diferentes redes filamentosas que atraviesan la matriz citoplasmatica. Existen
tres redes bien definidas con caracteristicas morfoldgicas diferentes:
microfilamentos, filamentos intermedios (varian segun el tipo celular) vy
microtubulos. Cada una de estas redes esta formada por proteinas especificas

(Figura 5).
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Figura 5. A. Estructura del citoesqueleto. B. Microfotografia electrénica de los

filamentos intermedios (10 nm de didmetro) en una célula epitelial

[Urbany cols., 2010].

A WMicrotabulos Microfilamentos de Filamentos

actina intermedios

Microfilamentos (fibras de estrés): con un didmetro de 5 a 7 nm vy
compuestos por actina. Son los responsables de la forma celular (sostén
estructural de las células), del movimiento de las células, y estdn unidos a
proteinas transmembrana, cadherinas (E) e integrinas.

Filamentos intermedios (tonofilamentos): con un didmetro de 7 a 11 nm y
compuestos por citoqueratinas, cuya funcion es mantener la integridad
celular [Sun y cols., 1979]. Las citoqueratinas son una familia de 20
polipéptidos, que se dividen en dos grupos: tipo acido o CKs tipo I, CK9-CK20,
y tipo basico o CKs tipo Il, CK1-CK8 [Moll, 1991; Moll y cols., 1982]. La
formacién de los filamentos suele requerir dos polipéptidos de CKs diferentes
[Hatzfeld y Franke, 1985]. Estas proteinas son las responsables de la rigidez
celular, forman haces que se orientan en la direccidn de la fuerza tensil y se
extienden desde el interior hacia las placas densas de los desmonsomas.
Microtubulos: con un didmetro externo de 21 a 24 nm e interno de 14 a 16
nm, formados por filamentos de tubulina que originan una red extendida, no
contractil y sin ramificaciones. Son los responsables de la geometria celular, el
transporte intracelular de organelas e intervienen en la composicién de los

cinocilios, centriolos, cinetosomas y los husos mitéticos.
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2.1.1.1. Como afecta la EMT al citoesqueleto celular

Los elementos del citoesqueleto deben ser regulados de forma
coordinada para que la célula pueda cumplir con funciones como:
migracion; adhesién; y divisién. La coordinacidn entre los elementos del
citoesqueleto se consigue a través de vias de sefalizacion en las que
participan reguladores comunes, como la familia de proteinas Rho
guanosina-5'-trifosfato (GTPasas), de ésta familia las proteinas mejor

caracterizadas son: Rho, Rac y Cdc42 [Hall, 2009].

Debido a la EMT aparecen cambios en el citoesqueleto que
conllevan la pérdida de polaridad y de adhesion celular, ademas de la
pérdida de expresion de proteinas como la molécula de adhesién celular
epitelial (EpCAM) y CKs. Todo esto resulta en un incremento de la
plasticidad celular, lo que es necesario para que las células pasen a ser

moviles [Thiery, 2002].

Para que se produzca la pérdida de la polaridad y la ganancia de la
movilidad celular, los filamentos de actina y los microttbulos deben variar
su organizacion en el citoesqueleto celular. El cambio de la polaridad
celular puede ocurrir de forma espontanea, a través de una
retroalimentacion positiva y negativa que envuelve a las proteinas Rho y
Rac [Hall, 2009]. La migracién celular se debe a la polimerizacién de los
filamentos de actina en la zona anterior de la célula, lo cual genera la
contraccion de los filamentos de actina:miosina en la zona posterior,
seguido del reclutamiento de los microtubulos [Waterman-Storer y
Salmon, 1997]. Esto conlleva la activacién de Rac, que se localiza en la
parte anterior, y la de Rho, que se localiza en la parte posterior de la

célula. La movilidad celular, o retraccion del cuerpo de la célula, requiere
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de la transmision de la fuerza que generan los movimientos de los
filamentos de actina del interior celular a la matriz extracelular, esto se
consigue regulando la formacion de nuevos sitios de adhesion a la matriz
y destruyendo las antiguas adhesiones que existian entre la célula y el
sustrato [Wittmann y Waterman-Storer, 2001]. Aparece asi una
retroalimentacion positiva entre la reorganizacidon del citoesqueleto y
destruccién-formacion de uniones adherentes, donde la formacién de
nuevas adhesiones, mas estables, y la destruccion de las antiguas
estimula la reorganizacién del citoesqueleto celular; y la polimerizacién
de la actina, y la reorganizacién del citoesqueleto celular, estimula la
formacién de nuevas adhesiones celulares y la destruccion de las antiguas

[Parsons vy cols., 2010].

Para que se produzca la migracion celular, ademdas de la
polimerizacion de los filamentos de actina, debe ocurrir la reorientacion
del centrosoma hacia la zona de migracién celular, a través de la

reorganizacién de los microtubulos por Cdc42 [Hall, 2009].

Durante la EMT ocurre una variacion en la expresiéon de CKs, que
algunas veces conlleva la pérdida o disminucion de la expresidn de éstas,
lo que resulta en una mayor plasticidad celular [Schaller y cols., 1996]; y
aparece la expresion de vimentina [Willipinski-Stapelfeldt y cols., 2005], lo
gue origina una mayor agresividad tumoral. Por ejemplo, en el tejido
normal mamario las CKs mas expresadas son las CK8, CK18 y CK19, estds
son también las CKs mas expresadas en los tumores de mama
[Moll y cols., 1982; Moll, 1991] y son utilizadas para identificar tanto
tumores primarios como metdstasis. No obstante, varios estudios han
encontrado una asociacion entre la pérdida de la expresion de estas CKs 'y

la aparicién de la expresién de vimentina con factores de riesgo tumoral
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(grado tumoral, indice mitdtico tumoral o ausencia de ER o PgR), lo que
indica un peor prondstico de la enfermedad; sobre todo la pérdida de la
expresion de CK8 que parece estar correlacionada con la progresion de la
enfermedad, tumores mds agresivos y una menor supervivencia

[Woelfle y cols., 2004; Willipinski-Stapelfeldt y cols., 2005].

Otro ejemplo de la pérdida o disminucidn de la expresién de CKs
durante la EMT, se puede observar en los resultados obtenidos por varios
grupos de investigacion que analizan la deteccién de CTCs en sangre
periférica o DTCs en médula ésea, donde se ha demostrado que estas
células expresan diferentes patrones de CKs [Effenberger y cols., 2011],
pudiendo ser incluso negativas para algunas de ellas [Pantel y cols., 1994,
Fehm y cols., 2002; Mikolajczyk y cols., 2011], al igual que ocurre con la
EpCAM [Willipinski-Stapelfeldt y cols., 2005; Rao y cols., 2005;
Paterlini-Brechot y Benali, 2007; Antolovic y cols., 2010].

2. Modelos de progresion tumoral y formacion de

metastasis.

2.2.1. Modelo o hipétesis de la célula madre cancerosa

En 1855, Rudolf Virchow establecié que “omnis cellula e cellula
ejusdem generis” (toda célula proviene de otra célula preexistente), con
este enfoque se inicia la patologia celular y propone que todas las
enfermedades implican cambios en células normales preexistentes.
En 1877 Cohnheim propone la “teoria embrionaria” del cancer, la cual
postula que los tumores surgen de células embrionarias que existen en
los tejidos y no han alcanzado su madurez, estas serian células latentes
qgue conservan su capacidad de proliferacién. A partir de esta teoria se

desarrolld la “hipdtesis de la célula madre cancerosa (CSC)”, la cual
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establece que el cancer se desarrolla a partir de un conjunto de células
malignas que poseen caracteristicas de células madre, como el potencial
de crecimiento indefinido [Li y cols., 2007; Goldthwaite, 2009]. Surgen asi
las CSCs, que expresan caracteristicas tanto de células tumorales como de
células madre (SC), poseen la propiedad de autorenovacion, divisién
asimétrica, resistencia a la apoptosis, crecimiento independiente,

tumorigenicidad y potencial metastasico [Talmadge y Fidler, 2010].

La hipdtesis de las CSCs sugiere que los tumores poseen una
poblaciéon de CSCs que se dividen asimétricamente y originan células
progenitoras (PCs) de una forma rapida, las cuales con el tiempo se
diferencian y agotan su potencial proliferativo. Las CSCs remanentes
mantendrian su fenotipo original y su competencia proliferativa
[Talmadge vy Fidler, 2010]. Varios estudios, que han empleando modelos
murinos de trasplantacion in vivo, han demostrado la existencia de las
CSCs en varios tipos de tumores, y su potencial de autorenovacion,
originando nuevos tumores con diferentes poblaciones celulares

(Figura 6).
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Figura 6. Identificacion de células madre cancerosas (CSCs) [Galleano, 2005].
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2.2.2. Modelo mecanicista

En 1858 Rudolf Virchow propone que la diseminacidon metastdsica
del tumor es determinada por factores mecdnicos (detenciéon de émbolos
de células tumorales en el sistema vascular). En 1928 James Ewing emite
la teoria mecanicista de la implantacién, segin la cual la diseminacion
metastdsica ocurre por factores mecanicos determinados por la
estructura anatomica del sistema linfatico y hematdégeno. Segin esta
hipdtesis las células tumorales saldrian del tumor primario y circularian
como un trombo neoplasico, la metastasis se formarian cuando el trombo
impacta y provoca un pequefio infarto, en esa zona se iniciaria el

crecimiento del nuevo tumor.
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2.2.3.Modelo de la “semilla y la tierra”

En 1889 Stephen Paget establecié el modelo de la “Semilla y
Tierra Fértil”, donde propone que sdlo ciertas células tumorales (semillas)
pueden colonizar selectivamente drganos distantes (tierra fértil), los
cuales deben poseer un microambiente apropiado para el crecimiento del
nuevo tumor. Presenta asi a las células tumorales que causan las
metadstasis, como células con un potencial de invasion (influencia seminal)
y no solamente como un trombo neoplasico que queda atrapado en la red
capilar; y al érgano secundario como un érgano predispuesto para la
invasién. Estudios posteriores han demostrado la existencia de
numerosos factores que determinan una interaccidn especifica entre las
células tumorales y el microambiente del 6rgano diana, y favorecen la
formacién de metastasis en sitios especificos del cuerpo

[Fokas y cols., 2007].
2.2.4. Modelo de fusion celular

En 1911 Otto Aichel postula que la fusién de leucocitos con
células tumorales puede dar lugar a hibridos y el producto final serian, lo
que hemos llegado a definir como células malignas [Pawelek, 2005]. Esta
idea ha sido apoyada por los resultados de varias investigaciones

[Mortensen vy cols., 2004; Vignery, 2005].

Cuando dos células se fusionan, los rasgos funcionales y genéticos
de ambas se pueden apreciar en la célula hija, ya sea porque aparecen los
dos nucleos parentales sin fusionarse realmente (por ejemplo,
heterocarionte) o porque aparece un nucleo fusionado que expresa los
genes de ambas células parentales (por ejemplo, sincarionte)

[Friedl, 2005]. Actualmente, los mecanismos de fusidon celular no estan
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claros, aungue Pawelek (2005) menciona que esta fusidn podria aparecer
debido a una fagocitosis aberrante de células tumorales apoptéticas por
macréfagos. Segun este investigador, la fusion de células tumorales con
células mieloides podria explicar la EMT que ocurre durante la progresion

tumoral.
2.2.5. Modelo de seleccion y expansion clonal del cancer

En 1976 Nowell propone la hipdtesis de un modelo de cancer,
tanto de carcinogénesis como de progresidon tumoral, que se basa en una
seleccidn y expansion clonal (modelo de progresion o modelo estocdstico).
Este modelo sugiere que la mayor parte de las neoplasias surgen de una
sola célula original, y es la variabilidad genética adquirida por el clon
neopldsico lo que permite que se seleccionen subpoblaciones celulares
mutadas mdas agresivas que resultaran ser las responsables de la
progresion tumoral y, por lo tanto, de la formacién de las metastasis (clon
mas avanzado). La adquisicidn de la inestabilidad genética y el proceso de
seleccion asociado que conlleva, el cual puede ser reconocido
citogenéticamente, dan lugar a tumores avanzados que son bioldgica y
cariotipicamente muy individuales. Este modelo estocdstico es explicado
con detalle en el trabajo de Fearon y Vogelstein (1990) sobre la

carcinogénesis del cancer colorrectal (Figura 7).

Este modelo sostiene que la mayoria de las células tumorales
poseen un potencial metastdsico bajo, pero que algunas células, menos
de una entre diez millones de células tumorales, adquieren esta
capacidad metastasica a través de mutaciones somaticas

[Poste y Fidler, 1980].
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Figura 7. Modelo de la carcinogénesis del cancer colorrectal (adaptada de
Fearon y Vogelstein, 1990). Para la iniciacién del tumor son precisas mutaciones
en APC, B-catenina o genes axiales. La progresidon tumoral, hacia la malignidad
del tumor subsecuente, se debe a la inestabilidad genética y las mutaciones
secuenciales en los genes K-ras, Smad4, TP53, como en otros genes desconocidos

[Pinto y Clevers, 2005].
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Una consecuencia del modelo de seleccion y expansion clonal es
que en los tumores primarios pueden existir multiples subpoblaciones
clonales que son capaces de formar focos metastasicos, lo que resulta en
metadstasis fenotipicamente diferentes. Ademas, debido a la inestabilidad
genética, una metastasis clonal puede volverse rapidamente heterogénea

[Talmadge, 2007; Talmadge y Fidler, 2010].
2.2.6. Modelo de heterogeneidad dinamica

En 1982 Harris y cols. proponian un modelo de heterogeneidad
dindmica para la formacién de las metastasis. Este modelo sugiere que la
frecuencia de las variantes metastdsicas que aparecen en el tumor
determinan el potencial metastasico de éste, y se explicaria como un

proceso estocdstico que depende del tamano del tumor, donde las
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variantes metastasicas, que son inestables, estarian en un equilibrio
dindmico de aparicidn y desaparicion entre ellas mismas y con las células
del tumor sin capacidad metastasica. Este modelo incorpora el concepto

de fenotipo metastdsico transitorio y de EMT [Talmadge, 2007].
2.2.7. Modelo de la dominancia clonal

En 1988 Kerbel y cols. demostraron la existencia de una
dominancia clonal, este modelo sugiere que cuando un subclon
metastdsico surge en el tumor primario, las células de este subclon deben
haber superado y dominar a la masa de células tumorales restantes. Esto
daria como resultado similitudes fenotipicas entre el tumor primario y los

focos metastasicos [Talmadge, 2007].
2.2.8. Modelo de evolucion paralela del cancer

En 2003 Schmidt-Kittler y cols. presentaron evidencias que
sugerian que la seleccion y expansidn clonal no es la mejor hipdtesis para
explicar el proceso metastdsico, sino que éste se explica, mas
precisamente, por un modelo de evolucién paralela. En este modelo
ocurriria una diseminacién de células tumorales temprana durante el
desarrollo tumoral, lo que supone una propagacién de células tumorales
en un estadio gendmico menos avanzado de lo que se pensaba, portando
estas células aberraciones genéticas diferentes al tumor primario, y una
evolucidon independiente entre las células metastasicas y las células
tumorales del tumor primario. Otros estudios apoyan este modelo

[Ramaswamy y cols., 2003; Eide y cols., 2010].
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2.2.9. Teoria de especiacion metastasica de poblaciones

tumorales

La “teoria de especiacion metastdsica de poblaciones tumorales”,
propuesta por Massagué [Massagué, 2009], se puede entender como una
combinacion entre el modelo de la CSCs y el modelo de evolucién paralela
del cancer. Seglun ésta, los tumores son “poblaciones celulares
genéticamente diversificadas que habitan el ecosistema reactivo de
nuestro organismo, donde estdn sometidas a presiones ambientales que
generan la seleccion del mds fuerte, de tal forma que en cada estadio del
desarrollo tumoral nuevas minorias celulares quedan seleccionadas,
convirtiéndose en la estirpe dominante. Si dicha estirpe, ademds, retiene
la capacidad propagadora del tumor actuando como célula madre de

cdncer, el tumor se propaga.

Las CTCs van a ser capaces de infiltrar un érgano determinado
solamente si poseen las funciones necesarias para atravesar las paredes
de los capilares de este érgano [Minn y cols., 2005a; Minn y cols., 2005b;
Gupta y cols., 2005; Minn y cols., 2007; Padua y cols., 2008;
Nguyen y cols., 2009; Bos y cols., 2009]. De las células individuales que
pasan esta seleccion, solamente van a ser viables aquellas que estén
equipadas con funciones para sobrevivir en el nuevo entorno
[Minn y cols., 2005a; Gupta y cols., 2005] y un pequefio numero de estas
tendrd la habilidad de reiniciar el crecimiento tumoral (células madre
tumorales o células de propagaciéon tumoral) [Gupta y cols., 2005]”.
Ademas, las CTCs pueden colonizar su drgano de origen, en un proceso
denominado “autosiembra tumoral” (“tumor self-seending”), que podria
ser la causa de la recurrencia local tras la extirpacion del tumor primario.

[Kim y cols., 2009].
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III. CELULAS TUMORALES CIRCULANTES
1. Definicion de términos

Enfermedad minima residual (MRD de sus siglas en inglés
“Minimal residual disease”): El término enfermedad minima residual hace
referencia a la persistencia de células tumorales tras el tratamiento. Estas
células tumorales remanentes, son el origen de las futuras metastasis
[Pantel y Brakenhoff, 2004] y su deteccién no es posible por técnicas
convencionales. La MRD puede ser detectada en diferentes
compartimientos corporales, incluyendo ganglios linfaticos
[Weitz y cols., 1999; Sakorafas y cols., 2004], médula 6sea
[Miller y cols., 1996; Braun vy cols., 2000], y sangre periférica
[Gaforio y cols., 2003; Cristofanilli y cols., 2004]. La deteccién de la MRD
ha sido posible en diferentes tipos de tumores sélidos epiteliales, como
son: cancer de mama [Gaforio y cols., 2003; Braun y cols., 2000]; cancer
de colon [Cohen y cols., 2008; Vlems y cols., 2003]; y cancer de prostata

[Moreno y cols., 2001; Swennenhuis y cols., 2009].

Células  tumorales aisladas (ITCs), micrometdstasis vy
macrometdstasis: Estos términos hacen referencia a las células tumorales
gue se encuentran en los nddulos linfaticos, y su deteccidn repercute en
la valoracion del TNM del tumor. Las ITCs son células tumorales
individuales o pequenos cluster de éstas, cuyo tamafio no es superior a
0,2 mm. Las ITCs no muestran caracteristicas malignas: no tienen
actividad proliferativa ni presentan reaccion del estroma. Las
micrometastasis son cluster de células tumorales cuyo tamafio varia de
los 0,2 mm a los 2 mm, y muestran caracteristicas malignas. Las

macrometastasis son cluster de células tumorales, o depdsitos de éstas,
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cuyo tamafio es superior a los 2 mm, y muestran caracteristicas malignas.
La deteccion de las ITCs, micrometastasis y macrometastasis, puede ser
por hematoxilina y eosina, inmunohistoquimica o técnicas moleculares

[Greeney cols., 2002].

Células tumorales diseminadas (DTCs): Este término se referiere a
las células tumorales que se localizan en otros érganos, sobre todo en
médula dsea, algunas veces también denomidas micrometdstasis o ITCs
[Naume vy cols., 2004a; Wiedswang y cols., 2004]. Este término se ha
empleado algunas veces para las células tumorales que se detectan en

sangre periférica [Naume y cols., 2004b].

Células tumorales circulantes (CTCs): Término con el que se
refiere a las células tumorales que se han desprendido del tumor primario
y circulan por el torrente sanguineo. Estas células tumorales tienen
potencial maligno, el cual ha sido demostrado por la capacidad de
formacidn de metastasis in vivo que poseen [Pretlow y cols., 2000] y las
anomalias cromosdmicas que portan [Fehm 'y cols., 2002;
Meng y cols., 2004a; Swennenhuis y cols., 2009]. Existen otros términos
gue también se usan para referirse a las CTCs, por ejemplo: células
citoqueratin positivas (células CK+) [Gaforio y cols., 2003]; o células
epiteliales  tumorales diseminadas o circulantes  (C(D)ETCs)

[Martin y cols., 1998; Pachmann y cols., 2008; Pachmann y cols., 2011].

Microémbolos tumorales circulantes (CTM): Este término hace
referencia a las células tumorales que migran de forma colectiva por la
sangre periférica o por los vasos linfaticos. Poseen un alto potencial
metastdsico, ya que mantienen activas sus capacidades proliferativas

[Paterlini-Brechot y Benali, 2007; Cho y cols., 2012].
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2. Introduccion

En 1869 Thomas Ashworth aislé y detectd células tumorales en
sangre periférica de un paciente con cancer de préstata metastasico. Tras
una comparacion minuciosa de la morfologia de estas CTCs con las del
tumor primario, Ashworth postulé que “las células aisladas en la sangre
periférica del paciente eran idénticas a las del tumor primario, y este
hecho podria explicar el origen de los multiples tumores que se originan

en una misma persona”.

El segundo trabajo que habla de la deteccidn de células tumorales
en sangre periférica de pacientes con cancer, fue el de Engell en 1955. En
1959 este autor analizé la presencia de células tumorales en sangre
periférica de 125 pacientes con cdncer gastrointestinal [Engell, 1959] y
detectd que el 61% de los casos presentaban células tumorales en las
muestras sanguineas, y esta presencia estaba asociada con el grado de
diferenciacion tumoral. Debido a que el 51% de los pacientes que
sobrevivieron de 5 a 9 afios, tras la reseccidn del tumor, presentaban
células tumorales, Engell sugirié que “la diseminacion de estas células
hacia el torrente sanguineo debia haber ocurrido antes o durante la

cirugia”.

Actualmente sabemos que el factor mds importante que afecta a
los pacientes con tumores soélidos invasivos, es la propagaciéon tanto
regional (nédulos linfaticos regionales) como sistémica del tumor. En
muchos pacientes la formacién de metdstasis ya se ha producido en el
momento del diagnéstico del tumor primario, aunque clinicamente no
existan evidencias de éstas [Talmadge y Fidler, 2010]. Por ejemplo,

aproximadamente entre el 25% y el 30% de los pacientes NO con cancer
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de mama presentan recurrencia de la enfermedad tras la extirpacion del
tumor primario [Janni y cols., 2005a; Riethdorf y cols., 2008]; en el caso
de cancer colorrectal, aproximadamente el 50% de los pacientes que son
sometidos a cirugia curativa mueren por enfermedad metastasica a los 5
afos, incluso los pacientes NO presentan una recurrencia de
aproximadamente el 30% [Riethdorf y cols., 2008]. Esto indica que debe
existir una diseminacion hematdgena oculta [Janni y cols., 2005b;
Riethdorf y cols., 2008], y que ésta es indetectable por los métodos
diagndsticos  tradicionales empleados [Hosch 'y cols., 2001;

Hawes y cols., 2001].

3. Técnicas de enriquecimiento, aislamiento y

deteccion de CTCs y DTCs

El primer paso en la deteccion eficaz de las CTCs y DTCs es
distinguir entre células tumorales y normales. En el caso de muestras de
tejido, como médula ésea y nddulos linfaticos, las células tumorales
pueden ser identificadas por técnicas histoldgicas, mientras que la
identificacion de las células tumorales en la circulacion hematdgena

representa un desafio mas complejo.

Todas las técnicas de deteccion de CTCs y DTCs se enfrentan a dos

problemas:

1. la escasez de células tumorales presentes en la muestra, sobre
todo en el caso de las muestras sanguineas;
2. la necesidad de emplear un marcador lo mas especifico posible

que diferencie células tumorales de células normales.
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3.3.1. Técnicas de enriquecimiento y aislamiento de CTCs y

DTCs

Los sistemas de enriquecimiento y aislamiento de células
tumorales son necesarios en el andlisis de muestras sanguineas, y en el
analisis de muestras de tejido que no se haga por cortes o secciones del
mismo. Se puede decir que existen dos sistemas bdsicos de
enriquecimiento y aislamiento, que no son excluyentes entre si, y estan

basados en las caracteristicas fisicas y bioldgicas de las CTCs y DTCs.

3.3.1.1. Sistemas basados en las caracteristicas fisicas de las

células tumorales
3.3.1.1.1. Centrifugaciones en gradientes de densidad

Los métodos de centrifugacion en gradiente de densidad
permiten la separacion de las células de la muestra sanguinea o del
aspirado medular. Las interfases celulares que aparecen en la muestra
tras la centrifugacion, son utilizadas para un posterior enriquecimiento de
la muestra o para la deteccién por métodos inmunoldgicos o moleculares

de las CTCs y DTCs.

Los métodos de centrifugacién en gradiente de densidad mads

utilizados son:

e Centrifugaciéon en gradiente de densidad simple: Emplea un solo
ficoll para el aislamiento de las células nucleadas. Tras afiadir la
muestra sanguinea al ficoll y realizar la centrifugacion, las células
sanguineas quedan distribuidas de la siguiente forma: plaquetas;
eritrocitos y polimorfos nucleares, que quedan separados en el

pellet; y las células mononucleares (MNC), que quedan en la
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interfase que se crea entre el ficoll y el plasma (plasma/ficoll). Las
CTCs se aislan en esta interfase de células nucleadas. Para el
aislamiento de las DTCs en aisparados de médula dsea, también se
emplea un solo medio de separaciéon y las DTCs aparecen en la
interfase MNC [Naume y cols., 2001; Wiedswang y cols., 2003;
Benoy y cols., 2004; Pantel y Barkenhoff, 2004].

Centrifugacién en  gradiente de  densidad  OncoQuick
(Greiner Bio-one): Este sistema se emplea para el aislamiento de
CTCs en muestras sanguineas. El kit viene equipado con tubos de
centrifugacidon que poseen una membrana porosa sobre un medio de
separacion. Tras anadir la muestra sanguinea vy realizar la
centrifugacion, las células sanguineas quedan distribuidas de la
siguiente forma: eritrocitos, en el pellet; leucocitos, encima del
pellet; plaquetas, retenidas en la membrana. Las CTCs, y algunas
plaquetas, aparecen en la interfase plasma/medio de separacién
(Figura 8). Este sistema permite una mayor recuperacion de CTCs que
el sistema de centrifugacion en gradiente de densidad simple
[Rosenberg y cols., 2002]. Actualmente existe una variacion de este
sistema que es la centrifugacion en gradiente de densidad
OncoQuick plus, el cual es muy similar al sistema previo pero permite
una mayor recuperacién de CTCs y reproducibilidad de los ensayos

[Konigsberg y cols., 2010].

e  Centrifugacién en doble gradiente de densidad discontinuo: este
sistema fue desarrollado por English y Andersen (1974), para
permitir la separacion simultdnea de las MNC vy las células
granulociticas (GC) de la muestra sanguinea. Gaforio y cols. (2003)

emplearon este sistema de enriquecimiento y comprobaron que
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permitia una mayor recuperacién de CTCs que el sistema de
gradiente de densidad simple. Este sistema emplea dos medios
Ficoll-Histopaque con densidades diferentes, 1,077 y 1,119. Tras
afiadir la muestra sanguinea al doble gradiente de densidad y realizar
la centrifugacion, las células sanguineas quedan distribuidas de la
siguiente forma: eritrocitos, separados en el pellet; granulocitos, en
la interfase ficoll-1,077/ficoll-1,119; y células mononucleares vy
plaguetas, en la interfase plasma/ficoll-1,077. Las CTCs se aislan en

ambas interfases de células nucleares (Figura 8).

Figura 8. A. Esquema del sistema de centrifugacion en doble gradiente de
densidad. El doble gradiente de densidad se forma al extender un volumen de
Ficoll-Histopaque 1077 sobre un volumen igual de Ficoll-Histopaque 1119. La
sangre se extiende cuidadosamente sobre el medio superior (Ficoll-Histopaque
1077) y se centrifuga la muestra a 18-26 2C durante 30 min a 700Xg. Tras este
proceso, las células sanguineas quedan divididas entre las interfases celulares y el
pellet: las células de las series granulociticas se encuentran entre el Ficoll-
Histopaque 1077 y el 1119, mientras que los linfocitos, otras células
mononucleares y las plaquetas se encuentran en la zona entre el plasma y el
Ficoll-Histopaque 1077. Las células tumorales circulantes (CTCs) aparecen en las
interfases celulares plasma/Ficoll-Histopaque 1077 vy Ficoll-Histopaque
1077/1119 [English y Andersen, 1974; Sigma-Aldrich]. B. Esquema del sistema de
centrifugacion en gradiente de densidad OncoQuick. En el kit vienen los tubos
de prolipropileno con el medio y la membrana porosa de separacion celular. Tras
depositar la sangre periférica se centrifuga la muestra a 4 2C durante 20 min a
1.600Xg. Tras la centrifugacion las células aparecen divididas entre la interfase, la
membrana y el pellet. Las CTCs aparecen en la interfase celular plasma/medio de

separacioén [Greiner Bio-one].
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3.3.1.1.2. Sistemas de captura celular por filtros o membranas porosas

Los filtros que se emplean en la captura de CTCs son membranas
porosas, con un tamaino de poro determinado que permite retener a las

células tumorales.

Algunos ejemplos de estos sistemas son:

e  Microfiltro en 3D de CTCs viables, desarrollado por Zheng y cols.
(2011). El cual consiste en dos membranas con poros de 9y 8 um de
diametro, posicionadas en dos capas paralelas de forma que los
poros no coinciden, y dejando un espacio entre si donde quedan
retenidas las CTCs. La membrana inferior disminuye la fuerza que se
ejerce sobre la membrana citoplasmatica de las CTCs, de forma que
se mantiene la viabilidad celular. Tras la captura, las CTCs se pueden
detectar por microscopia electrénica de barrido o por microscopia de

fluorescencia o confocal.
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e Ensayo de aislamiento de células epiteliales por su tamaio (ISET),
desarrollado por Vona y cols. (2000). Este sistema filtra las muestras
sanguineas, inferiores a 1 ml de volumen, mediante un sistema de
vacio a través de un médulo de filtracién que lleva incorporada una
membrana de policarbonato con poros de 8 um de didmetro. Tras la
filtracidn, la membrana es lavada y aparecen las células tumorales

aisladas y retenidas en ella.

Este sistema de filtrado se puede emplear tras el enriquecimiento de
CTCs por centrifugacién en gradiente de densidad, demostrando una
mayor deteccion de células tumorales que cuando se emplea
Unicamente el sistema de captura celular por filtracion [Kahn y cols.,

2004].

3.3.1.2. Sistemas basados en las caracteristicas bioldgicas

de las células tumorales

3.3.1.2.1. Captura por ensayos de invasividad

Estos métodos se denominan funcionales y permiten el
enriquecimiento de la muestra basandose en las caracteristicas invasivas
de las CTCs. Las CTCs son capaces de degradar matrices de adhesién
celular (CAM) e invadirlas, esta propiedad sirve para diferenciar CTCs de

células no tumorales y de células tumorales no viables.

Estos ensayos se realizan exponiendo la CAM a la sangre
periférica de pacientes con cancer, las CTCs de estas muestras se unen a
la matriz, y posteriormente la invaden y la degradan. Lo que se hace es
marcar la CAM fluorescentemente, de forma que cuando las CTCs la

degraden queden marcadas debido a que ingieren fragmentos de la
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membrana (CAM+), a la misma vez se emplean anticuerpos epiteliales
(anti-EpCAM, anti-ESA y anti-panCKs) marcados con fluorocromos
diferentes a la CAM, para asi realizar una doble marcacién de estas
células tumorales viables y poder reconocerlas por microscopia de
fluorescencia (Figura 9). Ademas, las muestras son marcadas con un
anticuerpo anti-panleucocitario (anti-CD45), para asegurar que las CTCs

son CD45- [Fan vy cols., 2009; Lu y cols., 2010].

Figura 9. Deteccion de células tumorales circulantes (CTCs) por ensayo de
invasividad, muestra de sangre periférica de una paciente con cancer de ovario
(estadio llic). En las fotografias se pueden apreciar dos CTCs que han ingerido
fragmentos fluorescentes de CAM (CAM+) y positivas para los marcadores
epiteliales empleados (Epi+) (imagen de la izquierda y del medio). Las células
hematopoyéticas se marcan con anti-CD45 vy el revelado se hace por el sistema

alcalin-fosfatasa (imagen de la derecha) [Fan y cols., 2009].

3.3.1.2.2. Sistemas de inmunorosetones: RosetteSep (StemCell

Technologies )

Este sistema utiliza un cdctel de anticuerpos, que son complejos
tetraméricos formados por la unién de cuatro anticuerpos: un anticuerpo
anti-células hematopoyéticas (anti-CD2, -CD16, -CD19, -CD36, -CD38,
-CD45 y -CD66b), un anticuerpo anti-eritrocitos (anti-glicoforina A),
y dos anticuerpos de anclaje; o dos anticuerpos anti-glicoforina A,

y dos anticuerpos de anclaje.
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El céctel de anticuerpos se afiade a la muestra sanguinea antes de
realizar una centrifugacion en gradiente de densidad, de forma que las
células hematopoyéticas quedan marcadas y unidas entre si formando
inmunorosetones. Estos agregados celulares tienen una mayor densidad y
tras la centrifugacién se depositan en el pellet, mientras que las células
tumorales, que quedan sin marcar, aparecen como una poblacion

enriquecida en la interfase plasma/medio de separacion.

Este sistema presenta una recuperacién de células tumorales
superior a los sistemas OncoQuick, pero menor que los sistemas que
emplean anticuerpos monoclonales (mAbs) conjugados con particulas

magnéticas [Konigsbergy cols., 2010].
3.3.1.2.3. Sistema basado en afinidad magnética con “sorting” celular

El sistema MACS y los sistemas de microesferas magnéticas
[AdnaTest BreastCancer (AdnaGen)], son sistemas que no interfieren ni
en la viabilidad, ni en la funcionalidad celular. Estan basados en el uso de
particulas de 6xido de hierro, de aproximadamente 50 nm de tamafio y
biodegradables, conjugadas con mAbs. Estos mAbs pueden estar dirigidos
contra los antigenos presentes en las células de interés, por ejemplo:
EpCAM; CKs 7/8; y MUC1 (selecciébn positiva) (Figura 10)
[Molnar y cols., 2001; Fhem vy cols., 2002; Gaforio y cols., 2003;
Guo y cols., 2004; Fehm y cols., 2007; Konigsberg y cols., 2010], o pueden
reconocer antigenos de las células contaminantes de la muestra, por
ejemplo, el antigeno comun panleucocitario (anti-CD45) presente en las
células de origen hematopoyético (seleccion negativa) [Guo y cols., 2004;

Yang y cols., 2009].
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Una vez marcadas las células, se aislan mediante la utilizacion de
una columna y de un separador magnético. Con este sistema se consigue
retener en el interior de la columna, a las células marcadas con el
anticuerpo conjugado con las microesferas. La obtencion de la poblacién
celular de interés se consigue, en el caso de la seleccidon positiva,
mediante la liberacidn de la columna del separador magnético; y en el

caso de la seleccién negativa, recogiendo el liquido eluido de la columna.

Figura 10. A. Esquema del sistema MACS de seleccion positiva de células
tumorales circulantes (CTCs). 1. Marcacidn inmunomagnética de las CTCs con
anticuerpos monoclonales conjugados con microesferas magnéticas. 2. Las CTCs
quedan retenidas en la columna sometida a un campo magnético (separador
magnético). 3. Tras retirar la columna del separador magnético las CTCs son
eluidas en una fraccién celular enriquecida [Miltenyi Biotec]. B. Cluster de CTCs
aisladas por este método y detectadas por inmunocitoquimica en sangre
periférica de una paciente neoadyuvante con cancer de mama [Fotografia del

grupo de investigacion del Dr. Gaforio].

A

1. Marcacion
inmunomagnética
de las CTCs

2. Seleccion
positiva de las
CTCs

3. Eluido
enriquecido en
CTCs
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3.3.1.2.4. Sistemas basados en ferrofluidos

Son sistemas compuestos por coloides de 1 nm, cuyo corazdn
magnético esta recubierto con albumina sérica bovina (BSA) conjugado con
anticuerpos, como la EpCAM, para capturar las células diana. Tras la
incubacién con las particulas coloidales sigue una separacién magnética de

las células marcadas.

El sistema mas conocido es el CellSearch® Circulating Tumor Cell Kit
de Veridex, el cual contiene un reactivo de captura basado en un ferrofluido y
reactivos inmunofluorescentes. El ferrofluido consiste en nanoparticulas con
un nucleo magnético rodeado de una capa polimérica revestida con
anticuerpos dirigidos frente al antigeno EpCAM, para la captura de las CTCs.
Este kit ademas de la captura inmunomagnética y el enriquecimiento,
permite la deteccion de las CTCs afadiendo a la muestra reactivos
fluorescentes: anti-CK-ficoeritrina (PE) (anti-CK 8/18/19), especifico para
células epiteliales; anti-CD45-aloficocianina (APC), especifico para leucocitos;
y DAPI, que marca los nucleos celulares [Veridex, LLC. Jhonson & Jhonson

company].

La muestra es insertada, de forma automatica, en un cartucho que se
introduce en un dispositivo de presentacion celular MagNest®. El fuerte
campo magnético del dispositivo MagNest® atrae a las células epiteliales
marcadas magnéticamente hacia la superficie del cartucho. La mezcla
reactivo/muestra y la separacidon magnética se realiza mediante el
CellTracks® AutoPrep® System, y la lectura de la muestra se realiza mediante
el CellTracks Analyzer 1I® o CellSpotter® Analyzer que exploran
automaticamente toda la superficie del cartucho, adquieren las imagenes y
muestran al usuario cualquier evento donde CK-PE y la fluorescencia DAPI
aparezcan en el mismo lugar [Cristofanilli vy cols., 2004,

Cristofanilli y cols., 2005; Cohen y cols., 2008; Swennenhuis y cols., 2009].
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Tanto para los sistemas basados en las caracteristicas fisicas como
citoldgicas, para demostrar el enriquecimiento exitoso en células tumorales,
seria necesario analizar las porciones celulares no capturadas en el

asilamiento celular [K&stler y cols., 2000; Kasimir-Bauer y cols., 2001].
3.3.2. Técnicas de deteccion de CTCs y DTCs

Tras el enriquecimiento, que es del orden de 10.000 veces en las
células de interés [Ring y cols., 2004], la muestra todavia presenta células
contaminantes. Por lo tanto, se deben emplear métodos que permitan

reconocer las células tumorales.
3.3.2.1. Técnicas histopatoldgicas convencionales

Estos sistemas se emplean en cortes de tejido, generalmente nédulos
linfaticos, incluidos en parafina o formalina. Por lo tanto, no es necesario
aplicar un sistema de enriquecimiento previo. Los métodos histopatoldgicos
convencionales utilizan protocolos de tincién con hematoxilina y eosina en
combinacidn con un examen citoldgico para identificar las células tumorales.
La valoracion microscépica es subjetiva, y la diferenciacién entre células
atipicas y células no relevantes tiene que ser realizada por un citopatdlogo
experto. La aplicacion de los métodos histoldgicos convencionales no abarca
el andlisis de médula ésea y sangre, debido a la gran presencia de células

multinucleadas que aparecen en estos tipos de muestras [Zehentner, 2002].
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3.3.2.2. Técnicas inmunoldgicas
3.3.2.2.1. Técicas inmunohistoquimicas e inmunocitoquimicas

La IHC (marcaje de céluas tumorales en tejido) y la ICC (marcaje de
células tumorales en citospin o en frotis), pertenecen a un grupo de técnicas
de inmunotincién que permiten demostrar la expresion de una gran variedad
de antigenos presentes en las células, utilizando mAb conjugados con
sistemas enzimaticos. Estas técnicas presentan una mayor sensibilidad y
especificidad que las técnicas histopatoldgicas convencionales, y por lo tanto
sirven para detectar células tumorales en nédulos linfaticos, médula ésea y

sangre [Leikola y cols., 2005; Klevesath y cols., 2005].

Si estas técnicas se emplean sobre un corte de la muestra de estudio,
no se precisa de un enriquecimiento previo y se realiza directamente la
marcacion. Pero, si se emplean en sangre o en aspirado de tejido es preciso
el enriquecimiento de la muestra antes de la marcacién de las células de

interés [Pantel y cols., 2003].

Los mAbs que se emplean reconocen antigenos especificos, como
pueden ser las mucinas y las CKs [Naume y cols., 2001; Benoy y cols., 2004;
Slade y cols., 2005]. La expresion diferencial de las CKs, segun el tipo de
carcinoma, las convierten en unos marcadores Utiles de subtipos histoldgicos
[Moll y cols., 1982; Moll, 1991], y su grado de expresion en la célula viene
determinado por el tipo de epitelio y el grado de maduracion o diferenciacion
celular [Melchor y Benitez, 2008]. La deteccion de CKs, en un ambiente
donde no se encuentra de forma habitual (como la sangre periférica), se ha
propuesto como un marcador de células tumorales de origen epitelial
[Gaforio y cols., 2003; Cristofanilli y cols., 2004; Cohen y cols., 2008]
(Figura 10.B. Cluster de CTCs aisladas por este método y detectadas por ICC

en sangre periférica de una paciente neoadyuvante con cancer de mama).
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Los sistemas enzimaticos, conjugados con los mAbs que identifican a
las células tumorales, mas empleados son la peroxidasa y la fosfatasa
alcalina. Pueden aparecer falsos positivos tanto debido a los mAbs, por
ejemplo:  anti-mucinas  [Brugger 'y cols., 1999] vy anti-CKs
[Vagunda y cols., 2001]; como debido a los sistemas de revelado
[Braun y Pantel, 1999], aunque la evaluacién morfolégica de estas células
puede ayudar a descartar los falsos positivos detectados
[Borgen y cols., 2006]. Aun asi, usar el mAb y el sistema de revelado
adecuado es crucial para la especificidad de la reaccion y la identificacion

correcta de las células tumorales.

Un limite que presentan estas técnicas es que el estudio de grandes
volumenes de material consume una gran cantidad de tiempo, por lo que la
alternativa es el uso de sistemas automaticos o semiautomaticos
[Borgen y cols., 2001; Witzig y cols., 2002; Pierga y cols., 2004;
Cristofanilliy cols., 2005; Swenhenious y cols., 2009].

Una variedad de estas técnicas de deteccibn es la
inmunofluorescencia (IF), la cual puede ser directa o indirecta. La IF se basa
en emplear mAb primarios que van marcados con moléculas fluorescentes
(IF directa); o sin marcar, los cuales son reconocidos por mAb secundarios
marcados con moléculas fluorescentes (IF indirecta). Con esta técnica se
eliminan los falsos positivos debidos a los sistemas de revelado enzimaticos.
Actualmente, diversos grupos de investigacion utilizan esta técnica para la
deteccion de CTCs en sangre periférica [Cristofanilli y cols., 2004;

Cristofanilliy cols., 2005; Cohen y cols., 2008; Swenhenious y cols., 2009].
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Una ventaja que presentan estas técnicas inmunoldgicas es que, tras
el reconocimiento de las células tumorales en las muestras, posibilitan el
estudio genético de las células detectadas [Fehm y cols., 2002; Meng y cols.,

2004; Swenhenious y cols., 2009; Wind y cols., 2009].

Una modificacion de la técnica de IF es la técnica de
Inmunofenotipacion y andlisis citogenético en interfase fluorescente como
herramienta para la investigacion de neoplasias (Fluorescence
immunophenotyping and Interphase Cytogenetics as a Tool for Investigation
Of Neoplasm, FICTION), desarrollada por Weber-Matthiesen y cols. en 1992.
Esta técnica permite el andlisis simultaneo del fenotipo y genotipo de las
células tumorales [Weber-Matthiesen y cols., 1992;
Weber-Matthiesen y cols., 1993] y ha demostrado ser util en el estudio de
neoplasias hematdgenas [Nylund y cols., 1993; Haferlach y cols., 1997;
Temple y cols., 2004; Young y cols., 2006] y algunos tumores sélidos
[Terada y cols., 2000; Zhang vy cols., 2000; Dettori y cols., 2003;

Campos y cols., 2008].

3.3.2.2.2. Técnicas de citometria de flujo

Otra técnica inmunoldgica es la citometria de flujo (FC). A través de
las técnicas de FC se consigue el aislamiento y la enumeracién de las células
tumorales, de forma individual, por marcacion con mAbs
[Moreno y cols., 2001; Beitsch y Clifford, 2001; Cornfield y cols., 2003;
Rao y cols., 2005]. La FC permite la medicién simultanea de multiples
caracteristicas fisicas y quimicas de las células en suspensidon, por lo tanto
permite conocer el tamafio y la complejidad interna, ademas de realizar una

evaluacién quimica y fenotipica de las células estudiadas.
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Hay que tener en cuenta que sélo un pequeiio numero de células
tumorales son aisladas en la sangre de los pacientes con tumores sélidos,
incluso en casos de pacientes metastasicos, en general menos de 10 células
por ml. Debido a esto, estas técnicas de deteccidn por FC no son las mas
precisas a la hora de detectar las células de interés en la muestra sanguinea
[Swerts y cols., 2004]. Por lo tanto, es imprescindible la utilizacién de
sistemas de enriquecimiento de la muestra para el uso de técnicas de
deteccion por FC [Ring y cols., 2004]. Actualmente se estan empleando
técnicas de FC multiparamétricas que presentan una sensibilidad de
deteccion alta, 10 células tumorales por mililitro de sangre (volumen total de
7,5 a 10 ml), demostrando que es posible la deteccién y fenotipacién de las
CTCs por esta metodologia [Pluim y cols., 2012; Hristozova y cols., 2012;
Fusiy cols., 2012].

3.3.2.3. Técnicas moleculares

Los métodos moleculares empleados se basan en la deteccion de

DNA y mRNA de las células tumorales en las muestras.

En un principio, los métodos moleculares de deteccidon de células
tumorales eran usados en el estudio de la MRD de enfermedades
hematoldgicas malignas, como la leucemia mieloide crénica o la leucemia
linfoblastica aguda, y su uso se centraba en la deteccién de cambios
genéticos [Miyamura y cols., 1992; Delage y cols., 1991]. Posteriormente, las
técnicas moleculares demostraron ser utiles en la deteccion de células
tumorales en pacientes con tumores sélidos, tanto en sangre en sangre
periférica como médula dsea y ndédulos linfaticos [Zehentner, 2002;

Ghossein y Bhattacharya, 2000; Ring y cols., 2004; Mostert y cols., 2009].
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Inicialmente se empleaba la deteccion de DNA, pero ésta solo indica
la presencia de acidos nucléicos y no necesariamente de células tumorales, y
su deteccion puede deberse al deterioro de las células tumorales. Por
consiguiente, la presencia de marcadores de DNA, amplificados por la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), no confirman necesariamente la
presencia de células tumorales viables pero son indicativo de la carga
tumoral [Ghossein y Bhattacharya, 2000; Zehentner, 2002; Ring y cols., 2004,
Mostert y cols., 2009]. Posteriormente se empezd a emplear la deteccidén de
MRNA [Chen y cols., 2000; Shaw vy cols., 2000], ya que éste presenta una
viabilidad baja en las muestras clinicas, y su deteccién sugiere que esté
presente en el contexto de célula tumoral viable [Zehentner, 2002;

Ring y cols., 2004; Mostert y cols., 2009; Beiske y cols., 2009].

La disponibilidad de la tecnologia de PCR en tiempo real, o PCR
cuantitativa (real time-PCR, gRT-PCR), ofrece nuevas ventajas incluyendo:
reduccion del riesgo de contaminacion; cuantificacion directa; alto
rendimiento, debido a minimizar el proceso de lectura de la polimerasa; y el
uso de programas de ciclo rapidos [Zehentner, 2002; Ring y cols., 2004;
Mostert y cols., 2009].

Las técnicas moleculares presentan la ventaja de una alta
sensibilidad, deteccidn de 1 célula tumoral entre 10’ células mononucleares,
pero presentan una baja especificidad [Ghossein y Bhattacharya, 2000],
aunque la gRT-PCR pemite discernir entre una expresién baja y alta del
marcador estudiado, lo que aumenta el poder discriminar entre mRNA de
células normales y de células tumorales [Mostert y cols., 2009]. Sin embargo,
la aparicion de falsos positivos es un problema importante cuando se
emplean estas técnicas, ya que se produce la pérdida morfolégica de la célula

tumoral, y estos se suelen deber a: la presencia de pseudogenes
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[Tschentscher y cols., 1997; Smith y cols., 2001; Hurteau y Spivack, 2002];
la expresion ilegitima de los marcadores estudiados [You y cols., 2008]; o la

existencia de células epiteliales no tumorales contaminantes en la muestra.

Tanto en la deteccidn de DNA como de mRNA por PCR o qRT-PCR, es
necesario realizar diversos controles que aseguren la eficacia, sensibilidad y
especificidad de la reaccién [Ghossein y Bhattacharya, 2000], y seguir un

protocolo que involucra varios pasos:

e El primero paso es aislar las células mononucleares de la muestra.
Normalmente, el primer paso es una centrifugacion por gradiente de
densidad [Koch y cols., 2005], aunque algunos grupos de investigacion
han usado la separacion immunomagnética  directamente
[Chen y cols., 2005] o ambas técnicas [Pantel y Brakenhoff, 2004].
También es posible realizar la deteccion de DNA y mRNA en muestras de
plasma y suero, por lo que no es preciso realizar un enriquecimiento de

la muestra [Chen y cols., 2000; Shaw y cols., 2000].

e En el caso de la deteccién de DNA por PCR, el segundo paso es la
obtencién del DNA total de la muestra; el tercer paso es la amplificacion
por PCR, mediante cebadores especificos del marcador de DNA
escogido; el cuarto paso es la deteccién de los productos obtenidos,
para lo que se realiza una electroforesis en gel de agarosa y la marcacidn
del DNA con bromuro de etidio u otro agente intercalente que sea
fluorescente (por ejemplo, SYBR Green); y el paso final, es cuantificar
semicuantitativamente los valores obtenidos, para poder extrapolar el
tamafio de los fragmentos de DNA estudiado se usan marcadores de
peso molecular, y se comparan los tamanos de las bandas de DNA diana

con los resultados obtenidos de amplificar secuencias de genes

57



Jntroduccién

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

constitutivos en las muestras y los resultados obtenidos en controles de

voluntarios sanos, donde se realiza el mismo protocolo.

e En el caso de la deteccién de mRNA por PCR, el segundo paso es la
obtencién del mRNA total; el tercer paso es la obtencidn, utilizando la
transcriptasa inversa, del DNA complementario a éste (cDNA). A partir
de aqui se trabaja igual que en el caso de la detecciéon de DNA. Algunas
veces, para aumentar la sensibilidad, se realiza una segunda reaccién de
PCR sobre el producto de la primera reaccion de amplificacion,

utilizando cebadores diferentes [Huang y cols., 2003].

e En la deteccion de mRNA por gRT-PCR, se siguen los mismos pasos
gue antes, pero las enzimas, los cebadores y los termocicladores que se
utilizan son diferentes. Con la gRT-PCR la cuantificacion es cuantitativa, y
se suele realizar comparando el cambio en los niveles de expresion del
MRNA estudiado (curvas de los marcadores estudiados) con el nivel de
expresion, obtenido usando el mismo protocolo de la qRT-PCR, de genes
constitutivos en las muestras (genes de normalizacidn). Ademads se
puede establecer un rango normal en el ensayo empleando controles,
de forma que se obtiene un punto de corte que se utiliza para identificar
las muestras positivas y negativas, mejorando la especificidad del test

[Schuster y cols., 2003; Ring y cols., 2004; Pantel, 2003].

Al igual que en los protocolos de deteccion por técnicas

inmunoldgicas, la metodologia basada en el estudio del DNA y mRNA es

laboriosa, sobre todo la del mRNA.

En la deteccién de CTCs y DTCs por técnicas moleculares se han

empelado con éxito varios marcadores, por ejemplo en la deteccién de DNA

se han utilizado: mutaciones en protooncogenes o en genes supresores de
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tumores [Conzelmann y cols., 2004]; inestabilidad de microsatélites
[Shaw y cols., 2000; Schwarzenbach y cols., 2009]; secuencias oncogénicas
virales [Kobayashi y cols., 1998; Im y cols., 2003]; o metilaciones del DNA
[Umetani y cols., 2005]; en el caso de la deteccion de mRNA se han utilizado:
«transcritos asociados al tumor» como el CEA [Kim vy cols., 2005;
Wang y cols., 2005; Guo y cols., 2004], el antigeno asociado al melanoma
[Kufer y cols., 2002; Sienel y cols., 2007], la subunidad B de la gonadotropina
coridnica humana [Fabisiewicz y cols., 2004]; mucinas [Felton y cols., 2004,
de Cremoux y cols., 2000], hTR y hTERT [Chen y cols., 2000]; y «transcritos
especificos de tejido» como el antigeno especifico de la prostata
[Ross y cols., 2005] en el caso del carcinoma de prdstata, CKs
[Yuny cols., 2000; Shaw vy cols., 2000; Retz y cols., 2001; Felton y cols., 2004,
Zhang y cols., 2005; Fabisiewicz y cols., 2004; Koch y cols., 2005] para
tumores solidos epiteliales, tirosinasa [Reinhold y cols., 2001] en casos de
melanoma, y mamaglobulina [Suchy y cols., 2000; Corradini y cols., 2001;

Fabisiewicz y cols., 2004] en tumores de mama (Tabla 1).

Desde el afio 2000 se estd utilizando la técnica OSNA para la
deteccion de DTCs en el SLN de forma intraoperatoria, la cual es una
modificacién de la qRT-PCR que permite la amplificacion de acidos nucléicos
en un solo paso [Notomi y cols., 2000; Nagamine y cols., 2001], sin utilizar un
método de enriquecimiento previo [Visser y cols., 2008; Schem y cols., 2009;

Tsujimoto y cols., 2007].

59



Jntroduccién

Utilidad pronéstica de la deteccién de CTCs en pacientes con tumores sélidos de origen epitelial.

Tabla 1. Deteccién de CTCs y DTCs por métodos moleculares [Pantel y Otte, 2001].

Tejido de analisis Tipo de Tumor Marcadores moleculares

Médula Osea

Nddulos Linfaticos

Sangre

Higado

Reseccién de los
margenes
tumorales

Céncer de mama
Céncer colorrectal
Cancer de estdmago
Céncer de pancreas
Céncer de prostata
Cancer de mama
Cancer de cérvix

Cancer colorrectal

Cancer de prostata

Cancer de piel (melanoma)
Cancer de pulmoén

Cancer de pancreas
Cancer de cabeza y cuello

Céncer de mama

Cancer colorrectal

Céncer de pancreas
Cancer de proéstata

Cancer de piel (melanoma)
Céncer de pulmén

Céncer de estomago
Cancer de higado

Cancer de cabeza y cuello
Cancer de pancreas

Cancer de cabeza y cuello

CK19, CEA, Mamaglobulina
CEA, CK19, CK20

CEA, CK20

CEA

PSA, CK19

CK19, MUC1, B-hCG
HPV16-E6/E7

CEA, CK19, CK20, Mutaciones
TP53y K-ras

PSA, PSM

Tirosinasa

Mutaciones TP53 y K-ras
Mutaciones K-ras
Mutaciones TP53

CK19, EGFR, B-hCG, Telomerasa,
Mamaglobulina

Mutaciones K-ras, CK20
Mutaciones K-ras

PSA, PSM

Tirosinasa, MUC18, MAGE-3
Alteraciones en microsatélites
CK20

a-Fetoproteina

Alteraciones en microsatélites
Mutaciones K-ras

Mutaciones TP53

CEA = Antigeno carcinoembrionario; CK19 = Citoqueratina 19; CK20 = Citoqueratina 20;
EGFR = Receptor del factor de crecimiento epidérmico humano; HPV16- E6/E7 = Genes E6
y E7 del papilomavirus humano tipo 16; K-ras = Gen K-ras; MAGE-3 = Antigeno 3 asociado
a melanoma; MUC1 = Mucina 1; MUC18 = Mucina 18; PSA = Antigeno especifico de la
préstata; PSM = Antigeno de membrana especifico de la prdstata; TP53 = Gen TP53;
B-hCG = Subunidad B de la gonadotropina coriénica humana.
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3.3.3. Otras técnicas de aislamiento y deteccion
3.3.3.1. Inmunospot epitelial

El sistema Inmunospot epitelial (EPISPOT) es un método de deteccién
funcional y consiste en la deteccidn de proteinas, como MUC1, PSA o CKs,
que son producidas y secretadas por las CTCs o DTCs en cultivo tras 48 horas.
Antes de realizar el cultivo celular se emplea un enriquecimiento
inmunomagnético negativo (marcacién con CD45) y la muestra enriquecida
se pone en contacto con placas de cultivo celulares tratadas, cuyas
superficies presentan mAb especificos. Tras 48 horas de cultivo, las células
son eliminadas y las placas de cultivo se lavan antes de ser marcadas con
mAb conjugados con fluorocromos que reconocen las proteinas
inmunocapturadas en las placas (Figura 11). Con este sistema solo se
detectan células tumorales viables, y actualmente ha sido utilizado para
detectar tanto CTCs como DTCs en pacientes con cancer de mama y prostata

[Alix-Panabiéres y cols., 2007].

Figura 11. Esquema del sistema EPISPOT: Placas tratadas con mAbs que se ponen en
contacto con células tumorales aisladas de muestras clinicas de pacientes con cancer.
Tras 48 horas de cultivos las células secretan proteinas que quedan
inmunocapturadas en la placa, tras retirar las células las placas son lavadas vy
marcadas con mAbs conjugados con fluorocromos [Alix-Panabieres y cols., 2008].

= T i ——"  ——_ 4 Deteccién con mAbs

—

@ 1 Placas tratadas R J marcados con fluorocromos
_— de las proteinas

. 1 inmunocapturadas en las
@ 2 Cultivo de 48 horas. placas
atga 3D Secrecion de proteinas (= L <% ﬁ‘a@
= T i

3 Eliminacion de las

@ células tumorales y 5 Lector automatico

lavado de las placas

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alix-Panabi%C3%A8res%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alix-Panabi%C3%A8res%20C%22%5BAuthor%5D

62

Jntroduccién

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

3.3.3.2. Sistema FAST

La tecnologia FAST emplea un escaneo laser fibro-dptico de matriz
combinado con un sistema automatizado de microscopia fluorescente digital
[Krivacic y cols., 2004]. Este sistema permite escanear unas 300.000 células
por segundo con una alta sensibilidad y especificidad: el sistema FAST localiza
las CTCs, las cuales son observadas a través del microscopio de fluorescencia
y el sistema automatizado digital permite la captura de imagenes,
posteriormente las CTCs son marcadas en Wright-Giemsa o Papanicolau, y se
observan a través de un microscopio 6ptico [Marrinucci y cols., 2007,

Marrinucciy cols., 2010].

Esta tecnologia se ha empleado para detectar CTCs marcadas
fluorescentemente y permite evaluar el pleomorfismo de las mismas,
determinar el cociente nucleo/citoplasma y observar la cromatina
[Marrinucci y cols., 2007; Marrinucci y cols., 2010; Marrinucci y cols., 2012].
Actualmente se ha empezado a utilizar esta metodologia en la deteccion de
CTCs de pacientes con tumores solidos epiteliales [Marrinucci y cols., 2012;
Cho y cols., 2012], donde se ha podido diferenciar CTCs individuales y

agregados de estas células [Cho y cols., 2012].
3.3.3.3. Microchips

3.3.3.3.1. Microchip de aislamiento de células tumorales

En 2007 un grupo de investigadores [Nagrath y cols., 2007] desarroll
un dispositivo que permitia el aislamiento, en un solo paso, de CTCs de
sangre periférica sin procesar (sin un enriquecimiento celular previo). Este
dispositivo es una camara de silicio grabado con 78.000 micropostes que

estan recubiertos con el anticuerpo anti-EpCAM. A través de éste se hacen
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pasar de 2 a 4 ml de sangre que fluye por todo el chip, la cinética del flujo ha
sido optimizada de forma que el mayor nimero posible de CTCs entre en
contacto con los micropostes recubiertos de anticuerpos. Las CTCs
capturadas en los micropostes son visualizadas por la marcacién con
anticuerpos anti-CKs o por otros marcadores especificos. Con este sistema se
consigue, tanto la enumeracion de las CTCs, a través de la toma de imagenes
del dispositivo completo usando un sistema de semiautomatico; como

realizar andlisis moleculares de las CTCs aisladas (Figura 12).

El chip de CTCs permite un alto rendimiento en la captura de CTCs
(media de 50 CTCs por mililitro) y de pureza (0,1%-50%)
[Nagrath y cols., 2007]. El limite principal de esta técnica es el tiempo que
debe transcurrir entre la extraccion de sangre y el analisis, que debe ser de
unas pocas horas. Aunque gracias a esto y a que no existe fijacidn, las células

siguen siendo viables tras la captura.

Actualmente este ensayo es técnicamente dificil de realizar y no esta
estandarizado para conseguir un alto rendimiento, pero ofrece muchas
posibilidades. Por ejemplo, esta metodologia se ha empleado con éxito en
pacientes con cancer de pulmén [Maheswaran y cols., 2008], demostrando la
posibilidad de realizar analisis moleculares en las CTCs y de monitorizar los
cambios genéticos que pueden ocurrir durante el tratamiento. Ademads, han
surgido varias modificaciones de este chip que mejoran la captura de CTCs,
como es el “bosque de nanotubos” de carbono porosos [Chen y cols., 2011] o

el chip microfluidico “nano-velcro” [Wang vy cols., 2011a].
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Figura 12. A. Imagen de microscopia electrénica de una célula tumoral capturada
en el microchip de CTCs. La linea celular NCI-H1650 de cancer de pulmén fue
mezclada con sangre periférica de un voluntario sano, y se aislé con el dispositivo de
microfluidos (coloreada en rojo). El cuadro superior de la derecha muestra una
imagen amplificada de la célula tumoral. B-l. Imagenes tomadas de CTCs capturadas
(20x) y de células hematopoyéticas de un paciente con carcinoma de pulmoén de
células no pequefias (NSCLC), marcadas con DAPI, CK y CD45. Las imagenes
fusionadas de los paneles B-E (merge) muestran las CTCs, y las de los paneles F-I las
células hematopoyéticas [Nagrath y cols., 2007].

CTCs Leucocitos

3.3.3.3.2. Microchip ultrasénico de captura de CTC

En 2010 investigadores espafoles [Gonzadlez y cols., 2010]
presentaron un nuevo microchip que permitia la separacion y clasificacion de
particulas en suspensién en un liquido. Este microchip incluye un microcanal
por el cual la muestra (fluido), que contiene las particulas en suspensién

diana, fluye en paralelo con otro liquido.

El principio de funcionamiento de este sistema se basa en el uso de

ultrasonidos en la seccion transversal del chip e incluye un nddulo de presion,
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que esta estratégicamente colocado en la parte del colector de fluidos, de
forma que las particulas diana quedan retenidas en él. Con este chip se ha
conseguido una alta eficiencia (95%) en la separacidon de particulas, a
diferentes concentraciones y tasas de flujo, lo que demuestra la viabilidad del
microchip para realizar la separacion de particulas en suspensién en un
liguido. Actualmente esta metodologia no se ha empleado en muestras

clinicas.
3.3.3.4. Nanoparticulas

En 2011 investigadores americanos [Wang vy cols., 2011b]
desarrollaron una nueva metodologia que emplea la espectroscopia
resonante superficial Raman amplificada, para cuantificar la presencia de
CTCs en sangre. Este sistema emplea nanoparticulas de oro recubiertas de un
polimero conjugado con una proteina de bajo peso molecular, que en este
caso es el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el cual se une a las CTCs. El
uso de esta metodologia en muestras clinicas, 19 pacientes con cancer de
cabeza y cuello, ha demostrado tener éxito, obteniendo un rango de

deteccion de 1 a 720 CTCs por mililitro de sangre.

Actualmente existen variaciones de esta metodologia, como la que
emplea Pallaoro y cols. (2011) que usan dos sets de nanoparticulas de plata,
uno funcionalizado con el péptido RPARPAR, que se une al receptor de la
neuropilina-1 expresado en las células tumorales; y el otro, que actia como
control positivo, funcionalizado con un péptido derivado de la proteina TAT
del HIV, el cudl se une tanto a células tumorales como a células normales.
Actualmente estos investigadores solo han realizado ensayos in vitro con
lineas celulares epiteliales, tumorales y no tumorales inmortalizadas, y han

comprobado que tras la marcacién con ambos sets de nanoparticulas de
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plata se pueden distinguir las células tumorales de las normales con una

eficiencia bastante alta.
3.3.3.5. Sistema de filtracion y eliminaciéon de CTCs

En 2011 investigadores americanos [Scarberry y cols.,, 2011]
desarrollaron un sistema de filtracién y eliminacién de CTCs de liquido
peritoneal. Estos investigadores emplean nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas con ligandos, péptidos miméticos al efrina-Al selectivos para
el EphA2R, que se unen a receptores especificos en las células malignas. Este
ensayo fue realizado en un modelo murino de cancer de ovario en el cual tras
extraer por paracentesis el liquido peritoneal, éste se mezcla con las
nanoparticulas magnéticas. Una vez realizada la marcacién de las células
tumorales, se realiza una filtracion magnética y la muestra resultante es
reintroducida intraperitonealmente en los sujetos de estudio. Asi se obtuvo
una reduccién en el titulo de células tumorales, lo que prolongd
significativamente la aparicion de metastasis. Ademads, este grupo de
investigacion ha comprobado como es posible eliminar células tumorales en
el liquido peritoneal de pacientes con cdncer de ovario, y sugieren que esta

metodologia podria aplicarse en tumores como las leucemias.
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4. Tipos de muestra

La eleccidén de la técnica de deteccion apropiada depende del tipo de
tejido o muestra que va a ser analizado y del origen histoldgico del tumor

estudiado.
3.4.1. Nodulos linfaticos

A la hora de estudiar los ndédulos linfaticos, se realiza una
linfadenectomia, que dependerd de la localizacién del tumor. Tras esta
cirugia, se analizan los nddulos linfaticos a través de la realizacidon de cortes
seriados, lo que incrementa la posibilidad de detectar células tumorales
[Pargaonkar y cols., 2003; Liu y cols., 2000]. La deteccidn de células
tumorales se puede realizar por técnicas histopatoldgicas convencionales,
IHC o técnicas moleculares. No obstante, este procedimiento consume

mucho tiempo por lo que no se realiza de forma rutinaria [Zehentner, 2002].

Las técnicas IHC que emplean mAb anti-CKs, en la deteccidon de
células tumorales o micrometastasis, tienen mas sensibilidad que las técnicas
histopatoldgicas convencionales [Passlick y Pantel, 2000; Péley y cols., 2001;
Noguchi, 2001]. Sin embargo, hay que tener en consideracién que en los
nddulos linfaticos hay células no tumorales que expresan CKs, originando
falsos positivos, y se debe realizar la valoracién morfoldgica de las células que

son detectadas como positivas para un correcto diagndstico.

En cidncer de mama [Péley y cols., 2001; Takei y cols., 2007] vy
melanoma [Landi y cols., 2000; Roberts y Cochran, 2004], se emplea una
técnica de cartografia de varios nddulos linfaticos de drenaje del tumor, que
se denominanan técnica del SLN. El SLN son nédulos linfaticos de drenaje de

una zona determinada, donde es mas probable la deteccion de células
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tumorales, e incluso pueden ser los Unicos ganglios afectados
[Cabanas, 1977; Tanis y cols., 2001a]. La biopsia y estudio de los SLN puede
ser un procedimiento util en la evaluacion de la enfermedad, por ser un
método poco agresivo sobre todo si se compara con la diseccion completa de
los nddulos linfaticos [Choi y cols., 2003; Doubrovsky y cols., 2004;
Harish, 2005]. Actualmente no existe un consenso general que indique que
esta técnica es util en otros tipos de patologias tumorales, pero existen
diferentes estudios que sefalan la posibilidad de su uso, a la hora de evaluar
la diseminacion tumoral, en pacientes con: cdncer de colon
[Saha y cols., 2004; Bilchik y cols., 2006; Stojadinovic y cols., 20073;
Nordgard y cols., 2009a]; cancer gastrointestinal [Ajisaka y Miwa, 2003];
cancer de cuello y de cabeza [Payoux y cols., 2005]; cancer oral y orofaringeo

[Nieuwenhuis y cols., 2005].

Las técnicas moleculares, sobre todo la RT-PCR y la qRT-PCR, se han
usado con éxito y poseen una alta sensibilidad en la deteccion de células
tumorales en nédulos linfaticos y SLN [Denninghoff y cols., 2004,
Giese y cols., 2005; Nordgard y cols., 2009b]. Los marcadores que se emplean

varian segun el tumor estudiado (Tabla 2).

El inconveniente general que tienen las técnicas de evaluacion de los
ganglios linfaticos y el SLN, es que los analisis se realizan tras la operacién y
tardan aproximadamente una semana en obtenerse los resultados. De forma
gue seria necesario volver a someter al paciente a una cirugia de eliminacion
de los nodulos linfaticos si los resultados son positivos (nddulos linfaticos o
SLN con presencia de células tumorales). Algunos estudios realizados en
pacientes con cdncer de mama y melanoma, emplean andlisis
intraoperatorios del SLN por técnicas histopatoldgicas, para intentar evitar a
los pacientes una segunda intervencién quirurgica, pero la sensibilidad de

estos métodos no es muy alta [Tanis y cols., 2001b; Funasako y cols., 2010].
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Tabla 2. Marcadores moleculares de deteccion de DTCs en nédulos linfaticos

[Timary cols., 2002].

Céancer de mama

Céncer colorrectal

Cancer gastrico

Céancer de pulmoén
Melanoma

Cancer de cabeza y cuello
Cancer del tracto biliar
Cancer cervical

Cancer de proéstata
Cancer de pancreas

Cancer esofdagico

CK19, CK20, MUC1, 8-hCG, CEA, MGB1

CK19, CK20, CEA, 8-hCG, HGFR, TP53, K-ras, MGB2,
mMucz, MMP7

CK19, CEA, MGB2

MUC1, TP53, K-ras

Tirosinasa, MAGE-3, MART1

SCC, TP53

MGB2, CEA

CK19, HPV, HPV18-E6, HPV16-E6/E7
PSA, PSM, hk2

K-ras

CEA, MGB2

Como se ha comentado anteriormente (Tratamiento y progresion del

cdncer de mama y colorrectal), en el afio 2000 se empieza a emplear la

técnica OSNA, para el andlisis intraoperatorio del SLN, cuya utilidad clinica se

ha comprobado inicialmente en pacientes con cancer de mama, pero esta

obteniendo buenos resultados en otros tipos de tumores como el cancer

colorrectal. En cancer de mama, también se emplea el ensayo de evaluacion

intraoperatorio, por PCR en tiempo real (qRT-PCR), de nddulos linfaticos de

Veridex LLC (BLN assay), el cual esta obteniendo resultados similares al OSNA

[Tanisy cols., 2001b].
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3.4.2. Médula 6sea

La aparicion de metastasis en médula dsea es habitual en tumores de
origen epitelial, y éstas suelen permanecer ocultas, ya que no son detectadas
por los métodos diagndsticos habituales. Las muestras de médula dsea se
pueden obtener por aspiraciones, durante la cirugia, y ser evaluadas por ICC
[Naume vy cols., 2001; Braun y cols.,, 2001a; Braun y cols., 2001b;
Steinert y cols., 2008] (Figura 13) o por técnicas moleculares

[Dieterle y cols., 2004; Sienel y cols., 2007; Beiske y cols., 2009].

Figura 13. Deteccion por ICC de DTCs en médula dsea [Pantel y Barkenhoff, 2004]. El
proceso se inicia con la utilizacion de un gradiente de ficoll para aislar las células
mononucleares (MNCs), en esta fraccion celular aparecen las células tumorales. Se
emplean anticuerpos monoclonales (mAbs) frente a las CKs para identificar a las
células eptiteliales tumorales metastasicas, la mayor parte de investigadores
emplean combinaciones de mAbs que reconocen varias CKs o un mAb de amplio
espectro que reconoce un epitopo especifico comuin en la mayoria de las CKs. Esto se
debe a que la expresion de las CKs se puede ver disminuida en tumores epiteliales
como el cancer de mama. El proceso de busqueda de DTCs en las muestras
citoldgicas se puede automatizar con los nuevos sistemas de analisis de imagen. Las
dos imagenes de la figura (a la izquierda una célula aislada y a la derecha un cluster
de dos células) son un ejemplo representativo de tres células que son marcadas con
el mAB anti-CK A45-B/B3. Las células de médula 6sea que rodean a las DTCs
aparecen sin marcar, excepto por una marcacion ligera nuclear debido a la
contratincion de DNA que se emplea, lo que permite la cuantificacién de todas las
células de los portaobjetos. Se estan desarrollando diferentes procedimientos para el
enriquecimiento de células tumorales, utilizando varios gradientes de densidad y
particulas magnéticas combinadas con mAbs, para mejorar la deteccion de las DTCs.
Actualmente no estd claro si estos nuevos procedimientos proporcionan mas
informacion que la obtenida por el procedimiento estandar de gradiente de densidad
utilizado para aislar MNCs [Wiedswang y cols., 2003]. Imagen de las DTCs del trabajo
de Pantel y cols. (2003).
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Extraccién de médula dsea
de crestailiaca

Médula ésea MNCs

Gradiente de
ficoll

Busqueda de DTCs Marcacién con mAb
anti-CK A45-B/B3

Sin embargo, existe una gran diferencia en los resultados obtenidos
por diferentes grupos. Estas diferencias se deben principalmente a la
variedad de anticuerpos utilizados, para la deteccidon de células tumorales, y
las diferentes metodologias empleadas [Borgen y cols., 2006]. Por lo tanto, es
fundamental estandarizar un método, que permita comparar los resultados

entre los diferentes grupos, y realizar estudios multicéntricos.

La sensibilidad de deteccién de DTCs en médula dsea por técnicas
moleculares es mayor que la de la ICC [Pantel y cols., 2003;
Vogelaar y cols., 2010]. Pero estas son técnicas menos especificas, que
presentan falsos positivos y negativos, y la carencia de la existencia de

marcadores tumorales especificos limita su aplicacion.

El analisis de médula ésea y su implantacidon en la clinica, implica
ciertos problemas, posiblemente el de mayor envergadura sea el que la
obtencién de médula ésea es un proceso doloroso para el paciente, que
requiere personal cualificado y ciertas condiciones que impiden su

implantacion como técnica ambulatoria de rutina. Por este motivo, en los
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ultimos afos muchos estudios se han centrado en la deteccion de CTCs, en

sangre venosa periférica, de pacientes con tumores solidos.

3.4.3. Sangre

La principal ventaja de utilizar este tipo de muestra para la deteccién
de CTCs, es que la extraccion de sangre periférica es un procedimiento
habitual y en ella se realizan la mayoria de las determinaciones analiticas,
tanto en clinica hospitalaria como ambulatoria. Ademds, es un proceso poco
invasivo, no doloroso, se pueden obtener muestras de sangre cuantas veces
sea necesario, y no requiere de un personal muy cualificado ni de otros
requerimientos especiales, lo que la hace ideal para el seguimiento de la

enfermedad.

El estudio de la presencia de CTCs en sangre se ha abordado desde
distintos puntos de vista. Se ha utilizado para ello diferentes tipos de
muestras: desde sangre periférica [Koch y cols., 2005; Chen vy cols., 2005], a
suero o incluso plasma [Chen y cols., 2000; Shaw vy cols., 2000]. Las técnicas
de deteccidon empleadas también varian, una de las mas usadas es la RT-PCR
gue se ha utilizado para demostrar la presencia de CTCs, y para predecir una
posible recaida de la enfermedad [Zehentner, 2002; Ring y cols., 2004;
Mostert y cols., 2009]. En el caso de la utilizacién de técnicas inmunoldgicas,
éstas permiten, ademas, la identificacidn directa de las CTCs [Gaforio y cols.,
2003; Cristofanilli y cols., 2004], y por lo tanto, completar el estudio con
analisis morfoldgicos; fenotipicos; e incluso, genotipicos de las mismas [Fehm
y cols., 2002; Meng y cols., 2004a; Wind y cols., 2009; Campos y cols., 2008;

Swennenhuis y cols., 2009].

La deteccién de CTCs puede verse afectada por el momento en que

se realice la extraccion de la muestra sanguinea, por ejemplo: el tratamiento
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qguimioterapico afecta a la presencia de CTCs en la sangre
[Camara y cols., 2007; de Bono y cols., 2008; Pachmann y cols., 2008]; el
tratamiento hormonal puede generar una regulacién baja de la expresidon del
marcador tumoral de interés, por ejemplo: los antiandrégenos interfieren en
la expresion de PSA [Sauter y cols., 1998; Sauter y cols., 2002]. Por tanto, un
estudio completo deberia incluir extracciones secuenciales que definan el
numero de CTCs antes, durante y al final de la terapia, de forma que nos
determinen con mas exactitud tanto el vertido tumoral a sangre, el cual que
se piensa que ocurre intermitentemente y desde estadios tempranos de la
enfermedad [Weitz y cols., 1998; Gaforio y cols., 2003; Meng y cols., 2004b],
como la eficacia de la terapia administrada [K&stler y cols., 2004a;
Kostler y cols., 2004b; Mazouni y cols., 2007, Camara y cols., 2007,
de Bono y cols., 2008; Pachmann y cols., 2008; Cohen y cols., 2008;
Pachmann y cols., 2011]. Actualmente no se conoce si existe una extraccion,
gue realizada en un determinado momento de la evoluciéon de la

enfermedad, nos de la mayor informacidn posible sobre ésta.

La pérdida de especificidad en el ensayo puede ocurrir por la
pequefia proporcidon que existe de CTCs comparadas con la cantidad de
células hematopoyéticas presentes (aproximadamente 1 célula tumoral entre
10°-10’ células nucleares) o por la variacidon en la expresion del marcador
utilizado en el estudio [Fehm vy cols., 2002; Antolovic y cols., 2010;
Willipinski-Stapelfeldt y cols., 2005; Paterlini-Brechot y Benali, 2007,
Rao y cols., 2005; Effenberger y cols., 2011; Mikolajczyk y cols., 2011]. Asi
pues, tanto la técnica escogida como el marcador utilizado para la deteccion
son cruciales para obtener la mayor sensibilidad y especificidad posible
[Ko y cols., 2000; Silva y cols., 2001; Vlems vy cols., 2002,
Schuster y cols., 2004].
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Los marcadores moleculares empleados varian dependiendo del tipo
de tumor estudiado, y pueden ser: CEA, CK20, EGFR y mucinas, en cancer del
tracto  gastrointestinal y de vejiga [Soeth 'y cols., 1997;
Hardingham y cols., 2000; Gazzaniga y cols., 2001; Retz y cols., 2001;
Tsouma y cols., 2010]; PSA en cancer de la préstata [Ross y cols., 2005;
Chen y cols., 2005]; tirosinasa, p97 y MelanA/MART1 en melanoma
[Kunter y cols., 1996; Gogas y cols., 2002; Palmieri y cols., 2003]; péptido
liberador de gastrina, SCG3 y marcadores de muerte celular (neopéptidos de
CK18 escindidos por caspasas y DNA nucleosomal), en cancer de pulmdn
[Lacroix y cols., 2001; Saito y cols.,, 2003; Moss y cols., 2009;
Hou y cols., 2009]; y CK19, CEA, HER2 y MUC1 en cancer de mama
[Zach y cols., 1999; de Cremoux y cols., 2000; Felton y cols., 2004,
Ignatiadis y cols., 2008; Cheny cols., 2010].

Los marcadores inmunoldgicos utilizados no varian tanto, basandose
mas en marcadores especificos de tejido, como son los marcadores de
subtipos histoldgicos, que en marcadores asociados al tumor, aunque estos
ultimos también se han empleado, por ejemplo la deteccién de CTC que
expresan HER2 (CTC HER2+) [Stojadinovic y cols., 2007b; Fehm vy cols., 2010;
Ignatiadis y cols., 2011]. Los marcores inmunoldégicos mas utilizados son: CKs
8/18/19 [Cristofanilli y cols., 2004; Cristofanilli y cols., 2005;
Coheny cols., 2008; Wind y cols., 2009; Swennenhuis y cols., 2009]; y CKs 7/8
[Molnary cols., 2001; Fehm y cols., 2002; Gaforio y cols., 2003].

Previa a la deteccidon de las CTCs, la mayoria de los grupos de
investigacion realizan un enriquecimiento de la muestra. Como se ha
indicado antes, los procedimientos utilizados son la centrifugacién en
gradiente de densidad [Fehm y cols., 2002; Gaforio y cols., 2003], la lisis de
eritrocitos [Rolle y cols., 2005; Camara y cols., 2006; Yang y cols., 2009],
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filtracion [Vona y cols., 2000; Kahn y cols., 2004] y el enriquecimiento
inmunomagnético [Molnar y cols., 2001; Fehm vy cols., 2002;
Gaforio y cols., 2003; Cristofanilli y cols., 2004; Ulmer y cols., 2004;
Cohen y cols., 2008; Swennenhuis y cols., 2009]. No obstante, hay que tener
presente que la utilizacién de estos y otros procedimientos implica la
posibilidad de cierta pérdida de células tumorales durante el procesamiento
de la muestras. Asi, las variaciones en los rangos de deteccion de los distintos
grupos se deben, entre otras cosas, a las distintas técnicas utilizadas en cada
laboratorio. A pesar de ello, podemos considerar que los protocolos de
enriquecimiento celular son recomendables y pueden aumentar |la

sensibilidad de la deteccidn de CTCs en sangre periférica [Guo y cols., 2004].

El procedimiento de enriquecimiento celular de la muestra mas
utilizado es el aislamiento celular por inmunoseleccion. En el caso de la
seleccidn positiva, hay que tener en cuenta la heterogeneidad de cada tumor,
ya gque cada tipo expresa no sélo diferentes antigenos epiteliales especificos,
sino también diferentes niveles de expresion de estos antigenos. Por
consiguiente, las células tumorales pueden escapar a esta seleccidn
[Fehm y cols., 2002; Willipinski-Stapelfeldt y cols., 2005; Rao y cols., 2005;
Antolovic y cols., 2010; Effenberger y cols., 2011; Mikolajczyk y cols., 2011,
Paterlini-Brechot y Benali, 2007], y para demostrar el enriquecimiento
exitoso seria necesario analizar las porciones celulares no capturadas. El
método de seleccion negativa posibilita el uso de muestras mas grandes y
puede mejorar la sensibilidad de la técnica [Naume y cols., 1998]. Sin
embargo, los protocolos disponibles no erradican completamente Ia
presencia de células hematopoyéticas, pudiendo quedar atrapadas las células
tumorales entre éstas y pasando de esta forma inadvertidas. También es
posible realizar la combinacién de ambos métodos de seleccién, positiva y

negativa, para mejorar los resultados obtenidos [Guo y cols., 2004].
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3.4.4. Otros tipos de muestra

La deteccion de células tumorales en otros tejidos diferentes a
nddulos linfaticos, médula 6sea y sangre, puede proporcionar una valiosa
informacién sobre el prondstico de la enfermedad en ciertos tipos de

tumores.

Por ejemplo, la deteccion de células tumorales en lavados
peritoneales de pacientes con cdncer de pancreas o colon, por ICC, ha
demostrado  tener valor prondstico [Vogel 'y cols., 2002;
Hoffmann y cols., 2007]. En el cancer de pulmén se usan nuevas técnicas
moleculares para descubrir células tumorales en el esputo
[Palmisano y cols., 2000; Belinsky y cols., 2005]. En el caso de cancer urotelial,
se estan utilizando multisondas (marcacion de varios genes con distintos
fluorocromos) para el analisis citogenético por FISH, obteniendo una gran
sensibilidad y especificidad en la deteccidn de células tumorales en la orina y
en lavados de vejiga [Bubendorf y cols., 2001; Bergman y cols., 2008].
También se utilizan técnicas moleculares para la deteccién de mutaciones de
DNA en muestras de heces de pacientes con cdancer colorrectal
[Dong y cols., 2001; Calistri y cols., 2003]. En el caso de pacientes con
tumores de mama, se usan aspirados del pezdn o fluidos de lavados ductales,
para la deteccion de marcadores moleculares que puedan predecir la
presencia de la enfermedad [Sauter y cols., 2002; Sauter y cols., 2007], o

metilaciones del DNA [Lee y cols., 2004; Fackler y cols., 2006].
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5. Caracteristicas biolégicas de las CTCs y las DTCs

La caracterizacion de las CTCs y las DTCs tiene dos objetivos basicos:
primero, indicar su origen tumoral, y segundo, identificar otras caracteristicas
celulares que puedan ser utilizadas a la hora de emplear terapias dirigidas o

individualizadas.
3.5.1. Caracteristicas morfoldgicas

La morfologia caracteristica de las CTCs y las DTCs es de células
tipicamente tumorales, es decir, células de un tamafo mediano-grande vy
nucleadas, con un gran ratio nucleo/citoplasma y nucleo, generalmente,
granulado. Aunque suelen ser células pleomdérficas (Figura 14)

[Marrinucciy cols., 2007; Marrinucci y cols., 2010].

Figura 14. Pleomorfismo de las CTCs detectadas en sangre periférica de pacientes
con cancer colorrectal metastasico, utilizando: fluorescencia y marcacién
Papanicolau [Marrinucci y cols., 2010]. Tipos representativos de CTCs identificadas
en los pacientes. Izquierda: Marcacion fluorescente de las CTCs; Rojo: Alexa 555-CK,

y Azul: DAPI. Derecha: Marcacion Papanicolau de las correspondientes CTCs.

7,5 um

7,5 um 7,5 um
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3.5.2. Caracteristicas fenotipicas

La caracteristica fenotipica principal de las CTCs y las DTCs de

tumores de origen epitelial es la expresién de marcadores epiteliales, como

son las CKs y la EpCAM.

Hay que tener en cuenta que tanto las CTCs como las DTCs han

atravesado la EMT, en el caso de las DTCs también el proceso inverso (MET),

por lo que estas células tumorales varian la expresion de las CKs y la EpCAM,

e incluso llegan a no expresarlas [Pantel y cols., 1994; Thiery, 2002;

Fehm y cols., 2002; Willipinski-Stapelfeldt y cols., 2005; Rao y cols., 2005;

Paterlini-Brechot 'y  Benali, 2007; Antolovic y ©cols., 2010;

Effenbergery cols., 2011; Mikolajczyk y cols., 2011].

1.
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Otras caracteristicas fenotipicas (Tabla 3) de las CTCs y las DTCs son:

Expresion de HER2, la cual se puede emplear para: una mejor clasificacion
de los pacientes, como en los estudios de Braun y cols. (2001c),
Schindlbeck y cols. (2005) y Wilfing y cols. (2006), donde se observa que
la expresién de HER2 en las CTCs y DTCs (células CK+) se correlaciona con
una menor supervivencia y tiempo libre de enfermedad en pacientes con
cancer de mama; la evaluaciéon de la respuesta frente a tratamientos
especificos [Ignatiadis y cols., 2011; Solomayer vy cols., 2006;
Krawczyk y cols., 2009]; e incluso para estudiar la biologia de la progresion
tumoral [Solomayer y cols., 2006; Wiilfing y cols., 2006]. En algunos de
estos estudios se observa como la expresién de HER2 aparece en las DTCs
y CTCs (células CK+ o EpCAM+ o MUC1+) de pacientes con tumores
primarios de mama HER2 negativos [Becker y cols., 2005;
Solomayer y cols., 2006; Fehm vy cols., 2007; Pestrin y cols., 2009;
Tewes y cols., 2009; Krawczyk y cols., 2009; Fehm y cols., 2010;
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Somlo y cols., 2011]. Por ejemplo, Fhem y cols. (2010), evaluaron la
expresion de HER2 en las CTCs aisladas de sangre periférica de pacientes
con cancer de mama metastasico, utilizando el ensayo CellSearch (células
EpCAM+) y el AdnaTest BreastCancer (células EpCAM+ y MUC1+), y lo
compararon con la expresion de esta proteina en el tumor primario. Sus
resultaros mostraron que, considerando solamente los pacientes que eran
CTCs+ en ambos test [62 (50% CellSearch y 39% AdnaTest BreastCancer)],
el 50% (31/62) presentaban CTCs HER2+ (41% CellSearch y 47% AdnaTest
BreastCancer), ademas, la deteccién de CTCs HER2+ aparecia también en
pacientes cuyo tumor primario era HER2-. Los resultados de varios
estudios indican que la expresion de HER2 aparece durante la progresion
tumoral y, ademas se debe tener en cuenta la expresion de ésta proteina

en las CTCs y las DTCs para poder administrar tratamientos frente al HER2.

2. Expresion de EGFR, la cual se puede emplear para definir tratamientos
mas especificos y evaluar la respuesta frente a estos
[Schlimok y Riethmdller, 1990; Liu y cols., 2010; Punnoose y cols., 2010].
Liu y cols. (2010), presentaron el caso de una mujer con cancer de mama
metastasico (ER-, RP-, HER2+ y EGFR+ solo en el 2% del tumor) a la cual,
tras varios tratamientos de quimioterapia, se le realiza una extraccién de
20 ml de sangre periférica para la deteccion de CTCs. Se detectaron 28
CTCs (células CK+) de las cuales 24 expresaban EGFR (80%), por lo que se
inicid un tratamiento con capecitabina y lapatinib y se monitorizaron las
CTCs en sangre durante el mismo, obteniendo: en las primeras semanas
una disminucién de 8 veces en el nimero de las CTCs aisladas, ademas de
una disminuciéon del 50% del tumor; tras nueve semanas de tratamiento,
la desaparicidn de las CTCs (no se detectaron) y se produjo una reduccion
de las lesiones del 80%; tras 18 semanas de tratamiento un aumento del

marcador CA 15.3 y la deteccion de 2 CTCs EGFR-, este resultado se
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mantuvo tras 30 y 42 semanas de tratamiento. La conclusidon a la que
llegaron estos autores es que, este caso demuestra como es posible
utilizar la deteccion y fenotipacién de CTCs para definir los tratamientos
opcionales que pueden emplearse de forma personalizada en los

pacientes.

Variacidn de la expresion del ER, la cual se puede emplear para una mejor
clasificacion de los pacientes y la evaluacidon de la respuesta frente a
tratamientos especificos, e incluso para estudiar la biologia de la
progresion tumoral [Fehm vy cols., 2008; Aktas y cols., 2011;
Somlo y cols., 2011]. En el estudio de Fehm y cols. (2008), se observa
como la expresion del ERa, detectada por IF, desaparece en las DTCs
(células CK+) [42% (107) de los pacientes presentaba DTCs; la evaluacidn
de la expresién de ERa en estas células fue: 88% ERa-; 12% ERa+; y 26%
expresion heterogénea de ERa], aisladas de pacientes con cancer de
mama de tumores primarios ERa+ (82% tumores primarios ERa+;
concordancia entre la expresion de ERa en el tumor primario y las DTCs
del 28%). Lo que podria explicar la pérdida de efectivadad del tratamiento

hormonal en estos pacientes.

Expresion del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHCI), la
cual se puede emplear para estudiar la evolucién de la enfermedad y la
biologia de la progresién tumoral [Pantel y cols., 1991; Zia y cols., 2001].
Zia y cols. (2001) evaluaron la expresion del HLA | (antigeno leucocitario
humano clase I) en las DTCs (células CK+) aisladas en aisparados de
médula ésea de 30 pacientes con cancer de mama en estadio MO. Sus
resultados mostraron que 16 pacientes (53,3%) presentaban expresién de
HLA |, mientras que 6 (20%) presentaban una pérdida parcial de éste.

Ademas, las DTCs que se detectaron con pérdida parcial o total del HLA |
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derivaban de pacientes cuyo tumor primario era pobremente diferenciado

Y su presencia se asocid a una supervivencia menor de la poblacion.

5. Carencia de expresién de Ki67, tanto en DTCs como CTCs, lo cual indica
que la mayor parte de estas células tumorales se encuentran en fase GO
(estado de dormancia). El estudio de la expresidén de ésta proteina en las
CTCs y las DTCs se puede emplear para evaluar la respuesta a los
tratamientos quimioterdpicos [Pantel y cols., 1993a; Miiller y cols., 2005].
En el estudio de Miiller y cols. (2005), se analizaron 47 (23 pacientes MO y
24 pacientes M1) muestras de sangre periférica de pacientes con cancer
de mama, antes y después de haber recibido terapia sistémica, para
detectar las CTCs (células CK+) y analizar la expresidn de Ki67 en éstas. Sus
resultados mostraron que 9 de los 47 pacientes (1 paciente MO y
8 pacientes M1) presentaban CTCs y ninguna de estas células tumorales
expresaba el marcador Ki67, lo que indica que la proliferacién de las CTCs
es un evento raro e independiente del tratamiento o del estado de la

enfermedad.

6. Expresién del marcador de apoptosis M30, el cual se puede emplear para
evaluar la repuesta de los pacientes a la terapia administrada
[Larson y cols., 2004; Fehm y cols., 2006; Swennenhuis y cols., 2009].
Fehm vy cols. (2006), analizaron 157 aspirados de médula dsea de
pacientes con cancer de mama para detectar DTCs apoptéticas. Sus
resultados mostraron que el 26% (36/157) de los pacientes presentaban
DTCs (células CK+) M30+ o apoptéticas, de los cuales 17 solo poseian DTCs
apoptoéticas y 19 presentaban tanto DTCs apoptdticas como no
apoptoticas. Debido a que no se detectaron DTCs apoptdticas en los
pacientes que presentaban progresion de la enfermedad, y a que si se

detectaron en el 14% de los pacientes con remision parcial o completa vs.
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el 4% de los pacientes con enfermedad estable, estos autores concluyeron
que la presencia de DTCs apoptdticas reflejaba la respuesta a la terapia.
Ademas, un subgrupo de pacientes con enfermedad estable y remisién
parcial o completa, presentaban tanto DTCs apoptdticas como no

apotéticas, lo que mostraba una respuesta heterogenea a la terapia.

Expresidn de p53 mutada en DTCs, la cual se puede emplear para estudiar
la progresidon tumoral y como diana terapeutica [Offner y cols., 1999].
Offner y cols. (1999) analizaron los aspirados de médula dsea de 114
pacientes con tumores sdlidos epiteliales (cancer de pulmén, colorrectal,
mama, estdmago, pancreas, tracto urogenital y de origen desconocido),
para detectar DTCs y estudiar en éstas la expresion de la proteina p53
mutada por ICC. Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que
46 de los pacientes (40%) presentaban DTCs en médula dsea y solo 4
pacientes [3,5% de los 114 pacientes; o el 8,7% de los pacientes con DTC
(4/46)] presentaban la proteina mutada con heterogeneidad de la
marcacién. Ademas, en este estudio se comprobd que la expresion de p53
mutada en el tumor primario de 47 pacientes con cancer de pulmodn
(46,8%, 22/47 p53+), se correlacionaba con la presencia de células
tumorales en ndédulos linfaticos pero no en médula ésea. Por lo que los
autores postularon que la mutacidn de p53 no es un evento necesario
para la diseminacidon hematdgena pero parece favorecer la diseminacion

en el cdncer de pulmon.

Expresion de EMMPRIN, la cual se puede emplear para estudiar la
evolucion de la enfermedad y la biologia de la progresion tumoral
[Reimers y cols., 2004; Buergy y cols., 2009]. Reimers y cols. (2004),
evaluaron la expresiéon de EMMPRIN en las DTCs (células CK+) aisladas de

31 pacientes con cancer de mama MO, sus resultados mostraron como
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esta proteina era altamente expresada por las DTCs independientemente
de su expresion en el tumor primario [35,0% de las muestras de médula
Osea eran CK+ (11 muestras de las 31 analizadas (11/31). En las que se
encontraron 38 células CK+]; 89,0% de las células CK+ (34/38) expresaban
EMMPRIN. Como control postivio de este estudio, se evalud la expresion
de EMMPRIN en 1 paciente M1 en el que se detectaron 190 DTCs, de las
cuales 169 expresaban EMMPRIN (89,0%). En este trabajo un bajo

porcentaje células mononucleares expresaba EMMPRIN.

9. Expresién del receptor del activador del plasmindgeno tipo uroquinasa
(uPAR), el cual se puede emplear para estudiar la evolucién de la
enfermedad [Allgayer y cols., 1997; Heiss y cols., 2002;
Thomas y cols., 2009]. Heiss y cols. (2002), observaron que aquellos
pacientes con cancer préstata que presentaban DTCs (células CK+; 97/157
pacientes) con expresion de uPAR (51,92%; 81/156 pacientes) mostraban
una menor supervivencia y un menor tiempo libre de enfermedad,
indicando que este marcador podria ser un factor prondstico
independiente. Ademds la expresion de uPAR en las DTCs se
correlacionaba con el estadio tumoral y la expresién de uPAR y PAI-1 en el

tumor primario.

10.Fenotipo CD44%/CD247°°_ E| trabajo de Al-Hajj y cols. (2003), sugiere que
solamente un tipo de células tumorales, CSC o células iniciadoras del
cancer, son las que poseen capacidad tumorigénica. En cdncer de mama

estas células se identifican con el fenotipo CD44"/CD247*3°

, ¥y solamente
100 de éstas células, extraidas de pacientes, son capaces de generar el
tumor en ratones inmunocomprometidos generando células tumorales de
diferentes lineas. Estas CSC representan una poblacion baja (10-20%) en el

tumor primario [Abraham y cols., 2005]. Debido a que estas células son las
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iniciadores del cancer, seria necesario desarrollar terapias especificas que
afecten a esta subpoblacidon celular. Balic y cols. (2006) analizaron el
porcentaje de células con fenotipo CD44*/CD24 73 que se podian
detectar en aspirados medulares de pacientes con cancer de mama en
estadio MO, en los que se habia detectado previamente la existencia de
DTCs (células CK+). Sus resultados mostraron que éste fenotipo de células
madre putativas se podia encontrar en todas las muestras con células CK+.
La prevalencia media de estas células con fenotipo CD44%/CD247°° fue
del 72% y del 65% (33%-100%) entre las DTCs totales por paciente. Este
trabajo, es la primera evidencia de la existencia de una subpoblacion de
células con fenotipo de células madre/progenitoras putativas dentro de
las DTCs detectadas en médula désea. Debido a que estos autores
encontraron este fenotipo celular en todos los pacientes en los que se
detectaron células CK+, sus resultados sugieren que la mayoria de los
pacientes que presentan DTCs en médula ésea pueden tener un riesgo de
por vida para presentar la recaida de la enfermedad. Actualmente hace
falta asociar la presencia de estas células con fenotipo de células
madre/progenitoras putativas con los factores clinicos de riesgo
aceptados, el tiempo libre de progresién y la supervivencia global de la
poblacién. La deteccion de esta subpoblacidn celular, en pacientes
sometidos a cirugia del tumor primario en estadios tempranos de la
enfermedad, podria explicar los fallos que se producen al aplicar la
quimioterapia adyuvante. Alix-Panabiéres y cols. (2007) detectaron células
con fenotipo de células madre putativas CK19+/MUC1-, siendo éste otro
fenotipo que se le ha asociado a las CSCs (células ESA+MUC1-, las cuales
pueden expresar posteriormente CK19) [Gudjonsson y cols., 2002], en

médula dsea de pacientes con cancer de mama y prdstata. Sus resultados

mostraron que el nimero de DTCs detectadas era inferior en los pacientes
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MO que en los pacientes M1, pero que la mayoria de las DTCs detectadas
en los pacientes MO tenian un fenotipo CK19+/MUC1-. Estos resultados,
junto con otros de este mismo grupo de investigacion, demuestran que
las DTCs en pacientes con cancer de mama y prostata son viables y
heterogéneas, en cuanto a la secrecidn de proteinas, y hace falta una
caracterizacion mas profunda de las células CK19+/MUC1- para identificar

a las células madre putativas.

11. Expresién de marcadores de la EMT. En el trabajo de Aktas y cols. (2009)
se realizé la monitorizaciéon del nimero de CTCs a 39 pacientes con cancer
de mama metastdsico durante el tratamiento (quimioterapia,
hormonoterapia o con anticuerpos), y los pacientes fueron divididos
segln su respuesta a éste. En este trabajo se analizaron 226 muestras de
sangre para la deteccidon de CTCs con el sistema Adna Test Breast Cancer
(enriquecimiento inmunomagnético con los mAbs anti-EpCAM vy
anti-MUC1), tras este enriquecimiento se analizaron las muestras para los
transcriptos de EpCAM, MUC1 y HER2; marcadores de EMT: Twist1, Akt2 y
PI3Ka; y el marcador de células madre ALDH1. Los resultados de este
estudio mostraron que: el 31% (69/226) de las muestras eran positivas
para la deteccidon de CTCs; en el grupo de muestras CTCs+ el 62% eran
positivas para la deteccion de al menos uno de los marcadores de la EMT
y el 69% eran positivas para ALDH1; en el grupo de muestras CTCs- los
porcentajes fueron 7% y 14%, respectivamente. Por lo que una proporcion
elevada de las CTCs aisladas en los pacientes con cdncer de mama
metastdsico presenta caracteristicas de la EMT y de células madre.
Ademas, se observd que existia una mayor expresion de los marcadores
de la EMT y células madre en la poblacién de pacientes que no respondia
al tratamiento, 62% (EMT) y 44% (ALDH1) vs. 10% (EMT) y 5%, (ALDH1),

en los pacientes que si respondian al tratamiento, lo que podria indicar la
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utilidad de estos marcadores para identificar una subpoblacién celular

resistente a la terapia, y ser utilizados como marcadores de mal

prondst

ico.

Tabla 3. Caracteristicas fenotipicas de las CTCs y las DTCs. [Modificacidn de la tabla

de caracteristicas fenotipicas de las DTCs (CK+) de médula ésa, publicada por Pantel y

Braun (2001

Marcador

)]

N2 de pacientes
con CTC/DTC que

expresan el
marcador (%)

Estudio

Marcadores histoldgicos
PSA Prostata DTC | 5/13 (38,5%). Riesenberg y cols., 1993
Mama/CRC DTC | o;o0. Schlimok y cols., 1987
c Mama CTC | 0. Cristofanilliy cols., 2004
D45 | colon ctc | o. Cohen y cols., 2008
Préstata CTC | 0. Swennenhuis y cols., 2009
Vimentina | Mama/CRC DTC | O. Pantel y cols., 1994
Antigénos asociados a proliferacion
PCNA Prostata DTC | O. Mueller y cols., 1998
Mama/CRC/ DTC | 1/12(8,3%); 0/13; | Pantely cols., 1993a
Estomago 0/8.
Ki67
Pulmén DTC | 0/7. Pantel y cols., 1993b
Mama CTC | 0. Miller y cols., 2005
Mama/CRC/ DTC | 1/11(9,1%);5/12 | Pantely cols., 1993a
Estomago (41,7%); 4/13
p120 (30,8%).
Pulmén DTC | 3/10 (30%). Pantel y cols., 1993b
Proteinas mutadas
Mama/CRC/ 29/63 (46%)
Estémago/Pulmon/ pacientes con DTCs.
P53 Gastrointestinal/ DTC | 4/63 (6,3%) DTCs Offnery cols., 1999
Pancreas p53+.
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N2 de pacientes
con CTC/DTC que

Marcador
expresan el

marcador (%)

Receptores hormonales

Estudio

ER Mama DTC | 13/107 (12%). Fehmy cols., 2008
MHC clase |
Mama/CRC/ DTC | 9/26 (34,6%); 12/17 | Pantely cols., 1991
HLA Clase | Estdomago (70,6%); 8/11
[ (72,7%).
Mama DTC | 16/30(53,3%). Ziay cols., 2001
Receptores de factores de crecimiento
Mama/CRC DTC | 10/37 (27%); Schlimok y Riethmailler,
4/15 (26,7%). 1990
EGFR
NSCLC CTC | 16/20 (80%).
Punnoose y cols., 2010
Mama/CRC/ DTC | 48/71(67,6%); Pantel y cols., 1993a
Estomago 14/50 (28,0%).
Mama DTC | 20/46 (43%). Solomayer vy cols., 2006
HER2 Mama CTC | 122/225 (50%) CK+. | Fehmy cols., 2010
50/122 (41%) HER2+.
Mama CTC | 90/229 (39%) Fehmy cols., 2010
MUC1+, EpCAM+.
42/90 (47%) HER2+.
Receptor | Mama DTC | 17/59 (28,8%). Schlimok y Riethmiiller,
de 1990
transferrina | Pulmdn NSCLC DTC | O. Pantel y cols., 1993b

Proteasas o proteinas asociadas a las proteasas

Mama DTC | 11/31 (35%) CK+,
con 38 DTC =34/38
(89%) EMMPRIN+.

Colon/Gastrico DTC | 11/38(28,94%) CK+,
el 16% de las DTC
EMMPRIN+; 4/13
(30,76%), el 48,5%
de las DTC
EMMPRIN+.

EMMPRIN

Reimersy cols., 2004

Buergy y cols., 2009

Gastrico DTC | 81/156 (51,92%).

uPAR DTC | 28/47 (60%);

Prostata CTC | 9/47(19%).

Heiss y cols., 2002

Thomas y cols., 2009
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N2 de pacientes con

CTC/DTC que

Marcador Estudio

expresan el
marcador (%)

Marcadores de apoptosis

Mama DTC | 36/157 (23%). Fehmy cols., 2006

Préstata CTC | 10/10 (100%)~> Larson y cols., 2004
Todos los pacientes
CTC M30+.

24 muestras con
M30 765 CTC.
Prostata CTC | 590/765 (77,12%) Swennenhuis y cols.,
CTC M30-. 2009

175/ 765 (22,87%)
CTC M30+.

Marcadores de células tumorales totipotenciales

47 pacientes CK+.
Mama DTC | 141/218 DTC (65%) Balic y cols., 2006
CcD44*/CcD24

cD44*
cD24

69/226 (31%
muestras) EpCAM+,
ALDH1 Mama CTC MUC1+, HER2+. Aktas y cols., 2009
69% fueron
ALDH1+.

Marcadores de EMT

69/226 (31% muestras)
EpCAM+, MUC1+,

Twistl, HER2+. 62% fueron
Akt2 y/o Mama CTC  |gMTs: 42% Twist1+: Aktas y cols., 2009
PI3Ka 62% Akt2+; y 58%
PI3Ka+.
ALDH1 = Proteina aldehido deshidrogenasa; Akt2 = Proteina quinasa B de serina/treonina;

CD24 = Sialoglicoproteina de superficie que se expresa en granulocitos maduros y células B, molécula de
diferenciacion de grupo 24; CD44 = Glicoproteina de superficie envuelta en las interacciones célula-
célula, adhesién y migracidon celular, molécula de diferenciaciéon de grupo 44; CD45 = Antigeno
leucocitario comun o molécula de diferenciacion de grupo 45; CK = Citoqueratina; CRC = Cancer
colorrectal; CTC = Células tumorales circulantes; DTC = Células tumorales diseminadas; EGFR = Receptor
del factor de crecimiento epidérmico humano; EMMPRIN = Molécula de adhesién celular inductora de
metaloproteasas de matriz extracelular; EpCAM = Molécula de adhesion celular epitelial; ER = Receptor
de estrégenos; HLA = Antigeno leucocitario humano; ICAM-1 = Molécula 1 de adhesion intercelular;
HER2 = Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano; Ki67 = Antigeno Ki67 o proteina
nuclear de proliferacién celular; p120 = Catenina delta 1, proteina asociada a cadherina; p53 = Proteina
tumoral de 53 KDa; M30 = Péptido derivado de la rotura de la CK18 durante la apoptosis;
MHC = Complejo mayor de histocompatibilidad; NSCLC = Carcinoma de pulmdn de células no pequefias;
PCNA = Antigeno nuclear de células en proliferacién; PI3Ka = Polipéptido alfa del enzima quinasa 3
fosfatilinositol; PSA = Antigeno especifico de prdstata; uPAR = Receptor del activador del plasmindgeno
tipo uroquinasa; Twistl = Factor de transcripcion 1.
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3.5.3. Caracteristicas genéticas

Algunas de las anomalias genéticas que se han detectado en las CTCs

y las DTCs de tumores de origen epitelial son (Tabla 4):

1. Acumulacién de desequilibrios gendmicos, donde lo mas general es la
ganancia de cromosomas. Miiller y cols. (1996) describieron, por primera
vez, aberraciones en el nimero de copias del cromosoma 17 en las DTCs
(células CK+) aisladas de aspirados de médula dsea de 9 pacientes con
cancer de mama. Sus resultados mostraron que las DTCs eran
aneusomicas; y que en las DTCs individuales era mas comun que
aparecieran monosomias y disomias, y en los cluster de DTCs polisomias.
Fehm y cols. (2002) fueron los primeros autores en describir la presencia
de aneusomias cromosdmicas en las CTCs aisladas de sangre periférica de
31 pacientes con diferentes tipos de tumores (cancer de mama, colon,
pulmén, préstata y rifidn). En 20 de los 31 pacientes aparecen mas de una
CTC, y las aneusomias que presentan para los cromosomas 1, 3,4, 7, 8, 11
y 17 son en algunos casos (6/20) homogéneas y en otros (8/20)
heterogéneas. Posteriormente, realizaron dos estudios mas: (i) analizaron
el cambio del numero de cromosomas (cromosomas 1, 7, 8 y 17) en las
CTCs aisladas en 20 pacientes con cancer de mama, y sus resultados
mostraron como la mayoria de las CTCs eran aneusdmicas, al menos para
uno de los cromosomas estudiados, y es mas comun la ganancia
(44%; 64%; 75%; y 45%, respectivamente) que la pérdida de cromosomas
(cromosomas 1, 8 y 17; 8%-15% monosomias, no aparece monosomia
para el cromosoma 7); (ii) analizaron si los resultados de las CTCs aisladas
en 17 pacientes concordaban con los obtenidos en el tumor primario de
estos, y excluyendo 4 pacientes que presentaban CTCs disémicas, la

concordancia fue del 76,9% (10/13). Estudios posteriores demuestran que
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las CTCs y DTCs, en su mayoria, son aneusOmicas y es mas comun la
ganancia que la pérdida de cromosomas [Swennenhuis y cols., 2009;

Klein y cols., 2002; Meng vy cols., 2004b].

Amplificacién de ERBB2, la cual se puede adquirir durante la progresion
tumoral en el caso del cancer de mama [Meng y cols., 2004a].
Miuiller y cols. (1996) describieron la amplificacion de ERBB2 en las DTCs
(células CK+) aisladas de aspirados de médula ésea en 2 de los 8 pacientes
(25%) con cancer de mama que analizaron, demostrando asi la naturaleza
maligna de éstas células tumorales. Meng y cols. (2004a) detectaron en 9
de 24 pacientes con cancer de mama, CTCs que presentaban amplificacion
del gen ERBB2 mientras que sus tumores primarios no lo hacian, por lo
que estas CTCs adquirieron la amplificacion del gen durante la progresion
tumoral. Ademas, 4 de estos 9 pacientes fueron tratados con herceptin, lo
cual obtuvo una respuesta parcial en 2 pacientes y completa en uno de

ellos.

Rara aparicion de mutaciones en TP53 en las DTCs [Offner y cols., 1999;
Klein y cols., 2002]. Klein y cols. (2002) analizaron la apariciéon de
mutaciones en TP53 (exones 4-9) en las DTCs de 525 muestras
(células CK+ en aspirados de médula dsea y sangre, y células EpCAM+ en
nddulos linfaticos) de 474 pacientes con cancer de mama (304), prostata
(106) vy gastrointestinal (115). Sus resultados mostraron que
independientemente del tipo de tumor y del compartimento estudiado
(médula 6sea, sangre o nddulos linfaticos), existia una gran divergencia
genética sobre todo en el nimero de desequilibrios cromosémicos, que el
gen TP53 raramente aparece mutado en las DTCs, y aunque algunas DTCs
albergaban mutaciones en TP53 existia una microheterogeneidad en el

genotipo de este gen. Ademds realizaron una hibridacién gendmica
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comparativa y comprobaron que las DTCs eran genéticamente muy
inestables y heterogenéas, y que la heterogeneidad disminuia
notablemente con la aparicion de metdstasis clinicamente detectables
(DTCs de los pacientes M1 eran menos heterogéneas que las DTCs de los

pacientes MO0).

4. Mutaciones en el codén 12 de K-ras en DTCs. Solakoglu y cols. (2002)
analizaron la aparicion de esta mutacion en las DTCs (células CK+)
expandidas in vitro, que habian sido aisladas de los aspirados de médula
6sea, de 7 pacientes con cancer de colon. Sus resultados mostraron una
gran heterogeneidad en las células analizadas (15-30 células por
paciente): 2 pacientes presentaban esta mutacion; 4 presentaban tanto la

mutacion como el alelo normal del gen; y 1 no presentaba la mutacion.

5. Activacion de mutaciones en EGFR, las cuales se pueden adquirir durante
la progresion tumoral del cancer de pulmdén. Maheswaran y cols. (2008)
detectaron en pacientes con cancer de pulmon resistentes a la terapia con
inhibidores tirosin-quinasa, que presentaban en su tumor primario
mutaciones primarias de EGFR (delecién del exén 19 y mutacién sin
sentido L858R) y la mutacién T790M con una frecuencia muy baja, CTCs
con mutaciones en EGFR, que eran mutaciones primarias y la mutacion
T790M, e incluso, detectaron CTCs con mutaciones adicionales en EGFR
gue no aparecian en el tumor primario. Esto sugiere que existe una
emergencia de la mutacion T790M y de mutaciones adicionales durante la
progresion tumoral, después de la quimioterapia, y pueden representar

diferentes clones celulares seleccionados durante el tratamiento.



3.5.4. Otras caracteristicas
3.5.4.1. Potencial proliferativo

Solakoglu y cols. (2002) demostraron como era posible realizar
expansiones celulares in vitro de DTCs (células CK+) aisladas de 153 pacientes
recién diagndsticados de cancer (prdstata, mama, colon y rifidn). En este
estudio se realizd un sreening previo de la presencia de DTCs en médula
Osea, tras esto se realizd el cultivo de células de médula dsea, de 21 a 102
dias, y se detectaron células CK+ viables en el 81% de las cultivos
(124 pacientes). Este resultado demuestra que la mayoria de los pacientes
poseian DTCs viables en médula ésea en el momento del diagndstico del
tumor; y el potencial proliferativo de las DTCs aisladas en médula ésea.
Ademas, la viabilidad de estas células tumorales resulté ser un factor
prondstico de la enfermedad mas fiable que la mera deteccidon de DTCs en

médula dsea.
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Tabla 4. Caracteristicas genéticas de las CTCs y las DTCs.

N2 de pacientes con

Caracteristica Tumor DTCo CTC | CTC/DTC que presentan Estudio
la caracteristica (%)

Amplificacion de ERBB2

14 pacientes (8 con
cancer de mamay 6 con
cancer de prdstata) con
Mama DTCs. Miller y cols., 1996
ERBB2 Prostata prc 2/8 (25%) DTCs con
amplificacién de ERBB2.
6/6 (100%) no
amplificacion del gen
24 pacientes, tumor
primario ERBB2-. Meng y cols., 2004a
9/24 (37,5%) CTCs
amplificacion del gen

ERBB2 Mama CTC

Mutaciones en TP53

Pulmén/
P53 Mama/ DTC DTC alelo normal de ps3 | OTer Y cols., 1999
Préstata/
Colon
19/115 (16,52%) DTCs
Mama/ mutacion TP53y 2 (1,7%)
P53 Préstata/ | prejcqe | DTCs delecion Klein y cols., 2002
Gastrointes- homocigética.
tinal 82% de DTCs no
presentaron mutacion.
Mutaciones en EGFR
27 pacientes con CTC, 23
analisis mutaciones EGFR
en sus CTC.
20/23 tumor primario
mutaciones en EGFR;
todas las CTC portan las
EGER Pulmén cTC mutaciones, la mutacion | Maheswarany cols.,

T790M aparece en mayor |(2008)
proporcion que en tumor
primario, y aparecen
nuevas mutaciones.

3/23 sin mutaciones en
tumor primario; CTC sin
mutaciones.
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N2 de pacientes con
Caracteristica DTCo CTC | CTC/DTC que presentan Estudio

la caracteristica (%)

Desequilibrios genémicos

9 pacientes con DTCs.
9/9 (100%) DTCs con
aneusomias.

Mama Se analizaron 197 DTCs Miiller y cols., 1996
Ch17 pTc totales: 32,48% <2
copias; 14,72% con 2
copias; y 52,79% > 2
copias del Ch17.

Mama/
Chi, 3,4,7,8, | Préstata/
11y 17 Colon/
Rifién

31 pacientes con CTCs.
CTC 25/31 (80,64%), CTCs con
aneusomias.

Fehmy cols., 2002

36 pacientes con
dormancia. 13/36 (36,1%)
Mama CTC CTCs+, con aneusomias
en al menos uno de los
cromosomas evaluados.
Evaluacion de 1.720 CTC
de 118 muestras de 59
pacientes.

Ch1: =8% de CTCs con <2
copias; *48% 2 copias; y
=54% >2 copias.

Ch8: 8% de CTCs con <2
Préstata CTC copias; 38% 2 copias; y
54% >2 copias.

Ch11: =8% de CTCs con
<2 copias; =48% 2 copias;
y =54% >2 copias.
Ch17:=12% de CTCs con
<2 copias; =58% 2 copias;
y =30% >2 copias.

Chl, 8y 17
Ch3y11

Meng y cols., 2004b

Swennenhuis y cols.,
2009

chl, 7,8 11y
17

Mutaciones en K-ras

2/7 (28,57%) mutacién
4/7 (57,14%) mutacion +
K-ras Colon DTC alelo normal

1/7(14,28%) alelo normal
Chl = Cromosoma 1; Ch3 = Cromosoma 3; Ch4 = Cromosoma 4; Ch7 = Cromosoma 7;
Ch8 = Cromosoma 8; Chl7 = Cromosoma 17; EGFR = Gen del receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano; ERBB2 = Gen del receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano; K- ras = Gen K-ras; TP53 = Gen TP53.

Solakoglu y cols.,
2002
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6. Relevancia clinica de la deteccion de DTCs y CTCs

La diseminacién de células tumorales desde el tumor primario ocurre

principalmente por dos vias, linfatica y hematdgena.
3.6.1. Diseminacion linfatica

Para estudiar la diseminacidn linfatica es inevitable el estudio de los
nodulos linfaticos del tumor primario, ya sea a través del estudio de ganglios
linfaticos completos o del estudio del SLN, y por técnicas inmunoldgicas
[Bilchik y cols., 2007; de Boer y cols., 2009; Balch y cols., 2010] o moleculares
[Tsujimoto y cols., 2007; Visser y cols., 2008; Koyanagi y cols., 2008]. La
afectacién de los ganglios linfaticos se considera un indicador de mal
prondstico en tumores como el cancer de mama, melanoma y colon
[de Boer y cols., 2010; Nicholl y cols., 2011; Bilchik y cols., 2001]. Pero existe
un numero significativo de pacientes sin afectaciéon ganglionar que
desarrollan metastasis en otros érganos, por lo que la fiabilidad de este
marcador para predecir la diseminacién tumoral no es completa y solo

parcial [Braun vy cols., 2001a].

Son numerosos los estudios que han demostrado la correlacidén que
existe entre la deteccién de micrometastasis en nddulos linfaticos y una
menor supervivencia o un peor prondstico de la enfermedad en: cancer de
mama [Reed vy cols., 2009; de Boer vy cols., 2009], melanoma
[Giese y cols., 2005; Balch y cols., 2010], céancer colorrectal
[Bilchik y cols., 2007; Koyanagi y cols., 2008] y cdncer de prostata
[Kurahashi y cols., 2005]. Aunque otros autores sefalan que el valor
prondstico recae en la deteccién de macrometdstasis en nddulos linfaticos, y
no de micrometdstasis o ITCs [Gobardhan y cols., 2011]. En cuanto al valor de

las ITCs, tanto como marcador que indica realizar la extirpacion de los
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ganglios linfaticos [Greene y cols., 2002] como marcador de un peor
prondstico de la enfermedad [Colleoni y cols., 2005; Querzoli y cols., 2006;
Reed y cols., 2009; de Boer y cols., 2009; Gobardhan y cols., 2011], no esta

claro.
3.6.2. Diseminacion hematégena

Para analizar la diseminacién hematdgena debemos analizar las DTCs

aisladas en médula ésea y las CTCs aisladas en sangre periférica.

Se ha demostrado el papel fundamental que juegan las CTCs
y las DTCs en la diseminacion metastdsica de los carcinomas
[Pantel 'y Braenhoff, 2004; Paterlini-Brechot vy Benali, 2007;
Langley y Fidler, 2011; Ignatiadis y Reinholz, 2011], e incluso en la recurrencia
local tras la extirpacion del tumor primario debido a la “autosiembra
tumoral” [Kim y cols., 2009; Langley y Fidler, 2011]. Ademas, la identificacion
de estas células puede ser un indicador importante para la toma de decision
sobre el tratamiento adyuvante que se va a administrar y/o de la

continuacién del mismo [Meng y cols., 2004a; Ignatiadis y Reinholz, 2011].
3.6.2.1. Deteccion de DTCs en médula ésea

La mayor parte de estudios de deteccién de DTCs en médula dsea
utilizan técnicas inmunolégicas [Pantel y cols., 2003], las técnicas moleculares
presenta los problemas que se han descrito anteriormente en el apartado
Técnicas de deteccion de CTCs y DTCs: Técnicas moleculares. Aunque algunos
estudios comparan ambas metodologias y obtienen resultados similares

[Slade y cols., 2005].
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La deteccién de micrometastasis o DTCs en médula dsea proporciona
informacién  adicional al tumor primario sobre la enfermedad
[Pantel y Braun, 2001], y ha demostrado su valor como marcador de mal
prondstico, tanto sobre la supervivencia como el tiempo libre de
enfermedad, en diversos tumores como: cancer de mama
[Braun vy cols., 2000; Naume vy cols., 2004a], cancer colon
[Leinung y cols., 2000], cancer de prdstata [Weckermann y cols., 2001;
Lilleby y cols., 2003], cancer de ovario [Braun y cols., 2001b], carcinoma renal
[Buchner y cols., 2006] y cancer pancredtico [van Heek y cols., 2001].
Ademas, la posibilidad de monitorizar o controlar la presencia de las DTCs en
médula dsea podria servir como herramienta para evaluar la eficacia de la

guimioterapia administrada [Becker y cols., 2006].

La fuerte correlacion existente entre la presencia de micrometastasis
en médula ésea y una menor supervivencia y tiempo libre de enfermedad
(Tabla 5) [Pantel y Otte, 2001], hace que este marcador haya sido propuesto
como un marcador prondstico independiente de la enfermedad. Y en el caso
del cdncer de mama se ha propuesto que deberia incluirse en la guia de

clinica practica para uso de marcadores tumorales [Harris y cols., 2007].
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Tabla 5. Pronéstico de la enfermedad tumoral por la detecciéon de DTCs en médula

ésea [Pantel y Otte, 2001].

Tipo de tumor [ marcadores Porcentaje de Valor pronéstico
deteccion
Cancer de mama CK 175/554 (32%) PFS, OS
CK 199/552 (35%) PFS, OS*
EMA 89/350 (25%) PFS, OS
EMA, TAG12, CK| 38/100 (38%) PFS, OS*
cK 18/49 (37%) PFS*
TAG12 325/727 (43%) PFS, OS*
Cancer de ovario CK 32/108 (30%) PFS
Cancer colorrectal CK18 28/88 (32%) PFS*
Cancer gastrico CK18 34/97 (35%) PFS
CK18 47/78 (60%) PFS
CK18 95/180 (53%) PFS*
Caancer esofagico CK 37/90 (41%) PFS, OS
Cancer de pulmén CK 17/43 (40%) PFS
(NSCLC) CK18 83/139 (60%) PFS*, OS
CK18 15/39 (39%) PFS

*Valor prondstico como parametro independiente, confirmado a través de andlisis
multivariable. CK = Citoqueratina; PFS = Tiempo libre de enfermedad; EMA = Antigeno
epitelial de membrana; NSCLC = Carcinoma de pulmén de células no pequefias;
OS = Supervivencia global; TAG12 = Glicoproteina 12 asociada a tumor.
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3.6.2.1. Deteccion de CTCs en sangre periférica

El valor prondstico de la deteccion de CTCs en sangre periférica por
técnicas molecuales es controvertido, debido a que son técnicas que
obtienen resultados variables, incluidos falsos positivos y detecciones

positivas de los marcadores en voluntarios sanos, y no reproducibles.

Sin embargo, la detecciéon de CTCs en sangre periférica por técnicas
inmunoldgicas indica que ésta podria ser un factor prondstico de Ia

enfermedad:

e En pacientes con cancer de mama metastasico se ha comprobado que la
deteccion de CTCs, antes del tratamiento, tiene valor prondstico sobre la
supervivencia y el tiempo libre de enfermedad [Gaforio y cols., 2003;
Cristofanilli y cols., 2004; Cristofanilli y cols., 2005; Miller y cols., 2006;
Giuliano y cols., 2011]. Ademas, esta deteccién ha demostrado tener un valor
prondstico superior al valor de la carga tumoral; el fenotipo de Ia
enfermedad; y los métodos de imagen que se emplean actualmente
[Gaforio y cols., 2003; Cristofanilli y cols., 2004; Hayes y cols., 2006;
Cristofanilli y cols., 2007; Bidard y cols., 2008a; Giuliano y cols., 2011]. El valor
prondstico de la deteccion de estas células tumorales en pacientes no
metastdsicos parece poseer valor predictivo sobre la enfermedad
[Gaforio y cols., 2003; Wiilfing y cols., 2006; Bidard y cols., 2010] pero hace

falta realizar mas estudios que ratifiquen su valor.

e En pacientes con cancer colorrectal metastasico se ha comprobado que
la deteccidn de CTCs, antes del tratamiento, tiene valor prondstico sobre la
suvervivencia y el tiempo libre de enfermedad [Cohen y cols., 2008;
Wong y cols., 2009]. Sin embargo, el valor prondstico de la deteccidn de estas

células tumorales en pacientes no metastdsicos no esta claro y los estudios
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presentan diferencias significativas en sus resultados [Wong y cols., 2009;

Wind y cols., 2009; Thorsteisson y cols., 2011].

e En el caso de pacientes con cancer metastdsico de prdstata, esta
deteccién tiene valor prondstico sobre la supervivencia [Danila y cols., 2007;

Okegawa y cols., 2009; Goodman y cols., 2009].

La deteccion de CTCs en sangre periférica durante el tratamiento
administrado, puede ser una herramienta Util de seguimiento de la
enfermedad y de la evaluacion de la eficacia de dicho tratamiento
[Hayes y cols., 2006; Cohen vy cols., 2008; Pierga y cols., 2008;
Nolé vy cols., 2008; Tewes y cols.,, 2009; Giuliano y cols., 2011;
Goodmany cols., 2011; Pierga y cols., 2012].

Ademas, varias investigaciones sefialan que la deteccién de CTCs en
sangre periférica podria utilizarse como método de estratificacion de los
pacientes [Cristofanilli y cols., 2007; Dawood y cols., 2008], e incluso para
disefiar terapias individualizadas [Meng y cols., 2004a; Fehm y cols., 2007,
Cristofanilli y cols., 2005; Fehm vy cols., 2007, Fehm vy cols., 2010;
Giuliano y cols., 2011; Cristofanilli y Mendelsohn, 2006].

El valor pronédstico que tiene la deteccién de CTCs en sangre
periférica (Tabla 6), hace que haya sido propuesto como un marcador
prondstico independiente de la enfermedad. Y en el caso del cancer de
mama, se ha propuesto su inclusién en la guia de clinica practica para uso de

marcadores tumorales [Harris y cols., 2007].
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Tabla 6. Prondstico de la enfermedad tumoral por la deteccion de CTCs en sangre

periférica.

Tipo de tumor y Marcadores % de Valor prondstico

estudio aislamiento y deteccion

deteccion

Cancer de mama

Gaforio y cols., 2003 CK7/8-CK7/8 MO, M1 57/92 (62%) (1 CTCs/10ml) PFS*, 0S*
Cristofanilliy cols.,, 2004 | EPCAM- M1 87/177(49%) | (25 CTCs/7,5ml) PFS*, OS*
CK8/18/19
Cristofanilli y cols., 2005 EpCAM- -
CK8/18/19 43/83 (52%) (25 CTCs/7,5ml) PFS*, 0S*
Bidard y cols., 2010 EpCAM- MO .
> * *
CK8/18/19 26/115 (23%) (21 CTCs/7,5ml) PFS*, OS
Cancer colorrectal
Molnar vy cols., 2001 CK7/8- panCKs MO, M1 24/32 (75%) (21 CTCs/20ml)
Coheny cols., 2008 EpCAM- M1 111/430 (26%) (=3 CTCs/7,5ml) PFS*, OS*
CK8/18/19
34/94 (36%)
Sastre y cols., 2008 EpCAM- MO0, M1 (=2 CTCs/7,5ml)
CK8/18/19
82/132 (62%)
w Is., 2009 EpCAM-CK20 MO0, M1 >1 CTCs/10ml) PFS*, OS*
ongy cols p 2/31 (7%) ( / )
Wind y cols., 2009 EpCAM- MO (=1 CTCs/7,5ml)
CK8/18/19
1/20 (5%)
Thorsteissoon y cols., | EpCAM- MO, M1 (22 CTCs/7,5ml)
2011 CK8/18/19
Cancer de prostata
Danilay cols., 2007 EpCAM- M1 69/120 (57%) (=5 CTCs/7,5ml) OS*
CK8/18/19
EpCAM-
Okegawa y cols., 2009 1) *
CK8/18/19 M1 32/6 (50%) (=5 CTCs/7,5ml) OS

*Valor prondstico como parametro independiente, confirmado a través de analisis multivariable.
CK = Citoqueratina; EpCAM = Molécula de adhesion celular epitelial; MO = Pacientes que no
presentan metdstasis a distancia; M1 = Pacientes que presentan metdstasis a distancia; PFS = Tiempo
libre de enfermedad; OS = Supervivencia global.

La mayor parte de las investigaciones se han centrado en la deteccién
de CTCs y DTCs en pacientes con cancer de mama, y ha sido en este tipo de

tumor donde ha sido posible demostrar que:

e Es posible la deteccidn de CTCs en pacientes en dormancia o latencia

tumoral. La dormancia o latencia tumoral es el periodo de tiempo, el cual
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puede ser desde afios a décadas, que transcurre desde que un paciente con
cancer se considera curado hasta que aparece la enfermedad metastasica. Es
un periodo de restriccion del crecimiento tumoral, en el cual existe una
enfermedad residual presente pero se mantiene asintomatica
[Aguirre-Ghiso, 2007; Willis y cols., 2010]. Meng y cols. (2004b) demostraron
la presencia de CTCs en sangre periférica de 36 pacientes con cancer de
mama que no presentaban evidencia clinica de la enfermedad tras 7-22 afios
de haber sido sometidos a mastectomia. Y concluyeron que, debido a que las
CTCs tienen una vida media corta, debe existir un equilibrio entre replicacion
y muerte celular durante el tiempo de letargo tumoral, y este puede ser uno

de los mecanismos que permite la latencia tumoral,;

e La informacidn que proporcionan CTCs y DTCs, con una concordancia en
los mismos pacientes del 7,9% al 93% [Pierga y cols., 2004;
Fehm vy cols., 2009; Krishnamurthy y cols., 2010], es diferente segun:
(i) el compartimento donde se localizan estas células tumorales
[Fehm vy cols., 2009; Krishnamurthy y cols., 2010]. Fehm y cols. (2009)
evaluaron la deteccidon de CTCs en 431 pacientes con cancer de mama en
estadio MO, con el sistema AdnaTest (células EpCAM+, MUC1+ y HER2+), y la
deteccion de DTCs en 414 de estos pacientes, por ICC (células CK+). Sus
resultados mostraron una concordancia muy débil entre la presencia de CTCs
y DTCs, lo que indica que su significado clinico debe ser diferente; ademas,
las CTCs fueron aisladas, principalmente, en pacientes con tumores triple
negativo (ER-, PgR- y HER2-), por lo que la biologia del tumor primario parece
dirigir la diseminacion de las CTCs; (ii) el tipo de pacientes de estudio
(metastdsicos y no metastasicos), por ejemplo: la deteccién de DTCs parece
que no tiene un interés clinico en pacientes con cancer de mama
metastdsico, sin embargo, la deteccion de estas células tumorales en

pacientes no metastasicos tiene valor prondstico [Bidard y cols., 2008a;
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Bidard y cols., 2008b]. Por otro lado, la deteccidon de CTCs demuestra tener
valor prondstico y predictivo en pacientes metastasicos [Pierga y cols., 2004;
Bidard y cols., 2008a], mientras que en pacientes en estadios tempranos,
aunque parece predecir la recaida de la enfermedad durante el tratamiento
[Pierga y cols., 2008], seria necesario realizar mas estudios para ratificar su

valor clinico [Bidard y cols., 2010].
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HiPétesis

Utilidad pronéstica de la deteccién de CTCs en pacientes con tumores sélidos de origen epitelial.

Las hipotesis de trabajo desde las que se partieron fueron:

La deteccién de las células tumorales circulantes en sangre
periférica de pacientes diagnosticados con tumores sodlidos
epiteliales, tiene valor predictivo en la progresion de la
enfermedad y la supervivencia global de estos pacientes.

El andlisis individualizado, genético y fenotipico, de las células
tumorales circulantes aisladas en sangre periférica de pacientes
con tumores sélidos epiteliales, nos da informacion atil del

proceso metastasico.
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Utilidad pronéstica de la deteccién de CTCs en pacientes con tumores sélidos de origen epitelial.

Los objetivos que se establecieron para esta tesis fueron:

Poner a punto una metodologia que nos permita de forma
individual: detectar, cuantificar y caracterizar, genética vy
fenotipicamente, las células tumorales circulantes en sangre
periférica de pacientes con tumores sélidos de origen epitelial.
Demostrar la utilidad prondstica de:

i) La cuantificacion de las células tumorales circulantes en
sangre periférica de pacientes diagnosticados con tumores
solidos epiteliales.

i) La evaluacidon genética y fenotipica de estas células tumorales

circulantes en el desarrollo del tumor.
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Trabajo cxPerimental y resumen global de los resultados

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

Capitulo 1

Desarrollo de una técnica de aislamiento y cuantificacion de
células tumorales circulantes (CTCs) en sangre periférica

Deteccion de CTCs en sangre periférica de pacientes
diagnosticadas con cancer de mama

Andlisis del valor pronéstico de este nuevo marcador

Trabajo publicado en 2003, con titulo “Detection of breast cancer cells in the
peripheral blood is positively correlated with estrogen-receptor status and

predicts for poor prognosis”, en la revista International Journal of Cancer.

indice de impacto de la revista = 4,926

Categoria a la que pertenece: Oncologia

- Cuartil que ocupa: primer cuartil

- Rango en la categoria (2010): 32/185.
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DETECTION OF BREAST CANCER CELLS IN THE PERIPHERAL BLOOD IS
POSITIVELY CORRELATED WITH ESTROGEN-RECEPTOR STATUS AND

PREDICTS FOR POOR PROGNOSIS

José-Juan GaForIo'*, Marfa-José SERRANO', Pedro SANCHEZ-ROVIRAZ, Antonio SIRVENT', Miguel DELGADO-RODRIGUEZ',
Marfa Campos', Nicolds DE LA TORRE', Ignacio ALGARRA', Rosario DUENAS®, and Ana LozaNo”

'Department of Health Sciences, Faculty of Experimental Sciences, University of Jaén, Jaén, Spain

2Medical Oncology Department, University Hospital, Jaén, Spain

We investigated whether detection of cytokeratin-positive
(CK+) cells in the peripheral blood (PB) of breast cancer
patients before chemotherapy could be a prognostic factor.
Blood from a total of 92 breast cancer patients was evaluated
for the presence of CK+ cells. Blood samples were collected
before chemotherapy. Patients entered in the study includ-
ed: neoadjuvant (n = 25), adjuvant (n = 42) and metastatic
(n = 25). Blood samples (10 ml) were centrifuged using a
double density-gradient to recovering the mononuclear cell
(MNC) and granulocyte cell (GC) fractions. Subsequently,
positive immunomagnetic cell separation was carried out to
isolating CK+ cells. The enriched cell fraction was cytocen-
trifuged and then immunocytochemically labeled using an
anti-cytokeratin antibody. Our results indicated that breast
tumor cells sediment with both MNC and GC fractions. We
therefore recommend examination of both fractions in all
enrichment protocols. CK+ cells in PB were identified in 57
of 92 (62%) patients when MNC and GC fractions were as-
sessed (range = 1-61 cells, median = 8). No CK+ cells were
detected in blood samples of 16 healthy donors. There were
significant differences in the presence of CK+ cells according
to estrogen receptor expression (p = 0.049), and lymph node
status (p = 0.033), but not to the age, menopausal status,
type of patient (neoadjuvant, adjuvant or metastatic), TNM
stage, histological type, progesterone receptor expression,
c-erbB2 expression, p53 expression or Kié7 expression. Re-
garding the relationship between tumor size (T) and the
presence of CK+ cells, a borderline significant trend was
observed (p = 0.07). The median follow-up of the patients
was 21 months and statistical analysis (Kaplan-Meier analysis)
showed that using the method we present, the detection of
CK+ cells in PB before starting the chemotherapy in breast
cancer patients was significantly correlated with both pro-
gression-free survival (p = 0.058) and overall survival (p =
0.003). In conclusion, the present study suggests that detec-
tion of CK+ cells in PB before chemotherapy might identify
breast cancer patients with poor prognosis.
© 2003 Wiley-Liss, Inc.

Key words: breast cancer; cytokeratin; magnetic cell sorting; circu-
lating tumor cells; estrogen receptor; prognosis

Breast cancers have been shown to shed tumor cells into the
circulation at the earliest stages of primary tumor development. It
is accepted that it is the early hematogenous dissemination of the
tumor that decides the patient’s fate. Fehm ez al.! have reported
that circulating epithelial cells in breast cancer patients are malig-
nant. The potential of circulating tumor cells to form metastases in
vivo has been reported by Pretlow ef al.? They showed the capacity
to induce metastases in nude mice from tumor cells taken directly
from the peripheral blood (PB) of patients. Thus, the early detec-
tion of circulating tumor cells may have important therapeutic and
prognostic implications. It could be an independent prognostic
factor that could identify the patients who are most likely to benefit
from adjuvant therapy. Immunological and molecular methods
have been used for detecting circulating tumor cells,? but it has not
been possible to standardize a method internationally. This could
explain the contradictory results obtained by different groups.

We investigated whether detection of cytokeratin-positive
(CK+) cells in PB of breast cancer patients before chemotherapy

could be a prognostic factor. Cytokeratin is a valuable marker for
breast tumor cell in PB. Blood from a total of 92 breast cancer
patients was evaluated for the presence of CK+ cells. Blood
samples were collected before chemotherapy just when the pa-
tients were included in this study. Patients entered in the study
included: neoadjuvant (n = 25), adjuvant (n = 42) and metastatic
(n = 25). Correlation of CK+ cells with patient characteristics and
with well established prognostic parameters were carried out. We
have used an immunomagnetic separation procedure for the de-
tection of circulating tumor cells based on the magnetic cell sorting
technique. As a first step, blood samples were centrifuged using a
double density-gradient to recovering the mononuclear cell (MNC)
and granulocyte cell (GC) fractions. Subsequently, immunomag-
netic enrichment technique was carried out to isolating CK+ cells
before immunocytochemistry using microbeads conjugated with a
cytokeratin-specific antibody. Our present results indicate that the
detection of CK+ cells in PB in breast cancer patients before
starting the chemotherapy was (i) associated with short survival
and (ii) positively correlated with estrogen receptor status.

MATERIAL AND METHODS
Tumor cell lines

The breast carcinoma cell lines MDA-MB-231, MCE-7 and
T47D were obtained from the American Type Culture Collection
(Rockville, MD). All cells were grown as monolayers in RPMI
1640 medium, supplemented with 2 mM L-glutamine, 10% heat-
inactivated FBS and a 1% penicillin-streptomycin mixture at 37°C
in a 5% CO, environment. Cells were grown to confluence and
passaged with the use of EDTA. Cells in the exponential growth
phase were used for all experiments.

Abbreviations: CK, cytokeratin; EDTA, ethylene-diaminetetra acetic
acid; ER, estrogen receptor; FITC, fluorescein isothiocyanate; GC, granu-
locyte cell; MAbs, monoclonal antibodies; MACS, magnetic cell sorting;
MNC, mononuclear cell; OS, overall survival; PB, peripheral blood; PBS,
phosphate-buffered saline; PFS, progression free survival; PR, progester-
one receptor.
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Patients and histologic examination

The studied group was comprised of 92 breast cancer patients
who had been treated consecutively at the Medical Oncology
Department (University Hospital, Jaén, Spain) over the period
from April 2000 to December 2002. All patients were followed up
until death or until February 1, 2003. Follow-up of the patients was
routinely carried out every 6 months and included recording of the
development of local and distant tumor relapse and the survival
state of the patients. The patients’ ages ranged between 26-77
years (median = 55 years). Characteristics of breast cancer pa-
tients included in this study are shown in Table I. The type of
patient entered in the study included: neoadjuvant (n = 25),
adjuvant (n = 42) and metastatic (n = 25). The tumor types of
patients were classified by pathologists according to the World
Health Organization scheme for typing breast tumors. Immuno-
staining of primary tumor samples was assessed by Department of
Pathology (University Hospital of Jaén) on routinely processed
paraffin sections using the antigen-retrieval method. Sections were
examined with monoclonal antibodies (MAbs) recognizing estro-
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gen receptor (ER) (clone: 6F11, Master Diagnostica, Granada,
Spain); progesterone receptor (PR) (clone: hPRa2+hPRa3, Master
Diagnostica); c-erbB2 (clone: CB11, Master Diagnostica); p53
(clone: DO7, Master Diagnostica) and; Ki-67 (clone: MIB-1,
Dako, Glostrup, Denmark). Steroid hormone receptor status was
determined in paraffin-embedded tissue (using immunoperoxidase
staining with monoclonal antibodies) and an ER positivity cut-off
level of >10% stained nuclei.

Blood samples

We analyzed the blood of 92 patients with breast cancer from
the University Hospital of Jaén (Spain). With previous informed
consent of patients, peripheral venous blood samples (10 ml) were
collected in heparinized tubes and processed within 4 hr of col-
lection. Blood samples from neoadjuvant patients were obtained
before chemotherapy. Blood samples from adjuvant patients were
obtained at least 4 weeks after the patient had undergone primary
surgery just before chemotherapy. Metastatic patients (19 of 25)
were out-patients returning for follow-up and they had not re-

TABLE I-RELATIONSHIP BETWEEN PATIENT CHARACTERISTICS AND BIOMARKERS WITH DETECTION OF CK-POSITIVE CELLS IN PERIPHERAL BLOOD

Patients with CK-positive cells

Patients with no CK-positive cells

Patient characteristics and biomarkers (%) (%) p-value

Number of patients 57 (62.0) 35 (38.0)

Age (years) 0.827
=50 21 (63.6) 12 (36.4)
>50 36 (61.0) 23 (39.0)

Menopausal status 0.521
Premenopausal 22(57.9) 16 (42.1)
Postmenopausal 35 (64.8) 19 (35.2)

Type of patient 0.679
Neoadjuvant 17 (68.0) 8 (32.0)
Adjuvant 24 (57.1) 18 (42.9)
Metastatic 16 (64.0) 9 (36.0)

T (tumour size) 0.07
Tl 9 (50.0) 9 (50.0)
T2 27 (62.8) 16 (37.2)
T3 5(62.5) 3(37.5)
T4 13 (76.5) 4(23.5)
Tx 3(50.0) 3(50.0)

N (lymph node status) 0.033'
NO 5(33.3) 10 (66.7)
N+ 47 (69.1) 21 (30.9)
Nx 5(55.6) 4 (44.4)

M (distant metastasis) 1.000
MO 34 (61.8) 21(38.2)
Ml 16 (64.0) 9 (36.0)
Mx 7 (58.3) 541.7)

TNM stage 0.543
1 2(33.3) 4(66.7)
11 25 (64.1) 14 (35.9)
I 14 (63.6) 8(36.4)
v 16 (64.0) 9 (36.0)

Histological type 0.802
Ductal 38(59.4) 26 (40.6)
Lobular 9 (69.2) 4(30.8)
Other 10 (66.7) 5(33.3)

ER (estrogen receptor) 0.049!
+ 40 (69.0) 18 (31.0)
- 11 (44.0) 14 (56.0)

PR (progesterone receptor) 0.461
+ 34 (63.0) 20 (37.0)
- 13 (52.0) 12 (48.0)

cerbB-2 1.000
+ 40 (61.5) 25 (38.5)
= 8(61.5) 5(38.5)

p53 0.559
+ 22 (66.7) 11 (33.3)
- 27 (62.8) 16 (37.2)

Ki67 0.897
+ 29 (59.2) 20 (40.8)
— 5(62.5) 3 (37.5)

IStatistically significant.
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ceived any treatment (chemotherapy, surgery, radiotherapy or hor-
monotherapy) for at least 24 weeks before blood collection. Six of
25 of these patients were diagnosed as metastatic at the time to
enter in the protocol of study, thus these patients had not received
any treatment before blood collection. The study was reviewed and
approved by the Ethics Committee of the Hospital.

As negative controls, 16 blood samples from healthy volunteers
without evidence of an epithelial malignancy were examined. The
positive controls were obtained using 10 ml of blood from healthy
volunteers spiked with cells from three human breast cancer cell
lines (MCF-7, MDA-MB-231 or T47D) and processed separately
from patient samples, to avoid contamination.

Density gradient separation

According to the Sigma procedure, a double gradient was
formed by layering 5 ml of HISTOPAQUE-1077 (Sigma Diag-
nostics, St. Louis, MO) over an equal volume of HISTOPAQUE-
1119 (Sigma). Blood samples were carefully layered onto the
upper HISTOPAQUE-1077 medium. The tubes were then centri-
fuged at 700g for 30 min. The GC fraction was found at the
1077/1119 interphase whereas the MNC fraction was found at the
plasma/1077 interphase. Both cell fractions were mixed and
washed in 50 ml PBS.

Magnetic labeling

Cells were then magnetically labeled according to the manufac-
turer protocols (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).
Cytokeratin-expressing cells from peripheral blood of breast can-
cer patients were enriched and detected using the Carcinoma Cell
Enrichment and Detection Kit, Immunocytochemistry (Miltenyi
Biotec). Briefly, cells were permeabilized with MACS CellPerm
Solution in a volume of 45 ml for 5 min at 20—-25°C and fixed upon
addition of 5 ml of MACS CellFix Solution for 30 min at 20—
25°C. The cells were then washed twice in 1X MACS CellStain
Solution and resuspended in 600 .l of the same solution. To block
Fc receptors, 200 pl of FcR Blocking Reagent were added, and
tumor cells were magnetically labeled by adding 200 .l of MACS
Cytokeratin MicroBeads (colloidal super-paramagnetic Mi-
croBeads conjugated to a monoclonal anti-cytokeratin 7/8 anti-
body; Clone: CAMS.2) and incubating the cells for 45 min at
20-25°C. After incubation, cells were stained with 100 pl of
anti-cytokeratin conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC)
for 10 min in the dark at 20-25°C. After washing, cells were
resuspended in a final volume of 500 wl CellStain Solution and
stained with 10 w1 of anti-FITC conjugated to alkaline phosphatase
for 10 min in the dark at 20-25°C.

Magnetic cell separation

For magnetic enrichment of epithelial tumor cells, the magnet-
ically labeled cell suspension was applied to a prefilled positive
separation column (MiniMACS separation columns, type MS+) in
the magnetic field of a MiniMACS separator (Miltenyi Biotec).
The cells were passed through the column and washed three times
with 500 wl dilution buffer, so negative (non-magnetic) cell pop-
ulation was washed out of the column. Afterward, the column was
removed from the gradient magnetic field and the retained cells
were collected (magnetic-positive cell population) as elute using
the plunger after a dilution buffer washing step with a total volume
of 1 ml.

Sample preparation and detection of epithelial tumor cells by
immunocytochemistry

The magnetically enriched cell fractions were spun down onto
polylysine-coated glass slides (Sigma) in a cytocentrifuge (Hettich,
Tuttlingen, Germany) at 1,500 rpm for 10 min. Slides were air-
dried overnight at room temperature. The slides were washed in
PBS, and cytokeratin-expressing cells were revealed by incubation
with freshly prepared Fast Red TR/Naphthol AS-MX substrate
solution for 15 minutes in humidity chamber at room temperature.
Slides were washed once with PBS and stained with Mayer’s
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haematoxylin solution (Sigma) for 30 sec at room temperature.
Slides were then washed once with double distilled water, and
air-dried. Finally, slides were mounted with Kaiser’s glycerol
gelatin (Merck, Darmstadt, Germany) for the permanent record.
The cytospins were evaluated by light microscopy, and CK+ cells
were counted by 2 researchers with experience in the determina-
tion of tumor cells. The cytospin slides were examined in a blinded
fashion. All positive cells evaluated as CK+, showed a strong
cytoplasmic staining pattern, and the cytomorphology was consis-
tent with a malignant cell.

Analysis of recovery experiments by immunocytochemistry

Venous blood (10 ml) from healthy volunteers were spiked with
varying numbers of tumor cells (3,000, 1,000, 500, 50 cells) from
3 human breast cancer cell lines (MCF-7, MDA-MB-231 or
T47D). To detect epithelial tumor cells, each one of the fractions
were separately processed as described above. After immunomag-
netic enrichment of tumor cells, CK+ cells were detected by
immunocytochemistry (as described above).

Analysis of recovery experiments by flow cytometry

Venous blood (5 ml) from healthy volunteers were spiked with
varying numbers of tumor cells (3,000, 1,000 cells) from 2 human
breast cancer cell lines (MCF-7 or MDA-MB-231). A double
gradient was formed by layering 2.5 ml of HISTOPAQUE-1077
over an equal volume of HISTOPAQUE-1119. Spiked blood sam-
ples were carefully layered onto the upper HISTOPAQUE-1077
medium. The tubes were then centrifuged at 700g for 30 min. Each
one of the fractions (MNC and GC) were separately processed,
washed in 50 ml PBS and then stained for 20 minutes at 4°C with
10 pl of Quantum Red conjugated anti-human CD45 (clone:
BRA-55, Sigma) and 10 pl of FITC-conjugated anti-human epi-
thelial antigen Ber-EP4 MAbs (clone: Ber-EP4, Dako). After
incubation, cells were harvested by centrifugation (at 100g and
4°C for 10 min), washed twice in cold PBS supplemented with 2%
FCS and 0.1% sodium azide, and finally resuspended in 500 pl of
a 2% paraformaldehyde solution. Samples were analyzed by flow
cytometry on an EPICS Elite ESP flow cytometer (Coulter, Hi-
aleah, Florida). Flow cytometry histograms were generated by
logarithmic amplification of fluorescence emitted by single viable
cells. Cells labeled with appropriated isotypes control were in-
cluded as control.

Statistical analysis

The patient characteristics were related to the presence of CK+
cells in PB by using Fisher’s exact test. When a variable was
ordered a trend analysis was applied. Actuarial curves for progres-
sion-free survival (PFS) and overall survival (OS) were calculated
by the Kaplan-Meier method. PFS and OS were calculated from
the date of the primary detection of CK+ cells in PB to the date of
disease progression or death. Disease progression was defined as
both metastatic recurrence of nonmetastatic patients and progres-
sion of metastatic patients. All statistical calculations were carried
out using the STATA 7-SE (Stata Inc., College Station, Texas,
USA) Analysis Program. The cut-off point for significance was
taken as p = 0.05.

RESULTS

Improvement of the yield of circulating tumor cells enrichment
using a double density-gradient centrifugation

As a first step, we evaluated whether breast tumor cells sediment
preferentially with MNC or GC fraction. Peripheral blood from
healthy volunteers were spiked with varying numbers of tumor
cells (3,000, 1,000, 500, 50 cells) from 3 human breast cancer cell
lines (MCF-7, MDA-MB-231 or T47D). The spiked blood were
centrifuged using a double density-gradient (HISTOPAQUE-1119
and -1077) to recovering the MNC and GC fractions. Each one of
the fractions were separately processed to isolating CK+ cells.
After immunomagnetic enrichment of tumor cells, CK+ cells were
detected by immunocytochemistry (Fig. 1a). The majority of tu-
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FiGure 1 — CK+ cells (blue arrows) detected by immunocytochem-
istry. (a) Blood from a healthy volunteer spiked with MDA-MB-231
tumor cells. (b,c) Peripheral blood of 2 breast cancer patients. Invari-
ably, cell fractions were processed for a positive immunomagnetic
tumor cells separation and finally immunocytochemically labeled us-
ing the cytokeratin 7/8 antibody CAM5.2. CK+ cells show a strong
cytoplasmic staining pattern, and the surrounding hematopoietic cells
show no expression of cytokeratins. Total recovery rates using a
double density-gradient and positive immunomagnetic enrichment of
tumor cells in spiking experiments were in the range of 60—80%.

mor cells were observed to sediment with the MNC fraction (Fig.
2). Invariably, however, tumor cells were also detected in the GC
fraction.

To confirm that tumor cells appear in GC fraction we carried out
another experiment. PB from healthy volunteers were spiked with
varying numbers of tumor cells (3,000, 1,000 cells) from 2 human
breast cancer cell lines (MCF-7 or MDA-MB-231). The spiked
blood were centrifuged using a double density-gradient (HIS-
TOPAQUE-1119 and -1077) to recovering the MNC and GC
fractions. Each one of the fractions (MNC and GC) were sepa-
rately processed, and then labeled with anti-human CD45 and
anti-human epithelial antigen Ber-EP4 MAbs. Finally, samples
were analyzed by flow cytometry. The antibody Ber-EP4 reacts
with two glycopeptides (MW 34000 and 39000) expressed in
breast tumor cells, but not in hematopoietic cells. CD45 mAb
reacts with the hematopoietic cells, but not with the breast tumor
cells. Thus, tumor cells were detected as Ber-EP4 positive and
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F1GURE 2 — Tumor cells recovery from (a) MNC and (b) GC leuko-
cyte fractions after spiking blood from healthy volunteers with 3,000,
1,000, 500 and 50 tumor cells. Each one of the fractions were sepa-
rately processed. After immunomagnetic enrichment, tumor cells were
detected by immunocytochemistry. The results are the means of trip-
licate experiments. The mean and range of tumor cells recovered are
shown.

TABLE IT-FLOW CYTOMETRIC DETECTION OF Ber-EP4-POSITIVE AND
CD45-NEGATIVE CELLS IN THE RECOVERY EXPERIMENT'

MDA-MB-231 cells
spiked in 5 ml of
PB (n)

1000

MCF7 cells spiked
in 5 ml of PB (n)

3000 1000 3000

Recovery of 47 49 53 55
tumour cells
in MNC
fraction (%)

Recovery of 6 5 7 6
tumour cells
in GC
fraction (%)

'Results are the means of triplicate experiments.

CDA45 negative cells. The majority of tumor cells were observed to
sediment with the MNC fraction however, tumor cells were also
detected in the GC fraction (Table II).
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F1Gure 3 — Kaplan-Meier plot for progression-free survival (PFS) in
26 patients depending on the detection of CK-positive cells. There
were 6 patients in the CK-negative group (dashed line) and 20 patients
in the CK-positive group (solid line). PFS was calculated from the date
of the primary detection of CK-positive cells in peripheral blood to the
date of disease progression.

Efficacy and specificity of the method

Recovery rates using a double density-gradient (HIS-
TOPAQUE-1119 and -1077) and positive immunomagnetic en-
richment of tumor cells in our spiking experiments were in the
range of 60—80% in calculations based on the total number of
cells. Detection of CK+ cells by immunocytochemistry was car-
ried out as described above. We could not detect CK-expressing
cells in any of the samples from 16 healthy donors.

Correlation of CK+ cells in PB with clinic-pathological
features

CK+ cells detected by immunocytochemistry in the PB of
breast cancer patients show a strong cytoplasmic staining pattern,
and the surrounding hematopoietic cells show no expression of
cytokeratins (Fig. 1b,c). Correlation of CK+ cells in PB with
patient characteristics are outlined in Table I. p-Values are based
on Fisher’s exact test for association for ordinal variables and x*
test for trend was applied. A total of 92 breast cancer patients were
studied. Patient types entered in the study included: neoadjuvant
(n = 25), adjuvant (n = 42) and metastatic (n = 25). The median
age of the patients was 55 years (range = 2677 years); 64% of all
patients were older than 50 years. Fifty-four patients (59%) had a
postmenopausal status. Tumors in Stage T2 were the most com-
mon (47%) followed by tumors in Stage T1 (20%). 27% of patients
had tumor Stages T3 and T4. The nodal status was positive in 74%
of patients. Ductal breast cancer was the most frequent (70%)
histological type.

CK+ cells in PB were identified in 57 of 92 (62%) breast cancer
patients with a range of 1-61 cells (median = 8). There were
significant differences in the presence of CK+ cells according to
estrogen receptor expression (p = 0.049), and lymph node status
(p = 0.033), but not to age (p = 0.827), menopausal status (p =
0.521), type of patient (p = 0.679), TNM stage (p = 0.543),
histological type (p = 0.802), progesterone receptor expression
(p = 0.461), c-erbB2 expression (p = 1.000), p53 expression (p =
0.559), or Ki67 expression (p = 0.897). Regarding the relationship
between tumor size and the presence of CK+ cells a borderline
significant trend was observed (p = 0.07).

Prognostic analysis

Kaplan-Meier analysis of the progression free survival and
overall survival depending on the detection of CK+ cells are
presented in Figures 3 and 4, respectively. Follow-up data were
taken from the time of the last clinic appointment or the date of
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FiGure 4 — Kaplan-Meier plot for overall survival (OS) in 90 pa-
tients depending on the detection of CK-positive cells. There were 34
patients in the CK-negative group (dashed line) and 56 patients in the
CK-positive group (solid line). Only tumor-specific death was
counted.

death (median follow-up = 21 months; range = 2-31 months).
Complete follow-up data were available from 90 patients. Statis-
tical analysis (Kaplan-Meier analysis) showed that the primary
detection of CK+ cells in PB was positively correlated with
disease progression (p = 0.058). A total of 26 patients developed
disease progression during follow-up. Twenty of these patients had
CK+ cells in PB. Most strikingly, the correlation with the survival
data showed that, among 92 patients admitted to the study, 11
patients died and all of them had CK+ cells in PB. In contrast, all
patients without CK+ cells are still alive. Likewise, the Kaplan-
Meier survival analysis showed that the presence of CK+ cells in
PB was associated with short survival (p = 0.003).

DISCUSSION

Some methodological aspects in our study have to be addressed.
Our detection method applying immunomagnetic enrichment fol-
lowed by immunocytochemistry had been standardized previous-
ly.” Immunocytochemistry is a sensitive and specific technique
that can be used to identify breast cancer cells in PB.+8 Cytoker-
atins are stably expressed and are specific markers of epithelial
tumor cells in PB.>!0 Current assays for detecting circulating
breast tumor cells are limited primarily by the lack of tumor-
specific markers, being cytokeratin one of the most used markers
to this end. Cytokeratins are part of the cytoskeleton of epithelial
cells and therefore represent a unique feature of epithelial cells;
however, constitutive low-level (illegitimate) expression of CK
have been reported in peripheral-blood mononuclear cells in
healthy controls. This could be the origin of false positive results
when circulating tumor cells are detected by RT-PCR.

To ensure high specificity of the assay, we have incorporated the
following controls and precautions in our study: (i) the positive
controls (tumor cell lines-spiked controls) were processed sepa-
rately from patient samples, to avoid contamination; (ii) the first
milliliters of blood collected from the patients were discarded to
avoid contamination with squamous cells; (iii) we have used an
immunomagnetic enrichment method followed by immunocyto-
chemistry previously standardized’; (iv) Fc receptors from cells
were blocked with FcR blocking reagent to avoid unspecific bind-
ing previously to the incubation of cells with the anti-Cytokeratin
mAD,; and (v) we have used the mAb CAMS5.2 (anti-cytokeratin
7/8) for specific magnetic labeling of breast tumor cells. Different
independent studies evaluating several MAbs for detection of
disseminated tumor cells have demonstrated that the mAb
CAMS.2 produces a strong uniform staining of primary carcino-
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mas derived from many organs, including breast.” Although cyto-
keratin has been validated as a valuable marker for breast cancer in
many clinical studies, it is not a tumor cell-specific marker and
could result in weak cytoplasmic staining of some hematological
cells. Thus, in our assay, only the cells with a strong uniform
cytoplasmic staining were evaluated as CK+ cells. The specificity
of the assay was confirmed in control healthy volunteers; CK-
expressing cells were not detected in any of them. The assay was
carried out as blinded study with PB samples from healthy donors
and breast cancer patients. PB samples from volunteers and breast
cancer patients were obtained at the Hospital and then processed at
the Department of Health Sciences (University of Jaén) without
previous inform.

The frequency of detection of CK+ cells in PB varies among
studies.>® For a reliable comparison of results, international stan-
dardization of detection protocols would be desirable. It is ac-
cepted that the method for tumor cell isolation may be critical.”
Cellular loss is estimated to be up to 60% during the various steps
that precede microscopic examination.* As a first step, most en-
richment protocols use Ficoll density gradient centrifugation to
obtain MNC fraction.® Our results showed that epithelial tumor
cells sediment preferentially with the MNC but also with GC
fractions when breast cancer cell lines were used to spike blood
from healthy volunteers. Nevertheless, the results from these ex-
perimental model may not predict results with clinical specimens.
In fact, tumor cells from cultured cell lines are very homogeneous,
whereas circulating tumor cells vary widely in size, shape and
weight. Therefore, it is reasonable to assume that an important
number of tumor cells sediment with GC fraction in clinical
samples. In agreement with this hypothesis, Partridge et al.'!
reported that tumor cells sediment with GC fraction when they
analyzed blood samples obtained from patients with head and neck
squamous cell carcinoma. Our data suggest that breast tumor cells
may be missed if only MNC fractions are examined. We therefore
recommend examination of MNC and GC fractions in all enrich-
ment protocols.

In our present study, CK+ cells in PB were detected in 62% of
breast cancer patients when MNC and GC fractions were assessed.
The overall CK+ rate reported in the present study is higher those
published in previous studies.'>!3 Other studies, however, have
reported higher or similar percentages of CK+ cells in PB then
those showed in our present study. Racila er al.'* showed that
CK+ cells in PB were present in 32 of 33 breast cancer patients
using a combination of immunomagnetic enrichment method and
flow cytometry. Engel er al.° evaluated PB specimens from pa-
tients with breast and ovarian cancer and detected CK+ cells in 35
of 48 patients (72.9%) using a combination of magnetic activated
cell sorting (MACS) and fluorescence in situ hybridation (FISH).
Molnar et al.'s found circulating tumor cells in 24 of 32 (75%)
colorectal cancer patients. These authors use the same procedure
(Carcinoma Cell Enrichment Kit; Miltenyi Biotec) that we have
used in our study.

Martin et al.” evaluated PB specimens from patients with car-
cinoma of the breast, prostate, colon, rectum and lung, and de-
tected CK+ cells in 21 of 34 patients (61.8%) using the same
immunomagnetic enrichment method that we use. It is important to
note that the results reported by these authors are very similar to
the results showed in the present study (62%). Thus the divergent
results reported by the different authors could be due to the diverse
methods used to detect CK+ cells.

We found CK+ cells not only in patients with advanced breast
cancer tumors (13/17 cases [76.5%] in T4 tumors) but also in 9/18
cases (50%) with a small tumor (T1) (Table I). Our data suggest an
association between the presence of CK+ cell in PB and lymph
node status (p = 0.033) (Table I). Nevertheless, 5/15 node-nega-
tive (NO) patients (33.3%) had detectable CK+ cells in the PB.
Thus, these findings suggest that the assay could identify early
tumor cell dissemination into the peripheral bloodstream. Our data
suggest that presence of tumor cells in PB could be an event more
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frequent than expected. On the other hand, we were not able to
show any significant correlation between the presence of CK+ cell
in PB with the biomarkers, cerbB-2, p53 or Ki67 (Table I).

It is important to note that 19 of 25 metastatic patients were
out-patients returning for follow-up and they had completed their
treatment (chemotherapy, surgery, radiotherapy or hormono-
therapy) as a minimum 24 weeks before blood collection. Six of 25
of these patients were diagnosed as metastatic at the time to enter
in the protocol of study, thus these patients had not received any
treatment before blood collection. Most of the published studies
have found differences in the detection rates for circulating tumor
cells between metastatic and nonmetastatic patients. The fact that
a heterogeneous population of metastatic patients were included in
the present study (76% of metastatic patients were treated previ-
ously and 24% of these one did not) could explain that we have not
found significant differences between metastatic and nonmetastatic
patients. The detection rates reported in the present study in
nonmetastatic patients are higher than many authors have previ-
ously reported. Nevertheless, our results suggest that the presence
of breast tumor cells in PB could be an event more frequent than
expected in nonmetastatic patients. These results are in agreement
with those reported by Solakoglu ef al.'® that found CK+ cells in
bone marrow in 78.9% of patients without metastasis (M).

The detection of tumor cells in bone marrow in primary breast
cancer is a known prognostic factor for disease-free and overall
survivall-'7 but, to date, conclusive results have not been reported
in PB. We showed that detection of CK+ cells in PB before
chemotherapy significantly correlated with both progression-free
survival and overall survival (Figures 3,4). Therefore, with a
median follow-up period of 21 months, detection of CK+ cells in
PB seems to be predictive of early progression.

Interestingly, there was a significant association (p = 0.049)
between presence of CK+ cells in PB and ER status of primary
tumor when we analyze data obtained from all patients (metastatic
and nonmetastatic). Our results suggest that the expression of ER
could confer to breast tumor cells some advantage properties, i.e.,
facilitating tumor cell entry into bloodstream or preventing cell
apoptosis. In this context, a recent study'® showed that many but
not all endogenous estradiol metabolites elicit a biphasic pattern of
proliferation in the receptor-positive breast cancer cell line, i.e., at
low concentrations a stimulatory effect and at high concentration
an inhibitory effect on cell growth. It has also been shown that
estrogen could prevent apoptosis through ER-mediated mecha-
nisms.'?

In breast cancer patients, therapeutic decisions should be made
using well-accepted prognostic and predictive indicators. Estrogen
receptor (ER) status is important for determining the treatment and
the prognosis of breast cancer patients. There is a general consen-
sus that patients with ER-positive breast tumors have longer over-
all survival than patients with ER-negative tumors, but this is
restricted partly to specific subgroups.20—22 Watts et al.>? suggested
that overexpression of cyclinD1 in ER-positive tumors may lead to
insensitivity of antiestrogens. Costa et al.> reported that PR
seemed to be comparable to ER status in predicting the prognosis
of primary breast cancer patients. It is imperative, therefore, to
identify newer prognostic and predictive markers that could sup-
port treatment decisions for patients with breast cancer. Our results
suggest that because tumorigenic and metastatic potential of cir-
culating tumor cells have been demonstrated,!-> detection of CK+
cells in PB seems to be a good indicator of early systemic tumor
cell dissemination and could lead to identify a subgroup of breast
cancer patients (including patients with ER+ breast tumors) with
poor prognosis.

We conclude that, although larger series and longer follow-up
are needed to confirm our results, our present study suggests that
detection of CK+ cells in PB before chemotherapy might identify
breast cancer patients with poor prognosis.
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Immunology Division, Department of Health Sciences, Faculty of Experimental Sciences, University of Jaén, Jaén, Spain
(MC,FW,JR-M,JJG); Division of Oncology, Center for Applied Medical Research (CIMA), Pamplona, Spain (CP,1Z,RC,AC); and
Department of Genetics (1Z) and Department of Histology and Pathology (RC,AC), University of Navarra, Pamplona, Spain

SUMMARY The presence of circulating tumor cells (CTCs) in breast cancer patients has been
proven to have clinical relevance. Cytogenetic characterization of these cells could have
crucial relevance for targeted cancer therapies. We developed a method that combines an
immunomagnetic selection of CTCs from peripheral blood with the fluorescence immuno-
phenotyping and interphase cytogenetics as a tool for investigation of neoplasm (FICTION)
technique. Briefly, peripheral blood (10 ml) from healthy donors was spiked with a pre-
determined number of human breast cancer cells. Nucleated cells were separated by double
density gradient centrifugation of blood samples. Tumor cells (TCs) were immunomagneti-
cally isolated with an anti-cytokeratin antibody and placed onto slides for FICTION analysis.
For immunophenotyping and genetic characterization of TCs, a mixture of primary mono-
clonal anti-pancytokeratin antibodies was used, followed by fluorescent secondary anti-
bodies, and finally hybridized with a TOP2A/HER-2/CEP17 multicolor probe. Our results show circulating tumor cells
that TCs can be efficiently isolated from peripheral blood and characterized by FICTION. cytokeratin expression
Because genetic amplification of TOP2A and ErbB2 (HER-2) in breast cancer correlates with FICTION

response to anthracyclines and herceptin therapies, respectively, this novel methodology ERBB2 (HER-2/neu) gene
could be useful for a better classification of patients according to the genetic alterations of immunomagnetic selection
CTCs and for the application of targeted therapies. (J Histochem Cytochem 56:667-675, 2008) TOP2A gene

KEY WORDS
breast cancer

BREAST CANCER is the most frequent type of cancer in
women (Parkin et al. 2005). Because of its high inci-
dence and good prognosis, breast cancer is the most
prevalent cancer in the world today. Approximately
4.4 million women who were diagnosed with breast
cancer within the last 5 years are still alive (Parkin et al.
2005). Despite the improvement in detection and treat-
ment, ~30% of newly diagnosed women with breast
cancer will die. In most cases, death results from the dis-
semination of cancer cells through lymphatic or blood
vessels and the development of distant metastases.
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The ErbB2 oncogene (also known as c-erbB2/HER-2/
neu) is the most frequently amplified oncogene in breast
cancer (20-35% of invasive breast tumors) (Pauletti
et al. 1996; Press et al. 1997; Ross and Fletcher 1999),
which correlates with poor clinical outcome (Jarvinen
and Liu 2003). ErbB2 is localized at 17q12-q21 and
encodes a 185-kDa tyrosine kinase protein that belongs
to the epidermal growth factor (EGF) receptor family.
Although there is no known ligand for ErbB2, hetero-
dimerization with other members of the EGF recep-
tor family causes a strong mitotic response (Olayioye
et al. 2000; Yarden and Sliwkowski 2001). Patients
with ErbB2 gene amplification or protein overexpres-
sion are eligible for trastuzumab (Herceptin) therapy.

TOP2A, a gene that codes for the protein
topoisomerase-Ila, is another key gene for breast can-
cer. TOP2A is located at the ErbB2 region and has
been found altered in almost 90% of primary breast
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cancers with ErbB2 amplification (Jirvinen et al. 1999,
2000). However, although 40% of those cases have a
coamplification of both genes, in another 40% of the
tumors, TOP2A has been found deleted (Jarvinen and
Liu 2003). Breast cancer cells with high topoisomerase-
Mo expression show a better response to anthracy-
clines (such as doxorubicin, epirubicin, or idarubicin)
(Jarvinen and Liu 2003,2006; Hannemann et al. 2006).
Therefore, the determination of genomic amplification
of either ErbB2 or TOP2A in breast cancer patients is
critical for administering an effective targeted therapy.

Breast cancer has been shown to shed tumor cells
into the circulation, even at the earliest stages of pri-
mary tumor development (Gaforio et al. 2003). Pretlow
et al. (2000) have shown that circulating tumor cells
(CTCs) isolated from peripheral blood (PB) of patients
with cancer are able to develop metastasis when xeno-
transplanted into nude mice. Thus, the early detection
of CTCs may have important therapeutic and prog-
nostic implications. The number of CTCs in PB from
breast cancer patients has clinical relevance (Gaforio
et al. 2003; Cristofanilli et al. 2005; Cristofanilli and
Mendelsohn 2006; Miiller et al. 2006; Camara et al.
2007), not just as an indicator of overall survival, but
also as a disease progression marker and/or metastatic
marker. However, little attention has been paid to the
cytogenetic features of such cells.

In 1992, Weber-Matthiesen et al. (1992) developed a
new technique for simultaneous immunophenotyping
and interphase cytogenetics analyses using cell lines.
The method was referred to as fluorescence immuno-
phenotyping and interphase cytogenetics as a tool for
investigation of neoplasm (FICTION). This technique
was shown to be very useful in the study of hema-
tological neoplasms (Nylund et al. 1993; Haferlach
et al. 1997; Temple et al. 2004; Young et al. 2006). In
this study, we show the development of a novel method
that combines immunomagnetic selection of tumor cells
(TCs) with cytogenetic characterization by FICTION
analysis. With this method, we were able to isolate TCs
from a 10-ml blood sample, immunophenotype them
(with anti-cytokeratin antibodies), and analyze ErbB2,
TOP2A, and CEP17 gene copy number.

Materials and Methods

Materials

Cell culture media MEM with Earle’s salt and RPMI-
1640 and fetal calf serum (FCS) were obtained
from PAA Laboratories (Pasching, Austria). Penicillin-
streptomycin, PBS, formaldehyde 37% solution (for-
malin), Igepal, Histopaque 1077, Histopaque 1119,
poly-L-lysine—coated glass slides, and Fast Red TR/
Naphthol AS-MX substrate were purchased from
Sigma (St. Louis, MO). The Carcinoma Cell Enrichment
and Detection Kit, the MACS MS Columns, anti-

cytokeratin 7/8 antibody (isotype: mouse IgG2a)
conjugated to FITC, and anti-FITC antibody (Isotype:
mouse IgG1) conjugated to alkaline phosphatase were
obtained from Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Germany). Mouse anti-human AE1-AE3 antibody was
purchased from BioGenex (San Ramon, CA). This is
a biclonal mouse antibody cocktail that recognizes cyto-
keratins 1/2/3/4/5/6/7/8 (clone: AE1; immunoglobulin
class: IgG1) and cytokeratins 10/14/15/16/19 (clone:
AE3; immunoglobulin class: IgG1). Secondary anti-
bodies Alexa Fluor 350 rabbit anti-mouse IgG (H+L)
and Alexa Fluor 350 goat anti-rabbit IgG (H+L) and
the Slow Fade Light Antifade Kit were obtained from
Invitrogen (Eugene, OR). The LSI TOP2A/HER-2/
CEP17 multicolor probe was purchased from Abbott
Molecular (Vysis; Des Plaines, IL). Sodium chloride-
sodium citrate buffer (SSC) was obtained from MP
Biomedicals Europe (Illkirch, France). Methanol, ace-
tone, and ethanol absolute were purchased from Panreac
Quimica (Barcelona, Spain). Aceticacid (glacial), Mayer’s
hematoxylin, and Kaiser’s glycerol gelatin were obtained
from Merck (Darmstadt, Germany).

Cell Lines

The human breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-
MB-231, known to have no ErbB2 amplification, were
obtained from the American Type Cultured Collection
(ATCC; Rockville, MD). SK-Br-3, a human breast can-
cer cell line with ErbB2 amplification, was obtained
from Eucellbank (Barcelona, Spain). MCF-7 and MDA-
MB-231 cells were grown in MEM with Earle’s salt,
supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated FCS
and 1% of a stock solution of penicillin-streptomycin.
SK-Br-3 was grown in RPMI 1640, supplemented with
10% (v/v) heat-inactivated FCS and 1% of a stock so-
lution of penicillin-streptomycin. Cells in the exponen-
tial growth phase were used for all experiments.

Blood Sample Processing and Density
Gradient Separation

PB samples (10 ml) from nine healthy volunteers were
obtained in heparinized tubes (BD Vacutainer; Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany) and spiked with
1000 MCF-7, MDA-MB-231, or SK-Br-3 breast cancer
cells. As negative controls, we processed three different
samples without breast cancer cells. All samples were
obtained with previous informed consent of healthy
donors. A double-density ficoll gradient was prepared
by placing 5 ml Histopaque 1077 in a tube containing
an equal volume of Histopaque 1119. Blood samples
were carefully placed onto the upper layer of Histo-
paque 1077, and tubes were centrifuged at 700 X g for
30 min at 20C. The mononuclear cell fraction (plasma/
1077 interphase) and granulocyte fraction (1077/1119
interphase) were isolated, and both fractions were
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mixed and washed in 50 ml PBS by centrifugation at
200 X g for 15 min, according to previous publications
(Gaforio et al. 2003).

Cell Enrichment by Immunomagnetic Separation

Tumor cells were immunoseparated using the Carci-
noma Cell Enrichment and Detection Kit, with some
modifications. Briefly, after cell permeabilization, the
cell pellet was resuspended in 40 ml dilution buffer plus
5 ml MACS CellPerm Solution and incubated for 5 min
at room temperature. Cells were fixed by adding 5 ml
CellFix Solution for 30 min at room temperature. Cells
were washed twice, resuspended in 600 pl MACS
CellStain Solution, incubated with 200 wl Fe-Blocking
Reagent, and immunomagnetically labeled with 200 pl
MACS anti-cytokeratin microbeads (microbeads con-
jugated to a monoclonal anticytokeratin 7/8 antibody;
clone: CAMS.2).

After a 45-min incubation at room temperature, cells
were washed, resuspended in 1 ml CellStain Solution,
and placed onto a MACS MS column. Unlabeled cells
were washed off the column with 3 X 500 pl dilution
buffer. The column was removed from the magnetic
field, and the retained cells (magnetic-positive cell pop-
ulation) were eluted with 1 ml dilution buffer. The
magnetically enriched cell fractions were spun down
onto poly-1-lysine—coated glass slides in a cytocentri-
fuge (Hettich; Tuttlingen, Germany) at 1500 rpm for
10 min. Slides were air-dried overnight at room tem-
perature and stored at —20C without fixation.

LSI TOP2A/HER-2/CEP17 Probes

The LSI TOP2A/HER-2/CEP17 multicolor probe in-
cludes a TOP2A probe labeled with SpectrumOrange,
an ERBB2 (HER-2/neu) probe labeled with Spectrum-
Green, and a chromosome enumeration probes CEP17,
labeled with SpectrumAqua.

FICTION

Previously published protocols for FICTION were used
(Weber-Matthiesen et al. 1992), with some modifica-
tions. After thawing, slides were fixed in an ice-cold
mixture of methanol and acetone (1:1) for 5 min and air
dried. Slides were hydrated in PBS for 5§ min and incu-
bated for 30 min with a blocking solution (10% rabbit
serum in PBS) before primary antibody incubation. The
slides were washed in PBS for 5 min and incubated with
the biclonal mouse anti-AE1-AE3 antibody overnight
at 4C, diluted 1:200 in PBS containing 10% FCS. The
revelation was conducted by applying two sequential
layers of secondary antibodies (1:50 dilution in PBS
for both of them, 30 min at room temperature): Alexa
Fluor 350 rabbit anti-mouse IgG and goat anti-rabbit
IgG. After fluorescent immunophenotyping, slides were
coverslipped under PBS for evaluation under a Zeiss
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Axioplan 2 epifluorescence microscope (Carl Zeiss;
Jena, Germany), with appropriate filter sets. ISIS soft-
ware (MetaSystems; Altslussheim, Germany) was used
for evaluation throughout.

After assessment of positive (tumor) cells on the
slides, samples were fixed with Carnoy’s solution (3:1
methanol: acetic acid fixative), rinsed in distilled water
for 1 min, fixed in 1% formaldehyde, and rinsed again
in distilled water for 1 min. After dehydration in an
ethanol series (70%, 80%, and 100%) and air dried,
slides were codenatured with the LSI TOP2A/HER-2/
CEP17 multicolor probe for 5 min at 85C and hy-
bridized overnight in a humidified chamber at 37C.
Posthybridization wash was carried out at 72C in 2X
SSC/0.3% Igepal, pH 7, for 2 min, followed by another
wash at room temperature. Finally, slides were mounted
with the Slow Fade Light Antifade Kit. Microscopic
evaluation was carried out with the microscope and
software imaging system described above.

A minimum number of 50 morphologically intact
and non-overlapping nuclei were scored in every sam-
ple to determine the number of hybridization sig-
nals for each ErbB2, TOP2A, and CEP17 probe. Both
absolute copy numbers and the relative copy number
ratio (ratio between the mean number of ErbB2 or
TOP2A signals and the mean number of chromosome
17 centromere signals) were determined. A [ErbB2
or TOP2A]/CEP17 ratio =1.5 was considered gene
amplification. Similarly, ratios =0.7 were considered
gene deletions.

Analysis of Cell Recovery

To determine the number of cells recovered, we applied
the double-density ficoll gradient and immunomagnetic
separation describe previously, followed by immuno-
cytochemistry (using anti-cytokeratin antibodies) for
quantification of positive cells. Briefly, we used 10 ml
of blood from healthy volunteers that was spiked with
1000 cells (MCF-7, MDA-MB-231, or SK-Br-3 cell
lines). After double-density ficoll gradient, immuno-
magnetic labeling, and separation, cells were subjected
to cytospin and stored at —20C without fixation.
After thawing, slides were stained with 100 pl of anti-
cytokeratin 7/8 conjugated to FITC (isotype: mouse
IgG2a) for 10 min at room temperature and further
labeled with 10 pl anti-FITC antibody conjugated to
alkaline phosphatase (isotype: mouse IgG1) for 10 min
at room temperature. Slides were washed in PBS for
5 min, and cytokeratin-expressing cells were detected
by incubation with Fast Red TR/Naphthol AS-MX
substrate solution for 15 min in a moist chamber. Slides
were washed in PBS, counterstained with Mayer’s he-
matoxylin, and mounted with Kaiser’s glycerol gelatin.
Cytokeratin-expressing cells (CK+) were counted sep-
arately by two expert researchers. All experiments were
done in triplicate.
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Results

Efficiency of the TCs Immunoselection Method

Cell recovery was in the range of 60-80% for the three
cell lines studied (Table 1), which is similar to what was
described in previous studies (Gaforio et al. 2003).
All tumor cells (CK+) showed a strong cytoplasmic
staining pattern, and the cell morphology was consis-
tent with a malignant phenotype (Figures 1A-1C). Ac-
cording to previous publications, although tumor cells
were specifically immunoselected, some white blood
cells could be seen in the positive tumor fraction (Fig-
ures 1A-1C). Inmunophenotyping was also conducted
with mouse anti-cytokeratins antisera followed by two
layers of fluorescent antibodies (Alexa Fluor 350 rabbit
anti-mouse and Alexa Fluor 350 goat anti-rabbit). This
procedure rendered an excellent labeling of tumor cells
for the three lines analyzed (Figures 1D-1F).

FICTION Analysis of the Selected TCs

Breast cancer cells were unequivocally distinguished
among the white blood cells by their blue color provided
by the immunofluorescent labeling (Figures 2A-2C).
The three tumor cell lines displayed a well-preserved
morphology (Figures 2A-2C).

Hybridization signals for ErbB2, TOP2A, and
CEP17 were also clearly observed in both tumor cells
and leukocytes (Figures 2A-2F). All leukocytes showed
two signals for ErbB2, TOP2A, and CEP17, thus serv-
ing as internal controls. Quantitative results of the num-
ber of signals found in tumor cells are given in Table 2.
The most common genetic pattern for the cell line
MCEF-7 was the presence of three copies of chromo-
some 17 (CEP17) but two copies of ErbB2 (mean,
2.02 = 0.24 copies/cell) and TOP2A (mean, 2.01 *
0.26 copies/cell; Figure 2D; Table 2). In the case of
MDA-MB-231 cells, two patterns were basically found.
The predominant one (accounting for 91.33% of the
cells) showed trisomy of CEP17. The other one was
tetrasomic for CEP17 (which was observed in 8.67%
of the cells). In general, neither of these populations
presented ErbB2 or TOP2A amplifications or dele-
tions (average ratio with respect to CEP17 being 1.01
for both genes; Table 1). The cell line SK-Br-3 showed
many copies of ErbB2, TOP2A, and CEP17 (Figure 2F).

Table 1 Recovery rates of tumor cells from peripheral blood

The average copy number for ErbB2 was 25.87 + 7.39,
whereas for TOP2A, it was 9.48 * 2.55. Gene ampli-
fication for ErbB2 (3.81-fold relative to CEP17) was
found in this cell line. In negative control samples, no
hybridization signals or blue-positive cells were detected.

Discussion

Studies from our group and from others have shown
that the number of CTCs in breast cancer patients
correlates with clinical outcome (Gaforio et al. 2003;
Cristofanilli et al. 2005; Miiller et al. 2006). The
presence of more than five CTCs in a 7.5-ml blood
volume determines a bad prognosis and decreased over-
all survival, irrespective of the treatment received by
the patients (Cristofanilli et al. 2004). These remark-
able data could be even more clinically relevant if the
precise genetic alterations of such cells were accurately
determined. We showed here the feasibility of analyz-
ing TCs by immunomagnetic separation and FICTION
techniques to examine gene copy number of ErbB2,
TOP2A, and CEP17 in CK+ (i.e., tumor) cells.

Few studies have applied molecular techniques to
identify genetic signatures of CTCs. The analysis by
RT-PCR for mammaglobin and B305D-C in CTCs
showed a sensitivity of 70% and a specificity of 81% for
the diagnosis of invasive breast carcinoma (Reinholz
et al. 2005). Several studies analyzing genetic defects in
disseminated tumor cells isolated from bone marrow
showed several chromosomal alterations (Klein et al.
1999; Schmidt-Kittler et al. 2003) and amplification of
the ErbB2 gene by fluorescence in situ hybridization
(FISH) (Mller et al. 19965 Schardt et al. 2005). How-
ever, the molecular characterization of CTCs in PB
would be preferable to more invasive procedures, such
as bone marrow aspirations.

The FICTION technique was developed to assign
tumor cells to a cytogenetically defined clone and, at
the same time, to determine their specific cell lineage
(Weber-Matthiesen et al.1992,1993). FICTION has
been proven to be clinically meaningful in hematolog-
ical neoplasms (Nylund et al 1993; Haferlach et al.
1997; Temple et al. 2004; Young et al. 2006). In solid
tumors, three studies have applied FICTION to cor-
relate the presence of genetic alterations with the ex-

Recovery rates®

Number of tumor cells

Number of tumor cells

Number of tumor cells Total percentage

Cell line recovered in blood sample 1 recovered in blood sample 2 recovered in blood sample 3 of recovery
SK-Br-3 780 760 751 76.37
MCF-7 681 733 742 71.87
MDA-MB-231 670 657 622 64.97

2To determine the number of cells recovered, 10 ml of blood from nine healthy donors was spiked with 1000 cells (MCF-7, MDA-MB-231, or SK-Br-3 cell lines).

See Analysis of Cell Recovery in Materials and Methods.
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Figure 1 Peripheral blood from healthy volunteers spiked with different tumor cell lines. Mononuclear and granulocyte cell fractions were
processed for positive immunomagnetic tumor cells separation and labeled using immunocytochemistry (A-C) or immunofluorescence (D-F).
Tumor cells [MCF-7 (A,D), MDA-MB-231 (B,E), and SK-Br-3 (C,F)] show a solid cytoplasmic cytokeratin (CK) staining pattern, whereas the
surrounding hematopoietic cells do not. Bar = 75 pm.

pression of a particular protein (Terada et al. 2000;  ceptor (ER) expression and deletion of the estrogen
Zhang et al. 2000; Dettori et al. 2003). Zhang et al.  receptor gene (ESR). Terada et al. (2000) studied, using
(2000) used this technique in six breast carcinoma cell ~ FICTION, 105 patients with gastric tumors, showing
lines to study the relationship between estrogen re-  that the frequency of positive cells for proliferating cell
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Figure 2 Peripheral blood from healthy volunteers spiked with different tumor cell lines, processed by immunomagnetic enrichment and
fluorescence immunophenotyping and interphase cytogenetics as a tool for investigation of neoplasm (FICTION) techniques. Leukocytes are
negative for the CK labeling and were used as positive control for the fluorescence in situ hybridization technique. Tumor cells [MCF-7 (A,D),
MDA-MB-231 (B,E), and SK-Br-3 (C,F)] are clearly identified and show hybridization signals for ERBB2 (HER-2/neu) (green), TOP2A (orange), and
CEP17 [aqua (light blue)]. (D) MCF-7 cells show three copies of chromosome 17 and two copies of the HER-2 and TOP2A (mean: two copies
of both genes/cell). (E) The general pattern found for MDA-MB-231 cells is the presence of three signals for CEP17, HER-2, and TOP2A. (F) SK-
Br-3 cells show a high level of HER-2 amplification and a low level of TOP2A amplification. Observe that several signals are also seen for
CEP17. Notice that not all signals from genes are in focus at the same time. Bar = 75 um.
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Table 2 Absolute and relative copy numbers of ERBB2 (HER-2/neu) and TOP2A genes in SK-Br-3, MCF-7, and MDA-MB-231 cells, after
immunomagnetic separation from blood samples and FICTION analyses

ERBB2 (HER-2/neu) copy number

TOP2A copy number

Cell line Absolute (mean = SD) Relative to 17 centromere Absolute (mean = SD) Relative to 17 centromere
Leukocytes® 2.00 = 0.00 1.00 2.00 = 0.00 1.00

SK-Br-3 25.87 * 7.39 3.81° 9.48 + 2.55 1.40°

MCF-7 2.02 = 0.24 0.66° 2.01 = 0.26 0.66°
MDA-MB-231 3.09 = 0.28 1.01 3.09 = 0.28 1.01

2Samples internal control, 450 cells.
bGene amplification.
‘Gene deletion.

One hundred fifty cells were evaluated for each cell type (50 cells/sample). FICTION, fluorescence immunophenotyping and interphase cytogenetics as a tool for

investigation of neoplasm.

nuclear antigen (PCNA) and chromosome 17 numer-
ical aberrations were indicators of metastatic poten-
tial. Dettori et al. (2003) evaluated, using FICTION,
the immunoexpression of a mitochondrial mem-
brane antigen with a simultaneous visualization of
numerical chromosomal aberrations in 18 patients with
thyroid tumors.

In this study, we showed for the first time that
breast cancer cells isolated from PB can be analyzed by
FICTION to simultaneously examine ErbB2/TOP2A/
CEP17 copy number and cytokeratins 1-8/10/14-16/19
in these cells. To ensure a high specificity of the assay in
the analysis of tumor cells, we incorporated the fol-
lowing steps: (a) the first milliliters of blood collected
from the samples were discarded to avoid contam-
ination with squamous cells; (b) Fc receptors from
cells were blocked to avoid nonspecific binding, pre-
viously to the incubation with the anti-cytokeratin
mAb; and (c) application of double CK immunolabel-
ing with an anti-CAMS35.2 (cytokeratin 7/8) monoclonal
antibody (for immunoselection) and with a biclonal
anti-AE1/AE3 (anti-pancytokeratin) antibody (for fur-
ther immunophenotyping).

The genetic amplification of both ErbB2 and TOP2A
in SK-Br-3 cells was previously published using FISH
(Szollosi et al. 199355 Jarvinen et al. 1999,2000; Forozan
et al. 2000), comparative genomic hybridization
(Forozan et al. 20005 Lottner et al. 2005), and spectral
karyotyping (Kytola et al. 2000), and is coincident
with our results. The deletion of ErbB2 in MCE-7 cells
(Szollosi et al. 1995; Shadeo and Lam 2006) and the
normal ErbB2 copy number in MDA-MB-231 cells
(Satya-Prakash et al. 1981; Grushko et al. 2002; Lottner
et al. 2005) were also previously documented and are
in keeping with our data. However, no data showing
the TOP2A status in MCF-7 and MDA-MB-231 cells
were previously reported.

Ideally, the technique we describe here could be use-
ful for early detection of ErbB2/TOP2A-amplified dis-
seminated breast cancer and to monitor, in a relatively
easy way, the response to herceptin/anthracycline-
based therapies. However, many questions arise from
our study that should be addressed in future studies.

First of all, breast cancer patients should be tested to
determine the clinical value of this technique. In addi-
tion, it is currently unknown whether ErbB2/TOP2A
amplifications or deletions in CTCs will represent the
general pattern of aberrations of the primary tumor.
ErbB2 is amplified in ~20-35% of invasive breast car-
cinomas, and TOP2A has been found altered in almost
90% of ErbB2-amplified tumors. However, several
tumors with extra copies of ErbB2 contain tumor
cells with amplification and deletion of the TOP2A
gene (Jarvinen et al. 1999). It has been suggested that
this finding may have therapeutical implications,
because TOP2A deletions confer resistance to topo-
isomerase II inhibitors (Jarvinen and Liu 2003). This
could be an explanation for the gradual loss of efficacy
of topoisomerase II inhibitors, which is common in
breast cancer treatment. Meng et al. (2004) found that
9 of 24 patients whose primary tumors were ErbB2
negative showed ErbB2 amplification in their CTCs.
However, other studies have shown that ErbB2 status
was similar between breast cancer metastases and the
primary tumor (Tanner et al. 2001; Dirix et al. 2005).
In this scenario, one can think that disseminated
circulating cells may come from subclones of tumor
cells and may not be a representative sample of the
whole tumor.

Despite these caveats, which warrant further studies,
the presence of ErbB2/TOP2A-amplified CTCs could
serve as a surrogate marker to monitor targeted therapy.
A rapid drop in the number of CTCs and cytokeratin-
19 mRNA levels has been described in patients after
herceptin treatment (Bozionellou et al. 2004). It is likely
that the monitoring of the number of cells carrying
the specific target against which drugs were designed
(whether is herceptin or anthracyclines) would be suit-
able for testing the efficacy of such therapy. Although
we describe here a FICTION method for the analysis
of ErbB2/TOP2A/CEP17 status in TCs from PB, many
other breast cancer targets could be analyzed using a
similar technology. For instance, a recent paper showed
that node-negative breast cancer patients with 11q dele-
tion might benefit from anthracycline-based chemother-
apy (Climent et al. 2007).



>~
=
o
=
()
A=
)
O
—
>~
O
oJ
>
=
L2
=
()
e
O
©)
+—
Ak
I
Y
@)
©
=
—_
>
A=}
(D)
=
-

674 Campos, Prior, Warleta, Zudaire, Ruiz-Mora, Catena, Calvo, Gaforio

In summary, we showed the feasibility of a new
methodology that combines immunomagnetic selection
and FICTION for ErbB2/TOP2A/CEP17, which could
allow genetic characterization of CTCs from PB.
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Abstract

Bakground: Since circulating tumor cells (CTCs) have metastatic potential, their genetic and phenotypic
characteristics could provide crucial information to establish the most effective therapy. We assessed t he
clinical utility of a methodology that allows the si multaneous analysis of CTCs phenoty pe and genotype in
colon cancer patients and, in a ddition, whether this methodology could provide co mplementary information
to the one obtained by the primary tumor biopsy.

Methods: Thirty-three non-metastatic (stages 0-IIT) colon cancer patients and 9 healthy donor sam ples
were evaluated. All periphera | blood sa mples (10 ml) were analyzed by cytokeratin immunomagnetic
enrichment. Eight samples were analyzed by immunocytochemistry and 25 samples were analyzed by
FICTION technique for simultaneous cytokeratin expression and chromosome 17 and ERBB2 gene status. A
further study was carried out in one patient who showed CTCs heterogeneity in chromosomal abnormalities.
We analyzed HER?2 protein expression on CTCs and FISH and HER2 protein expression in primary tumor of
this patient.

Results: Our results show that 9.09% of patients had cytokeratin-positive CTCs (CK+/CTCs in peripheral
blood. One of the patient s showed heterogeneity in chro mosomal 17 abnormalities and two different CK
expression patterns on CTCs: one CK+/CTCs and one CK-/CTCs. Furthermore, 63.33% of these CTCs
overexpressed HER2 protein while the primary tumor of this patient was diploid and did not express HER2
protein.

Conclusions: We describe a methodology that allows the simultaneous analysis of genetic and phenotypic
of CTCsin colon cancer patients, which may provide e ssential information to select p atients who might
benefit from specific therapy.

Different genetic alterations that have b een described in
colorectal cancer may represent novel candidates for tailored

Background
therapy, such as: i) alteratio ns in protoonc ogen C-MYC

Colon cancer is one of the most common types of tumors (located on ch romosome &) that encodes a transcription

in developed c ountries [1]. Despite the i mprovement of factor that is one of the most potenta nd frequently

survival rates achieved with the use of new chemotherapy deregulated oncoproteins in human cancers [3]; ii) alterations

. o . ar
agents, approximately 20% of stag e Il patients will die in ERBB2 gene (located at chromosome 17), member of the

from recurrent disease [2], which shows the need of more EGFR family, is a comm on target for breast cancer, but

effective therapies. . . . N
P recent studies have found overexpression or amplifications in

other solid tu mors, such as lung, gastric and colorect al
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cancers [4-6]. This offers the possibility of testing ERBB2-
targeted drugs, including trastuzumab and lapatinib, in these
subpopulations of patients ~ [7-11]. Overexpression or

amplification of ERBB2 has been reported in 3%-14% of
primary tumors from colorectal cancer patients [4, 12-14],
some authors have suggested that the addition of trastuzumab
to chemotherapy might increase the clinical response in these

colon cancer patients [7-12, 14].

The detection of circulating tumor cells (CTCs) appears to be
an important prognostic marker for different tumor types such
as breast cancer where it serves as a progression marker and
indicator of overall survival [15-18]. In addition, the

detection of CTCs identifies therapy resistant breast cancer
patients [19-21]. The prognostic significance of CTCs in
colorectal cancer is not clear yet, recent rep orts suggest an
association with overall survival and disease progression [22—
24]. However, little attention has been paid to the cytogenetic

features of such cells.

In this study we analyzed CTCs of 33 n on-metastatic colon
cancer patients with the goal of evaluating ERBB2 status in
such CTCs. Our methodology allowsu s toanaly ze
simultaneously the ERBB2 phenotype and genotype of single
cytokeratin positive (CK+)/ CTCs isolated from peripheral
blood (PB)by immunomagnetic separation and FICTION
[25]. We found that3 out of 33 patient s had dete ctable
CK+/CTCs (9.09%) and 1 of them had CK+/CTCs with
strong HER2 expression. CK+/CTCs in this patient we re
triploid for chrom osome 17 and did not show ERBB2

amplification, while the pri mary tumor showed disomy for
this chromosome and ERBB2 gene, and were negative for
HER?2 protein expression. Therefore we were able to identify
CTCs in PBwithdiffere nt genetic and phenotypic
characteristics to the ones found in pri mary tumor biopsy.
Since CTCs are linked to tu mor recurrence and metastasis,
CTCs’ genotype and phenotype analysis could also complete
the real status of the disease ~ with metastatic and pri mary

tumor analysis.

Materials and methods
Cell lines and controls

The human colon cancer cell lines Caco-2, HT-29, and
human breast cell lines MCF-7 MDA-MB-231 were obtained
from the American Type Cultured Collection (ATCC;
Rockville, MD). The human breast cancer cell line SK-Br-3
(with  ERBB2 amplification and overexpression) was
obtained from Eucellbank (Barcelona, Spain). MCF-7 and
MDA-MB-231 cells were grown in MEM with Earle’s salt
(PAA Laboratories, Pasching, Austria), supp lemented with
10%  (v/v) heat-inactiv ated fetal calf serum (PAA
Laboratories, Pasching, Austria) and 1% of a stock sol ution
of penicillin-streptomycin (Sigma, St. Louis, MO). Caco-2,
HT-29 and SK-Br-3 cells were grown in RP MI 1640 (PAA
Laboratories, Pasching, Austria), plus 10 % (v/v) heat-
inactivated fetal calf seru m and 1% of a stock solution of
penicillin-streptomycin. Cells in the exponential growth
phase were used for the experim ents. These cancer cell lines
were used as positive co ntrol. Briefly, we spiked 1000 of
each tumor cells lines in 10 ml of peripheral blood (PB) from
6 healthy donors (one sa mple of blood per each tu mor cell
line except for SK-Br-3 control that was duplicated), under an
approved ethical protocol and signed informed consent.
Previously, we validated the absence of CTCs in PB from
healthy donors as neg ative controls. Besides these healthy
donor samples, we al so evaluated three PB samples of
patients with diverticulosi s disease (benign inflammatory
disease) asn egative controls. Positive con trols, negative
controls and patient’s samples were carried out separately to
avoid cross contamination and were processed following our

previously published FICTION protocol [25].

Study population and clinicopathologic examination

Informed consent was obtained from all participants
following and explanation of the nature of the study , as
approved by the research ethics board of our hospital. All
patients were considered sporadic cases on the basis that no
clinical antecedents of familial adenomatous poliposis were
reported, and those who met the clinical criteria for hereditary
nonpolyposis coloncan cer (Amsterdam criteria) were

excluded. Between June 2004 and November 2005, bloo d
samples (10 mL) were tak en from 33 non-metastatic colon
cancer patients (stages 0-11I) by venipuncture, the day before

surgery. All patients were followed up until death or until
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August 11, 2007. Follow-up of the patients was carried out

every 6 months and included recording of the development of

local and distant tumor relapse and the survival state of the

patients.

The following variables were obtained from the medical
records of't he 33 pati ents: Age, gender, tumor location,
pathologic stage, histological differentiation and type, lymph
node metastases, tumor invasion, and evid ence of poly ps
(defined by the presence of polyps in the surgical sam  ple).
Pathologic stage was assessed using tumor-node-metastases

(TNM) classification (Table 1).

Table 1: Correlation among CK+/CTCs and clinical/morphological variables

Clinical or pathological

variables

Gender
Male
Female
Tumor location
Ascending colon
Transverse colon
Descending colon
Sigmoid colon
Transverse-sigmoid colon
Grade of differentiation
Well
Moderate and moderate-
Poor
TNM
0
|
Il
1}
Histological type
Adenocarcinoma
Mucinous adenocarcinoma
Intramucosal
Tumor configuration
Excrescent
Excrescent-infiltrative
Infiltrative
Polyploid
Ulcerative
Ulcer vegetative
Vegetative
Tumor invasion
Lymphatic
+

Venous
+

Perineural (n=10)
+

Number of CK+/CTCs/10 ml

p value
CK+ patients CK - patients (%)
2 (6.06%) 20 (60.60%) 0.718
1 (3.03%) 10 (30.30%)
2 (6.06%) 12 (36.36%)
0 (0.00%) 1 (3.03%) 0.477
0 (0.00%0) 12 (36.36%)
1 (3.03%) 4 (12.12%)
0 (0.00%) 1 (3.03%)
2 (6.06%) 10 (30.30%) 0.289
0 (0.00%) 13(39.39%)
1 (3.03%) 5 (15.15%)
0 (0.00%) 2 (6.06%)
0 (0.00%) 3 (9.09%) 1.000
1 (3.03%) 10 (30.30%)
2 (6.06%) 15 (45.45%)
3 (9.09%) 26 (78.78%) 1.000
0 (0.00%) 2 (6.06%)
0 (0.00%) 2 (6.06%)
0 (0.00%) 6 (18.18%)
0 (0.00%) 1 (3.03%)
1 (3.03%) 7 (21.21%) 0.501
0 (0.00%) 5 (15.15%)
1 (3.03%) 1 (3.03%)
1 (3.03%) 9 (27.27%)
0 (0.00%) 1 (3.03%)
2 (6.06%) 15 (45.45%) 0.523
1 (3.03%) 15 (45.45%)
0 (0.00%) 3 (9.09%) 0.744
3 (9.09%) 27 (81.81%)
1 (3.03%) 8 (24.24%) 0.629
2 (6.06%) 2 (66.67%)
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Blood samples, density gradient separation and
CK+/CTCs enrichment by immunomagnetic
separation

Peripheral venous blood samples (10 mL) were collected
from colon cancer patients before surgery. PB samples were
collected inh eparinized tubes (BD V acutainer, Becton
Dickinson; Heidelgerg, Germany) and were processe d
within 4 hr after collection. Eight PB  samples were
processed according toth e methodology previously
described by our group [ 15] and25 PB samples were
processed following our FICTION protocol [25].

Briefly, a double-density ficoll gradient was prepared per
PB sample (Histopaque 1119 and Histopaque 1077 (Sigma,
St. Louis, MO)). After centrifugation, the mononuclear cell
fraction and the granulocyte fraction were isolated. Then
tumor cells were immunoseparated using the Carcinoma
Cell Enrichment and Detection Kit( Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany), with so me modifications.
After nucleated cells werei solated, permeabilizated and
fixed, thesa mples were incubated with Fc-Blocking
Reagent and immunomagnetically labeled with MACS anti-
cytokeratin microbeads (microbeads conjugated to a
monoclonal anti-cytokeratin 7/8 antibody; clone: CAM 5.2).
After this, sa mples were placed ontoa MACS Column
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) and the
retained cells  (magnetic-positive  cell  population;
cytokeratin-positive  (CK+) cells) were eluted. The

magnetically enriched cell fra ctions were spun down onto
poly-L-lysine-coated glass slides (Sigma, St. Louis, MO) in
a cytocentrifuge (Hettich; Tuttlingen, Germany). Then
slides were air-dried over nig ht at roo m temperature and

stored at -20°C without fixation.

Detection of CK+/CTCs by immunocytochemistry

Eight PB samples were processed by immunocytochemistry.
After thawing, slides were stained with anti-cytokeratin 7/8
conjugated to FITC (isotype: mouse IgG2a. Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany) and further labeled with anti-
FITC antibody conjugated to alkaline phosphatase (isotype:
mouse IgGl, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Germany). Then sa mples were incubated wi th Fast Red

TR/Naphthol AS-MX substrate solution (Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach, Germany), counterstained with Mayer’s
hematoxylin, and mounted with Kaiser’s glycerol gelatin
(Merck, Darmstadt, Germany) following our
immunocytochemistry protocol [ 15]. CK+/CTCs wer e

counted separately by two expert researchers.

Detection of CK+/CTCs by FICTION (Fluorescence
immunophenotyping and Interphase Cytogenetics as a

Tool for Investigation of Neoplasm)

Twenty five PB samples were processed by FICTION [25].
Briefly, after thawing and fi xation, these sam ples were
incubated with ablocki ng solution (10% rabbit serum
(Sigma, St. Louis, MO)) followed by primary antibody
incubation with the biclonal mouse anti-AE1-AE3 antibody
(BioGenex, San Ra mon, CA). The develop ment was
conducted by applying 2 se quential layers of secondary
antibodies: Alexa Fluor 350 rabbit anti- mouse IgG and goat
anti-rabbit IgG (Invitrogen, Eugene, OR). After fluorescent
immunophenotyping, slides were evaluat ed under Leica
TCS-DL confocal laser scanning system with argon and two
helium neon lasers on a LeicaD M IRBin verted
microscope, with appropriate filter set. Blue fluorescent
images were acquired with Leica DFC 300FX digital
camera and pr ocessed with Leica IM50 i mage manager.
Confocal images were acquired and processed using Leica
confocal LCS software (Leica Microsystems; Wetzlar,

Germany).

After assessment of po sitive tumor cells on the slid es,
samples were fixed and dehydrated in seri es of ethanol
(Panreac Quimica, Barcelona, Spain). Afterwards, sa mples
were codenatured (85°C for5 min) and hybridized
(overnight at 37°C) with the LSI HER2/CEP17 multi-color
probe, (ERBB2 (HER2/ neu) probel abeled with
SpectrumGreen and a chromosome enumeration probe
CEP17 labeled with Spectrum Aqua) (Abbott Molecular,
Vysis; Des Plaines, IL). Posthy bridization wash w as
performed at 72°C in 2xSodiu m chloride citrate buffer
(SCC) (MP Biomedicals Europe, Illkirch, France)/0.3%
Igepal (Sigma, St.Louis, MO) for2 min, followed by
another wash atroo m temperature [25]. Microscopic
evaluation was carried out with the Leic a microscope

described above by two expert researchers.
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Analysis of hybridization

All CK+/CTCs were scored to deter mine the nu mber of
hybridization signals for each ERBB2 and CEP17 probe.
The absolute c opy numbers and the relative copy number
ratio (ratio between the absolute number of ERBB2 si gnals
in each CK+/CTC and the ab solute number of their own

chromosome 17 centromere signals) were determined. For
FISH evaluation a [ ERBB2]/CEP17 ratio v alue >1.5 was
considered to be anin crease copy number of the gen e.
Similarly, ratio value <0.7 was considered to be a decrease
copy number or the gene, a nd ratios between 1.3 and 1.5

were considered as equivo cal values, and were interpreted

with caution.

Statistical analysis

The patient characteristics were related to the presenc e of
CK+/CTCs in PB by using Fisher’s exact test. When a
variable was ordered a trend analysis was applied. Actuarial
curves for progression-free  survival (PFS) and o verall
survival (OS) were calculated by the Kaplan-Meier method.
PFS and OS were calculated from the date of the primary
detection of CK+ cells in PBtoth e date ofdisea se
progression or death. Dise ase progression was defined a s

recurrence of the patients.

Study of patient with identification number (IN) 28

Due to the gen etic characteristics of the CK+ /CTCs found
in IN 28 patient, we conducted a further study of this patient
by assessing several tumor markers, genetic characteristic of
the primary tumor and the expression of HER2 protein in
CK+/CTCs of this patient.

Immunohistochemistry of primary tumor

Immunostaining of primary tumor sample was assessed by
Department of Pathology (University Hospital of Jaén) on
routinely processed paraffin sections using the citrate buffer
(pH 6) (Master Diagnostica, Granada, Spain) as an antigen-
retrieval method. Sections were examined with monoclonal
antibodies (mAbs) recognizing p53 (Novocastra, Newcastle
upon Tyne, UK); cyclin D1 (Dako, Glostru p, Denmark);
HER2 (Dako, Glostrup, Den mark); Ki-67 (Concept a

Biosystems, Barcelona, Spain); CD31 (Novocastra,

Newecastle upon Tyne, UK);and CD34 (Novocastra,
Newcastle upon Tyne, UK). Immunohistochemical staining
was performed with asen sitive polymer-based system
(Dako EnVision system, Glostrup, Denmark) with
diaminobenzidine (DAB) solution as a chrom ogen (Dako,
Glostrup, Denmark). All in cubations were carried out at
room temperature. The sa mple was counterstained with
Mayer’s haematoxylin (Merck, Dar mstadt, Germany) and
mounted using standard procedures. Positive and neg ative
(substituting the primary antibody by distilled water)
controls were includedin the kit. Allreco  mmended
prognostic factors by the American College of Pathologists

were recorded.

The assessment of i mmunohistochemistry was conducted
using anOly mpus BH-2 microscope (Olympus;
Hertfordshire, United Kingd om) attached to a Nikon
Coolpix 5400 camera for acquisition of digital images. All
markers were quantitated using random fields that w ere
recorded as digital images under high power view (x400)
and counting a mean of 1000 cells per marker with the aid
of the ImageJ software for im age analysis (ImageJ, U. S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2007).

FISH of primary tumor

The ERBB?2 e valuation by FISH was perfo rmed on tw o
sections (3 pm) from paraffin-embedded tissue sample.
Briefly, after paraffin wasr emoved the sections were
rehydrated in e thanol series and treated with hydrochloric
acid (Panreac Quimica, Barcelona, Spain), followed by a
treatment with 8% Sodium thiocyanate (Panreac Quimica,
Barcelona, Spain) and digested with 0.025% pepsin (Sigma,
St. Louis, MO ) in hy drochloric acid. Sa mples were th en
rinsed with 2xSSC, dehydrated in et hanol series and air

dried at room temperature.

Next, dual-color probe PoseidonTM  Repeat FreeTM
ERBB2, HER2/Neu (17q12) & SE 17 Cont rol probe (red
color for ER BB2, andgr een forSEl 7) (Kreatech
Diagnostics, Amsterdam, The Netherlands) were added t o
slides and codenaturation (75°C for 10 min), hybridization
(overnight at 37°C) and po sthybridization wash (72°C in
1xSSC for 2 min, followed by 1xSSC at room temperature)
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were performed following the Kreatech Diagnostic’s
recommended protocol. Slides were mounted with DAPI 1

counterstain (Abbott Molecular, Vysis; Des Plaines, IL).

Evaluation of the hybridization was done with a Zeiss
Axioplan 2 epi fluorescence microscope (Carl Zeiss; Jen a,
Germany), with the appropriate filters set. ISIS software

(MetaSystems; Altslussheim, Germany) was used to capture
the images. 100 tumor nuclei were examined and alterations
of the number of signals were evaluated following standard

procedures.

Immunostaining of CK+/CTCs with anti-HER2 mAb
(HercepTest, Dako)

After FICTION evaluation, IN 28 sam ple was dismounted,
rehydrated and the anti-HER2 antibody =~ was applieda s
described in the section Immunohistochemistry of primary
tumor. Positive controls, in  which FICTI ON had b een
evaluated, were includedi n thei mmunostaining of
CK+/CTCs with anti-HER2, in order to have a control of
the immunocytochemistry. These controls followed the
same process as described for the IN28 sa mple, except for
one of the SK -Br-3 controls that was u sed as a neg ative
control (substituting the pri mary antibody with distilled
water to a ssure that cro ssed reactions or false positive

results did not occur).

Analysis of HER2 expression

Tumor cell lines and CTCs from IN 28 sample were scored
according to manufacturer’s guidelines. Score 0 defined as

no staining of tumor cells, score 1+, as faint membrane
staining of the se cells; score 2+, as weak to moderate
membrane staining; and a score of 3+, as strong staining of
the entire membrane with perinuclear reinforcement.
Samples were considered negative whena score 0 or 1+

staining were found in >10% of tumor cells, while they
were considered positive when score 2+ or 3+ was observed
in > 10% of the se cells. Microscopic evaluation was carried

out with the Leica microscope described above.

Results

Detection of CK+/CTCs in colon cancer patients

Blood samples from 33 consecutive patients with colon
cancer were taken to measure CK+/CTCs levels, and no
statistical association was found between presence of
CK+/CTCs and any of the variables studied (Table 1). The
negative controls, PB samples from three patients with
diverticulosis disease and 6 healthy volunteers were

negative for CK+ cells” detection.

CK+/CTCs were detected in 3 out of 33 PB sa mples
(9.09%). The mean number of CK+/CTCs isolated in these
3 patients was 9.67 (range 1 -26 CK+ cells), relationship
between the presence of CK+/CTCs and OS or/and PFS was
not found ( median follow-up =13 months; range = 0.5-

29.9).

Regarding the three CK+/CTCs patients, one of them was
analyzed by immunocytochemistry and showed one
CK+/CTC with astron g cytoplasmic staining pattern,
whereas the surrounding he matopoietic cells showed no
CKs expression (data not shown). The genetic characteristic
of this CK+/CTC could not been studied due to technic al
problems. The other two
FICTION and results are show inthe section FICTION

analysis on the immunoselected CK+/CTCs.

samples were analyzed by

Characterization of tumor cells lines by FICTION

and HER2 expression

We first establ ished the characterization of the FICTION
technique, using tumor cell lines spiked in blood samples

from healthy volunteers.

Carcinoma cell lines in positive controls were unequivocally
distinguished among the white blood cells by their CK blue-
labelling (Fig. 1). Hy bridization signals for ERBB2 and

CEP17 were also clearly observed in both tumor and white
blood cells (Fig. 1). All leukoc ytes showed two signals for
the ERBB2 gene and centromere 17, thus serving as internal

controls for the hybridization.

The five positive controls (SK-Br-3, Caco-2, HT-29, MCF-
7 and MDA- MB-231) and SK-Br-3 negati ve control (in
which we have substituted the primary antibody by distilled
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water), were a nalyzed for the i mmunostaining with anti- tumor cells displayed a moderate staining (annotated as 2+)
HER?2 protein. Different expression patterns were found on and MDA-MB-231 cells were negative for HER2 protein
each positive control (Fig. 1). SK-Br-3, Caco-2 and HT-29 expression.

tumor cells showed a strong staining (3+ score). MCF-7

Figure 1. Fluorescent images (x100 objective) of PB from healthy volunteers spiked with different tumor cell lines
[HT-29, Caco-2, SK-Br-3, MCF-7 and MDA-MB-231] processed by immunomagnetic enrichment and FICTION
techniques (scale bar: 12.32 ym). Column “Cytokeratin” displays the CK labelling of tumor cells which are clearly identified
as blue fluorescent, evaluation by fluorescence microscopy. Columns “Chromosome 17" and “ErbB2” show the hybridization
signals for CEP17 and ERBB2 (HER2/neu) respectively (overlay of different planes), evaluated by confocal microscopy.
Column “Photomontage” displays the overlay of Cytokeratin (blue), Chromosome 17 (aqua or light blue) and ERBB2 (green).
Column “Transmission” shows the morphology of tumor cells, analyzed with confocal microscopy. The expression of HER2
protein is shown in the last column “HER-2". These cells are different from the ones photographed in the other columns.

FICTION analysis on the immunoselected the efficiency ofhy bridization, a minimum of5 0
CK+/CTCs morphologically intactand non-overlapping nuclei of
Criteria for CK+/CTCs identification consisted of nucleated normal cells (contaminated leukocytes) were scored p er
cells with a malignant phenotype (Fig.2 “ Transmission sample and used as internal control.

column” shows a representative example of morphology of . .
IN 21 Patient: A total of 21 ntact cells were detected as

CK+/CTCs in this patient. These CK+/CTCs were evaluated
for the hy bridization of ERBB2 gene signals. Both

isolated CK+/CTCs), staining positive for cytokeratin (CK+
cells) in blue fluorescence. Results were expressed as

number of CK+/CTCs per 10 mL PB. In addition, to ensure
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CK+/CTCs presented disomy for this chromosome and

showed 2 copies for ERBB2 gene (data not shown).

IN 28 Patient: A total of 26 intact CK ~ +/CTCs with a
malignant phenotype were found in this patient. Among the
26 CK+/CTCs studied, 23 CK+/CT Cs showed polysomy
(trisomy) for chromosome 17 (88.46%) and 3 CK+/CTCs

presented disomy for this chromosome (11.54%) (Table 2).
The CEP17 average number of copies for the se CK+/CTCs
was 2.88 copies per cell. 20 CK+/CTCs (out of these 26
CK+/CTCs) were evaluated in terms ofa bsolute copy
number of E RBB2 signals. Four CK+/CTCs (4/20)
presented 3 copies for this gene (20.00%) a nd 16 (16/20)
showed 2 copies for ERBB2 gene (80.00%).

Figure 2. Fluorescent images (x100 objective) of CK+/CTCs isolated from PB from IN 28 patient (scale bar: 12.32 pm). Column
“Cytokeratin” display the CK labelling of these cells which are clearly identified by their blue fluorescence. Samples were analyzed by
fluorescence microscopy. Columns “Chromosome 17" and “ErbB2” show the hybridization signals for CEP17 and ERBB2 (HER2/neu)
respectively (overlay of different planes, confocal microscopy). Column “Photomontage” displays the overlay of Cytokeratin (blue),
Chromosome 17 (aqua or light blue) and ERBB2 (green). Column “Transmission” shows the morphology of CK+ cells (confocal
microscopy). The expression of HER2 protein is shown in the last column “HER-2". All CK+/CTCs are the same that those photographed in

the other columns.

In summary, amplification of ERBB2ge ne was not
detected. The ERBB2 gene status for these CK+/CTCs was
2.20 copies per cell. Figure 2, “ ERBB2 and Chromosome

17 columns” shows a repre sentative example of ERBB2

gene and chromosome 17 status of isolated CK+/CTCs.
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Table 2. Chromosomal 17 aneusomy according to HER2 protein expression scoring on CK+/CTCs from IN 28 patient.

Chromosomal N° of % of HER2 protein expression score Total
aneusomy CK+/CTCs CK+/CTCs = > = VR CK+/CTCs

Ne of 8 5 6 11 19
Trisomy 23 88.46%  CK+/CTCs

% of 42.11%  26.32%  31.58% 57.89%

CK+/CTCs

N° of 0 2 0 2 2
Disomy 3 11.54%  CK+/CTCs

% of 0% 100% 0% 100%

CK+/CTCs

Ne° of
Total i CK+/CTCs 8 7 6 3 2
CK+/CTCs

% of 38.09% 33.33% 28.57% 61.90%

CK+/CTCs

HER?2 protein expression on CTCs

Evaluation of HER2 protein expression was only possible in
21 ofthe 26 CK+/CTCs. HER2 overexpression was
detected in 13 of 21 CK+/ CTCs (61.90%); 6 CK+/CT Cs
showed a3 + staining and 7 CK+/CTCs presented a2 +
staining. Eight CK+/CTCs (38.10%) displ ayed a faint

membrane staining and were scored as negative-expression.
Finally, 5 out of these 26 CK+/CTCs were not evaluable.
Figure 2 “HER2 column” shows a represe ntative example

of HER2 expression on the isolated CK+/CTCs.

In addition, we found 9 tu mor cells that were CK negative
(CK-)/CTCs, but histop athological examination revealed
that they were tumor cells. Inthese 9 CK-/CTCs, HER2
overexpression was detect ed in 6 of the m, with a3+
staining; and 3 tumor cells, showed faint membrane staining
(scored as negative for HER2 expression) (Fig. 3).In
summary, 19 (13 CK +/CTCs and 6 CK-/CTCs) CTCs had
HER2 overexpression (63.33%) and 11 (8§ CK+/CTCs and 3
CK-/CTCs) CTCs were negative for HER2 (36.67%).

Figure 3. HER2 expression on CK-/CTCs (x100
objective) from IN 28 patient. The score of HER2
protein expression is shown in the lower right corner of
the images (scale bar: 12.32 ym).

Immunohistochemistry and FISH of the primary
tumor tissue for IN 28 patient

Focusing on IN 28 patient ( stage II) we decided to make a
deeper study ofthepri  mary tumor. Histological
examination revealed an infiltrative adenocarcinoma (Fig.
4) without po sitive nodes or distant metastases (he was
followed up until April 15, 2008). May er’s haematoxylin &
cosin-stained slides showed high grad e oftu mor’s

aggressiveness (Fig. 4A; B). The tumor stained strongly for
Ki-67 (upto9 0% of stained cells) (Fig.4E), cy clin D1
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(about 50%) (Fig. 4G), with nearly  nil expression of p53 showed well developed microvasculature as well as the
(Fig. 4F) and no expression of HER2 (Fig. 4H).

Immunohistochemical demonstration of CD3 1 and CD34

presence of tumour cells within small vessels (Fig. 4C; D

respectively).

Figure 4. Histopathological features of the tumor from IN 28 patient (stage Il). (A) Neoplastic glands with infiltrative
pattern of growth affecting the muscular propria layer of the bowel. Haematoxylin-eosin, x10 objective. (B) Detail from the
neoplastic glands, atypical but well conformed, although fused glands are present. Note the presence of lymphovascular
(small vessel) invasion (arrowhead). Haematoxylin-eosin, x40 objective. (C-G) Immunohistochemical expression of the
markers in the tumor, showing high microvessel density as seen by CD31(C) and CD34 (D) immunostaining. The arrowhead
corresponds to small vessel invasion. High proliferative index (Ki-67) (E), low p53 expression (F), high expression of cyclin
D1 (G) and Herceptest (H) negative test define the molecular characterization of this tumor (insert into the lower right

quadrant of figure: Positive control from intraductal breast carcinoma). All figures: Envision ® method, x20 objective.

FISH analysis of different two sectio ns, demonstrated no
ERBB2 amplification and disomic pattern for chromosome
17 (data not shown). The negative expression of HER2 is in
line with the FISH result found in the primary tumor, but
neither of them matched with the CK+/CTCs" results of this

patient.

Discussion

In this study, weanaly zed genetic alterations of
chromosome 17 and ERBB2 gene by FICTION in

CK+/CTCs of 25PBsa mples from a total of 33 non-

metastatic colon cancer patients (stages 0-11I). Some studies
in breast cancer have de monstrated that HE R2 expression
can be acquired in CTCs from HER2 negative tumor during
tumor progression [26, 27, 28], and that detec tion of these
CTCs with overexpression of HER?2 could be associate d

with a worst prognosis [29]. Therefore, we decided to study

the genetic status of this gene in our series of patients. W e
have also chosen the a nalysis of ERBB2/ HER2 protein
because there is a monoclonal antibody against this protein
that is nowadays being used in breast cancer treatment [30,
31]. Furthermore, this treatment could be used in other types
of tumors with ERBB2 amplifications or HER2 protein
overexpression [9, 32]andinpatient s with ERBB2-
amplified or HER2+ CTCs [26].

It should be noted that only few studies have been focused
on the genetic characteristics of CTCs in cancer patients.
Only two reports have applie d cytogenetic techniques in
search of chromosome aneuploidies in of CTCs from PB in
metastatic [33] and non- metastatic colon cancer patients
[34]. One of the m indicates that CTCs were heterogeneous
for chromosomal abnormalities and the gain of

chromosomes was more frequent than the genetic loss [33].
These results are in agreement with findings in other tumors
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types, such as breast [33] or prostate cancer [33, 35]. Only
few studies have applied F ISH technique to evaluate

specific genes status in CTCs such as the concordance of
ERBB2 amplification in CTCs and primary tumors in breast
cancer patients [26, 36]; or t he amplification of androgen
receptor (AR) and MYC g enes in CTCs from prostate

cancer patients [35].

In this article, we have d emonstrated the utility of a method
that combines an immunomagnetic selection of CTCs from
peripheral blood of colon cancer patients with FICTION
technique. FICTION technique was developed by Weber-
Matthiesen et al. (1992) to assign tumor cells a
cytogenetically defined clone and to determine their specific
cell lineage at one time. FICTION technique allows genetic
and phenotypic CTC cha racterization without cell
membrane destruction and subsequent cell’s relocalization,
which typically is done in FISH, which the subsequent time
consuming and lossofev aluable tumor cells[ 35].
Furthermore, we demonstrate the feasibility to study second
marker expression by immunocytochemistry on the sa me

CTC.

The most interesting finding i n this work wa s, apart from
demonstrating the validity of the tec hnique to analy ze
simultaneously CK+/CTCs" phenotype and genoty pe, the
discovery ofa gain in chromosome 17 and HE R2
overexpression ina patient with HER2 ne gative primary
tumor. FISH analysis of the pri mary tumour demonstrated
disomy for chromosome 17 and ERBB2 gene. A total of 26
CK+/CTCs were isolated from the PB of this colon cancer
patient. These tumor cells were an heterogeneous cell
population with basically two patterns. The predo minant
one (~88.00%) showed trisomy of chromosome 17 and the
second pattern was ch aracterized by disomy for thi s
chromosome (~11.00%). Both populatio ns of these

CK+/CTCs presented 2 copies of ERBB2 gene (~80%) but
neither of th em had ERBB2 amplifications. In contrast,
when we analyzed the expression of HER2 protein, 61.90%
of the CK+/ CTCs showed overexpression (63.33% if we

also counted CK-/CTCs). This patient we re scoreda s
HER2+ CTCs (more than 10% of CTCsw ere HER2+),
some studies showed that evaluation of only 10 CTCs could

indicate the patient’s HER2 status [26, 38, 39].

Our finding of the existe nce of a heteroge neous CTCs
population in the same PB sample, and the tumor cells CKs
expression variability are in keeping with th e results shown
in metastatic colon [33], prostate and breast ¢ ancer patients
[40]. The fact that CTCsin this patient o verexpressed
HER?2, whereas the primary tumor did not, can be explained
by the possibi lity that these CTCs may come from an
unusual subclone of tu mor cells that are not readily

detectable by primary tumor biopsy. Alternatively, CTCs
could express HER2 den ovo, since thi s may confera

survival advantage to metastatize. Obviously, we ¢ annot
conclude that coloncanc er patients with HER2
overexpression in CTCs should be treated with trastuzumab
(Herceptin) therapy. However, it is worth ~ noticing that
breast cancer p atients with ERBB2-amplified CTCs were
treated with trastuzumab and showed a partial or complete
remission [26]. Other fe w studies hypothesize that HER2
CTC status determination could be a tumoral marker for the
use of HER2-targeted th erapies [27, 28]. Future stu dies
would be needed to determine the convenience of targeting

ERBB2/HER?2 in colon cancer.

We have only detected 3 CK+/CTCs ina total of 33
(9.09%) non-metastatic colon cancer patients. In addition,
CK+/CTCs detection did not correlate with pri mary tumor
characteristics or with PFS or OS. This percentag e of
CK+/CTCs-positive patients is lower than those publi shed
in previous studies [23, 24, 41]. However, other studie s
have reported similar percentages of CTCs in PB to th ose
showed in our study [34, 42]. The main difference between
these two sets of studies is the study population, which may

explain the disparity found between these results.

In metastatic colorectal cancer patients [23, 43, 44], where
the sample collection was taken postoperatively and before
a chemotherapy treatment was initiated, a nu mber of CTCs
higher than 2 or 3 correlated with shorter OS and/or PFS

[41, 43] and the only presence of this tumor cells identified

chemotherapy resistant patients [44].

In non-metastatic colon cancer patients, analysis of CTCs in
peripheral blood before surgery or chemotherapy treatment
rendered a similar percentage to the one found here. Wind et

al. (2009) te sted the detection of CT Cs in PB and portal
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blood in different sets of samples in 31 non-metastatic colon
cancer patients at differentti me points: before tumor’s
mobilization, after tu mor’s mobilization and post-surgery.
This report sh owed a CT Cs detection rate of 4%-7% in
peripheral blood vs. 26%-54 % in portal bl ood, depending
on when blood samples was obtained, and described no
correlation  between  tumor  cellsdet ection and
clinicopathologic characteristics or dise ase progression.
Thorsteinsson et al. (2011) found that 5% of sa mples (1/20
non-metastatic colon cancer patients) before surgery were
positive for CTCs whereas samples taken after surgery were
negative. This study reported no correlation between CTCs
detection and the tu mor characteristics, PFS or OS.

Therefore, our results suggest that basal levels of CTCs (or
CK+/CTCs) in non- metastatic colon canc er patients may
have no prognostic value, although further studies with
larger series of patients should be carried out to address this

issue.

Cohen et al. (2006) theorized that colorectal ¢ ancer biology
could play an important role in CTCs” recov ery, since this
type of cancer disse minated more frequently via portal
blood than other epithelial tumor which disseminated via
peripheral blood such as breast and pro state cancer. Thus,
these authors suggested that metastatic colorectal cancer
patients might be less likely to have CT Cs in peripheral
blood than metastatic breast or prostate ca ncer patients.
Consequently, in non- metastatic patients it would be more
noted. For example, Wind et al. (2009) det ected a higher
percentage of non- metastatic colon canc er patients wit h
CTCs in portal than in peripheral blood (54%; 31%; 45% in
portal blood vs. 7%; 4%;4 % in peripheral blood, these

samples were taken before tu mor’s mobilization, after

tumor’s mobilization or post-surgery, respectively).

In the patient where we foun d gain of chrom osome and
HER?2 overexpression in CTCs, we may speculate that this
would confer metastatic advantage. In breast cancer, it has
been previously reported that HER2 overex pression can be
acquired during tumor progression: CTCs m ay express
HER2 although their pri mary tumor was considered as
HER2 negative [26-28]. The detection of these CTCs with
HER2 overexpression could be associated with a worst

prognosis [29]. Although the use of HER2-targeting drugs

(such as trastuzumab) is not y et approved for colon can cer,
clinical trials are underway to test its efficacy in the selected

small population of HER2+ patients.

Due to CTCs areon e ofthe sources of the metastatic
disease’s origin [46, 47] and thatg enetic changes
accompany tumor progre ssion may occur before the

recurrence is detected [26, 38]. We hypothesize that CTCs”
genotype and phenotype analyses could complete the real
status of the disease. Therefore, CTCs” evaluation should be

considered in the clinical practice.

Conclusions

The conclusions from our study are as follows: (i)

individualized CTCs analysis using the technique described
in the present article may provide additional information to
conventional pathological diagnosis; (ii) chr omosome 17
triploidy and HER2 overexpression can appear in CTCs of

early stages colon cancer patients.
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Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

Resultados del trabajo experimental del capitulo 1

1.1. Mejora del rendimiento del enriquecimiento de
células tumorales circulantes empleando una

centrifugacion en doble gradiente de densidad

El primer paso para desarrollar la técnica de enriquecimiento
celular fue comprobar en que fraccion de células nucleadas,
fraccion mononuclear (MNC) o fraccién granulocitica (GC), de la sangre
periférica sedimentaban, preferentemente, las células tumorales de
cancer de mama. Para esto se realizaron varios controles positivos que
fueron procesados de la siguiente forma: sangre periférica de voluntarios
sanos que fue mezclada con un ndmero variable (3.000; 1.000; 500; y 50
células) de células tumorales de 3 lineas celulares de cancer de mama
(MCF-7, MDA-MB-231 o T47D); las muestras de sangre mezcladas con las
células tumorales fueron centrifugadas utilizando un doble gradiente de
densidad (HISTOPAQUE-1119 y -1077, Sigma-Aldrich) para obtener, de
esta forma, las fracciones MNC y GC; posteriormente, cada fraccion
celular fue recogida y procesada de forma individual para el
enriquecimiento inmunomagnético de las células tumorales y su
deteccion por inmunocitoquimica (ICC) (Figura 1a). Una vez terminado
este procesamiento, se observé que aunque la mayor parte de células
tumorales sedimentaban en la fraccion MNC (Figura 2), existian células

tumorales que sedimentan en la fraccion GC.
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FIGURA 1. Células CK+ (flecha negra) detectadas por inmunocitoquimica.

(a) Sangre de un voluntario sano
mezclada con células tumorales MDA-
MB-231. El rango de recuperacion
celular, empleando el doble gradiente
de densidad y el enriquecimiento
inmunomagnético, fue del 60% al
80%. Estos calculos fueron realizados
en base al numero total de células
tumorales afiadidas a las muestras
sanguineas de voluntarios sanos.

FIGURA 2. Recuperacion de células tumorales de (a) fraccion MNC y (b) fraccién GC,
tras mezclar muestras sanguineas de voluntarios sanos con 3.000, 1.000, 500 y 50
células. Cada fraccién celular fue procesada de forma separada. Tras el
enriquecimiento inmunomagnético, las células tumorales fueron detectadas por
inmunocitoquimica. Los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados que
se muestran son las medias de los triplicados y el rango de células tumorales

recuperadas.
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Para confirmar que existian células tumorales que aparecian en la
fraccion GC, se realizd un ensayo que consistia en el analisis por
citometria de flujo de las fracciones de células nucleadas por separado.

Para esto se mezcld sangre periférica de voluntarios sanos con un nimero
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variable de células tumorales (3.000 y 1.000 células) de dos lineas
celulares humanas de cancer de mama (MCF-7 o MDA-MB-231). Estas
muestras fueron centrifugadas usando el doble gradiente de densidad
(HISTOPAQUE- 1119 y -1077) y se recogieron las fracciones MNC y GC. A
partir de aqui, cada fraccién celular fue procesada de forma separada, y
se realizd el marcaje con anticuerpos monoclonales (mAbs)
anti-CD45-Quantum Red (clon: BRA-55, Sigma), el cual reacciona frente a
células  hematopoyéticas, pero no con células tumorales;
y anti-Ber-EP4-FITC (clon: Ber-EP4, Dako), este mAb reacciona frente a
dos glicopéptidos (peso molecular de 34 y 39 KDa) que son expresados
por las células tumorales de mama, pero no en las células
hematopoyéticas. Tras esta marcacién las muestras fueron analizadas
por citometria de flujo, donde las células tumorales fueron detectadas
como células Ber-EP4 positivas y CD45 negativas. Al igual que antes, se
observd que aunque la mayor parte de las células tumorales
sedimentaban en la fraccion MNC aparecia una fraccién de éstas que

sedimentan en la fraccidon GC (Tabla Il).

1.2. Eficacia y especificidad del método

Cuando se aplica el doble gradiente de densidad (HISTOPAQUE-
1119 y -1077) y el enriquecimiento inmunomagnético positivo de células
tumorales, se obtiene una recuperacién celular del 60% al 80%, estos
calculos fueron realizados en base al nimero total de células tumorales
afiadidas a las muestras sanguineas de voluntarios sanos. La deteccion de
células CK+ se realizd por ICC, procedimiento que estd descrito en
materiales y métodos. En los controles negativos, sangre periférica de

voluntarios sanos, no se detectaron células CK+ en ninguno de ellos.
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TABLA Il. Deteccion por citometria de flujo de células Ber-EP4-positivas y CD45-
negativas en los experimentos de recuperacion celular L

Células MCF7 mezcladas Células MDA-MB-231
en 5 ml de sangre mezcladas en 5 ml de sangre
periférica (n) periférica (n)
3000 1000 3000 1000

Recuperacion de

células tumorales en 47 49 53 55

la fraccion MINC (%)

Recuperacion de

células tumorales en 6 5 7 6

la fraccion GC (%)

1 - - -
Los resultados que se muestran son las medias de experimentos realizados por
triplicado

1.3. Correlacion de células CK+ en sangre periférica

con las caracteristicas clinicopatolégicas

Las células CK+ de las muestras sanguineas de los pacientes con
cancer de mama, fueron detectadas por ICC, y mostraron un patréon de
marcacion citoplasmatico fuerte. Estas células estaban rodeadas por
células hematopoyéticas que no presentaban expresion de CKs (Figura 1b,
c). Enla Tabla | aparece la correlacion entre la presencia de células CK+ en
sangre periférica y las caracteristicas de los pacientes. Los estadisticos
que se aplicaron fueron: para la asociacion ordinal de variables, el test
exacto de Fisher (valores p); y para el analisis de tendencia de las

variables, el estadistico de Pearson o la prueba de la Chi cuadrado.

La poblacién de estudio fue de 92 pacientes con cancer de mama,
neoadyuvantes (25); adyuvantes (42); y metastdsicos (25). Las
caracteristicas de la poblacién eran: edad media de la poblaciéon de 55
afos (rango = 26-77 afios), donde el 64% de los pacientes eran mayores

de 50 afios; 54 pacientes (59%) postmenopdusicas; el estadio tumorales
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mas comun fue el T2 (47%), seguido de los tumores T1 (20%) y los
estadios T3 y T4 representaron el 27% de la poblacion; el 74% de los
pacientes presentd nédulos linfaticos positivos; y el cancer ductal (70%)
fue el tipo histoldgico mas frecuente.

FIGURA 1. Células CK+ (flechas negras) detectadas por inmunocitoquimica.
(b, c) Sangre periférica de dos pacientes con cdncer de mama. Las fracciones celulares
fueron sometidas a un proceso de enriquecimiento y seleccién inmunomagnética, tras el
cual fueron marcadas con el mAb CKs 7/8 CAM5.2. Las células CK+ presentaron un patrén

de marcacion citoplasmatico fuerte, y aparecen rodeadas por células hematopoyéticas
que no expresan CKs.

b) c) #

Las células CK+ fueron identificadas en 57 de los 92 (62%)
pacientes con cancer de mama, con un rango de 1-61 células
(media = 8). Aparecieron diferencias significativas en la presencia de
células CK+ de acuerdo a la expresion del receptor de estrégenos (ER)
(p=0,049) y los nddulos linfaticos (p=0,033), pero no con las demas
caracteristicas estudiadas. Aunque, si que se observd una tendencia
significativa que estaba en el limite, entre la presencia de células CK+y

el tamafio tumoral (p=0,07).
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TABLA |. Relacidn entre las caracteristicas y biomarcadores de los pacientes con la

.z - cas Iy 1c: e s
deteccion de células CK-positivas en sangre periférica. “Significado estadistico.

Caracteristicas y biomarcadores Pacientes CK+ Pacientes CK- Valor-p

de los pacientes n (%) n (%)

N° de pacientes 57 (62,0) 35 (38,0)

Edad (afios) 0,827
<50 21 (63,6) 12 (36,4)
>50 36 (61,0) 23 (39,0)

Estado menopausico 0,521
Premenopausica 22 (57,9) 16 (42.1)
Postmenopausica 35 (64,8) 19 (35,2)

Tipo de paciente 0,679
Neoadyuvante 17 (68,0) 8 (32,0)

Adyuvante 24 (57,1) 18 (42,9)
Metastasico 16 (64,0) 9 (36,0)

T (Tamaiio tumor) 0,07

T1 9 (50,0) 9 (50,0)
T2 27 (62,8) 16 (37,2)
T3 5(62,5) 3(37,5)
T4 13 (76,5) 4 (23.5)

Tx 3 (50,0) 3 (50,0)

N (Estado nddulos linfaticos) 0,033!
NO 5(33,3) 10 (66,7)

N+ 47 (69,1) 21 (30,9)
Nx 5 (55,6) 4 (44,4)

M (Metastasis a distancia) 1,000
MO 34 (61,8) 21 (38,2)

M1 16 (64,0) 9 (36,0)
Mx 7 (58,3) 5(41,7)

Estadificacion TNM 0,543

I 2 (33,3) 4 (66,7)
I 25 (64,1) 14 (35,9)
11 14 (63,6) 8 (36,4)

v 16 (64,0) 9 (36,0)

Tipo histologico 0,802
Ductal 38 (59.,4) 26 (40,6)

Lobular 9 (69,2) 4 (30,8)
Otros 10 (66,7) 5(33,3)

ER (Receptor de estrogenos) 0,049'
+ 40 (69,0) 18 (31,0)

- 11 (44,0) 14 (56,0)

PgR (Receptor de progesterona) 0,461
+ 34 (63,0) 20 (37,0)

- 13 (52,0) 12 (48,0)

cerbB-2 1,000
+ 40 (61,5) 25 (38,5)

- 8 (61,5) 5(38.5)

p33 0,559
+ 22 (66,7) 11 (33,3)

- 27 (62,8) 16 (37,2)

Ki67 0,897
+ 29 (59,2) 20 (40,8)

- 5(62,5) 3(37,5)
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1.4. Analisis pronostico

Las figuras 3 y 4 muestran los analisis de Kaplan-Meier de la
supervivencia libre de progresion (o tiempo libre de progresion) y la
supervivencia global dependiendo de la deteccién de células CK+,
respectivamente. Los datos de seguimiento fueron tomados desde el
momento de la dltima cita clinica o la fecha de Ila muerte

(tiempo medio de seguimiento = 21 meses; rango = 2-31 meses).

Los datos completos de seguimiento se obtuvieron de 90
pacientes. Los analisis estadisticos (analisis Kaplan-Meier) mostraron que
la deteccidn de células CK+ en sangre periférica estaba correlacionada
positivamente con la progresion de la enfermedad (p=0,058). Veintiséis
pacientes desarrollaron progresion de la enfermedad en el periodo de
seguimiento, 20 de estos pacientes presentaban células CK+ en sus
muestras sanguineas. Ademas, y sorprendentemente, los datos de
correlacién entre la presencia de células CK+ y la supervivencia muestran
gue, de los 90 pacientes a los que se les realizé el seguimiento completo,
11 de ellos murieron y todos presentaban células CK+ en sangre
periférica. De forma contraria, todos los pacientes sin células CK+
continuaban con vida en el momento de la evaluacién. De esta forma, el
anadlisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostré que la presencia de
células CK+ en sangre periférica estaba asociada a una supervivencia de la

poblacién mas corta (p=0,003).
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Figura 3. Curva Kaplan-Meier para el tiempo libre de enfermedad (PFS) en 26 pacientes
segun la deteccidn de células CK+. En el grupo CK-negativo hay 6 pacientes (linea roja) y
en el grupo CK+ hay 20 (linea azul). El PFS fue calculado desde la fecha de la deteccion de
células CK+ en sangre periférica hasta la fecha de progresion clinica o patoldgica.
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Figura 4. Curva Kaplan-Meier para la supervivencia global (OS) en 90 pacientes segun la
deteccion de células CK+. En el grupo CK-negativo hay 34 pacientes (linea roja) y en el
grupo CK+ hay 56 (linea azul. La OS se refiere a la supervivencia con o sin recurrencia de la
enfermedad.
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Resultados del trabajo experimental del capitulo 2

2.1. Eficiencia del método de inmunoseleccion de

células tumorales (TCs)

La recuperacion celular, para las tres lineas celulares estudiadas,
estuvo en torno al 60%-80% (Tabla 1), este rango es muy similar al
descrito en los resultados del trabajo se public6 en 2003
[Gaforio y cols., 2003]. El patron de marcacién citoplasmatico, de todas
las células tumorales [células citoqueratina positivas (células CK+)], fue
fuerte; ademas, las células tumorales presentaron una morfologia celular
que era coherente con una morfologia de fenotipo maligno
(Figura 1A, C). Aunque las células tumorales eran inmunoseleccionadas
especificamente, en la fraccién positiva aparecieron algunas células
hematopoyéticas (Figura 1A, C), hecho descrito en trabajos anteriores. La
inmunofenotipacién de las células tumorales fue llevada a cabo con un
anticuerpo de ratén anti-CKs humanas, seguido por una marcacion en
cascada de dos anticuerpos fluorescentes (Alexa Fluor 350 ratén anti-
humano y Alexa Fluor 350 cabra anti-ratén). Este procedimiento presenté
una marcaciéon excelente en las células tumorales de las tres lineas

analizadas (Figura 1D, F).
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2.2. Analisis FICTION (“Fluorescence immunophenotyping
and interphase cytogenetics as a tool for investigation of

neoplasm”) de las TC seleccionadas

Las células de cancer de mama fueron inequivocamente
distinguibles de las células hematopoyéticas por la fluorescencia azul que
mostraron, esto fue debido a la marcacién que se empled (Figura 2A, C);
ademas, la morfologia de las tres lineas celulares aparecid bien

conservada (Figura 2A, C).

La hibridacion de la sonda génica, para ERBB2, TOP2A vy el
centrémero 17 (CEP17), fue claramente observada en la células tumorales
y los leucocitos (Figura 2A, F) de las muestras. Los leucocitos presentaron
dos sefiales para ambos genes y el centromero, y sirvieron de control
interno para la hibridacion. En la Tabla 2 podemos observar los resultados
cuantitativos de las sefiales encontradas en las células tumorales. En las
células MCF-7, el patron génico mas comun encontrado fue la presencia
de tres copias del CEP17 y dos copias del gen ERBB2 (media de 2,02 + 0,24
copias por célula) y dos copias del gen TOP2A (media de 2,01 + 0,26
copias por célula; Figura 2D; Tabla 2). En el caso de las células MDA-MB-
231, se observd que existian dos patrones de marcacion génica: un patrén
predominante (91,33% de las células MDA-MB-231) que era trisémico
para el cromosoma 17; y otro patrén que presentaba una tetrasomia para
este cromosoma (8,67% de las células tumorales). En general, ninguna de
estas poblaciones celulares presentd amplificaciones o deleciones de los
genes, ERBB2 o TOP2A (la relacién media de los genes con respecto al
CEP17 fue de 1,01 para ambos; Tabla 1). La linea celular SK-Br-3 presenté
muchas sefales para ERBB2, TOP2A y CEP17 (Figura 2F). El nimero medio

de copias para el gen ERBB2 fue de 25,87 £ 7,39, mientras que para el gen
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TOP2A fue de 9,48 * 2,55 copias. Esta linea celular presentaba
amplificacion del gen ERBB2 (3,81 veces en relacidon al CEP17). En los
controles negativos que se realizaron, no aparecio sefal azul (células CK+)

ni sefiales de hibridacion génica.

Figura 1. Lineas celulares tumorales mezcladas con sangre periférica de voluntarios
sanos. Las fracciones de células mononucleares y granulociticas son procesadas por un
enriquecimiento inmunomagnético y detectadas utilizando inmunocitoquimica (A-C) o
inmunofluorescencia (D-F). Las células tumorales [MCF-7 (A, D), MDA-MB-231 (B, E), y
SK-Br-3 (C, F)], muestran un patrén de marcaje citoplasmatico sélido, y aparecen rodeadas
de células hematopoyéticas que no estan marcadas (barra de escala = 75 um).
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Figura 2. Sangre periférica de voluntarios sanos mezclada con diferentes lineas celulares
tumorales. Las muestras son procesadas por un enriquecimiento inmunomagnético
seguido de la técnica FICTION. Los leucocitos que aparecen en las muestras son negativos
para la marcacion con CK y sirven de control interno para la hibridacidon in situ
fluorescente (FISH). Las células tumorales [MCF-7 (A,D), MDA-MB-231 (B,E), y SK-Br-3
(C,F)] son claramente identificables y muestran sefiales de hibridacion para ERBB2
(HER2/neu) ( ), TOP2A ( ), and CEP17 [aqua (azul claro)]. (D) Las células MCF-7
presentan tres copias del cromosoma 17 y dos copias de los genes ERBB2 y TOP2A
(media: 2 copias de ambos genes por célula). (E) El patron mas comun de las células
MDA-MB-231 presenta tres sefiales parar CEP17, ERBB2 y TOP2A. (F) Las células SK-Br-3
poseen un alto nivel de amplificacién de ERBB2 y un bajo nivel de amplificacion para
TOP2A. Se observan varias sefiales de hibridacion para el CEP17. No todas las sefiales de
los genes se encuentran en foco al mismo tiempo (barra de escala = 75 um).
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TABLA 1. Rangos de recuperacion de células tumorales en sangre periférica.

Rangos de recuperacién®

Ne de CT Ne de CT N2 de CT % total de
Linea celular recuperadasen  recuperadasen  recuperadasen regu eracion
la M1 la M2 la M3 P
SK-BR-3 780 760 751 76,37
MCF-7 681 733 742 71,87
MDA-MB-231 670 657 622 64,97

®Para determinar el nimero de células tumorales recuperadas, se mezclaron 1.000 células
de lineas de cancer de mama [MCF-7, MDA-MB-231 o SK-Br-3] con 10 ml de sangre
periférica de 9 voluntarios sanos. Capitulo 2: Materiales y Meétodos, Andlisis de

recuperacion celular. CT = Células tumorales; M = Muestra.

Tabla 2. Nimero absoluto y relativo de copias de los genes ERBB2 (HER2/neu)y TOP2A,
en las células SK-Br-3, MCF-7, y MDA-MB-231, tras la separacion inmunomagnética de

sangre y el analisis FICTION.

Numero copias de ERBB2 , .
(HER2/neu) Numero copias de TOP2A
Linea celular Absoluto Relativo al Absoluto Relativo al
(media = SD) CEP 17 (media = SD) CEP 17
a
LEucociTos 2,00 £ 0,00 1,00 2,00 £ 0,00 1,00
_ ~ b b
SK-Br-3 25,87 +7,39 3,81 9,48 +2,55 1,40
MCF-7
2,0210,24 0,66° 2,01+£0,26 0,66°
MDA-MB-231 3,09+0,28 1,01 3,09 0,28 1,01

Control interno de las muestras, 450 células.

bAmplificacic')n génica.

“Delecién génica.

Por cada tipo celular se han evaluado ciento cincuenta células tumorales (50 células

tumorales por muestra).
CEP = Centromero; SD = Desviacion media.

167



Trabajo cxPerimental y resumen global de los resultados

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

Resultados del trabajo experimental del capitulo 3

3.1. Deteccion de células tumorales circulantes con
expresion de citoqueratinas (CK+/CTCs) en pacientes

con cancer de colon

Se evalud la presencia de CK+/CTCs en 33 muestras sanguineas de
pacientes con cancer de colon no metastdsico consecutivos. Los controles
negativos empleados fueron las extracciones sanguineas de 3 pacientes
con diverticulosis y de seis voluntarios sanos. En ninguno de estos

controles negativos se detectd presencia de CK+/CTCs.

Los resultados de la Tabla 1, muestran como estadisticamente no
se encontrd asociacién entre la presencia de CK+/CTCs y las variables
estudiadas en la poblacién de pacientes con cancer de colon no

metastasico.

En 3 pacientes de los 33 analizados, se detectaron CK+/CTCs
(9,09% de la poblacidn), con un nimero medio de CK+/CTCs aisladas, en
estos 3 pacientes, de 9,67 células tumorales (rango de 1-26 células CK+).
No se encontré asociacion entre la presencia de CK+/CTCs y la
supervivencia global de la poblacion (0OS) y/o el tiempo libre de
enfermedad (PFS) (media de seguimiento = 13 meses;

rango = 0,5-29,9 meses).
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Tabla 1. Correlacion entre la presencia de CK+/CTCs y las variables

clinicopatoldgicas de los pacientes.

Variables clinicopatoldgicas

Género
Hombre
Mujer
Localizacién del tumor
Colon ascendente
Colon transverso
Colon descendente
Colon sigmoide
Colon transverso-sigmoide
Grado de diferenciacién
Bien
Moderado y moderado-pobre
Pobre
TNM
0
1
1I
111
Tipo histoldgico
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma mucinoso
Adenocarcinoma intramucoso
Configuracion tumoral
Excrecente
Excrecente-infiltrativo
Infiltrativo
Poliploide
Ulcerativo
Ulcero vegetativo
Vegetativo
Invasion tumoral
Linfatica
+
Venosa
+
Perineural
+

Numero de CK+/CTCs/10ml
Pacientes CK - (%)

Pacientes CK+ (%)

2 (6,06%)
1 (3,03%)

2 (6,06%)
0 (0,00%)
0 (0,00%)
1 (3,03%)
0 (0,00%)

2 (6,06%)
0 (0,00%)
1(3,03%)

0 (0,00%)
0 (0,00%)
1 (3,03%)
2 (6,06%)

3 (9,09%)
0 (0,00%)
0 (0,00%)

0 (0,00%)
0 (0,00%)
1 (3,03%)
0 (0,00%)
1 (3,03%)
1(3,03%)
0 (0,00%)

2 (6,06%)
1 (3,03%)

0 (0,00%)
3 (9,09%)

1 (3,03%)
2 (6,06%)

20 (60,60%)
10 (30,30%)

12 (36,36%)
1 (3,03%)
12 (36,36%)
4 (12,12%)
1 (3,03%)

10 (30,30%)
13(39,39%)
5 (15,15%)

2 (6,06%)
3 (9,09%)
10 (30,30%)
15 (45,45%)

26 (78,78%)
2 (6,06%)
2 (6,06%)

6 (18,18%)
1 (3,03%)
7(21,21%)
5 (15,15%)
1 (3,03%)
9 (27,27%)
1(3,03%)

15 (45,45%)
15 (45,45%)

3 (9,09%)
27 (81,81%)

8 (24,24%)
22 (66,67%)

Valor p

0,718

0,477

0,289

1,000

1,000

0,501

0,523

0,744

0,629
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En cuanto a los tres pacientes con CK+/CTCs en sus muestras, en
uno de ellos la deteccion de CK+/CTCs fue realizada por
inmunocitoquimica y presenté una Unica CK+/CTC con una marcacion
citoplasmatica fuerte, rodeada por células hematopoyéticas que no
presentaban expresion de CKs (resultado que no se muestra).
Las caracteristicas genéticas de esta CK+/CTC no pudieron ser estudiadas
por problemas técnicos. Las otras dos muestras fueron analizadas por
FICTION, y los resultados se muestran en la seccién de Andlisis FICTION en

las CK+/CTCs inmunoseleccionadas.

3.2. Caracterizacion de las lineas celulares tumorales

por FICTION y expresion de HER2

Lo primero que se realizd fue la caracterizacién, por la técnica
FICTION, de las células de lineas tumorales (SK-Br-3, Caco-2, HT-29, MCF-7
y MDA-MB-231) mezcladas con sangre periférica de voluntarios sanos

(controles positivos).

En los controles positivos, las células tumorales fueron
inequivocamente distinguibles de las células hematopoyéticas, debido a
la marcacién fluorescente azul (CK+) que presentaban (Figura 1). En estas
muestras, también, eran claramente observables las sefiales de
hibridacion del gen ERBB2 y del CEP17, para ambos tipos celulares
(células tumorales y leucocitos) (Figura 1). Todos los leucocitos
presentaron dos sefiales del gen y del centromero, lo que sirvié de control

interno de la hibridacion.

Para la evaluacion de la inmunomarcacion con anti-HER2 se
analizaron: los cinco controles positivos (SK-Br-3, Caco-2, HT-29, MCF-7 y

MDA-MB-231) y el control negativo de SK-Br-3 (en el cual se sustituyo el
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anticuerpo primario por agua destilada), todos estos controles habian
sido procesados previamente siguiendo el protocolo de FICTION. Los
resultados mostraron un patrén de expresion diferente en cada control
positivo (Figura 1). Las lineas SK-Br-3, Caco-2 y HT-29, mostraron una
marcacion fuerte (evaluada como 3+). Las células tumorales MCF-7
presentaron una marcacion moderada (evaluada como 2+) y la linea

MDA-MB-231 fue negativa para la expresién de HER2.

171



"SEUWIN|0D SBJ}0 S| Ud Ssepe|jel8030) Se| B S93UIDJIP UOS SBIN|ID SBISd ‘,Z¥IH, BUWN|OD BWIN B] UD 9J3Jede gyIH eujaioid e| ap

uolIsaJdxa e '|ea0ju0d eldodasodiw Jod opezjjeue ‘Sejn|d se| ap ej30|04I0W B[ BJISINW ,EPIHIWSUERL], BUWN|OD €7 *(3PJaA) , , A (o4e[d |nze o enbe) ,, "
‘(Inze) ,eunesanboi), seuwn|od se| ap uolIsodauqos e| esisanw ,afeluowolo4, euwn|od e7 ‘|eaojuod eidodsosdiw Jod epezijeas uolenjeas ‘(souejd sajua4aip
ap uodIsodalqos) ajusweAndadsal (nau/zyiH) 29943 19 A LTd3D [° eled uoidepliqly ap S9|euas se| uedissnw |, A , SEUWN|0J SeT “elpuadsalon|)

9p eidodsosdiw Jod epezjjeal uoldeN|BAd ‘|nze B|ouUdIS3aJON|4 NS Jod SJUSWEIE|D UBDIJIIUSP! BS SI|ENI Se| ‘sajeJown} Se|N|D Se| ap YD UOD UOIdedIBW B| BJISSNW
LJeunesanbol), euwn|od el *(wrl gg‘eT :ejeass ap edseq) NOILDIA A odnnpuSewounwul ojualwpanbliua Jod sepesadosd sesisanw ‘soues SOLIBIUN|OA 3p ed1aR4l4ad
a43ues uod sepejzaw (TEZ-AIN-VAIN PuUe £-4DIN ‘€-19-)S ‘2-0%e) ‘6Z-1H) S9|esown) sa.1e|njad seaul| sajualajip ap (X00T OAR[qo) erpuadsason)y us sauadew] T esnsi4

'1v1]231d2 uaSri0 ap Sop1]0s saiouing wod AUV U SH I Ip UE12313p V] Ip vagsouosd pvpiiin

WO"UNM__\_WU'_ WO_ OT _Nﬁo_m uswnsod m. _NMCUE\COMXU Oh.NJNLI_l

.l..

(&

. . . )

alejuowojo g a7 gunesanboj)

[







Trabajo cxPerimental y resumen global de los resultados

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

3.3. Analisis FICTION en las CK+/CTCs

inmunoseleccionadas

Los criterios de identificacion de CK+/CTCs consistieron en que
fueran: células nucleadas, positivas para la marcacién de CKs (células CK+)
con fluorescencia azul. Los resultados fueron expresados en nimero de
CK+/CTCs por 10 ml de sangre periférica. Para comprobar la eficiencia de
la hibridacion génica se evaluaron wunas 50 células normales
(leucocitos contaminantes), como minimo, por muestra. Estos leucocitos
eran células morfolégicamente intactas y cuyos nucleos no estaban

sobrepuestos, y se utilizaron como control interno de la hibridacién.

Paciente con nimero de identificacion (IN) 21: En este paciente se
localizaron 2 células intactas detectadas como CK+/CTC. La evaluacién
genética de estas células tumorales demostré que eran disémicas para el
cromosoma 17 y que presentaban dos copias del gen ERBB2

(resultado que no se muestra).

Paciente IN28: En este paciente se encontraron un total de 26
CK+/CTCs intactas. De estas 26 CK+/CTCs detectadas, 23 de ellas
presentaron polisomia (trisomia) para el cromosoma 17 (88,46%) vy
3 CK+/CTCs presentaron disomia para este cromosoma (11,54%) (Tabla 2).
El nimero medio de copias del CEP17 en estas CK+/CTCs fue de 2,88
copias por célula. En 20 de estas 26 CK+/CTCs fue posible evaluar el
numero absoluto de copias del gen ERBB2: 4 de las 20 células tumorales
presentaron 3 copias del gen (20%) y 16 de ellas presentaron 2 copias del
gen (80%). En resumen podemos decir que no se encontré amplificacion

del gen. El estado del gen ERBB2 en estas CK+/CTCs fue de 2,20 copias por
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célula. En la figura 2 se muestra un ejemplo representativo del estado del

gen ERBB2 y del cromosoma 17 en las CK+/CTCs aisladas.

Tabla 2. Aneusomia del cromosoma 17 de acuerdo a la expresion de la proteina HER2 en
CK+/CTCs del paciente IN28.

An i Ne % Expresion de la proteina HER2 CK+/CTC
eusomia
CK+/CTC CK+/CTC 0 1+ Py 31 43t totales
N° de
. , CK+/CTC 0 8 5 6 11 19
Trisomia 23 88,46
% de 0 42,11 26,32 31,58 57,89
CK+/CTC ? ’ ’ ’
N° de
. CK+/CTC 00 2 0 2 2
Disomia 3 11,54 % d
0 Ac
CK+/CTC 0 0 100 0 100
N° de
CK+/CTC CK4/CTC 0 8 7 6 13 21
totales 26 % de
0
CK+/CTC 0 38,09 3333 28,57 61,90
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3.4. Expresion de la proteina HER2 en las CTCs

Solamente se pudo realizar la evaluacién de la expresion de la
proteina HER2 en 21 de las 26 CK+/CTCs aisladas en el paciente IN28.
Trece de estas 21 CK+/CTCs (61,90%) presentaron sobreexpresion de la
proteina; 6 CK+/CTCs presentaron una marcacion 3+; y 7 una marcacion
2+. Ocho CK+/CTCs (38,10%) presentaron una marcacion suave de
membrana y fueron evaluadas como negativas para la expresién de HER2.
Las 5 CK+/CTCs restantes de las 26 CK+/CTCs aisladas en la muestra, no
fueron evaluables. En la figura 2 se muestra un ejemplo representativo de

la expresion de la proteina HER2 en las CK+/CTCs aisladas.

Ademas de estas 21 CK+/CTCs se encontraron 9 células que eran
negativas para la expresién de las CKs estudiadas (CK-/CTCs), pero que el
examen histopatolégico determind que eran células tumorales. De estas
9 CK-/CTCs la sobreexpresiéon de HER2 fue detectada en 6 células
tumorales (marcacion 3+) y las otras 3 células tumorales presentaron una
marcacién suave, que fue anotada como negativa para la expresién de
HER2 (Figura 3). En resumen, 19 (13 CK+/CTCs y 6 CK-/CTCs) CTCs
presentaron sobreexpresién de HER2 (63,33%) y 11 (8CK+/CTCs vy

3 CK-/CTCs) CTCs no presentaron expresion de la proteina (Figura 3).

3.5. Immunohistoquimica e hibridaciéon fluorescente

in situ (FISH) del tumor primario del paciente IN28

Debido a los resultados que se obtuvieron en las CTCs del
paciente IN28, se realizd un estudio mas completo de su tumor primario.
El examen histoldgico reveld un adenocarcinoma infiltrativo (Figura 4) sin
nodulos positivos ni metastasis a distancia (seguimiento hasta el 15 de

Abril de 2008). Las muestras marcadas con hematoxilina & eosina
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mostraron un alto grado de agresividad tumoral (Figura 4A, B). Este tumor
primario presentd una marcacién fuerte para Ki67 (hasta un 90% de las
células estaban tefidas) (Figura 4E), ciclina D1 (aproximadamente el 50%)
(Figura 4G), con una expresidon casi nula para p53 (Figura 4F) y no
expresion de HER2 (Figura 4H). En él aparece una microvasculatura bien
desarrollada, demostrada por la inmunomarcacién con CD31 y CD34
(Figura 4C, D respectivamente), y presencia de células tumorales dentro

de los vasos pequenos.

El analisis FISH se realizé en dos secciones diferentes del tumor
primario, demostrando ambas no amplificacion del gen ERBB2 y un
patron disémico para el cromosoma 17 (resultado que no se muestra).
Los resultados e expresion de HER2 y el analisis FISH del tumor primario
concuerdan entre si, pero no con los resultados obtenidos en las
CK+/CTCs de este paciente.

Figura 3. Expresion de HER2 en las CK-/CTCs (objetivo de 100X) del paciente IN28. La

evaluacién de la marcacidn de la proteina HER2 aparece en la esquina inferior derecha de
las imagenes (barra de escala: 12,32 um).
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Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

I. CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

1. Recogida de datos

Los datos clinicos y patoldgicos de los pacientes estudiados, se
obtuvieron de las historias clinicas generadas en los Servicios de

Oncologia Médica, Cirugia y Patologia del Hospital Universitario de Jaén.

El cardcter retrospectivo de los estudios ha supuesto una
limitacion a la hora de la recogida de datos, tanto clinicos como
patoldgicos, sobre todo en los pacientes metastasicos. En cuanto al
seguimiento y la recogida de datos referidos a la evolucién postoperatoria
de los pacientes, han existido casos en los que la historia clinica no incluia
referencias de la evolucion, recidiva tumoral y/o muerte del paciente.
Esta fue solicitada al Servicio de Oncologia Médica y, en algunos casos, la

informacidn fue requerida a los familiares mediante llamada telefdnica.
2. Poblacioén de pacientes y tiempo de seguimiento

1.2.1. Tipo de poblacion

En cancer de mama se ha estudiado una poblacion heterogénea
de 92 pacientes, compuesta por: neoadyuvantes (25); adyuvantes (42) y
metastasicos (25). Diecinueve (76%) de los pacientes metastasicos habian
recibido un tratamiento previo de quimioterapia, que habia terminado 24
semanas antes de la extraccién sanguinea, y 6 (24%) de ellos no lo habian
recibido, ya que eran pacientes recién diagnosticados como metastdsicos
en el momento de entrar en el estudio. El porcentaje de pacientes con
CTCs es del 62% (57/92): 68,0% (17/25) neoadyuvantes; 57,1% (24/42)
adyuvantes; y 64% (16/25) metastasicos, y el seguimiento que se realiza

es de 21 meses (rango = 2-31 meses).
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La mayor parte de los estudios publicados encuentran diferencias
en los porcentajes de deteccién de CTCs entre pacientes metastdsicos y
no metastdsicos [Cristofanilli y cols., 2004; Bidard y cols., 20083;
Bidard y cols., 2008b; Pierga y cols., 2008; Bidard y cols., 2010]. El hecho
de que los resultados del primer trabajo experimental no muestren
diferencias significativas, entre los pacientes metastdsicos y los no
metastdsicos, se puede deber a que se ha incluido en el estudio una
poblacién heterogénea de pacientes metastasicos, es decir, pacientes que
habian recibido un tratamiento previo de quimioterapia y pacientes que
no lo habian recibido. Ademas, el porcentaje de deteccién de células CK+
en los pacientes no metastasicos, es superior al que otros autores indican

[Piergay cols., 2008; Bidard y cols., 2010].

En el caso de los pacientes con cancer de colon, se ha estudiado
una poblacion mas homogénea, compuesta por 33 pacientes no
metastdasicos de los cuales 17 (51,5%) presentaban nddulos linfaticos
afectados (estadio Ill) y 16 (48,5%) no los presentaban (estadio 0-l).
El porcentaje de pacientes con CTCs en sangre periférica es del 9,09%
(3/33): 3,03% (1/11) en estadio Il y 6,06% (2/17) en estadio lll, y el

seguimiento que se realizé fue de 13 meses (rango = 0,5-29,9 meses).

Los estudios publicados presentan diferencias en los porcentajes
de deteccién de CTCs entre pacientes metastasicos: del 26% al 75%
[Cohen y cols., 2008; Molnar y cols., 2001], y no metastdsicos: del 5% al
57% [Thorsteinsson y cols., 2011; Wong y cols., 2009]; pero ademas, la
deteccion de CTCs en pacientes metastasicos es mas baja que en otros

tipos de tumores soélidos de origen epitelial [Cohen y cols., 2008;
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Cristofanilli y cols., 2004; Gaforio y cols., 2003]. Cohen y Terstappen
indican en su investigacion de 2006 [Cohen y cols., 2006], que esto se
puede deber a la biologia del cancer colorrectal, ya que a diferencia de
tumores como el cancer de mama y el de préstata, éste se disemina
preferentemente por la vena porta hepatica (originando metastasis en
higado) antes que sistémica. De forma alternativa, esta hipdtesis también
podria explicar las diferencias de los porcentajes de deteccidn de CTCs
gue existen entre los pacientes metastdsicos y los no metastasicos con
cancer colorrectal. Hay que tener en cuenta que la fuente de CTCs en
sangre periférica es tanto el tumor primario como las metastasis, y
debido a que en cancer colorrectal la diseminacion del tumor primario es
principalmente por la vena porta hepatica, como se aprecia en el trabajo
de Wind y cols. (2009) donde en tres momentos diferentes (intra-cirugia
sin extirpacion del tumor; intra-cirugia tras extirpacién del tumor; y post-
cirugia) el porcentaje de pacientes con CTCs es de 7%; 4%; 4% en sangre
periférica vs. 54%; 31%; 26% en sangre portal, serian las metastasis las

responsables del mayor vertido de CTCs al torrente sanguineo periférico.

Muy pocos estudios se enfocan en la deteccion de CTCs en
poblaciones de pacientes con cdncer colorrectal no metastasico
[Sastre y cols., 2008; Maestro y cols., 2009; Wind y cols., 2009;
Wong y cols., 2009; Thorsteinsson y cols., 2011]. Las caracteristicas de
estos trabajos son: el volumen de las muestras estudiadas es de 7,5 ml de
sangre periférica en todos excepto en el trabajo de Wong y cols. (2009)
donde se analizan 10 ml; el marcador de aislamiento de CTCs es la
molécula de adhesién epitelial (EpCAM), el mAb anti-EpCAm utilizado es
el clon HEA125 (reconoce un glicopéptido de peso molecular 34 KDa) en
todos los trabajos excepto en el de Wong y cols. (2009) donde se utiliza el

clon Ber-EP4 (reconoce dos glicopéptidos de peso molecular 34 KDa y
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39 KDa); las CTCs son detectadas con anti-CKs 8/18/19, excepto en el
trabajo de Wong y cols. (2009) donde se utilizd anti-CK20; y los
porcentajes de pacientes que presentan células CK+ varian desde el 5%

[Thorsteinsson y cols., 2011] al 57% [Wong y cols., 2009].

Para analizar mejor estos resultados podemos hacer una division
entre estos trabajos segln el momento en que se realiza la extracciéon

sanguinea que se va a evaluar para la deteccién de CTCs:

1. Estudios en los que se evalua si la presencia de CTCs en sangre
periférica tras la cirugia y antes del tratamiento con quimioterapia
tenia valor prondstico. Maestro y cols. (2009) estudiaron una
poblacién de pacientes metastasicos y no metastasicos con cancer de
mama (438), de prdstata (50) y colorrectal (197); y Sastre y cols. (2008)
se enfocaron en una poblacidon de estudio de 97 pacientes recién
diagnosticados con cancer colorrectal. Los porcentajes de pacientes,
con cancer de colon no metastasico, con un nimero de CTCs =22 en 7,5
ml de sangre periférica son muy similares entre si: 15,2%
[Maestro y cols., 2009] y 26% [Sastre y cols., 2008]. En el estudio de
Maestro y cols. (2009), las diferencias entre los porcentajes de
pacientes que presentan un numero de CTCs 2 2 en 7,5 ml de sangre
periférica segln el estadio tumoral son evidentes: 15,2% no

metastasicos vs. 61,3% metastasicos.

2. Estudios en los que se evalla si la presencia de CTCs en sangre
periférica antes de cirugia tiene valor prondstico. La poblacién y la
extracciéon sanguinea de estudio de estas investigaciones son iguales a
las del tercer trabajo experimental de esta tesis, y los resultados
obtenidos en dos de estos trabajos son similares a los expuestos en

esta tesis:
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a) Wind y cols. (2009) evaluaron si la deteccién de CTCs, en sangre
periférica y portal, de 31 pacientes con cancer de colon no
metastdsico tenia valor prondstico. La toma de muestras se
realizd en diferentes momentos: antes de cirugia; durante la
cirugia; y justo al finalizar la operacién. Este estudio muestra un
porcentaje de pacientes del 6,7% (2 pacientes CK+ de los 31) con
células CK+ en sangre periférica antes de cirugia, del 7% durante
el acto operatorio y antes de extirpar el tumor, del 4% durante el
acto operatorio y tras de extirpar el tumor y del 4% tras finalizar
la cirugia. Los resultados en las muestras de sangre portal dan
unos porcentajes de pacientes con células CK+ mayores
(54%; 31%; y 26%, respectivamente, donde no existe extraccion
pre-cirugia), existiendo diferencias también si la operacién fue
realizada por laparoscopia o abierta. Sus resultados no
presentaron ninguna correlacidon entre la presencia de CTCs en
sangre periférica de estos pacientes y las caracteristicas
clinicopatoldgicas del tumor primario o la progresiéon de la

enfermedad.

b) Thorsteinsson y cols. (2011) comprobaron si la deteccidon de CTCs
antes y después de la cirugia, en sangre periférica, en 20
pacientes con cancer de colon no metastdsico tenia valor
prondstico. Este trabajo muestra un porcentaje de pacientes con
células CK+ antes de cirugia del 5% (solamente un paciente CK+
de los 20 estudiados) y todas las muestras que se tomaron tras la
cirugia resultaron ser negativas. Los resultados obtenidos en este

estudio indican que no existe una correlacidon entre la deteccién
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de CTCs y las caracteristicas patoldgicas de los pacientes, la

progresion de la enfermedad o la supervivencia.

c) Wong y cols. (2009) analizaron si la deteccién de CTCs antes de
cirugia o de la quimioterapia en 132 pacientes con cancer
colorrectal tenia valor prondstico. De estos pacientes: 101 eran
estadios I-lll, y sus muestras sanguineas se obtuvieron antes y
después de la cirugia (5 dias tras ésta); y 31 pacientes eran
metastdsicos, y sus muestras se obtuvieron pre-tratamiento. Los
controles utilizados fueron 3 cohortes poblacionales diferentes:
30 pacientes con cancer de mama, préstata, higado y pulmén; 30
pacientes con enfermedades intestinales benignas; y 40
voluntarios sanos. En ninguna de estas cohortes control se
detectaron CTCs (células CK20+), demostrando que este método
de deteccion es especifico para pacientes con cancer colorrectal.
Los resultados mostraron unos porcentajes de pacientes CK20+
por estadios de: 39% estadio I, 55% estadio Il, 73% estadio Il y
77% estadio IV. Utilizando un punto de corte de > 11 CTCs por 10
ml en la extraccion basal, que es la media del numero de células
CK20+ que detectan en esta extraccidon en los 132 pacientes,
obtuvieron que los pacientes que presentaban > 11 CTCs por 10
ml tenian una supervivencia inferior a los que presentaban menos
células. Por lo tanto la deteccién de 2 11 CTCs por 10 ml resulté
ser un factor pronéstico de la enfermedad, junto con el nimero
de ganglios linfaticos afectados, sobre la supervivencia global de
la poblacién (seguimiento de 24 meses a 83 pacientes en total).
Tras esto, utilizando un punto de corte de > 8 CTCs por 10 ml en
la extraccidn pre-cirugia, que es la media del nimero de células

CK20+ que detectaron en esta extraccion en los 101 pacientes en
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estadios I-lll, obtuvieron que los pacientes que presentaban
> 8 CTCs por 10 ml tenian un tiempo libre de enfermedad mas
corto que los que presentaban menos células. Por lo tanto, segun
estos investigadores, el nimero de CTCs CK20+ en la extraccion
basal, se correlaciona con el TNM y la afectacién ganglionar de los
pacientes. Ademds, utilizando el numero medio de CTCs
detectadas en la poblacién como puntos de corte, la deteccién de
CTCs antes de cirugia se correlaciona con la recurrencia, la

enfermedad metastasica y la supervivencia global de la poblacién.

Segln la bibliografia consultada, la deteccién de CTCs, o
porcentaje de pacientes CK+, en cancer colorrectal no metastdsico va a
depender de: el momento en el que se extraiga la muestra sanguinea,
pre- o post-cirugia; y de los anticuerpos de aislamiento y deteccidn

empleados.

En cuanto a la influencia que tiene el mAb de aislamiento en la
deteccion de CTCs en sangre periférica, hay que tener en cuenta que
dentro de emplear un mismo mAb, como el anti-EpCAM, el tipo de clon
utilizado también influye. Antolovic y cols. (2010) demostraron que la
deteccion de CTCs en pacientes con cancer de colon (I-1V) dependia del
clon anti-EpCAM empleado en el enriquecimiento inmunomagnético. En
este trabajo se utilizaron dos sistemas de enriquecimiento
inmunomagnético, que se aplicaron tras un gradiente de densidad con
ficoll: el primero empleaba el clon Ber-EP4 (reconoce dos antigenos de
34 KDa y 39 KDa en EpCAM) y el segundo el clon KS1/4 (reconoce un
antigeno de 40-42 KDa en EpCAM). La deteccidon de las CTCs fue por
técnicas moleculares (RT-PCR) y el marcador empleado fue la CK20. Los

resultados mostraron que 11 de los 39 pacientes estudiados (28%)
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presentaban CTCs (CK20+); de estos 11 pacientes con CTCs: 6 fueron
detectados con el clon Ber-EP4, y 5 con el KS1/4; en ningln caso se
produjo la deteccion de CTCs (CK20+) por ambos sistemas
simultaneamente. Por lo tanto, las diferencias encontradas entre los
trabajos de Wind y cols. (2009) y Thorsteinsson y cols. (2011) vs. Wong y
cols. (2009) se pueden deber a los clones anti-EpCAM empleados, y no a
gue utilicen diferentes mAb de deteccidn. Pero, segln la casa comercial
Invitrogen (el kit de enriquecimiento inmunomagnético empleado por
Wong vy cols., (2009) es el CELLection Epithelial Enrich, Dynal Biotech,
Dynal® de Invitrogen), el clon Ber-EP4 tiene la misma reactividad que el
clon HEA125. Esto indicaria que es el mAb de deteccion la causa de la
diferencia que existe entre los porcentajes de pacientes con CTCs que se

detectan entre estos trabajos.

De forma global, excepto el trabajo de Wong y cols. (2009), los
estudios que analizan la extraccion pre-cirugia obtienen unos porcentajes
de pacientes con CTCs en sus muestras sanguineas similares a los

obtenidos en el tercer trabajo experimental de esta tesis.

1.2.2. Tamaio de la poblacion de estudio y tiempo de

seguimiento

El tamafio muestral (nUmero de pacientes de la poblacién) y el
tiempo de seguimiento de la poblacidn varia mucho entre los diferentes
estudios, tanto de pacientes con cancer de mama como de pacientes con

cancer colorrectal, segun el objetivo que se quiera alcanzar:

e Cuando el objetivo del estudio es comprobar el valor prondstico de la
deteccion de CTCs en la extraccién basal, el tamafio de la poblacién

de estudio y el tiempo de seguimiento oscilan entre: 20 pacientes

190



Discusién gencral

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

con cancer de colon no metastasico, con un seguimiento de un mes
[Thorsteinsson y cols., 2011], y 430 pacientes con cancer colorrectal
metastdsico, con un seguimiento minimo de 11 meses

[Coheny cols., 2009].

e Cuando el objetivo es analizar si la deteccion de las CTCs sirve como
marcador de respuesta al tratamiento empleado o como sistema de
monitorizacién del mismo, el tiempo de seguimiento y el tamafio de
la poblacidn de estudio oscilan entre: los 5 meses de seguimiento a
177 pacientes con cancer de mama metastasico [Hayes y cols., 2006],
y los 28 meses de seguimiento a 58 pacientes con cancer de mama

[Camaray cols., 2007].

e Cuando el objetivo es estudiar las anomalias cromosdmicas de las
CTCs y poder compararlas con el tumor primario, el nimero de casos
estudiados oscila entre los 31 pacientes [Fehm vy cols., 2002] y los 77
[Leversha y cols., 2009], y no se hace referencia al tiempo de

seguimiento.

Ya que uno de los objetivos de esta tesis es el analisis del valor
prondstico de la deteccién de CTCs en la sangre periférica de pacientes,
con cancer de mama y colon, antes de cirugia o de iniciar el tratamiento
adyuvante y/o en primera linea, se puede decir que tanto el tamafio de
las poblaciones de estudio como el tiempo de seguimiento realizado a los
pacientes no son inferiores a los empleados por otras investigaciones con
este mismo fin. Aun asi, algunos de los resultados que se han obtenido,
en los trabajos experimentales, deberian ser ratificados en poblaciones de

estudio mas grandes durante periodos de tiempo mas extensos.
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3. Caracteristicas de las técnicas empleadas
1.3.1. Anticuerpos utilizados

1.3.1.1. Anticuerpo de aislamiento de CTCs

El anticuerpo monoclonal (mAb) utilizado para el aislamiento de
las CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer de mama vy colon, es
el mAb anti-citoqueratinas 7/8 (clon CAM5.2; isotipo: Inmunoglobulina
(lg) G2a; ratén anti-humano. Miltenyi Biotec) que reconoce
especificamente las citoqueratinas (CKs) 7/8, pero no reconoce los
heterodimeros de CKs 8-18 ni 8-19. Este mAb de aislamiento se ha
utilizado en varios estudios, tanto para la marcacion magnética especifica
de células tumorales mamarias [Martin y cols., 1998; Fehm y cols., 2002],
como de células tumorales de colon [Molnar y cols.,, 2001;

Weihrauch y cols., 2002; Fehm y cols., 2002].

A la hora de la eleccién del mAb de aislamiento celular hay que
tener en cuenta la heterogeneidad propia de cada tumor, es decir, cada
tipo de tumor expresa diferentes antigenos epiteliales especificos y
diferentes niveles de expresién de estos antigenos. Por ejemplo, en el
epitelio mamario aparecen expresadas, sobre todo, las CKs 7/8/18/19
[Moll y cols., 1982]; y éstas son también las CKs mas expresadas en los
tumores de mama, pero esta expresion puede variar
durante la progresion tumoral [Willipinski-Stapelfeldt y cols., 2005;
Woelfle y cols., 2004]. En el epitelio del colon aparecen expresadas, sobre
todo, las CKs 8/18/19/20 [Moll y cols., 1982; Moll, 1991]; pero esta
expresion  puede  variar  durante la progresion  tumoral

[Polley y cols., 2006].
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Hay que tener en cuenta varios hechos que afectan, sobre todo, al
aislamiento de CTCs en pacientes con cancer de colon: el primero, la
expresidon de CK7 se encuentra en tumores de ovario, endometrio, mama
y pulmdn, pero no en tumores del tracto gastrointestinal inferior
[Rubin y cols., 2001; Chu y cols., 2000; Lugli y cols., 2008]; segundo, la
marcacién por CK7 y CK20, se emplea para diferenciar el origen de
lesiones metastasicas de cancer de colon y de pulmén
[Kummar y cols., 2002; Varadhachary y cols., 2004]; y por ultimo, la
expresion de CKs puede variar durante la progresion tumoral
[Woelfle 'y cols., 2004; Willipinski-Stapelfeldt y cols., 2005;
Polley y cols., 2006], y esta variacién se puede detectar en las CTCs
aisladas [Fehm y cols., 2002; Mikolajczyk y cols., 2011]. Por lo tanto, hay
que ser consciente de las limitaciones del anticuerpo anti-CKs 7/8 en el
aislamiento de CTCs de sangre periférica de pacientes con cancer de

mama y colon, especialmente en estos ultimos.

Respecto a esto hay que sefialar que, cuando se realizan los
ensayos de eficacia de la técnica se hacen recuentos celulares en
controles positivos, los cuales se procesan mezclando sangre periférica de
voluntarios sanos con 1.000 células tumorales, de las lineas tumorales
MCF-7, MDA-MB-231 y SK-Br-3 (lineas celulares de cancer de mama
humanas) y las lineas tumorales HT-29 y Caco-2 (lineas celulares de
cancer de colon humanas), siguiendo el protocolo publicado en 2003
[Gaforio y cols., 2003]. Los rangos de recuperacidn que se obtienen son:
del 60% al 80% (calculos basados en el numero total de células tumorales
gue se mezclan con la sangre periférica de voluntarios sanos) para las
lineas celulares de cancer de mama; y un rango un poco inferior para las
lineas celulares de cancer de colon (40%-75%, datos no mostrados). En los

controles de Caco-2, los rangos de recuperacion de células tumorales son
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inferiores a los obtenidos para las demas lineas, ademas esta linea celular
se marca menos (marcacion anti-CKs 7/8) (resultados no mostrados), esto
se puede deber a que la linea Caco-2 expresa la CK8 en menor proporcion
que las otras lineas [Dimmler y cols., 2001]. Ocurre algo similar con la
linea tumoral MDA-MB-231, resultado que queda reflejado en el nivel de
recuperacion de células tumorales de esta linea en la Tabla 1 del trabajo
publicado en 2008 [Campos y cols., 2008] (Capitulo 4. Resumen global de
los resultados: Resultados del trabajo experimental del capitulo 1). Este
ultimo resultado fue contrastado por biologia molecular, para lo que se
realizd una extraccion de mRNA y una retrotranscripcion seguida por la
reacciéon en cadena de la polimerasa (RT-PCR) para las CKs 7/8 en las
lineas tumorales MCF-7 y MDA-MB-231, y se obtuvo que la linea tumoral
MDA-MB-231 presentaba una expresién mas baja o casi nula de CK8
(resultados no mostrados), resultado que concuerda con el trabajo de

Hollestelle y cols. (2010).

De aqui se puede deducir que, debido a que no todas las lineas de
células tumorales expresan las CKs 7/8 en la misma proporcidn
[Dimmler y cols., 2001; Hollestelle y cols., 2010], para estar seguros de los
porcentajes celulares de recuperacidn que se obtienen, con este mAb,
deberiamos emplear diferentes lineas tumorales. Ademas, las lineas de
células tumorales que se usen deben ser del mismo tipo tumoral que el
tumor que se va a estudiar, y no cumplir solo el requisito de ser

epiteliales.
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1.3.1.2. Anticuerpo de deteccion de CTCs

El mAb seleccionado para la deteccion de CTCs en sangre
periférica de pacientes con cancer de mama; ocho pacientes con cancer
de colon; y para los controles de recuperacion celular, es el mAb anti-CKs
7/8-FITC (clon CAMS5.2; isotipo: 1gG2a; ratdn anti-humano. Miltenyi
Biotec), seguido por el conjugado fosfatasa alcalina anti-FITC (isotipo:
IgG1 de raton. Miltenyi Biotec). Antes de aplicar esta marcacidn en las
muestras clinicas, se comprobd en extracciones sanguineas de 15
voluntarios sanos sin patologia diagnosticada en curso, que no existia

marcacion por parte del mAb utilizado.

El mAb escogido para la deteccién de las CTCs en sangre periférica
de pacientes con cancer de colon y para realizar los controles de la
técnica de Inmunofenotipacion y andlisis citogenético en interfase
fluorescente como herramienta para la investigacion de neoplasias
(Fluorescence immunophenotyping and interphase cytogenetics as a tool
for investigation of neoplasm, FICTION) fue el anticuerpo biclonal
AE1/AE3 (isotipo: 1gG1; ratén anti-humano. BioGenex). Este anticuerpo
estd formado por la mezcla de dos clones que reconocen diferentes CKs.
El clon AE1 detecta las CKs de alto peso molecular 10, 14, 15, y 16, y
también la CK19 de bajo peso molecular; y el clon AE3 detecta las CKs de
alto peso molecular 1, 2, 3, 4, 5, y 6, y las CKs 7 y 8 de bajo peso
molecular. Con la combinacion de estos dos clones se obtiene un céctel

de anticuerpos con un espectro de reactividad muy amplio.

Tras la marcacion por el anticuerpo AE1/AE3 se afiaden dos mAbs
secundarios de forma secuencial. El primer mAb secundario utilizado es el

Alexa Fluor 350 (isotipo: IgG (H+L); conejo anti-ratén. Invitrogen), el cual
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reconoce la cadena pesada de la IgG y todas las clases de cadenas ligeras
de las Igs de ratdn, y el segundo es el Alexa Fluor 350 (isotipo: 1gG (H+L);
cabra anti-conejo. Invitrogen), que reconoce la cadena pesada de la IgG y
todas las clases de cadenas ligeras de las Igs de conejo, ambos mAbs van
conjugados con el fluorocromo Alexa Fluor 350 (longitud de onda
excitacion-emision, 346-442 nm), creando asi una cascada de

fluorescencia.

Antes de aplicar esta marcacién secuencial de varios mAbs en el
segundo trabajo experimental, se realizaron varios controles con células
tumorales de las lineas MCF-7 y MDA-MB-231. Estos controles se
realizaron para comprobar que no existian falsos positivos por parte del
anticuerpo de deteccion y los mAbs secundarios, y ademas se compard la
marcacién obtenida, en ambas lineas de células tumorales, por el
anticuerpo AE1/AE3 y el MNF116, por inmunofluorescencia (IF) indirecta.
El resultado que se obtuvo fue que no existian uniones inespecificas por
parte de los anticuerpos empleados, ni secundarios ni primarios, y el
AE1/AE3 marcaba las células tumorales de forma mas intensa que el

MNF116 (resultados no mostrados).

Los mAbs, de aislamiento y deteccidn, escogidos poseen una gran
influencia sobre la recuperacién y marcacién de las CTCs en sangre
periférica. En el primer trabajo experimental de esta tesis, si se comparan
los resultados obtenidos con los de otros grupos de investigacion, parece
que la utilizaciéon del mAb anti-CKs 7/8 de aislamiento y deteccién no
influye en el nimero de pacientes a los que se les detectan células CK+ en
sangre periférica. Pero en el tercer trabajo experimental se puede
observar una menor deteccién de pacientes con células CK+, si se

comparan con los obtenidos por Wong y cols. (2009), que emplean
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anti-EpCAM como mAb de aislamiento y anti-CK20 como mAb de
deteccion. Dejando de lado las diferencias que se han explicado antes en
el apartado Poblacion de pacientes y tiempo de seguimiento, entre el
trabajo de Wong y cols., (2009) vs. Thorsteinsson y cols., (2011) y
Wind y cols., (2009), y centrandome en: la baja expresién de CK7 que
existe en tumores primarios de cancer colorrectal; y los resultados de
recuperacion celular obtenidos en las lineas de cancer de colon, debo
decir que existe la posibilidad de que el mAb anti-CKs 7/8, que se ha
utilizado para el aislamiento de las CTCs, no sea el mas adecuado y por lo
tanto los resultados obtenidos se pueden deber a esta limitacién del

estudio.

1.3.2. Técnica de aislamiento: doble gradiente de densidad

y enriquecimiento inmunomagnético

La frecuencia de deteccién de células citoqueratina positivas
(CK+) en sangre periférica de pacientes con cancer, depende
directamente del método de aislamiento de las CTCs que se emplee, y
varia segun los estudios realizados, tanto en cdncer de mama
[Kasimir-Bauer y cols., 2001; Beitsch y Clifford, 2000] como en cancer
colorrectal [Zhang y cols., 2005; Cohen y cols., 2008], por lo tanto para
poder realizar una comparacion de los resultados que se obtienen, seria
necesario efectuar una estandarizacién internacional de los protocolos

que se utilizan en la deteccién de CTCs.

En general menos de 10 células tumorales por mililitro son
aisladas en la sangre periférica de pacientes con cancer, incluso de
pacientes metastasicos, por lo tanto, es imprescindible la utilizacidon de

técnicas de enriquecimiento de la muestra [Ring y cols., 2004]. Esta
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totalmente aceptado que el método de aislamiento de células tumorales
es un paso critico [Pantel y Otte, 2001], y que en los pasos previos a la
examinacion microscépica existen pérdidas celulares que se estiman de

hasta un 60% [Goeminne y cols., 2000].

En los trabajos experimentales de esta tesis, se ha aplicado un
sistema de enriquecimiento de la muestra doble: primero, una
centrifugacion en doble gradiente de densidad; y segundo, una seleccién

inmunomagnética positiva.

e Con el enriquecimiento por centrifugacién en doble gradiente de
densidad se consigue aislar la fraccién de células mononucleares o
fraccion mononuclear (MNC) y la fraccién de células granulociticas
o fraccion granulocitica (GC) de las muestras de sangre periférica,
sin afectar la viabilidad celular [English y Andersen, 1974]. Tras
esto, se comprobd en qué fraccion celular sedimentaban
preferentemente las células tumorales mamarias, y se observd que
la mayor parte de ellas sedimentan junto a la fraccion MNC
[Figura 2 del primer trabajo experimental (Capitulo 4. Resumen
global de los resultados: Resultados del trabajo experimental
del capitulo 1)], pero también eran detectadas en la fraccion GC.
Este mismo ensayo se repiti6 con 1.000 células tumorales de
lineas celulares de cancer de colon (HT-29 y Caco-2), y los
resultados obtenidos fueron muy similares a los de las lineas

celulares de cancer de mama (datos no mostrados).

Hay que tener en cuenta que los resultados obtenidos por este
modelo experimental no pueden predecir los resultados que se
obtendran en las muestras clinicas. Se sabe que las lineas celulares
tumorales de cultivos son células muy homogéneas, mientras que las

CTCs varian ampliamente en tamafio, formay peso. Es razonable, por
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lo tanto, asumir que un numero importante de células tumorales
sedimentardn con la fraccidon GC en las muestras clinicas. De acuerdo
con esta hipdtesis, Partridge y cols. (1999) demostraron que al
analizar muestras sanguineas de pacientes con cancer epitelial de
cuello y cabeza, hallaban células tumorales que sedimentaban con la
fraccion GC. Los resultados del primer trabajo experimental de esta
tesis sugieren que las células tumorales de lineas mamarias pueden
ser perdidas si solo se evalua la fraccion MNC. Debido a que
posteriormente se comprobd que ocurria algo muy similar con las
lineas de colon, es logico recomendar la examinacidn de ambas
fracciones, tanto MNC como GC, en todos los protocolos de
enriquecimiento celular para la deteccion de CTCs en sangre

periférica de pacientes con cancer de mama y colon.

e Como segundo paso se utiliza un enriquecimiento inmunomagnético,
que es una técnica sensible y especifica, para obtener una
suspension celular con una mayor proporcion de CTCs. Martin y cols.
(1998)  estandarizaron la técnica de  enriquecimiento
inmunomagnético que se ha utilizado tras la centrifugacion en doble
gradiente de densidad. Varios grupos de investigacion han utilizado
el mismo procedimiento de enriquecimiento que se ha empleado
(Carcinoma Cell Enrichment kit; sistema MACS; Miltenyi Biotec), o un
método similar al expuesto en esta tesis, seguido por diferentes
sistemas de deteccidon, como pueden ser técnicas de IF o citometria
de flujo, demostrando obtener unos porcentajes similares de
deteccion de CTCs en pacientes con tumores sélidos de origen
epitelial a los expuestos en el primer trabajo experimental de esta
tesis (62% de pacientes con cancer de mama presentan CTCs en

sangre periférica). Por ejemplo: Racila y cols. (1998) evaluaron la
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sangre periférica de pacientes con cancer de mama y detectaron
células CK+ en 32 de los 33 pacientes estudiados, para su estudio
emplearon una combinacién de un método de enriquecimiento
inmunomagnético y citometria de flujo; Engel y cols. (1999)
analizaron muestras de sangre periférica de pacientes con cancer de
mama y de ovario, y detectaron células CK+ en 35 de los 48 pacientes
(72,9%) empleando un método que combinaba una seleccién
inmunomagnética (MACS) seguida por FISH; Martin y cols. (1998)
examinaron muestras de sangre periférica de pacientes con
carcinoma de mama, préstata, colon, recto y pulmdn, y detectaron
células CK+ en 21 de los 34 pacientes examinados (61,8%), utilizando
el método MACS seguido por una deteccion inmunocitoquimica
(ICC); Cristofanilli y cols. (2004), empleando una combinacién de un
método de enriquecimiento de ferrofluidos e IF para la deteccidn de
CTCs en sangre periférica, detectaron > 5 células CK+ en 87 de los
177 pacientes con cancer de mama que estudiaron (49%); Dawood y
cols. (2008) detectaron células CK+ en 114 de las 185 muestras
sanguineas de pacientes con cancer de mama que analizaron (61,6%)
empleando el mismo sistema que Cristofanilli y cols. (2004). En
cuanto a los porcentajes de deteccién de pacientes con cdncer de
colon que presentan células CK+ (9,09%), esto ha sido comentado en
el apartado Caracteristicas del estudio: Poblacion de pacientes y

tiempo de seguimiento de la Discusion.

El enriquecimiento inmunomagnético mejora la deteccion de
células CK+ en las muestras. El estudio de Konigsberg y cols. (2010)
analiza la recuperacion celular, de una linea de cancer de colon mezclada
con sangre periférica de voluntarios sanos, al aplicar diferentes sistemas

de enriquecimiento, y obtiene una mayor recuperacion al aplicar un
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enriquecimiento inmunomagnético que un enriquecimiento basado en las
caracteristicas fisicas de las células tumorales. Los mismos resultados
aparecen al comparar los porcentajes de pacientes CK+ detectados en
estudios que emplean un enriquecimiento inmunomagnético, con los
obtenidos por trabajos que solo emplean un método de enriquecimiento
basado en las caracteristicas fisicas de las células tumorales: Weihrauch y
cols. (2002), obtuvieron que un 65% de los pacientes con cancer de colon
presentaban células CK+ en médula dsea, tras un enriquecimiento
inmunomagnético de la muestra vs. Leinung y cols. (2000), que
obtuvieron un 24,8% de pacientes con cdncer de colon con células CK+
tras un enriquecimiento por gradiente de densidad; Woelfle y cols.
(2005), obtuvieron que un 35% de los pacientes con cancer presentaban
células CK+ en médula dsea, empleando un enriquecimiento
inmunomagnético, vs. 21% sin este método de enriquecimiento

inmunomagnético.

La limitacién m3s significativa de este método es la carencia de un
marcador tumoral especifico para las células tumorales que se
encuentran en sangre periférica. Como marcadores mas utilizados en el
enriquecimiento de la muestra estdn la EpCAM vy las CKs
(sobre todo CKs 7/8). Algunos investigadores han recomendado que el
enriquecimiento inmunomagnético por seleccién positiva de células
tumorales debe optimizarse usando un combinado de marcadores. Por
ejemplo, con la combinacidon de CKs y EpCAM se obtienen porcentajes de
deteccion de CTCs superiores a cuando se emplea uno de estos
marcadores de forma individual [Deng 'y cols., 2008;

Mikolajczyk y cols., 2011].
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La EpCAM es una molécula de superficie que esta expresada en la
mayor parte de células epiteliales y carcinomas [Spizzo y cols., 2002;
Went y cols., 2006; Went y cols., 2008]. Por lo tanto, se considera un
marcador de células tumorales epiteliales localizadas en tejidos
hematopoyéticos, como médula odsea y sangre periférica
[Meng y cols., 2004a; Cristofanilli y cols., 2004; Cohen y cols., 2008; Sastre
y cols., 2008]. El principal problema de utilizar la EpCAM para el
aislamiento de CTCs es que se produzcan falsos negativos debido a que no
se detectan las CTCs que no la expresan [Antolovic y cols., 2010;
Mikolajczyk y cols., 2011], ya que no todos los tumores expresan esta
molécula y hay tejidos que tienen una regulacion muy baja de las
moléculas de adhesién durante la progresion tumoral [Tai y cols., 2007
Willipinski-Stapelfeldt y cols., 2005; Paterlini-Brechot y Benali, 2007;
van der Gun y cols.,, 2008]. También pueden ocurrir falsos positivos
debido a la deteccién de células no tumorales que expresan EpCAM

[Choesmel y cols., 2004a].

Las CKs son parte del citoesqueleto de las células epiteliales,
exactamente forman los filamentos intermedios de éstas, y son
caracteristicas de estas células, por lo tanto, al igual que la EpCAM, se
consideran un marcador de células tumorales epiteliales localizadas en
tejidos hematopoyéticos. Sin embargo, se han descrito expresiones de
CKs en: procesos inflamatorios [Kowalewska y cols., 2010]; y por parte de
las MNC [Kaho y Huan, 2002; Kowalewska y cols., 2010], sobre todo, en
muestras de aspirados de médula dsea [Choesmel y cols., 2004b], que
pueden contribuir a la deteccidon de falsos positivos, principalmente en
ensayos que utilizan técnicas moleculares para la deteccion de CTCs.
Aunque las CKs se expresan en todos los tumores sdlidos de origen

epitelial [Moll y cols., 1982; Moll, 1991], hay que tener en cuenta que
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pueden modificar su expresion durante la progresion
tumoral [Woelfle y cols., 2004; Willipinski-Stapelfeldt y cols., 2005;
Polley y cols., 2006; Paterlini-Brechot y Benali, 2007], por lo que en sangre
periférica pueden aparecer CTCs con baja expresién de CKs e incluso
negativas para este marcador (CTCs que expresan CK pero por debajo del
nivel de deteccion que se estda utilizando o diferentes CKs a las
empleadas) [Fehm vy cols., 2002; Mikolajczyk y cols., 2011]. Si bien las CKs
han sido validadas como un marcador de células tumorales de origen
epitelial en sangre, tanto para el cdncer de mama como para el cancer
colorrectal [Molnar y cols., 2001; Fehm vy cols., 2002; Gaforio y cols., 2003;
Cristofanilli y cols., 2004; Cohen y cols., 2008; Wong y cols., 2009], hay

que recordar que no son marcadores tumorales especificos.

1.3.3. Técnicas de deteccion de CTCs

La limitacidn mads importante que presentan las técnicas de
deteccion, al igual que la técnica de enriquecimiento inmunomagnético,
es la carencia de un marcador tumoral especifico de CTCs. El marcador
mas utilizado son las CKs, aunque hay que tener en cuenta lo que se ha

comentado anteriormente.

Cuando la deteccidn se realiza por técnicas inmunoldgicas, ICC e
IF, tras el enriquecimiento de la muestra se realiza la marcacién de las
células tumorales con mAbs frente a antigenos especificos, como pueden
ser: CK20 y mucinas, en cdncer gastrointestinal y de vejiga
[Soeth y cols., 1997; Retz y cols., 2001; Hardingham vy cols., 2000]; el
antigeno especifico de préstata (PSA) en cédncer de prdéstata
[Ghossein 'y  cols.,, 1997]; la tiroquinasa en melanoma

[Ghossein y Bhattacharya, 2000; Schittek y cols., 2001]; y mamaglobulina,
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CKs, mucinas (MUC1) y la proteina HER2 en cancer de mama
[Zach y cols., 2000; Zach vy cols., 2002; Naume y cols., 2001;
Grunewald y cols., 2000; de Cremoux y cols., 2000; Benoy y cols., 2004;
Swerts y cols., 2004; Slade y cols., 2005; Wiilfing y cols., 2006;

Munzone y cols., 2010; Ignatiadis y cols., 2011].

Las CKs que mas se utilizan en la deteccion de CTCs, por técnicas
ICC y de IF, en cédncer de mama son las CKs 7/8/18/19
[Gaforio y cols., 2003; Cristofanilli y cols., 2004; Cristofanilli y cols., 2005],
y en cancer colorrectal son las CKs 8; 18; 19; y 20 [Cohen y cols., 2008;
Maestro y cols., 2009; Cohen y cols., 2009; Wong y cols., 2009], aunque
también se utilizan anticuerpos denominados pan-antiCKs que incluyen
un rango mas amplio de deteccion de éstas. Como el mAb MNF116, que
reconoce las CKs 5, 6, 8, 17 y 19 [Molnar y cols., 2001]; o el mAb C11 que
reconoce las CKs 4-6, 8, 10, 13 y 18 [Fehm y cols., 2002]; o el céctel de
anticuerpos AE1-AE3, que reconoce las CKs 1-8, 10, 14-16, y 19
[Campos y cols., 2008]. La eleccidon de estos marcadores va a depender
del tipo de tumor estudiado, y hay que recordar que la mayoria de ellos

no son especificos de células tumorales.

Las técnicas empleadas como sistema de deteccion de CTCs en
esta tesis han sido la ICC y la IF indirecta. Ambas son técnicas muy
especificas, ya que utilizan mAbs para el reconocimiento de los
marcadores deseados (mAb dirigidos frente a proteinas o a epitopos muy
especificos), pero en ambos casos se pueden originar falsos positivos en la
deteccion de CTCs. Esto se puede deber a que exista una expresion
minima o ilegitima del marcador estudiado en la poblacidn de células que
no nos interesa, por ejemplo: anti-mucinas [Brugger y cols., 1999] y

anti-CKs [Vagunda y cols., 2001]. Ademads, cuando se emplean técnicas
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inmunoldgicas, hay que tener en cuenta que pueden aparecer falsos
negativos debidos a que las células metastdsicas tumorales in vivo pueden
no expresar los marcadores que se han estudiado in vitro (lineas
celulares) o si lo hacen, que lo hagan en niveles muy bajos, debido a la
heterogeneidad del tumor [Zehentner, 2002; Fehm vy cols., 2002;
Mikolajczyk y cols., 2011].

En el caso de la técnica ICC, también pueden aparecer falsos
positivos debidos a los sistemas de revelado empleados, fosfatasa alcalina
o peroxidasa [Braun y Pantel, 1999]. El sistema de revelado empleado, en
el primer trabajo experimental y en los controles de recuperacién celular,
ha sido la fosfatasa alcalina y el sustrato de la enzima para obtener el
precipitado de color rojo (Fast Red TR/Naphthol AS-MX solucidn sustrato,
Sigma-Aldrich). Aunque se ha empleado, para el enriquecimiento
inmunomagnético y la deteccion por ICC, un método estandarizado
previamente [Martin y cols., 1988], se realizaron controles al inicio del

estudio para asegurar que no existian falsos positivos.

Otra limitacién que presenta la técnica de ICC es que el sustrato
de la enzima se revela colorimétricamente, por lo tanto a la hora de
evaluar varios marcadores simultdneamente en las células tumorales
aisladas hay que acoplar varios sistemas de revelado, utilizando
diferentes enzimas y sustratos, haciendo que la metodologia se vuelva

complicada.
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Para asegurar la alta especificidad de los ensayos, se incorporaron

los siguientes controles y precauciones en los estudios:

i. Los controles positivos (células de lineas tumorales que se mezclan
con sangre periférica de voluntarios sanos) son procesados de forma
separada a las muestras de los pacientes, para evitar contaminacion;

ii. Los primeros mililitros de sangre que se colectan del paciente son
desechados para evitar contaminacién por células epiteliales;

iii. En el primer trabajo experimental se emplea un método de
enriquecimiento inmunomagnético seguido de una deteccidon
inmunocitoquimica, los cuales han sido estandarizados previamente
[Martin y cols., 1998];

iv.  Antes de la marcacion con el anticuerpo monoclonal (mAb) anti-CKs,
se emplea un reactivo de bloqueo de los receptores Fc de las células
(leucocitarias) que impide la formacién de uniones inespecificas;

v. El mAb CAMS5.2 (anti-CKs 7/8) es el que se utiliza para la marcacién
magnética especifica de células tumorales mamarias. Distintos e
independientes estudios han evaluado el uso de varios mAbs para la
deteccion de células tumorales diseminadas y han demostrado que
el mAb CAMS5.2 origina una marcaciéon fuerte y uniforme en
carcinomas primarios derivados de varios drganos, incluido de mama
[Martin y cols., 1998]. Este mAb también ha sido empleado para la
marcacién magnética de células tumorales de colon [Molnar y cols.,

2001; Weihrauch y cols., 2002; Fehm y cols., 2002].

Para evitar falsos positivos en la evaluacidon de las muestras, solo
se han considerado células CK+ las que presentaban las siguientes
caracteristicas: células nucleadas con morfologia de célula tumoral,

mayor ratio ntcleo/citoplasma, y una marcacién fuerte para las CKs.
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La especificidad de los ensayos fue confirmada empleando
controles de voluntarios sanos (controles negativos), donde no se detect6

células CK+.

Una vez establecida la validez de la técnica en la deteccién de
CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer de mama, se realizd
una modificacidon que permitia evaluar simultdneamente el fenotipo vy el
genotipo de las CTCs aisladas, examinando simultdneamente el numero
de copias de ERBB2/TOP2A/CEP17 y la expresion de las CKs 1-8/10/14-
16/19 en estas células por IF indirecta. Esto se realiz6 aplicando la técnica

FICTION tras el enriguecimiento inmunomagnético.

La técnica FICTION fue desarrollada para poder asignar a células
tumorales un clon citogenéticamente definido y, al mismo tiempo, poder
determinar su linaje celular [Weber-Matthiesen vy cols.,, 1992;
Weber-Matthiesen y cols., 1993]. Esta técnica ha demostrado ser util en
el estudio de neoplasias hematégenas [Nylund vy cols., 1993;
Haferlach y cols., 1997; Temple y cols., 2004; Young y cols., 2006] vy
algunos tumores sélidos [Terada y cols., 2000; Zhang y cols., 2000;
Dettori y cols., 2003]. En el caso de tumores sélidos, Zhang y cols. (2000)
emplearon esta técnica en seis lineas celulares de cancer de mama para
conocer la relacidn que existia entre la expresién del receptor de
estrégenos (ER) y la delecidn del gen del receptor de estrégenos (ESR).
Terada y cols. (2000) estudiaron, empleando la técnica FICTION, en 105
pacientes con cdncer gastrico la frecuencia de células positivas para el
antigeno nuclear de proliferacién celular y las aberraciones en el
cromosoma 17 de estas células, demostrando que eran indicadores del
potencial metastasico del tumor. Dettori y cols. (2003) emplearon esta

técnica para evaluar la expresién del antigeno de membrana mitocondrial
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y estudiar simultadneamente las aberraciones en el cromosoma 18 que

presentaban pacientes con tumores tiroideos.

En el segundo y tercer trabajo experimental de esta tesis, se
empleé como sistema de deteccion de CTCs la IF indirecta. Esta técnica es
muy similar a la ICC empleada anteriormente, sin embargo el mAb usado
en la deteccidn no va unido a un sistema de revelado enzimdtico sino a un
sistema de revelado por fluorescencia. En los ensayos realizados en esta
tesis, se utilizd, una cascada de dos mAbs secundarios fluorescentes, de
forma que se amplifica la seial de fluorescencia y se pueden reconocer
mas facilmente las CTCs. Los resultados obtenidos en los controles
positivos, sangre periférica de voluntarios sanos mezclada con células
tumorales de lineas mamarias y de colon, muestran que las células
tumorales presentan una marcacion fluorescente azul [Figura 1 del
segundo trabajo experimental (Capitulo 4. Resumen global de los
resultados: Resultados del trabajo experimental del capitulo 2) y figura 1
del tercer trabajo experimental (Capitulo 4. Resumen global de los
resultados: Resultados del trabajo experimental del capitulo 3)] y una
preservacion buena de su morfologia. La especificidad de los ensayos fue
confirmada empleando controles de voluntarios sanos (controles
negativos); donde no se detectd, en ninguno de ellos, células CK+ (con

fluorescencia azul).

Para asegurar la alta especificidad de los ensayos, se incorporan a

las precauciones anteriormente descritas las siguientes:

i. Uso del anticuerpo biclonal AE1/AE3 (pan-antiCKs) para el
inmunofenotipaje;
ii. Utilizacion de un suero bloqueante (suero de conejo), de la misma

especie animal en la que se desarrolla el primer mAb secundario
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fluorescente (conejo anti-ratdn), para evitar uniones inespecificas del

primer mAb secundario y por lo tanto amplificar una sefal errénea.

La IF a diferencia de la ICC no tiene limitacién a la hora de evaluar
dos marcadores o mas simultdneamente. Los mAbs que se utilizan en esta
técnica pueden ir conjugados, directa o indirectamente, con diferentes
fluorocromos. Los fluorocromos son moléculas que emiten fluorescencia
al absorber energia de una longitud de onda especifica, la fluorescencia
emitida es facil de detectar a través de un sistema de filtros y de
deteccion de la misma, por ejemplo: por citometria de flujo o microscopia
de fluorescencia. Existe una amplia gama de fluorocromos (que dan lugar
a una amplia gama de fluorescencias (colores), dependiendo de la
longitud de onda emitida por cada uno), que se pueden emplear para
estudiar  simultdneamente varios marcadores en las CTCs
[de Bono y cols., 2007; Stojadinovic y cols., 2007b; Cao y cols., 2010]. El
Unico limite que existe en esta técnica es que se deben utilizar mAbs
conjugados con fluorocromos, o con sistemas de revelado de
amplificacidn de la sefial, que no se solapen en su rango de longitudes de

onda de absorcidn y emision.

En ambos tipos de técnicas de deteccidn, ICC e IF indirecta, se
puede producir una pérdida de especificidad en el ensayo debida a la
pequefia proporcion de CTCs que existen en la muestra, comparadas con
la cantidad de células hematopoyéticas presentes. Asi que, tanto la
técnica escogida como el marcador utilizado para la deteccién son
cruciales para obtener la mayor sensibilidad y especificidad posible

[Ko y cols., 2000; Silva y cols., 2001].
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En cuanto a la evaluacidén genética realizada en los trabajos
experimentales, los resultados obtenidos demuestran que la técnica
FICTION puede ser empleada para evaluar la amplificacién o delecion de
genes en lineas celulares [Figura 2 del segundo trabajo experimental
(Capitulo 4. Resumen global de los resultados: Resultados del trabajo
experimental del capitulo 2) y figura 1 del tercer trabajo experimental
(Capitulo 4. Resumen global de los resultados: Resultados del trabajo
experimental del capitulo 3)] o en CTCs de sangre periférica de pacientes
con tumores sélidos de origen epitelial [Figura 2 del tercer trabajo
experimental (Capitulo 4. Resumen global de los resultados: Resultados
del trabajo experimental del capitulo 3)], sin ningun problema. Los
resultados obtenidos en las lineas celulares de cancer de mama, coinciden
con las evaluaciones genéticas llevadas a cabo por otros grupos de
investigacion que emplean otras técnicas. Por ejemplo, varios trabajos
han demostrado la amplificacion de los genes ERBB2 y TOP2A en las
células SK-Br-3 mediante técnicas como: la hibridacién fluorescente in situ
(FISH) [Szollsi y cols., 1995; Jarvinen y cols., 1999; Jarvinen y cols., 2000;
Forozan y cols.,, 2000]; la hibridacion gendmica comparativa (CGH)
[Forozan y cols., 2000; Lottner y cols., 2005]; y el cariotipado espectral
[Kytola y cols., 2000]. Otros trabajos han demostrado la delecién del gen
ERBB2 en MCF-7 por técnicas como FISH [Sz6ll6si y cols., 1995] y CGH
[Shadeo y Lam, 2006]; y un numero de copias normal de este gen en
MDA-MB-231 por cariotipado de bandas-G [Satya-Prakash y cols., 1981] y
FISH [Grushko y cols., 2002; Lottner y cols., 2005]. En cuanto al gen
TOP2A, no he encontrado estudios que indiquen su estado en estas dos

lineas tumorales.
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La técnica FICTION permite, ademas, poder realizar una segunda
marcaciéon de moléculas de superficie en las CTCs aisladas, y analizadas
previamente. Se puede de esta forma, analizar la expresién de una
proteina en estas células tumorales tras conocer su fenotipo y genotipo.
En el tercer trabajo experimental de esta tesis, se ha demostrado que se
puede analizar la expresion de la proteina HER2 en las CTCs aisladas de
sangre periférica, las cuales previamente habian sido caracterizadas para
la expresion de CKs y el nimero de copias de ERBB2/CEP17. Este analisis
se ha realizado en varios controles positivos y en la muestra clinica del

paciente con numero de identificacion (IN) 28.

Previo al analisis de la muestra clinica del paciente IN28, se
realizaron; varios controles positivos, muestras de sangre periférica de
voluntarios sanos mezcladas con células de diferentes lineas tumorales
(HT-29, Caco-2, MCF-7, MDA-MB-231 o SK-Br-3) que se procesaron segun
el protocolo de FICTION seguido de una marcacién de la proteina HER2
(protocolo de la casa comercial, DAKO, CA); y un control negativo, que se
realiza igual que los controles anteriores pero se le afiade peréxido de
hidrégeno, para este control se empleé la linea tumoral mamaria SK-Br-3,
ya que sobreexpresa esta proteina. Los resultados obtenidos en los
controles demostraron que: no existian reacciones cruzadas entre el
protocolo de FICTION y el de marcacién de la proteina HER2 (en el control
de perdxido de hidréogeno se obtiene un resultado negativo para la
marcacién de la proteina, que era lo que se esperaba); la morfologia de
las células tumorales se mantenian; y era facilmente distinguible, a la vez
que cuantificable, la marcacién de la proteina HER2 en las células
tumorales. Cuando se aplicd este protocolo a la muestra del paciente
IN28 se pudo, ademas de cuantificar la expresion de la proteina HER2 en

las CK+/CTCs, identificar 9 células tumorales que no habian sido

211



Discusién gencral

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

reconocidas como CK+ (CK-/CTCs), seguramente por no expresar las CKs
estudiadas. Los resultados obtenidos fueron que, al igual que en los
controles positivos, las CTCs de sangre periférica del paciente IN28
mantuvieron su morfologia y fueron facilmente evaluables para la
expresion de la proteina HER2. En este caso, debido a que mas del 10% de
las CTCs analizadas sobreexpresaban la proteina, la muestra se considerd
positiva para la expresion de HER2 en las CTCs. En cuanto a esto, hay que
indicar que varios estudios sefialan que con la evaluacidon de solamente
10 CTCs se puede conocer el estado de HER2 en la mayoria de los

pacientes [Mengy cols., 2004a; Meng y cols., 2006; Cao y cols., 2010].

Hay que afadir que tras la puesta a punto de la metodologia
desarrollada en el segundo trabajo experimental, se comprobd que era
posible su utilizacién en una muestra clinica de una paciente con cancer
de mama metastasico, antes de ser utilizada en la poblacidn de pacientes
con cancer de colon. La muestra clinica fue una extraccion de sangre
periférica, tomada previamente al tratamiento que se le iba a administrar
a la paciente, la cual se analizé para la deteccidon de CTCs siguiendo el
protocolo publicado en 2008 [Campos y cols., 2008]. En esta muestra se
pudieron detectar dos CTCs, que fueron claramente identificadas
(expresion de CKs, fluorescencia azul) y cuya morfologia era acorde a un
fenotipo maligno. La evaluacidn genética mostré que ambas células
tumorales eran diploides y no presentaban ninguna alteracion en el

numero de copias de los genes ERBB2 y TOP2A (datos no mostrados).
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4, Conservacion de las muestras

Las muestras clinicas evaluadas por ICC, fueron procesadas hasta
el final, es decir, hasta la evaluacion de las mismas. Tras esto se
almacenaron en el medio en que se montaron, gelatina glicerinada
(MERCK; Darmstadt, Alemania), a temperatura ambiente, junto con los
controles positivos y negativos que se incluyeron en el estudio. Siguiendo
este sistema se han almacenado: la primera extraccion sanguinea o basal
(extraccion previa a la cirugia y/o al tratamiento quimioterapico,
hormonoterépico y/o dirigido) de los 92 casos que se recogieron en el
primer trabajo experimental de esta tesis; las extracciones
correspondientes al seguimiento del tratamiento que se les estaba
aplicando a estos 92 pacientes, con un intervalo de < 5, 5-12, 12-24 y > 24
meses; las extracciones correspondientes a las revisiones tras el
tratamiento; las muestras de 20 pacientes neoadyuvantes nuevos, que se
procesaron entre 2003-2004 (extraccion basal y al mes del tratamiento); y
la extraccidn basal de los primeros 8 pacientes con cancer de colon. En

total existen almacenadas de esta forma 506 muestras bioldgicas.

En marzo de 2006, se realizd un estudio retrospectivo de 15
muestras de pacientes neoadyuvantes con cancer de mama, en el cual se
aplicé la técnica FISH para la evaluacion de ERBB2/TOP2A/CEP17 en las
CTCs que habian sido aisladas. Inicialmente este protocolo se ensayd en
controles positivos, procesados como los controles de recuperacion
celular, en los que se obtuvo, de forma general: la marcacién de los
centrémeros en algunas células tumorales, pero nunca de los genes; una
marcacidn génica incompleta, ya que no todos los controles positivos
mostraron la hibridacidon de la sonda, las células hematopoyéticas de

estos controles tampoco presentaban hibridacion de la sonda; y Ia
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colocalizacion de las células tumorales fue dificil tras la destruccion de la
membrana celular. Al aplicar este protocolo en las muestras clinicas de los
pacientes, se obtuvo que: el nUmero de muestras que no hibridaron era
superior al obtenido en los controles positivos; y la colocalizacion de las
CTCs fue mas dificil al aparecer un nimero menor de células tumorales
gue en los controles positivos. Por lo tanto, este tipo de procesamiento
solo permite realizar un estudio de la aneusomia cromosdmica de las
muestras, y no de todas ellas, preferiblemente de las muestras mds
recientes, aunque esta premisa no asegure que la técnica FISH se pueda

realizar con éxito.

Las muestras clinicas procesadas para una detecciéon por IF
indirecta, pacientes con cancer de colon, fueron procesadas hasta el
aislamiento de las células tumorales (tras el enriquecimiento
inmunomagnético) y almacenadas a -20 °C, junto con controles positivos
y negativos que garantizarian el estado de conservacidén de las muestras

clinicas.

Inicialmente, antes de aplicar este tipo de almacenaje a las
muestras clinicas y a los controles correspondientes, se realizaron varias
pruebas de almacenaje a -20 2C de varios controles positivos, durante 3 y
6 meses, y se comprobd que existia una conservacidon adecuada de las
muestras. Ademas, durante el procesamiento de las muestras clinicas se
fueron rescatando controles positivos almacenados a -20 2C, que habian
sido almacenados durante diferentes momentos (12 meses, 24 meses y
36 meses antes del procesamiento de las muestras clinicas y los controles
correspondientes) comprobando que las muestras se conservaban

adecuadamente.
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Una vez que se obtenia un nimero de muestras adecuado, tanto
clinicas como de controles, se procedia con la técnica FICTION vy la
evaluacion de las mismas. Tras esto, las muestras se almacenan a -20 °C
para asegurar que la fluorescencia se mantenga el mayor tiempo posible.
De esta forma han sido procesadas las muestras sanguineas de: una
paciente con cancer de mama, de la que se obtuvo la extraccion basal; 78
pacientes con cancer de colon, de los cuales se ha obtenido la extraccién
basal, y 23 muestras de segunda extraccién (extraccién sanguinea que se
realiza un mes tras el tratamiento administrado). En total existen

almacenadas a -20 2C, 102 muestras clinicas procesadas completamente.

Del total de los pacientes con cancer de colon, se obtuvieron los
datos clinicos y anatomopatoldgicos de los primeros 33 casos, que son los

que se exponen en el tercer trabajo experimental de esta tesis.
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I1. UTILIDAD CLINICA DE LA DETECCION DE CTCS EN SANGRE

PERIFERICA DE PACIENTES CON CANCER DE MAMA

1. Trabajos existentes sobre el tema

La presencia de células cancerosas en sangre periférica es
conocida desde antaiio [Ashworth, 1869; Engell, 1955]. En los ultimos
afios se han utilizado diferentes técnicas inmunoldgicas y moleculares
para detectar células tumorales en médula dsea, ndédulos linfaticos y
sangre periférica de pacientes con cancer [Pelkey y cols., 1996;
Pantel y cols., 2003; Ross y Slodkowska, 2009; Konigsberg y cols., 2010;
Negin y Cohen, 2010; Ignatiadis v Reinholz, 2011;
Konigsbergy cols., 2011].

Actualmente estd aceptado el valor prondstico que tiene la
deteccion de células tumorales diseminadas (DTCs) en médula ésea de
pacientes con cancer de mama, sobre el tiempo libre de enfermedad y la
supervivencia global [Braun y cols.,, 2000; Braun y cols., 2001a;
Solomayer y cols., 2001; Pantel y cols., 2003]. En cuanto al andlisis
genético de las DTCs en médula dsea, la primera evidencia de la
naturaleza maligna de estas células fue expuesta en el trabajo de Miiller y
cols. (1996). En este trabajo se describié que las células CK+ aisladas en
médula dsea de pacientes con cancer de mama presentaban,
predominantemente, un patrén diploide para el cromosoma 17 y el gen
ERBB2, aunque 2 de los 9 pacientes estudiados presentaron amplificacion
del gen. En cuanto al andlisis genético de las DTCs hay que destacar el
trabajo de Schmidt-Kittler y cols. (2003), donde se propone la teoria de la
evolucion paralela del cdncer debido a que las DTCs de pacientes en

estadio MO, ademas de portar menos aberraciones genéticas, portan
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aberraciones genéticas diferentes a las DTCs de pacientes en estadio M1y
a las células del tumor primario, esto hace suponer que la diseminacién
tumoral, ademas de ocurrir de una forma temprana, no sucede a partir
del clon mas avanzado del tumor primario (modelo de “expansion y
seleccion clonal”, entendiendo como clon mas avanzado aquel que es
seleccionado por presentar mutaciones mads inestables que otorgan
ventajas de crecimiento, que serdn las responsables de la progresion

tumoral y la formacién de las metdstasis).

El problema principal que presenta este tipo de analisis es que la
muestra de estudio es un aspirado de médula dsea, generalmente de
cresta iliaca o de las costillas, el cual es un proceso invasivo y resulta
incdbmodo para el paciente, por lo tanto es dificil que se utilice como

método rutinario en el seguimiento de la enfermedad.

Hasta la fecha de la primera publicacidn incluida en esta tesis, hay
que sefialar que aunque existian trabajos que estudiaban la deteccion de
CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer de mama, la mayor
parte de estos eran estudios basados en técnicas moleculares
[Aerts y cols., 2001; Bischoff y cols., 2003; Stathopoulou y cols., 2003], y
ninguno demostraba el valor prondstico de la deteccion de estas células
en sangre periférica. En cuanto a los trabajos que empleaban técnicas
inmunoldgicas, pasaba algo parecido: dos trabajos sefialaban la deteccién
de CTCs como marcador de monitorizacion del tratamiento
[Racila y cols., 1998; Kasimir-Bauer y cols., 2002]; los otros trabajos, o solo
publicaban el método desarrollado [Martin y cols., 1998], o no
demostraban el valor prondstico de la deteccién de estas células
[Witzig y cols., 2002], o se centraban en el analisis genético de las mismas

Engel y cols., 1999; Fehm y cols., 2002]. En cuanto al estudio genético de
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las CTCs, los trabajos publicados demuestran que estas células son
heterogéneas respecto a las anormalidades cromosdmicas que presentan,
y es mas frecuente la ganancia de cromosomas que la pérdida de los
mismos [Engel y cols., 1999; Fehm y cols., 2002]. El trabajo de Engel y cols.
(1999), sefiala que las anormalidades cromosdmicas que presentan los
tumores primarios aparecen en las CTCs, aunque en una menor
frecuencia, y sus resultados sugieren que el cromosoma 17 esta envuelto
en la formacion de micrometastasis en pacientes con cancer de ovario y

mama, de forma mas frecuente que los cromosomas 7 y 12.

La ventaja fundamental que presenta la evaluaciéon de la
deteccion de las CTCs en sangre periférica, que algunos autores han
definido como “biopsia liquida” [Bednarz-Knoll y cols., 2011;
Pachmann y cols., 2011; Kuhn y Bethel, 2012], es que con una mera
extraccidén sanguinea, proceso poco invasivo y que se puede realizar de
forma rutinaria, se podria realizar el seguimiento de la evolucién del

paciente.

2. Relacion de la presencia de CTCs en sangre
periférica de pacientes con cdncer de mama con los

factores pronédsticos cldsicos

En el primer trabajo experimental de esta tesis, se detectaron
CTCs (células CK+) en el 62% de las muestras sanguineas de los pacientes
con cadncer de mama, siempre recogiendo ambas fracciones celulares,
MNC y GC. Como se ha comentado antes, varios estudios obtienen
porcentajes de pacientes con células CK+ en sangre periférica similares o

mas altos que los detectados en el primer trabajo experimental.
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Los resultados obtenidos en pacientes con cancer de mama
muestran que la deteccion de células CK+ no se produce sélo en los
pacientes con cancer avanzado (13/17 casos (76,5%) con tumores T4) sino
también en 9 de los 18 casos (50%) de los pacientes con tumores
pequefios (T1) [Tabla | del primer trabajo experimental (Capitulo 4.
Resumen global de los resultados: Resultados del trabajo experimental del
capitulo 1)]. Ademas, los resultados sugieren que existe una asociacion
entre la presencia de células CK+ en sangre periférica y el estadio de los
nédulos linfaticos (p=0,033) [Tabla | del primer trabajo experimental
(Capitulo 4. Resumen global de los resultados: Resultados del trabajo
experimental del capitulo 1)]. No obstante, se han detectado células CK+
en sangre periférica en 5 de los 15 pacientes nddulos negativos (NO)
(33,3%). Este hallazgo sugiere que, por este método, se puede identificar
una diseminacion temprana de células tumorales al torrente sanguineo, y
que la presencia de células tumorales en sangre periférica puede ser un
evento mas frecuente de lo esperado. Estos resultados concuerdan con
los presentados por Solakoglu y cols. (2002) que encontraron células CK+
en médula dsea en el 78,9% de los pacientes sin metastasis (MO0). Por otro
lado, no se encontré ninguna correlacidn, estadisticamente significativa,
entre la presencia de células CK+ en sangre periférica y biomarcadores
como cerB-2, p53 o ki67 [Tabla | del primer trabajo experimental
(Capitulo 4. Resumen global de los resultados: Resultados del trabajo

experimental del capitulo 1)].

Estudios posteriores al primer trabajo experimental de esta tesis
han obtenido resultados muy similares a estos, donde pacientes con
tumores pequefios presentan CTCs en sangre [Fhem vy cols., 2009;
Lang y cols., 2009; Krishnamurthy y cols., 2010; Banys y cols., 2012]. Sin

embargo, aparece disparidad en los resultados de estos estudios en
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cuanto a la asociacidén que existe entre la presencia de CTCs y el estado de
los nédulos linfaticos, por un lado hay estudios que demuestran una
correlacién entre ambos, aunque obtengan que pacientes NO también
presentan CTCs [Fhem y cols., 2009; Banys y cols., 2012], y por otro lado,
hay estudios que indican que no existe dicha correlacion

[Lang y cols., 2009; Krishnamurthy y cols., 2010].

De forma Illamativa, los resultados del primer trabajo
experimental muestran una asociacion significativa (p=0,049) entre la
presencia de células CK+ en sangre periférica y el estatus del ER en el
tumor primario, cuando se analizan los datos de todos los pacientes
(metastasicos y no metastasicos). Este resultado sugiere que la expresiéon
del ER puede conferir propiedades ventajosas a las células tumorales de
mama, como la de facilitar la entrada de la célula tumoral al torrente
sanguineo o la de prevenir la apoptosis celular. En este contexto, el
estudio de Lippert y cols. (2003) muestra que muchos, pero no todos, de
los metabolitos enddgenos del estradiol provocan un patrén bifésico en la
proliferacién de lineas celulares de cancer de mama ER+, por ejemplo: a
bajas concentraciones se obtiene un efecto estimulador y a altas
concentraciones se obtiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
celular. Ademas se ha demostrado que los estrégenos pueden prevenir la
apoptosis a través de un mecanismo mediado por los ER

[Song y Santen, 2003].

En pacientes con cdncer de mama, las decisiones terapéuticas se
realizan utilizando indicadores de prediccion y prondstico, donde el
estado del ER es importante a la hora de la toma de decisidon del
tratamiento. Existe un consenso general en cuanto a que pacientes con

cancer de mama con tumores ER+ poseen una supervivencia mas larga
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que pacientes con tumores ER-, pero esto se limita a un subgrupo de
pacientes especificos [Kenny y cols., 1999; Utsumi y cols., 2000;
Costa y cols., 2002]. Watts y cols. (1995) sugieren que la sobreexpresién
de la ciclina D1 en tumores ER+ puede conllevar insensibilidad a los anti-
estréogenos. Costa y cols. (2002) presentaron resultados que indicaban
que el estado del receptor de progesterona en el tumor primario de
pacientes con cdncer de mama es comparable al valor predictivo que
tiene el estado de los ER sobre la prognosis de la enfermedad. También es
importante sefialar, que varios estudios recientes han demostrado que
aparece una variacién del fenotipo de las CTCs con respecto a los
marcadores del tumor primario (HER2, ER y PgR) [Meng y cols., 2004a;
Meng y cols.,, 2006; Fehm vy cols., 2009; Fhem vy cols., 2010;
Somlo y cols., 2011; Banys y cols., 2012], lo cual podria explicar la
resistencia que presentan algunos pacientes sometidos a ciertos

tratamientos, como tratamientos hormonales o trastuzumab.

Por lo tanto, es imperativo encontrar e identificar nuevos
marcadores predictivos y de prondstico de la enfermedad que puedan
soportar la toma de decisiones sobre el tratamiento. Los resultados
obtenidos en el primer trabajo experimental sugieren que, debido al
potencial tumorigénico y metastasico que tienen las CTCs
[Pretlow y cols., 2000; Fehm y cols., 2002], la deteccion de células CK+ en
sangre periférica seria un buen indicador de una diseminacién temprana
de la enfermedad, y puede llevarnos a identificar un subgrupo de
pacientes con cdncer de mama (que incluyen pacientes con tumor

primario ER+) con un peor prondstico.
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Estudios posteriores al primer trabajo experimental de esta tesis,
sugieren que la diseminacién de CTCs es mas frecuente en pacientes con
cancer de mama cuyo tumor primario es triple negativo (HER2-/ER-/PgR-)
[Fehm y cols., 2009; Banys y cols., 2012]; seguida por la diseminacién de
CTCs en pacientes cuyo tumor primario es del subtipo tumoral
HER2+/ER-/PgR- y del subtipo ER+ y/o PgR+ [Banys y cols., 2012], o
directamente por la diseminacion del subtipo ER+ y/o PgR+
[Fehm y cols., 2009]. Pero ninguno de ellos muestra una asociacién entre

la presencia de CTCs y el estatus del ER en el tumor primario.

3. Impacto prondstico de la presencia de CTCs en

sangre periférica de pacientes con cancer de mama

Los resultados del primer trabajo experimental muestran que la
deteccion de células CK+ en sangre periférica, antes de quimioterapia, se
correlaciona significativamente con la progresion libre de enfermedad y la
supervivencia global de la poblacion [Figuras 3 y 4 del primer trabajo
experimental (Capitulo 4. Resumen global de los resultados: Resultados
del trabajo experimental del capitulo 1)]. Por consiguiente, con un
periodo de seguimiento medio de 21 meses, la deteccidn de células CK+
en sangre periférica parece que predice la progresion de la enfermedad

de forma anticipada en pacientes con cancer de mama.

La conclusién del primer trabajo experimental incluido en esta
tesis es que: la deteccidn de células CK+ en sangre periférica antes de la
guimioterapia puede identificar a pacientes con cancer de mama con un
peor prondstico. Aunque hacen falta realizar estudios con seguimientos
en el tiempo mas largos y poblaciones con un mayor nimero de

pacientes, para poder confirmar los resultados obtenidos.
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Tras esta publicacién [Gaforio y cols., 2003], han ido apareciendo
estudios cuyos resultados y conclusiones coinciden con los expuestos en
esta tesis. Cristofanilli y cols. (2004; 2005) demostraron que la deteccién
de CTCs (= 5 CTCs por 7,5 ml de sangre periférica) en pacientes
metastasicos de cancer de mama, antes de iniciar el tratamiento con
qguimioterapia, es un factor prondstico independiente de la enfermedad.
Estudios posteriores, sugieren que la cuantificacién de CTCs durante el
tratamiento puede ser una herramienta util para la estratificacion de los
pacientes y disefiar tratamientos dirigidos [Hayes y cols., 2006;

Dawood vy cols., 2008].

En el caso de pacientes metastdsicos de cancer de mama, son
varias las publicaciones que han demostrado el valor prondstico de la
detecciéon de CTCs en sangre periférica, tanto antes como durante el
tratamiento administrado [Pierga y cols., 2004; Budd y cols., 2006;
Camara y cols., 2007; Bidard y cols., 2008a; Dawood y cols., 2008;
Nolé y cols., 2008; Pierga y cols., 2012], ademas en este tipo de pacientes
parece que la deteccién de DTCs no tiene el interés clinico que posee su
deteccion en pacientes no metastdsicos [Bidard y cols., 2008a;
Bidard y cols., 2008b], siendo un mejor marcador la deteccién de CTCs
[Pierga y cols., 2004; Bidard y cols., 2008a]. En cuanto a la deteccién de
CTCs en pacientes con cdncer de mama en estadios tempranos, aunque
parece predecir la recaida de la enfermedad durante el tratamiento
guimioterdpico [Pierga y cols., 2008], es necesario realizar mds estudios

para estar seguros de su valor prondstico [Bidard y cols., 2010].

Hay que destacar dos hechos: el primero es que la Asociacién
Americana de Oncologia (ASCO) sefala en la guia de 2007 de marcadores

tumorales para cancer de mama, la detecciébn de CTCs en sangre
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periférica como un futuro marcador de diagndstico de la enfermedad vy
evaluacion de la terapia administrada, aunque en este momento su uso
no esta recomendado [Harris y cols., 2007]. En esta guia se cita el articulo
publicado en 2003 [Gaforio y cols., 2003], como uno de los primeros
trabajos donde se demuestra el valor pronéstico de la deteccién de CTCs
en sangre periférica en este tipo de pacientes. Y el segundo es que la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) acepta el uso del sistema
CellSearch System (Veridex LLC, Raritan, NJ) para la monitorizacién de los
niveles de CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer metastasico
de mama, colon y préstata, y asi poder evaluar la respuesta al

tratamiento quimioterdpico que estan siguiendo.
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III. UTILIDAD CLINICA DE LA DETECCION DE CTCS EN SANGRE

PERIFERICA DE PACIENTES CON CANCER DE COLON

1. Trabajos existentes sobre el tema

Los primeros trabajos que hablan de la deteccién de células
tumorales en sangre de pacientes con cdncer colorrectal, fueron los de
Engell en 1955 y 1959. En ellos se describe que existia un porcentaje alto
de pacientes que presentaban CTCs en sangre en el momento de la

cirugia; y supuso que debia existir una diseminacién previa a ésta.

Con la llegada de la PCR y la gRT-PCR, se introdujo una tecnologia
para el estudio de la enfermedad minima residual muy util
[Ghossein y Rosai, 1996], de hecho la técnica mas utilizada para la
detecciéon de CTCs en pacientes con cancer colorrectal metastasico ha
sido la qRT-PCR [Huang y cols., 2003; Koch y cols., 2006; Wang y cols.,
2006], utilizando las CKs (sobre todo la CK20) y el antigeno
carcinoembrionario (CEA) como marcadores principales. Aunque la mayor
parte de los estudios utilizan marcadores multiples para caracterizar las
CTCs en sangre [Schuster y cols., 2004; Sergeant y cols., 2008;
Gervasoni y cols., 2008; Tsouma y cols., 2010].

Los estudios de qRT-PCR presentan resultados muy
controvertidos como son: falsos positivos, la deteccién de los marcadores
en muestras de voluntarios sanos [Wang vy cols., 2006;
Vlems y cols., 2002]; rangos de deteccidn de una amplia variabilidad, 0,8%
a 100,0% [Sergeant y cols., 2008]; correlacion de la presencia de las CTCs
con las caracteristicas bioldgicas del tumor primario [Huang y cols., 2003;

Zhang y cols., 2005] o con un mal prondstico de la enfermedad
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[Koch y cols., 2006; Tsouma y cols., 2010]; e incluso otros estudios fallan a
la hora de encontrar cualquier valor prondstico en la deteccidn de estas

células tumorales [Wharton y cols., 1999; Vlems y cols., 2002].

Por otro lado, varios estudios han aplicado técnicas
inmunolégicas para la deteccion de CTCs en pacientes con cancer
colorrectal. Estos trabajos generalmente usan como marcador de
aislamiento celular la EpCAM [Cohen y cols., 2008; Maestro y cols., 2009;
Sastre y cols., 2008; Wong y cols., 2009; Wind y cols., 2009;
Thorsteinsson y cols., 2011] o las CKs 7/8 [Molnar y cols.,, 2001;
Fehm y cols., 2002], y como marcador de deteccidn, todos emplean, las
CKs. Estos trabajos muestran rangos de deteccién con una menor
variacion (5% al 75%) [Thorsteinsson y cols., 2011; Molnar y cols., 2001],
gue los obtenidos en los estudios que emplean técnicas moleculares.
Ademas, varios de estos estudios inmunoldgicos concluyen que la
deteccion de CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer
colorrectal metastasico, tras la cirugia y antes de iniciar la quimioterapia,
tiene valor prondstico sobre la enfermedad [Cohen y cols., 2008; Cohen y

cols., 2009; Wong y cols., 2009].

Como se ha indicado antes, se conoce muy poco sobre las
caracteristicas genéticas de las CTCs aisladas en sangre periférica de
pacientes con cancer. Solo he encontrado tres estudios que analicen las
caracteristicas genéticas de las CTCs en sangre periférica de pacientes con
cancer de colon metastasico [Fehm y cols., 2002] y no metastdsico
[Wind y cols., 2009; Wong y cols., 2009]. Excepto uno de los trabajos
[Wind y cols., 2009], los otros demuestran que las CTCs presentan
aneuploidias cromosdmicas, y es mas frecuente la ganancia que la

pérdida de los cromosomas. Estos resultados concuerdan con los
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obtenidos en CTCs aisladas de pacientes con otros tipos de tumores
solidos epiteliales, como cadncer de mama [Fehm vy cols., 2002;
Meng y cols., 2004a; Meng y cols., 2004b] y prostata [Fehm vy cols., 2002;

Swennenhuis y cols., 2009].

2. Relacion de la presencia de CTCs en sangre
periférica de pacientes con cdncer de colon con los

factores pronédsticos cldsicos

En el estudio presentado en el tercer trabajo experimental de
esta tesis, se detectaron células CK+ en el 9,09% (media de 9,67 células
tumorales por 10 ml de sangre periférica) de las muestras sanguineas de
los pacientes con cancer de colon no metastasico, siempre recogiendo

ambas fracciones celulares, MNCy GC.

Como se ha comentado antes en el apartado de Limitaciones del
estudio: Tipo y tamafio de la poblacion de pacientes y tiempo de
seguimiento, las investigaciones que centran su estudio en la deteccion
de CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer colorrectal
metastdsico obtienen porcentajes de pacientes con células CK+ en sangre
periférica mas altos que los detectados en el tercer trabajo experimental
de esta tesis. Pero, de forma general, las investigaciones que se centran
en poblaciones de pacientes con cancer colorrectal no metastdsico
obtienen porcentajes de pacientes con células CK+ en sangre periférica,

antes de la cirugia, muy similares a los expuestos aqui.
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Los resultados del tercer trabajo experimental muestran que la
deteccion de células CK+ no estd correlacionada con las variables
clinicopatoldgicas estudiadas [Tabla 1 del tercer trabajo experimental
(Capitulo 4. Resumen global de los resultados: Resultados del trabajo
experimental del capitulo 3)]. Resultado que concuerda con el de otros
estudios realizados en el mismo tipo de pacientes [Wind y cols., 2009;

Thorsteinsson y cols., 2011].

3. Impacto prondstico de la presencia de CTCs en

sangre periférica de pacientes con cancer de colon

La deteccién de CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer
colorrectal metastasico parece ser un factor prondstico de la enfermedad
[Cohen y cols., 2008; Cohen y cols., 2009], pero actualmente no existen
resultados concluyentes en pacientes de estadios tempranos
[Sastre y cols., 2008; Maestro y cols., 2009; Wind y cols., 2009;
Wong y cols., 2009; Thorsteinsson y cols., 2011]. Los resultados obtenidos
en el tercer trabajo experimental sugieren que, la deteccién de células
CK+/CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer de colon no
metastdsico, antes de la cirugia y del tratamiento con quimioterapia, no

tiene valor prondstico sobre la enfermedad.

De forma general, los resultados obtenidos por otros grupos de
investigacion, excepto el de Wong y cols. (2009), sefialan lo mismo que se
presenta en esta tesis [Wind y cols., 2009; Thorsteinsson y cols., 2011].
Por lo tanto, harian falta realizar mas estudios para estar seguros del valor

prondstico de la deteccidon de CTCs en ese tipo de pacientes.
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IV. VENTAJAS DE LA TECNICA FICTION Y UTILIDAD CLINICA DE
LA CARACTERIZACION, GENETICA Y FENOTIPICA, DE LAS CTCS EN
SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON TUMORES SOLIDOS

EPITELIALES

1. Ventajas de la técnica FICTION

La evaluacién genética y fenotipica por la técnica FICTION,
permite realizar de forma simultdnea y a nivel unicelular Ia

caracterizacion de las CTCs.

En el estudio de las CTCs es muy importante el uso de una técnica
gue permita una evaluacién unicelular, ya que estas células presentan
una alta heterogeneidad tanto a nivel genético [Engel y cols., 1999;
Fehm vy cols., 2002; Swennenhuis y cols., 2009] como fenotipico

[Fehmy cols., 2002; Mikolajczyk y cols., 2011; Kénigsberg y cols., 2011].

La técnica FICTION supone una gran ventaja con respecto a la
evaluacion genética por FISH, ya que para realizar esta Ultima es
necesario la destruccion de la membrana celular y relocalizar las células
para su evaluacidn, lo que conlleva tiempo y la pérdida de células
evaluables, como ocurre en algunos estudios publicados [Swennenhuis y
cols., 2009]. Por el contrario, la técnica FICTION no dafia la membrana
celular lo que permite realizar una segunda evaluacién de otros
marcadores en la célula de interés, tanto realizando un FICTION doble
[Weber-Matthiesen y cols., 1993] como una marcacién por ICC, como es
el caso del tercer trabajo experimental presentado en esta tesis.
Posibilitando de esta forma realizar una mejor caracterizacion fenotipica

de las CTCs, lo que podria ser til para el estudio del proceso tumoral, una
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mejor clasificacion de los pacientes y permitir buscar nuevas dianas

terapéuticas en estas células tumorales.

En cuanto a la comparacién de la técnica FICTION con las técnicas
de deteccidon de CTCs moleculares, solo cabe decir que la diferencia basica
y la ventaja fundamental que presenta el FICTION es que permite la
evaluacion de la célula tumoral in situ, y no a través de marcadores sin la

visualizacion de la célula de interés.
2. Utilidad clinica en cancer de mama

La técnica descrita en el segundo trabajo experimental de esta
tesis, se podria aplicar para la deteccion precoz de CTCs que porten
amplificacion de ERBB2/TOP2A, sobre todo en el caso de pacientes con
cancer de mama. De esta forma se podria monitorizar, de una forma
relativamente simple, la respuesta a terapias con trastuzumab vy
antraciclinas. Sin embargo, lo primero que habria que hacer es comprobar

la validez clinica de esta metodologia en muestras clinicas de pacientes.

Hay que tener en cuenta que actualmente se desconoce si las
amplificaciones o deleciones de ERBB2/TOP2A que encontramos en las
CTCs podrian representar un patron general de las aberraciones del
tumor primario. Como, la amplificacion de ERBB2 que aparece en
aproximadamente el 20% al 35% de los canceres de mama invasivos; o la
modificacién de la TOP2A, que se ha encontrado alterada en el 90% de los
tumores que presentan ERBB2 amplificado, aunque algunos tumores que
presentan copias extras de ERBB2 muestran amplificacién o delecién de
TOP2A [Jarvinen vy cols., 1999]. Esto podria tener implicaciones
terapéuticas, ya que deleciones en TOP2A confieren resistencia a los

inhibidores de la topoisomerasa Il [Jarvinen y Liu, 2003], por lo que se
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podria explicar la pérdida gradual de eficacia, comun en cancer de mama,

de este tipo de tratamientos.

Hay estudios que han demostrado la adquisicién de la expresion
de HER2 en las CTCs durante la progresién tumoral [Meng y cols., 20043;
Fhem y cols., 2007; Fehm y cols., 2010]. Sin embargo, otros estudios han
demostrado que tanto el tumor primario como las metastasis presentan
un estado similar para este gen [Tanner y cols., 2001; Dirix y cols., 2005].
Teniendo en cuenta esto, uno podria pensar que las CTCs proceden de un
subclon de células tumorales que no debe ser una muestra representativa

de todo el tumor.

Aunque no se conozca si las CTCs presentan exactamente un
patrdn general de las aberraciones del tumor primario o si son un subclon
de células tumorales no representativas de éste, sabemos que en ellas
puede aparecer una variacion tanto del genotipo como del fenotipo
respecto a lo detectado en el del tumor primario, como es la
amplificacion de ERBB2 [Meng y cols., 2004a; Meng y cols., 2006] y la
expresion de HER2, ER y PgR [Meng y cols., 2004a; Meng y cols., 2006;
Fehm vy cols., 2007; Fehm vy cols., 2009; Fhem vy cols., 2010;
Somlo y cols., 2011; Banys y cols., 2012;]. Basandose en este genotipo y
fenotipo diferencial de las CTCs, hay varios trabajos que las han utilizado
como diana terapéutica, por ejemplo: Meng y cols. (2004a) administraron
trastuzumab a 4 pacientes con cancer de mama cuyo tumor primario era
HER2- pero sus CTCs aisladas presentaban amplificacién del gen ERBB2, y
obtuvieron una remisién completa de la enfermedad en uno de los casos
y parcial en dos de ellos; Liu y cols. (2010) sometieron a una paciente con
cancer de mama, cuyas CTCs presentaban expresion de EGFR y su tumor

primario no (solo el 2% lo expresaba), a una terapia con capecitabina y

231



Discusién gencral

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

lapatinib (anti-EGFR/HER2), tras la cual se monitorizé el nivel de CTCs que
expresaban EGFR, y sus resultados mostraron como: en las primeras
semanas, se produjo una disminucién de 8 veces en el numero de CTCs,
ademas de una disminucién del 50% del tumor; tras nueve semanas de
tratamiento, no se detectaron CTCs y se produjo una reduccion de las
lesiones tumorales del 80%; tras 18 semanas de tratamiento aparece un
aumento del marcador CA 15.3 y se detectan 2 CTCs EGFR-, y este
resultado se mantuvo tras 30 y 42 semanas de tratamiento. Estos dos
ensayos demuestran, cdmo es posible utilizar la deteccién vy
caracterizacién, genética y fenotipica, de las CTCs para definir los
tratamientos opcionales que pueden emplearse de forma personalizada
en las pacientes con cancer de mama y monitorizar el nimero de estas
células, positivas para una diana especifica, para comprobar la eficacia de

dicha terapia.

Aunque la metodologia descrita en el segundo trabajo
experimental de esta tesis, se centra en la evaluacion de
ERBB2/TOP2A/CEP17 en lineas celulares, se pueden emplear otras dianas
de estudio con esta misma técnica. Por ejemplo, las pacientes con cancer
de mama NO que portan una delecion 11q parece que pueden
beneficiarse de una terapia basada en antraciclinas

[Climent y cols., 2007].
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3. Utilidad clinica en cancer de colon

Para poder corroborar el valor clinico de la caracterizacion,
genética y fenotipica, de las CTCs en muestras clinicas, se ha aplicado la
metodologia publicada en 2008 [Campos y cols., 2008] en una poblacién
de 33 pacientes con cancer de colon no metastasico. Después de obtener
que el 9,09% (3/33) de los pacientes presentaban CTCs en sus muestras
sanguineas, se enfoco el estudio en el paciente IN28, ya que sus CTCs
presentaban caracteristicas distintas al tumor primario, lo que podria
indicar el valor prondstico de la caracterizacion de estas células tumorales

en la progresién tumoral.

El tumor primario del paciente IN28 (paciente en estadio Il) era un
adenocarcinoma infiltrativo sin nddulos linfaticos comprometidos y sin
metadstasis a distancia, que se caracterizd por: una marcacion intensa para
Ki67 y ciclina D1; una marcacién difusa con intensidad moderada para
MMP9 (dato no mostrado); una marcacién, practicamente, negativa para
p53; vy la no expresiéon de COX-2, MMP2 (datos no mostrados) y HER2
[Figura 4 del tercer trabajo experimental (Capitulo 4. Resumen global de
los resultados: Resultados del trabajo experimental del capitulo 3)]. Los
analisis FISH de las secciones del tumor primario demostraron disomia

para el cromosoma 17 y para el gen ERBB2.

En este paciente se aislaron un total de 26 CK+/CTCs en sangre
periférica. Estas células tumorales resultaron ser una poblacién celular
heterogénea, tanto para las caracteristicas genéticas como fenotipicas
estudiadas. Las CK+/CTCs presentaron dos patrones genéticos basicos:
un patréon predominante (88,46%), que era trisémico para el cromosoma

17; y un patrén, menos comun, que era disdmico para este cromosoma
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(11,54%). En general, ambas poblaciones de CK+/CTCs presentaron 2
copias para el gen ERBB2 (80%), y no se detectd amplificacién del mismo.
En cuanto a sus caracteristicas fenotipicas, y en contraste con los
resultados obtenidos en el analisis genético, resulté que el 61,90% de las
CK+/CTCs sobreexpresaba la proteina HER2, 63,33% si se tienen en cuenta
las CK-/CTCs detectadas en la muestra, otra caracteristica fenotipica de
esta poblaciéon de CTCs (variacion de la expresidn de las CKs estudiadas).
La expresion de la proteina HER2, en estas CTCs, puede estar relacionada
con la ploidia del cromosoma 17, como indican varios estudios realizados
en cancer de mama [Salido y cols., 2005; Ma y cols., 2005]. El hallazgo de
una poblaciéon, genética y fenotipicamente, heterogénea de CTCs en la
misma muestra de sangre periférica, estd en consonancia con los
resultados obtenidos en pacientes metastdsicos con cancer de colon
[Fehm y cols., 2002], prostata y mama [Fehm y cols., 2002; Mikolajczyk y
cols., 2011]. El hecho de que las CTCs del paciente IN28 presenten
sobreexpresion de la proteina HER2 (HER2+/CTCs), mientras que su tumor
primario no lo haga, puede ser explicado porque estas CTCs provengan de
un subclon de células tumorales inusual que no es facilmente detectable
en la biopsia del tumor primario. Aunque una explicacion alternativa
podria ser que las CTCs que expresan HER2 de novo, adquieren ventajas
para metastatizar. Esta idea no es contradictoria con los datos que se
barajan de cancer de mama, donde se ha descrito como la sobreexpresién
de HER2 puede ser adquirida durante la progresién tumoral: las CTCs
pueden expresar HER2 aunque su tumor primario haya sido considerado
HER2- [Meng y cols., 2004a; Fehm y cols., 2007; Fehm y cols., 2010]; y se
ha comprobado que la deteccién de CTCs con HER2+ (HER2+/CTCs), esta

asociada a un peor pronéstico de la enfermedad [Wiilfing y cols., 2006].
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Indiscutiblemente, solo con los datos del tercer trabajo
experimental no se puede concluir que los pacientes con cancer de colon
que presenten HER2+/CTCs deban ser tratados con trastuzumab
(Herceptin). Sin embargo, existen antecedentes en cancer de mama
donde se han utilizado terapias dirigidas frente a CTCs, segun la expresiéon
de proteinas en la superficie de estas células [Meng y cols., 2004a;
Liu y cols., 2010], que han obtenido resultados en la respuesta al
tratamiento aplicado (como una respuesta completa, o parcial e incluso la
disminucién de las lesiones metastdsicas) indicando que estas células se
pueden utilizar con este fin. Actualmente, no existen estudios de este tipo
en pacientes con cancer de colon, por lo que solo podemos suponer una

utilidad igual que en el caso de cancer de mama.

En la actualidad, las caracteristicas del tumor primario son el
estandar mas utilizado para la clasificacion de pacientes y la toma de
decisién del tratamiento que van a recibir. La terapia adyuvante estandar
en cancer colorrectal estd basada en la asociacién del 5-fluorouracilo con
levamisole y/o leucovorin [Watanabe y cols., 2001;
Chau y Cunningham, 2002]. La primera linea de tratamiento que se usa en
los casos avanzados consiste en la asociacién de la terapia adyuvante
estandar con nuevas drogas mas reactivas, como irinotecan, oxaliplatino y
fluoropirimidinas orales [Benson, 2007; Comella y cols., 2009;
Hebbar y cols., 2009]; y la combinacidn de estos tratamientos con
anticuerpos monoclonales (Cetuximab o Bevacizumab)

[Cunningham y cols., 2004; Hurwitz y cols., 2009].
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Debemos tener en cuenta que la inestabilidad genética del tumor
[Goel y cols., 2003; Grady, 2004; Samowitz y cols., 2007] hace que una
fraccion de células tumorales continie mutando, dando lugar a variantes
que son resistentes a los regimenes de terapia usados
[Jhawer y cols., 2008; Jiang y cols., 2009]. Estas resistencias al tratamiento
que aparecen hacen que se busquen nuevas terapias, lo mas especificas
posibles, por ejemplo aquellas que usan como diana alteraciones génicas

especificas, como pueden ser:

. alteraciones en el protooncogen C-MYC (localizado en el
cromosoma 8) que codifica un factor de transcripcidén y es una de
las oncoproteinas mas frecuentemente desreguladas en los

tumores malignos [Facchini y Penn, 1998];

° alteraciones en ERBB2 (localizado en el cromosoma 17), miembro
de la familia EGFR, que es una diana comun en cancer de mama
[Slamon y cols., 2001; Madarnas y cols., 2008]. Varias
investigaciones han demostrado que este gen se encuentra
sobreexpresado o amplificado en otros tipos de tumores, como:
cancer de pulmdn, gastrico y colorrectal [Nathanson y cols., 2003;
Takenaka y cols., 2011; Tsapralis y cols., 2012]; exactamente, del
3% al 14% de los tumores primarios colorrectales presentan
sobreexpresidon o amplificacion de ERBB2 [Nathanson y cols., 2003;
Al-Kuraya y cols., 2007; Dursun y cols., 2001;
Kavanaghy cols., 2009], y esto nos permitiria emplear terapias anti-
HER2, como el trastuzumab y lapatinib, en esta subpoblacién de
pacientes [Kuwada y cols.,, 2004; Langer y cols., 2004;
Park y cols., 2007; Tapia y cols., 2007; Al-Kuraya y cols., 2007;

Kavanagh y cols., 2009; Kelly y cols., 2010; Javle y Hsuech, 2010;
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Choi y cols., 2011; Morishita y cols., 2010]. De hecho, aunque no
esté aprobado el uso de terapias anti-HER2 en pacientes con cancer
de colon, se estan realizando estudios clinicos para evaluar la

eficacia de estos tratamientos en la poblacidn de pacientes HER2+.

Los resultados obtenidos en esta tesis, junto con los de otros
grupos de investigacién [Meng y cols., 2004a; Meng y cols., 2006;
Fehm vy cols., 2007; Fehm vy cols., 2010; Liu y cols., 2010], sugieren que el
analisis patoldgico del tumor primario no deberia ser el Unico estandar
utilizado para aplicar un tratamiento especifico tras la operacidn, ya que
la caracterizacién, genética y fenotipica, de las CTCs aporta una
informacién adicional a éste. De esta forma se podria combinar tanto la
informacidén ofrecida por el tumor primario como las CTCs, a la hora de la
clasificacién y la toma de decision del tratamiento a seguir en pacientes

con tumores sdlidos epiteliales.

Segun los resultados obtenidos en los pacientes con cancer de

colon se puede decir que:

(i) La caracterizacion de las CTCs por la técnica FICTION, de
forma individual, hecho que es importante debido a la
heterogeneidad que presentan estas células, puede aportar
informacién adicional a la obtenida por los métodos
patoldgicos convencionales, y completar el diagndstico de la
enfermedad;

(j) La triploidia del cromosoma 17 y la sobreexpresion de la
proteina HER2, pueden aparecer en las CTCs de pacientes

con cancer de colon, en estadios tempranos.
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En resumen, en esta tesis se presenta una metodologia que
inicialmente solo permitia el aislamiento y cuantificacion de CTCs en
sangre periférica de pacientes con tumores sélidos de origen epitelial
[Gaforio y cols., 2003], y que posteriormente fue modificada y permitid
analizar estas células tumorales tanto genética como fenotipicamente de
forma simultdnea [Campos y cols., 2008], sin la necesidad de destruir la
membrana celular y realizar una relocalizacién de las células, lo que
ocurre con la técnica FISH y se traduce en consumo de tiempo y pérdida
de células evaluables. Ademas, se expone el valor prondstico que tiene la
deteccion de CTCs en pacientes con cancer de mama, tanto sobre el
tiempo libre de enfermedad como en la supervivencia global, y como la
deteccion de estas células tumorales sefiala una poblacidon de pacientes
con un mal pronéstico de la enfermedad en los que se incluyen pacientes
cuyo tumor primario es ER+ [Gaforio y cols., 2003]. Se incluyen ademas,
los resultados preliminares de un estudio realizado en pacientes con
cancer de colon no metastdsico donde, aunque parece que este
marcador no tiene valor predictivo, el hecho de emplear una técnica tan
versatil como la desarrollada en 2008 [Campos y cols., 2008] ha permitido
comprobar que las CTCs aportan informacidn diferente y complementaria

a la que ofrece el estudio anatomopatoldgico del tumor primario.
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Conclusiones

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.
S

Se ha desarrollado una metodologia que permite de forma
individualizada: aislar, cuantificar y estudiar, genética vy
fenotipicamente, las células tumorales circulantes (CTCs) en
sangre periférica de pacientes con cancer de mama y cancer de
colon.

La deteccién de CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer
de mama antes del tratamiento con quimioterapia puede
identificar un subgrupo de pacientes con un peor prondstico de la
enfermedad.

La deteccién de CTCs en sangre periférica de pacientes con cancer
de colon no metastasico, antes de la cirugia y del tratamiento con
guimioterapia, no es un marcador prondstico de la enfermedad.
Pero hacen falta realizar mas estudios para poder corroborar esta
conclusion.

El analisis individualizado, de las caracteristicas genéticas vy
fenotipicas, de las CTCs aisladas de sangre periférica, aporta
informacién sobre el proceso metastdsico. Lo que nos permite
ofrecer informacién adicional al analisis patolégico convencional

del tumor.
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Anexos

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

ANEX0 1: CLASIFICACION DE LAS REVISTAS EN LAS QUE SE HAN
PUBLICADO LOS RESULTADOS DEL TRABAJO
EXPERIMENTAL DE LA TESIS, OBTENIDO DEL JCR
SCIENCE EDITION

En este Anexo 1 se adjuntan los resumenes de las clasificaciones

de las revistas:

- International Journal of Cancer;

- Journal of Histochemistry and Cytochemestry.

Correspondientes a las publicaciones realizadas en el trabajo
experimental de esta tesis, obtenidas del Journal Citation Reports

(2010 JCR Science Edition).

También se adjunta el resumen de la clasificacion de la revista
BMC Cancer, a la cual se ha enviado el trabajo experimental expuesto en
el tercer capitulo de Trabajo experimental y Resumen global de los

resultados de esta tesis, para su publicacion.
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Anexos

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

ANEXO0 2: APORTACION EXTRAORDINARIA RELEVANTE, PONENCIA

EN CONGRESO INTERNACIONAL

En 2010, recibi una invitacion a ser ponente en |la
“10th Euroconference on Clinical Cell Analysis of the European Society for
Clinical Cell Analysis (ESCCA) and the Iberian Society for Cytometry (SIC)”,
congreso internacional desarrollado en Valencia. De la cual adjunto el
resumen de la misma, con titulo “Detection of Circulating Tumor Cells in
human breast cancer”, publicado en la revista internacional
Cytometry Part B (Clinical Cytometry), de la cual se adjunta el resumen de
su clasificacidon obtenida del Journal Citation Reports (2010 JCR Science

Edition).

- indice de impacto de la revista = 2,307
- Categoria a la que pertenece: Patologia y Medicina Forense
- Cuartil: segundo cuartil

- Rango que ocupa: 37/76y 12/31
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ESCCA and SIC 2010 Abstracts

Abstracts from the 10th Euroconference on
Clinical Cell Analysis of the European Society
for Clinical Cell Analysis (ESCCA) and the
Iberian Society for Cytometry (SIC)

PLE-1-01

THE EU-FUNDED EUROFLOW PROJECT (LSHB-CT-2006-018708): BACK-
GROUND, CURRENT ACHIEVEMENTS AND FUTURE PERSPECTIVES
Jacques J.M. van Dongen,' Alberto Orfao?

'Erasmus MC, ROTTERDAM, The Netherlands

ZCytometry Service, Dept of Medicine & Cancer Research
Centre, University of Sala, SALAMANCA, Spain

Flow cytometric immunophenotyping is widely used for the
diagnosis, classification, and monitoring of hematological malig-
nancies. However, molecular techniques have a strong position
for classification and monitoring of residual disease, despite sev-
eral major disadvantages, such as their labor-intensive and time
consuming character, limited applicability and no focus on cell
populations within a sample, unless preceding purification steps
are performed. These limitations can be overcome by innovations
in flow cytometry immunophenotyping because this technology
fulfills the requirements of high speed, accurate focusing on ma-
lignant cell population as well as broad applicability for the diag-
nosis and follow-up of virtually all hematological malignancies.

Consequently, the EuroFlow Consortium worked for 4
years on several Work Packages with special focus on:

1) the development of new antibodies for the detection
of intracellular (onco)proteins,

2) application of a novel immunobead technology for
fast and easy detection of fusion proteins for classification
of acute leukemias,

3) the development of new software tools for easy and
reproducible data analysis,

4) the design and evaluation of 8-color antibody panels
and instrument set-up procedures for the diagnosis, classifi-
cation and monitoring of patients with different types of
hematological diseases.

The combination of panels and software tools allows
easy evaluation of the immunophenotypic profile of a given
cell population against reference data of multiple normal and
pathological samples stained with the same antibody panels.
This work was performed by 14 academic diagnostic teams
and 2 small-sized biotech companies.

PLE-1-02

EUROFLOW DESIGN OF SOFTWARE TOOLS TO BUILD MULTICOLOR
ANTIBODY PANELS FOR LEUKEMIA/LYMPHOMA PHENOTYPING
Alberto Orfao," Quentin Lecrevisse,' Elaine S. Costa,?

Carlos E. Pedreira,® Marta Martin,* Juan Hernandez,* Miguel Mufioz,*

© 2010 International Clinical Cytometry Society

Juan Flores-Montero," Julia Almeida,’ Sebastian Bottcher,®
Ludovic Lhermite,® Tomas Kalina,” Lukas Sedek,®
Vincent H.J. van der Velden,® Matthew Cullen,'® Paulo Lucio,""
Jacques J.M. van Dongen,® EuroFlow Consortium'2
! University of Salamanca, SALAMANCA, Spain
“Instituto de Pediatria e Puericultura Martagdo
Gesteira and Departamento de Clin, RIO DE JANEIRO,
Brazil
3Faculty of Medicine and COPPE - Engineering
Graduate Program, UFR]/Federal Univ, RIO DE JANEIRO,
Brazil
iCytognos SI, SALAMANCA, Spain
5Um'versz‘ty Klinik Scheswig-Holstein, KIEL, Germany
(’Hopz‘tal Necker, PARIS, France
"Charles University, PRAGUE, Czech Republic
SMedical University of Silesia, ZABRZE, Poland
9 University Medical Center Rotterdam, ROTTERDAM,
The Netherlands
108t James University Hospital, LEEDS, United
Kingdom
! Instituto Portugues de Oncologia, LISBON, Portugal
2Spain

In recent years, the EuroFlow Consortium has devel-
oped new and unique tools which can be applied to a
more comprehensive and objective evaluation of the per-
formance of multicolor antibody panels, for example, leuke-
mia/lymphoma phenotyping. The new strategy is based on
the transformation of a set of >2 data files containing infor-
mation about the same sample into a single data file. If the
merged data files correspond to different stainings of the
same sample containing common backbone parameters that
allow unequivocal identification of the cell populations of
interest in that sample, merging of the data files can be fol-
lowed by an accurate calculation of the “missing values”. As
a result, all individual events from each of the original data
files will contain information about each reagent in the
whole panel evaluated in all aliquots stained for the same
sample. Based on this strategy, one or more cell populations
from one or multiple samples can now be compared with
other (e.g. reference) cell populations from one, or a pool
of >2 different samples. To a certain extent, this allows
objective comparison of the immunophenotypic profiles

Published online in Wiley Online Library (wileyonlinelibrary.com)
DOI: 10.1002/cyto.b.20563
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CD161. In humans, two major subsets of natural killer T
cells have been described. The more widely studied subset
are the invariant NKT cells (or type D), which express a
highly restricted T cell receptor with an invariant Va24-
Ja18 chain, preferably paired with V311, and are depend-
ent on the presentation of the glycolipid antigen through
CDI1d, a member of class I non-polymorphic antigen pre-
senting molecules. The second class of NKT cells (or type
1D, CD1d- independent cells, expresses a TCRa/[3 repertoire
and is independent of CD1d for their activity. We recently
demonstrated the expansion of pulmonary NKT cells in
patients with hypersensitivity pneumonitis. The major NKT
phenotype in hypersensitivity pneumonitis was non-biased
CD3+CD8+CD56+. Furthermore, NKT cells might contrib-
ute to the amplified and prolonged CD4-positive Thl
response that characterizes sarcoidosis. We showed signifi-
cant reduction of invariant NKT cells both in the lung and
in peripheral blood of patients with sarcoidosis. Moreover,
we demonstrated that this deficiency was associated with
changes in SLAM/SAP signaling, which is a major pathway
involved in invariant NKT cell development. Finally, we
recently closely followed the progress of invariant NKT
cells and SLAM/SAP signaling in the peripheral blood of
patients with sarcoidosis and in control subjects over a long
period.

PAR-3E-02

T CELL ACTIVATION IN EXACERBATIONS OF REFRACTORY
ASTHMA

Antoine Magnan,' Karine Botturi-Cavaillés?

'I'Institut du Thorax, NANTES, France

ZINSERM, NANTES, France

Refractory asthma is an ultimate form of asthma
defined by a high frequency of exacerbations in patients al-
ready treated with high doses of inhaled steroids, long act-
ing beta-2 agonists and frequently oral corticosteroids.
Severe exacerbations represent the main issue in refractory
asthma management, inducing heavy costs, leading to emer-
gency care requirement and, all too often, intensive care
treatment and ultimately, death. It is therefore necessary to
dispose of valid early markers of exacerbations, robust
enough to intensify the asthma treatment before symptoms.

Asthma results from an inflammatory reaction mainly
driven by Th2 cells and eosinophils. Exacerbations are trig-
gered by allergens, pollutants and viruses.

Induced sputum is an easy and safe procedure to col-
lect bronchial cells and can be repeated in the same sub-
jects longitudinally.

We performed a study in induced sputum from refrac-
tory asthmatics to detect whether a change in T cell cyto-
kine production could predict an exacerbation. Samples
were obtained in stable state before, during and after 16
exacerbations in 30 patients. Blood samples were taken
concomitantly.

IFN-g, IL-4, IL-5, IL-13 T cell production was detected
by flow cytometry in T cells and in the CD8+ subset. A
mixed Th1/Th2 activation was detected before exacerba-

tions that lasted during exacerbations but returned to base-
line thereafter. A similar profile was observed in blood and
induced sputum. A new study is in process to validate the
blood T cell activation as a biomarker, taking viral infections
into account.

This study was sponsored by the Programme Hospital-
ier de Recherche Clinique, INSERM, and Région Pays de La
Loire.

PAR-3E-03

CELLULAR IMMUNITY AGAINST TB IN BLOOD AND
BRONCHOALVEOLAR LAVAGE FLUID
Simon Barry
University Hospital LLandough, CARDIFF,
United Kingdom

In the majority of cases tuberculosis (TB) is controlled
by the human host and only approximately 10% of asymp-
tomatic infected individuals develop active TB disease over
their lifetime. The fact that HIV co-infection, which selec-
tively depletes CD4+ T cells, increases this chance of reacti-
vation from 10% per lifetime to 10% per annum emphasises
the role of immunoregulation of TB. Furthermore, studies
of knockout mice that lack the capacity to generate type-I
cytokine responses, together with rare cases of humans
lacking IL-12 and IFN-g receptors, have highlighted the
most important mechanisms involved in immune control. It
is well appreciated that mycobacterium tuberculosis is usu-
ally acquired by inhalation and results in predominantly re-
spiratory disease. It follows that anti-TB defences will con-
centrate at the site of infection and that the focus of investi-
gation should be lung based. Flow cytometry, investigating
functional lung T lymphocyte responses following short
term incubation with TB antigens, is the optimum tool for
studying the immune response to TB. It has been demon-
strated that lung CD4+ T lymphocyte IFN-y and TNF-«
responses following incubation with purified protein deriva-
tive (PPD) were 300 fold greater than in the blood. A domi-
nant lung CD4+ T lymphocyte response is also seen in
non-pulmonary TB. Interestingly, prior BCG vaccination
does not influence the lung responses to PPD, unlike in the
blood where the discriminatory RD-1 antigens, ESAT-6 and
CFP-10 must be used. In subjects with advanced, cavitary
lung disease, there is a waning of the lung lymphocyte
responses and an accompanying neutrophilia, perhaps in-
dicative of a loss of immune control.

PAR-3S-01

DETECTION OF CIRCULATING TUMOR CELLS IN HUMAN
BREAST CANCER
Maria Campos, José Juan Gaforio, Fernando Warleta,
Cristina Sanchez-Quesada
University of Jaen, JAEN, Spain

Breast cancer (BC) is the most frequent type of cancer
and the third highest cause of cancer death in European
women because of its high incidence and good prognosis.

Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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Frequently, death results from the development of metasta-
ses.

BC has been shown to shed tumor cells into the circu-
lation, even at the earliest stages of primary tumor develop-
ment, and these cells have been isolated in peripheral blood
(PB) and in bone marrow. Pretlow et al. (2000) have dem-
onstrated that Circulating Tumor Cells (CTCs) isolated from
PB of cancer patients are able to develop metastasis. Thus,
the early detection of CTCs may have important therapeutic
and prognostic implications. Nowadays, it has been demon-
strated that bone marrow tumor cell detection in BC is a
known prognostic factor for disease-free and overall sur-
vival, and the detection of CTCs in PB has clinical rele-
vance, not just as an indicator of overall survival, but also
as disease progression, as confirmed by our group. In short,
our results showed that CTCs cells in PB were identified in
62% of BC patients. There were significant differences in
the presence of CTCs according to estrogen receptor
expression (p=0.049), and lymph node status (p=0.033),
but not to other characteristics. The median follow-up was
21 months and the detection of CTCs, before starting the
chemotherapy, in these patients was significantly correlated
with progression-free survival (p=0.058) and overall sur-
vival (p=0.003).

Recently, we published a novel method enabling simul-
taneous immunophenotyping and genetic analyses of CTCs.
This could be useful for a better classification of patients
according to genetic features of CTCs and for the applica-
tion of specific therapies.

PAR-3S-02

MINIMAL RESIDUAL DISEASE IN HEMATOLOGICAL
MALIGNANCIES
Neus Villamor
Unitat d’Hematopatologia, Hospital Clinic de
Barcelona, BARCELONA, Spain

Multiparametric flow cytometry (MFC) plays a major
role in the diagnosis of hematological malignancies and is
becoming more important in the evaluation of the
response. The persistence/reappearance of submicroscopic
leukemic cells is an important post-treatment prognostic
factor for the outcome of patients with acute leukemia
(AL), chronic lymphocytic leukemia (CLL) and multiple my-
eloma (MM). The MFC assay for MRD is generally less sensi-
tive than molecular techniques, but it is also less complex.
The detection of leukemic associated phenotype (LAIP) is
the basisof MRD assay. The use of >4 antigenic combina-
tions with core and specific markers allows a sensitivity of
0.01% abnormal cells in the majority of acute lymphoblastic
leukemia, CLL and MM patients. This sensibility is only
obtained in half the cases with acute myeloblastic leukemia.
The most important source of false positive and negative
results in the MRD assay in patients with AL is the presence
of leukemic subpopulations at diagnosis, changes induced
by therapy and phenotypic shifts during follow-up.
Although MRD results are used to stratify patients with AL
in post-induction therapy, the clinically relevant time-points

Cytometry Part B: Clinical Cytometry

and cut-off values have not been clearly established. In CLL
or MM, a MRD test reaching a sensitivity of at least 0.01% is
required to consider a patient to be in CR MRD negative. In
hematological diseases, the criteria of CR is moving from
morphology to MRD, and the challenge in the future is the
standardization of methodology and terminology for MRD
detection in each type of disease and to provide a common
base for clinicians to compare results between different
clinical trials.

PAR-3S-03

POLYCHROMATIC FLOW CYTOMETRY STUDIES OF DENDRITIC
CELLS AND MONOCYTES IN AUTOINMUNE DISEASES.
Jorge Monserrat,’ Miguel Angel Sanchez,? Ana Sanchez Atrio,>
Ana Perez,® Maria Jose Leon,® Luis Chara,? David Diaz,?

Hugo Barcenilla,? Zaida Moreno,? Alfredo Prieto,?

Eduardo Reyes,? Melchor Alvarez-Mon®

"Universidad de Alcala, ALCALA DE HENARES, Spain
’Lab. de enfermedades del S. Inmune. Dto. Medicina.
E Medicina. UAH. CSIC/IMMPA, ALCALA DE HENARES,
Spain

3Servicio de enfermedades del Sistema Inmune (ESI).
Hospital Principe de Asturias, ALCALA DE HENARES,
Spain

Dendritic cell (DCs) and monocyte studies have been
demonstrated to be important for the compression of the
different mechanisms in human pathologies. Newer markers
appear in peripheral blood which study their distribution
and activation stage.

Objective: By using polychromatic flow cytometry in
11 colors, we have studied the distribution and activation
subsets of monocytes and DCs in peripheral blood from
autoimmune diseases patients with or without biological
treatments (anti-TNFa).

Methods: We have studied peripheral blood mono-
cytes and DCs from patients with rheumatoid arthritis (RA),
Crohns Disease and healthy controls. For surface labeling
antibodies against the antigens on monocytes we used:
CD(3,56,19,14,16,62L,11b), Slan, HLA-DR, CX3CR1 and
dead cells exclusion probe; and on DCs:
CD(3,56,19,14,16,11¢,1¢,62L,11b), HLA-DR, CX3CRI1 and
dead cells probe. We acquired in a FacsAria.

Results: We found significant differences in the num-
ber of plasmacytoid and myeloid I cells that were decreased
in RA and Crohn patients with regard to healthy controls.
After 12 months of anti-TNF«a treatment, the levels were
normalized in both groups of patients. Myeloid cells and
plasmacytoid cells showed a significant decrease in the
CDG62L+CX3CR1+ and CD11b+CDG62L+ expression respec-
tively, with a significant increase after 12 months of treat-
ment. In monocytes, we found that RA and Crohn patients
showed a decrease of classical monocytes defined
CD14Br+CD16- and showed an increase of transition sub-
sets defined by CD14Br+CD16Br/Lw-+.

Conclusions: Anti-TNFa treatment is able to normalize
the distribution and activation stage of peripheral blood
monocytes and DCs in RA and Crohn patients.
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Anexos

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

ANEX0 3: APORTACIONES, REFERENTES AL TEMA DE LA TESIS,
PRESENTADAS EN CONGRESOS INTERNACIONALES
QUE CONLLEVAN PUBLICACION EN REVISTAS DE

ALTO IMPACTO

En 2007 se realizd una aportacion al congreso “2007 American
Society of Clinical Oncology (ASCO) Annual Meeting”, cuya referencia se
detalla mas adelante, publicada en la revista internacional

Journal of Clinical Oncology.

-indice de impacto de la revista = 18,970
- Categoria a la que pertenece: Oncologia
- Cuartil que ocupa: primer cuartil

- Rango en la categoria (2010): 4/185
Publicacion:

Serrano M, Sanchez-Rovira P, Campos M, Warleta F, Ruiz-Mora J,
Algarra |, Delgado-Rodriguez M, Fernandez M, de la Torre C, Peiré A and
Gaforio JJ. Persistence of circulating tumour cells after treatment
predicts clinical outcome in breast cancer patients. J Clin Oncol. (Meeting

Abstracts) 2007; 25(18S, 20 Supplement):21080.

En este Anexo 3 se adjunta el resumen de la aportacion al
congreso y de la clasificacion de la revista obtenida del Journal Citation

Reports (2010 JCR Science Edition).
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Abstract

Persistence of circulating tnowr cells after treatment predicts
clinical outcome in breast cancer patients

M. Serrano, P. Sanchez-Rovira, M. Campos, F. Warleta, J. Ruiz-Mora, I. Algarra,
M. Delgado-Rodriguez, M. Fernandez, C. de la Torre, A. Peiré and J. J. Gaforio

University of Jaén, Jaen, Spain; University Hospital, Jaen, Spain; Lilly Company, Madrid,
Spain

21080

Background: The hematogenous distant metastasis is the leading cause of cancer
death. This process involves the passage through the blood and lymphatic circulation of
circulating tumor cells (CTC) with metastatic properties. Thus, the early detection of such
cells has important implication for cancer prognosis, maonitoring of treatment and to
predict clinical outcome. YWe present the results that showed that CTC are prognaostic
factor after chemotherapy independently of treatment. Methods: A total of 59 patients
with breast cancer were enrolled in this study between April 2000 and December 2002,
The median follow-up was 50 months, All patients received chemotherapy as first line
treatment. Results of this waork included CTC detection one month after of the end of

cherotherapy. After informed consent, 10ml of heparinized peripheral blood was collected

from patients. For enrichment of CTC we use the Carcinoma Cell Enrichment and
Detection kit using MACS technology (Miltenyi Biotec). After enrichment of epithelial
tumor cells immunamagnetic labeled with a multi- cytokeratin-specific antibody, the
positive cells were detected by immunocytochemical staining with alkaline phosphatase
substrate. Results: Analysis of CTC after chemotherapy: Circulating tumor cells were
detected in 32 patients (54.23%). A mean number of cells were detected 3.7 (3D 139,
range 1-1058). The number of CTC was correlationed with progression free of disease
(FFS) and overall survival (O5). In the univariate Cox proportional hazard regression
analysis number cells were significantly associated with O35 (p = 0.020) and PF3 (p =
0.008). In the multivariate Cox proportional hazard regression analysis, number cells
admit barderline statically significance with PFS (p = 0.052) and 05 (p = 0.077).
Conclusions: Our results suggest that the persistence of CTC after the treatment
predicts clinical outcome and therefore the detection of CTC in breast cancer patients
might allow monitoring of chematherapy response.
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Anexos

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

ANEXO 4: APORTACION DE TRABAJOS PUBLICADOS NO

REFERENTES AL TRABAJO DE LA TESIS

Durante mi formacion como personal investigador y el desarrollo
de esta tesis, he participado en otros proyectos de nuestro grupo de
investigacion “Inmunologia Tumoral” junto con personal del Instituto de
Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA) Centro “Venta del
Llano”, de las cuales surgieron las publicaciones que se detallan a

continuacion.

Publicaciones:

Warleta F, Sdnchez-Quesada C, Campos M, Allouche Y, Beltran G and
Gaforio JJ. Hydroxytyrosol protects against oxidative DNA damage in

human breast cells. Nutrients. 2011;3:839-57.

Warleta F, Campos M, Sanchez C y Gaforio JJ. Uso de la Electroforesis
Unicelular Alcalina (Comet assay) para la identificacion de componentes
naturales de los alimentos con propiedades preventivas del daiio

oxidativo al ADN celular. Lifescienceslab 2011;Mayo-Junio:72-74

Allouche Y, Warleta F, Campos M, Sanchez-Quesada C, Uceda M, Beltran
G and Gaforio JJ. Antioxidant, antiproliferative, and pro-apoptotic
capacities of pentacyclic triterpenes found in the skin of olives on MCF-7
human breast cancer cells and their effects on DNA damage. J Agric Food

Chem. 2011;59:121-30.

Warleta F, Campos M, Allouche Y, Sanchez-Quesada C, Ruiz-Mora J,
Beltrdn G and Gaforio JJ. Squalene protects against oxidative DNA

damage in MCF10A human mammary epithelial cells but not in MCF?7

329


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Agric%20Food%20Chem.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Agric%20Food%20Chem.');

Anexos

Utilidad prondstica de la deteccion de CTCs en pacientes con tumores solidos de origen epitelial.

and MDA-MB-231 human breast cancer cells. Food Chem Toxicol.

2010;48:1092-100.

De estas publicaciones, dos de ellas ocupan posiciones relevantes

segun el Journal Citation Reports (2010 JCR Science Edition):

e Journal of Agricultural and Food Chemistry.
- indice de impacto = 2,816
- Categoria a la que pertenece: Agricultura
Multidisciplinar
- Cuartil que ocupa: primer cuartil.
- Rango en la categoria (2010): 2/55.
e Food and Chemical Toxicology.
- indice de impacto de la revista = 2,602
- Categoria a la que pertenece: Ciencia y Tecnologia de
los Alimentos
- Cuartil que ocupa: primer cuartil

- Rango en la categoria (2010): 16/128.

Cabe destacar que la publicacién “Squalene protects against
oxidative DNA damage in MCF10A human mammary epithelial cells but
not in MCF7 and MDA-MB-231 human breast cancer cells”, fue
catalogada por Thomson Reuters como “Fast Breaking Paper’" en Junio
de 2011, en el campo de las Ciencias  Agricolas

(http://sciencewatch.com/dr/fbp/2011/11junfbp/).

En este Anexo 4 se adjuntan las cuatro publicaciones referidas
anteriormente y el resumen de la clasificacién de las revistas, en las que
estdn  publicadas, obtenidas del Journal Citation Reports

(2010 JCR Science Edition).
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Abstract: Over recent years, several studies have related olive oil ingestion to a low
incidence of several diseases, including breast cancer. Hydroxytyrosol and tyrosol are two
of the major phenols present in virgin olive oils. Despite the fact that they have been linked
to cancer prevention, there is no evidence that clarifies their effect in human breast tumor
and non-tumor cells. In the present work, we present hydroxytyrosol and tyrosol’s effects
in human breast cell lines. Our results show that hydroxytyrosol acts as a more efficient
free radical scavenger than tyrosol, but both fail to affect cell proliferation rates,
cell cycle profile or cell apoptosis in human mammary epithelial cells (MCF10A) or breast
cancer cells (MDA-MB-231 and MCF7). We found that hydroxytyrosol decreases the
intracellular reactive oxygen species (ROS) level in MCF10A cells but not in MCF7 or
MDA-MB-231 cells while very high amounts of tyrosol is needed to decrease the ROS
level in MCF10A cells. Interestingly, hydroxytyrosol prevents oxidative DNA damage in
the three breast cell lines. Therefore, our data suggest that simple phenol hydroxytyrosol
could contribute to a lower incidence of breast cancer in populations that consume virgin
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olive oil due to its antioxidant activity and its protection against oxidative DNA damage in
mammary cells.

Keywords: breast cancer; Mediterranean diet; olive oil minor compounds; hydroxytyrosol;
tyrosol; phenols; oxidative stress; reactive oxygen species; DNA damage

1. Introduction

Olive oil is the major source of fats in the Mediterranean diet and is considered to be responsible for
the health benefits associated with this diet. In fact, it has been demonstrated that people who consume
virgin olive oil (VOO) present a lower incidence of several cancers, including breast cancer [1]. This
effect has previously been attributed to the high content of monounsaturated fatty acids. However,
more recently, the importance of the minor constituents of olive oil has been considered [2]. Over the
last five decades, several publications have firmly established that ingestion of small quantities of
certain compounds isolated from plants can lower the risk of cancer in mammals exposed to
carcinogens, including polyphenols [3].

VOO contains relatively high amounts of minor compounds compared to other oils (refined olive oil
or seed oils). Among these, phenolic compounds are present at levels between 200 and 1500 mg/kg [4]
depending on the olive tree variety, climatic and agronomic conditions, degree of maturation at
harvest, and the manufacturing process [4]. At present, there are many studies reporting biological
activities in vitro, in vivo and in clinical assays of phenolic compounds naturally present in VOO.
Between them, anti-inflammatory, cardioprotective antioxidant and chemopreventive effects in breast
and other types of cancers have been defined [5]. The major phenols identified in olive oils include the
simple phenols hydroxytyrosol (HT) and tyrosol (TY), secoiridoids and lignans [2]. The concentration
of TY is always higher than of HT [6]. Hydrolysis of secoiridoid during olive oil storage results in the
formation of HT and TY [7].

It has been well established that HT is a potent antioxidant because of its marked antioxidant
activity, its ability to scavenge oxygen and nitrogen free radicals, to inhibit Low Density Lipoprotein
(LDL) oxidation, platelet aggregation and endothelial cell activation and its protection against DNA
damage [2,8]. HT was able to reduce the synthesis of prostaglandin E2 blocking the transcription of
COX-2 and 5-lipooxygenase, thereby reducing the chronic influence associated with diseases such as
cancer [9]. TY has been described as exerting a weak antioxidant activity, although it is able to
scavenge peroxynitrite and superoxide radicals, inhibit LDL oxidation in Caco2 cells and inhibit
LPS-induced cytokines release from human monocytes [10,11].

It has been suggested that HT and TY compounds might have preventive activity against breast
cancer, but, at present, the exact role played by these phenols in breast cancer prevention is still
unknown. In this sense, despite epidemiological evidence, in vitro experiments have not been
conducted to check if there are different effects of the simple phenols HT and TY between human
breast cancer cells and human breast non-cancer cells.

The present study attempts to provide new insights into the antioxidant capacity of HT and TY and
the in vitro effects on proliferation, cell cycle progression, apoptosis, reactive oxygen species (ROS)
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production and oxidative DNA damage in the human breast epithelial MCF10A cell line and the
human breast MCF7 and MDA-MB-231 cancer cell lines.

2. Experimental Section
2.1. Chemicals and Materials

The following were purchased from Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA): Hepes Buffer;
Sodium Pyruvate; Non-Essential Amino Acids mixture 100x (NEAA); 2',7'-dichlorofluorescein
diacetate (DCFH-DA); Dimethyl sulfoxide (DMSO); 2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide inner salt (XTT sodium salt) purity >90%; N-Methylphenazonium methyl
sulfate (PMS) purity ~98%; 2-hydroxyphenyl ethanol (Tyrosol, CAS 501-94-0 (TY)) purity 98%;
DL-all-rac-a-Tocopherol (Vitamin E, CAS 10191-41-0 (TOC)) purity >96%; 6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox™ CAS 53188-07-1 (TR)) purity >97%; 2,2'-Azobis
(2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) purity ~97%; 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) purity ~90%, (9-(+)-camptothecin (CAS 7689-03-4 (CPT)) purity ~95%; 2,2'-azino-bis
(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) diammonium salt tablets (CAS 30931-67-0 (ABTS)); PBS;
HBSS. 2-(3,4-dihydroxyphenyl) ethanol (Hydroxytyrosol, CAS 10597-60-1 (HY)) purity >98% was
obtained from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA). Minimum essential medium with Eagle’s
salts (MEM), Fetal Bovine Serum (FBS) and Phenol-Red-free Roswell Park Memorial Institute 1640
medium (RPMI) were obtained from PAA Laboratories GmbH (Pasching, Austria). TrypLE Express,
HUMEC Ready Medium kit and Fluorescein (FL) were obtained from Invitrogen (Eugene, OR, USA).
K2S,0g (CAS 7727-21-1) was obtained from Panreac Quimica S.A.U. (Barcelona, Spain). Culture
plates were obtained from NUNC™ (Roskilde, Denmark). The PI/RNase Staining Buffer Kkit,
FITC-conjugated Annexin V and Binding Buffer were obtained from BD Biosciences Pharmigen
(San Diego, CA, USA). The Comet assay kit was obtained from Trevigen, Inc. (Helgerman CT,
Gaithersburg, MD, USA).

2.2. DPPH Assay

The antioxidant activity of HT and TY against the stable radical DPPH was measured as previously
reported [12] with some modifications. Briefly, 100 uM ethanolic solution of DPPH was mixed with
different ethanolic solutions of HT or TY in 96-well plates at 0.06, 0.13, 0.25, 0.5 and 1 (moles of
antioxidant/moles of DPPH). (x)-a-tocopherol (TOC) was used as a positive control and a sample
without antioxidant was also measured as a blank control. The decrease in absorbance at 520 nm was
determined immediately and every 5 min for 2 h in a microplate reader (TECAN, GENios Plus).
Measurements were performed in triplicate.

The inhibition of the DPPH radical was calculated according to the following percentage of Radical
Scavenging Activity (% RSA) formula:

% RSA = [(Acio) — Aaw)/Ac)] * 100

where Ac( is the absorbance of the control at t = 0 min and Aag is the absorbance of the antioxidant
at t = 50 min.
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2.3. ABTS Assay

ABTS cation radical scavenging activity was determined using a previously reported procedure [13].
ABTS radicals (ABTS™) were obtained by ABTS/H,0 0.5 mM reaction with K,S,0s for 16 h in the
dark at room temperature. ABTS™ was diluted in ultrapure water until absorbance at 734 nm was
0.7 (£0.1). HT, TY and Trolox™ (TR) (as antioxidant reference) was dissolved in ethanol to yield a
10 mM stock solution and diluted with ultrapure water to the assayed concentrations. Twenty
microliters of each concentration of HT, TY, standard (TR), blank (ultrapure water) or ethanol control
(8%) were added to a 96-well plate. The reaction was initiated by the addition of 280 uL of ABTS™.
Absorbance readings were taken every 5 min at 30 °C for 2 h in a microplate reader (TECAN, GENios
Plus). All determinations were carried out in triplicate.

The inhibition of ABTS™ was calculated according to the percentage of Radical Scavenging
Activity (% RSA) described above (at t = 30 min).

2.4. ORAC Assay

Peroxyl radical scavenging activity was measured by the ORACk_ assay as previously described [14].
A stock solution of HT or TY were reconstituted in DMSO and then diluted in PBS. A stock solution
of TR, as antioxidant standard, was also diluted in DMSO and diluted in PBS. The assay was carried
out in 96-well plates with a final volume of 160 uL. Samples were run in triplicate. Fluorescein
(48 nM) was mixed with various concentrations of SQ, standard (TR) or blank (PBS) containing at
final volume 1% (v/v) DMSO. Plates were incubated for 15 min at 37 °C. The assay was initiated by
the addition of AAPH (100 mM) and fluorescence readings (EX: Asss/EmM: Aspo NmM) were taken every
5 min at 37 °C for 160 min in a microplate reader (TECAN GENios Plus). Final results were
calculated based on the difference in the Area Under the fluorescence decay Curve (AUC) between the
blank and each sample. The AUC formula was:

AUC =1 + fiffg + foffg + falfg + falfg + ... + T2olfo

Results were expressed as micromolar TR equivalents (TE) calculated using the line equation from
the standard curve:

TE = (Y- b)/m
where Y is the net AUC (AUCsampie — AUCcontrol), Mis the slope and b is the Y-intercept.

2.5. Cdll Culture

Highly invasive MDA-MB-231 human breast cancer cells (estrogen and progesterone receptor-negative),
minimally invasive MCF7 human breast cancer cells (estrogen and progesterone receptor-positive) and
immortalized non-tumorigenic MCF10A human breast epithelial cells, were obtained from American
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Breast tumor cells were grown as a
monolayer culture in Minimum Essential Medium with Eagle’s salts (MEM) supplemented with
10% Fetal Bovine Serum (FBS), 1% Hepes Buffer 1 M, 1% Sodium Pyruvate 100 mM and
1% Non-Essential Amino Acids mixture 100x. MCF10A cells were cultivated in HUMEC Ready
Medium. All cell lines were maintained at 37 °C in a humidified incubator with 5% CO,. Cells were
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routinely sub-cultured using TrypLE Express solution. Cells in the exponential growth phase were
used for all experiments.

2.6. Cédll Proliferation Assay

Cell proliferation, measured as the cellular growth of treated cells vs. untreated controls, was
measured using an XTT-based assay as described by Scudiero et al. [15] with some modifications.
Briefly, cells were seeded at 2 x 10% cells/well (MCF7) or 1 x 10° cells/well (MDA-MB-231 and
MCF10A) into 96-well culture plates (flat bottom) (100 pL of cell suspension/well). At 24 h after
plating, 100 uL of fresh culture medium, with different concentrations of HT or TY was added in
triplicate to the wells. Plates were incubated for 24 h or 24 h followed by a 48 h proliferation period
with fresh medium at 37 °C and 5% CO,. At these time points, medium was removed and 200 uL of
fresh RPMI medium without phenol red that contained XTT (200 pg/mL) and PMS (20 pg/mL) was
added. Plates were incubated for 3 h at 37 °C in 5% CO, and absorbance was measured at 450 nm
wavelength (620 nm as reference) in a plate reader (TECAN GENios Plus). Viability was calculated
using the formula:

Vlable CE”S (%) = (ODtreated cells/ODcontrol) X 100

where OD is the difference in absorbance between optical density units (OD = ODysp — ODggp).
All measurements were performed in triplicate and each experiment was repeated at least
three times.

2.7. Cell Cycle Assay

Cells were seeded in 12-well culture plates at 1 x 10° cells/well for MCF7 and MDA-MB-231 or at
5 x 10* cells/well for MCF10A for 48 h. Cells were then treated with different doses of HT or TY for
24 h. After incubation, cells were washed in cold PBS, fixed with cold 70% ethanol and stored at
—20 °C for at least 24 h. At least 1 x 10* cells per sample were analyzed on an EPICS XL-MCL
(Beckman Coulter, Spain) flow cytometer after propidium iodide labeling (PI/RNase Staining Buffer
kit). The percentage of cells in G¢/G1, S and Go/M phases were calculated using FlowJo program
(v5.7.2). Each experiment was repeated three independent times.

2.8. Apoptosis

The percentage of apoptosis was determined using a double staining assay with FITC-conjugated
Annexin V and propidium iodide (P1). Briefly, after 24 h of cell exposure to the previously indicated
doses of HT or TY in 12-well culture plates, cells were harvested, washed twice in cold PBS and
resuspended in 100 uL 1x Annexin Binding Buffer. Cells were then stained with 5 pL Annexin
V-FITC and 1 pL PI solution, gently vortexed, and incubated for 15 min at room temperature in the
dark before flow cytometric analysis. As a positive control, cells were treated with 1 uM camptothecin
(CPT). Each experiment was repeated three independent times.
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2.9. Reactive Oxygen Species Detection

Intracellular reactive oxygen species (ROS) level was measured using a cell-permeable fluorescent
probe, 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) as we described previously [16]. In brief,
cells were seeded into 96-well culture plates at 1 x 10* cells/well (MCF7, MDA-MB-231 cells) or
5.5 x 10° cells/well (MCF-10A cells). After 24 h at 37 °C and 5% CO, cells were treated with
different doses of HT or TY for 24 h. Cells were then washed twice with Hank’s Buffered Salt
Solution (HBSS) and incubated with fresh DCFH-DA (100 puM) in HBSS for 30 min at 37 °C in
5% CO,. DCFH-DA stock solution (20.5 mM) was prepared in DMSO and stored at —20 °C for
maximum one month. After that, cells were washed twice in HBSS, and wells were filled with 100 pL
HBSS before fluorescence acquisition in a plate reader (TECAN GENios Plus) (EX: A4gs/EM: Aszs nm,
Gain 60). Intracellular ROS level percentage was calculated as follows:

F= [(FtBO - Fto)/FtU] x 100
where F, is the fluorescence at t = 0 min and Fiy, the fluorescence at t = 30 min.

It has been reported that the addition of H,O, increases oxidative stress in cultured cells [17].
Therefore, in order to evaluate the protective capacity of HT or TY against induced oxidative stress,
H,0, (500 uM) was added to the wells after removal of assay medium. This allows avoiding a direct
reaction in the medium between these compounds and the oxidant source. After 30 min at 37 °C,
fluorescence was quantified as described above.

All tests were run in triplicate for each experimental condition and each experiment was repeated at
least three times. All experiments were conducted using iron-free media (MEM and HUMEC).

2.10. Alkaline Sngle-Cell Gel Electrophoresis (Comet Assay)

At 24 h, cells treated with HT or TY were scraped into 12-well culture plates, washed twice (300x g
10 min, 4 °C) with cold 1x PBS (Ca**/Mg?* free) and resuspended in 1 mL of cold 1x PBS. In order to
evaluate the ability of HT and TY to prevent oxidative DNA damage, cell suspensions were exposed
for 10 min to 50 uM H,O; at 4 °C. After that, cells were washed twice and frozen in FBS-DMSO
(90:10, v/v) at —80 °C until the Comet assay procedure.

DNA single strand break by alkaline microgel electrophoresis was performed according to
Singh et al. [18] with some modifications. Cells were thawed in a bath at 37 °C, centrifuged (300 g
10 min, 4 °C) in cold MEM with 25% FBS and resuspended in cold 1x PBS to a density of
1.65 x 10° cells/mL. Cells were then suspended in melted and cooled (at 40 °C) low melting point
agarose (LMA). Cell suspensions (50 pL) were spread over a sample area of pre-warmed 1% normal
melting point agarose (NMA) precoated CometSlide™ slides. After 15 min at 4 °C in the dark, slides
were immersed in cold Lysis Solution (Trevigen, Inc.) at 4 °C for 30 min to dissolve lipids and proteins.
In order to separate the two DNA strands, slides were then immersed in fresh Alkaline Solution
(pH > 13) for 30 min at room temperature in the dark. Electrophoresis was performed in an Ebony
acrylic electrophoresis tank with a cooled platform containing cold Alkaline Electrophoresis Solution
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13) at 25V (1 V/cm) and 300 mA for 40 min. The slides were
washed twice with distilled water for 10 min and neutralized with 10 mM Tris-HCI, pH 7.5 for 5 min,
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followed by immersion in 70% ethanol for 5 min and air-dried overnight at room temperature. Slides
were stained with Sybr® green before scoring.

2.11. jide Scoring and Analysis

DNA strand breaks were examined using a fluorescence microscope (Zeiss Axiovert 200) equipped
with a Luca EMCCD camera (Andor Technology, Belfast, UK) under 494 nm excitation and 521 nm
emission wavelength using the Komet 5.5 software package (Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK).
Fifty cell images were randomly characterized per sample using 20x magnification. Relative
fluorescence between head and tail through the olive tail moment (Olive_TM) was used to determine
DNA damage. Olive_TM is defined as the product of the Tail Moment Length and the fraction of
DNA in the tail.

Olive_TM = [(Tail (mean) — Head (mean)) x Tail (% DNA)]/100
2.12. Satistical Analysis

Results are presented as mean (xSEM), except for cell proliferation results. For this assay, results
are presented as mean (xSD). Results are expressed as a percentage relative to the control, which was
defined as 100%. Statistical analysis was performed using one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Fisher’s least significant difference (LSD) test. Values of p < 0.05 were considered
significant. Statgraphics Plus 5.1 statistical software (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, VA, USA)
was used for the statistical analysis.

3. Results
3.1. Effect of HT and TY on Radical Scavenging Activity

Radical scavenging capacity was determined using DPPH, ABTS and ORAC assays.

The antiradical activity of HT and TY, measured by scavenging activity in the DPPH radical assay,
indicated that HT at up to 10 mole ratio (mole antioxidant/mole DPPH) exerts a slightly higher
scavenging activity than TOC while TY does not possess a radical scavenger activity (Table 1(a)).

The ABTS antiradical assay showed that HT was more effective than TR in scavenging the ABTS
cationic radical while TY exhibited a maximum 85% RSA at 800 uM (Table 1(b)).

The peroxyl radical scavenging activity of HT and TY, measured by the ORACk_ assay, showed a
protective effect against AAPH-induced peroxyl radical activity for both phenols. Both exerted higher
protection against the peroxyl radical than TR for low concentrations up to 100 uM (Table 1(c)).

3.2. Cell Proliferation

To investigate the effect of HT and TY on human breast cell growth, cells were treated with
concentrations of HT or TY ranging from 1 to 100 uM for 24 h. Neither HT nor TY had significant
effects on the cell proliferation rates of MCF7, MDA-MB-231 and MCF10A cells (Figure 1(a)), even
after an additional 48 h with fresh medium (Figure 1(b)). We also investigated the potential
antiproliferative effect of these compounds at high, non-physiological concentrations up to 1000 or
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5000 uM of HT or TY, respectively. HT showed a dose-dependent reduction of cell proliferation in the
three cell lines from a concentration of 200 uM with an absence of viability observed at 1000 puM,
while TY did not affect cell viability at any concentration assayed (data not shown).

No marked changes in cell morphology were observed by light microscopy in any of the cell lines
tested when concentrations between 1 and 100 uM of HT or TY were used (data not shown).

Table 1. Antioxidant activity of hydroxytyrosol (HT) or tyrosol (TY) quantified as
Radical Scavenging Activity (RSA) by (a) DPPH assay (% RSA at 50 min) and (b) ABTS
assay (% RSA at 30 min); (c) Antioxidant activity quantified as Trolox Equivalent
(TE) by ORACg_ assay. Trolox™ (TR) and a-tocopherol (TOC) were used as
antioxidant references.

@
mole AH/

mole DPPH ol L/ e
0 3.96 3.64 3.63
0.06 36.24 n.d. 23.21
0.13 71.47 5.20 48.16
0.25 96.40 4.25 75.85

0.5 97.80 3.02 90.17

1 98.07 2.59 95.98
25 n.d. 2.34 n.d.
5 n.d. 3.44 n.d.
10 n.d. 3.37 n.d.

n.d.: not determined.
(b)
pM HT TY TR
6 5.07 10.31 n.d.
12.5 5.45 14.32 n.d.

25 8.42 20.14 n.d.

50 18.09 31.81 16.21
100 36.63 44.55 29.39
200 69.53 58.25 50.07
400 96.30 73.82 88.03
800 99.47 85.04 99.48

n.d.: not determined.
(c)

TE (uM) | HT (uM) TY (uM)
312 14.82 1.64
6.25 30.97 8.30
125 50.37 20.84

25 92.24 58.35
50 150.43 106.76
100 262.76 205.57
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Figure 1. Cell proliferation assay measured with XTT tetrazolium salt (a) after 24 h of HT
or TY exposure, or (b) after 24 h of HT or TY exposure followed by 48 h with fresh
medium. Data are the mean (xSD) relative to an untreated control of three independent
assays carried out in triplicate.

(a)

(b)

3.3. Cell Cycle and Apoptosis

To evaluate whether HT or TY interfered with the cell cycle or the induction of apoptosis, MCF7,
MDA-MB-231 and MCF10A cells were treated for 24 h with increasing concentrations of HT or TY
(between 10 and 200 uM). The results revealed that HT and TY did not alter the cell cycle in any of
the cell lines studied (data not shown).

Flow cytometric analysis of apoptosis revealed that treatment with HT or TY for 24 h did not
induce apoptosis in MCF10A cells or in MCF7 or MDA-MB-231 cells when compared to the controls
(data not shown).

3.4. Intracellular ROS Level

Intracellular reactive oxygen species (ROS) were quantified by the dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA) assay using a microplate reader. Results showed a dose-dependent decrease in ROS level
of MCF10A cells treated for 24 h with either HT or TY. However, HT and TY failed to significantly
decrease intracellular ROS level in either MCF7 or MDA-MB-231 cells (Figure 2(a)). While HT
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reduced ROS level by up to 20% in MCF7 cells, this reduction was not considered statistically
significant (p = 0.34).

H,0, effectively induced oxidative stress in both, human breast cancer cells and human breast
epithelial cells (Figure 2(b)). In order to investigate the in vitro preventive effect of HT or TY against
H,0,-mediated oxidative stress, we measured the intracellular ROS level in cells treated with HT or
TY for 24 h. As can be seen in Figure 2(c), MCF10A cells treated with HT or TY showed a significant
dose-dependent decrease in ROS production compared to the control. In addition, HT was also able to
decrease the ROS level in MCF7 and MDA-MB-231 cells induced by H,O, exposure. It is worth
mentioning that the decrease in ROS level was greater in the breast epithelial cell line than in the
breast cancer cell lines. On the other hand, TY did not decrease ROS level in MCF7 or
MDA-MB-231 cells at concentrations up to 5000 uM (Figure 2(c)).

Figure 2. (a) Intracellular reactive oxygen species (ROS) in breast cells treated for 24 h
with HT or TY; (b) Increase of the cellular ROS level after an oxidative burn with H,O;
(c) Intracellular ROS in breast cells treated for 24 h with HT or TY followed by an
oxidative burst with H,O,. Inhibitory effects of HT and TY are shown as percent inhibition
of untreated or H,O,-stimulated fluorescence and represented as the mean + SEM of three
independent replicates carried out in triplicate. " MCF7; ¥ MDA-MB-231; * MCF10A
indicates significant differences.

@)

(b)
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IC and 1Cso values were defined as the values for 20% and 50% antioxidant inhibition of basal
or H,O,-stimulated fluorescence in DCFH-DA probes. The Relative Antioxidant Value (RAV) ratio
was found to be a good parameter for the determination of oxidative inhibition profiles.

RAV= [(1C20 pry/1C20 (tocy) + (ICs0 (pH)/ICs0 (toc))]/2

where PH is the compound (simple phenol) and TOC is the reference (a-tocopherol).

Our results showed that TY has a RAV about 46-fold higher than TOC for MCF10A cells whereas
HT only has 1.44-fold higher. This indicated much high antioxidant activity of HT compared with TY
in normal breast cells, but less than TOC (Table 2). In MCF7 and MDA-MB-231 cells, a 50%
antioxidant inhibition was not observed; therefore, RAV ratios were not determined in these cell lines.

Interestingly, in H,O,-stimulated MCF10A cells, the RAV ratio of TY was 42-fold higher than
TOC, indicating a very low antioxidant capacity in normal breast cells. The 0.67-fold difference
between RAV ratio of HT and TOC is of particular interest, due to the high antioxidant activity of HT
in H,O,-stimulated MCF10A cells (Table 2).

Table 2. Oxidative inhibition in MCF10A cells. IC, and I1Csq values defined as the values
for antioxidant inhibition of basal or H,O,-stimulated fluorescence in DCFH-DA assays and
the Relative Antioxidant Value (RAV) as a parameter for the relative determination of
oxidative inhibition profiles compared to a-tocopherol.

Basal H,0,-stimulated
HT (uM) TY (uM) TOC (uM) | HT (uM) TY (uM) TOC (uM)
[Cx 3.52 4.04 4.33 2.66 65.36 2.49
[Csgo 65.64 2942.60 31.89 20.66 4244.40 73.50
RAV 1.44 46.60 1.00 0.67 42.00 1.00

3.5. Effect of HT and TY on Oxidative DNA Damage

The ability of H,O, to induce DNA strand breaks in these human breast epithelial cell lines was
examined using the Comet assay. In untreated cells, DNA does not migrate far from the origin when
examined by alkaline microgel electrophoresis (Figure 3(a)). Following H,O, exposure, control and
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pretreated breast cells with damaged DNA have the shape of a comet, the tail length and fluorescent
intensity of which are related to the number of DNA strand breaks induced by the DNA-damaging
agent (Figure 3(b,c)).

Figure 3. Representative images of Comet assay analysis of MCF10A cells. (a) Untreated
cell, showing a circular shape indicating absence of DNA damage; (b) 10 min. H,0,
exposed cell, exhibiting a long and bright tail related to DNA strand breaks, indicating
DNA oxidative damage; (c) 10 min. H,O, exposed cell after 24 h of 100 uM HT
pretreatment, illustrating the reduction of tail length and fluorescent intensity indicative of
reduced DNA damage.

Breast cells exposed to H,O, were effectively DNA damaged and the mean olive tail moment
(Olive_TM) was determined by the Comet assay. Breast epithelial cells were the most sensitive to the
H,0,-induced DNA damage (Figure 4(a)).

In unexposed cells, HT reduced DNA damage significantly in MCF7, MDA-MB-231 and MCF10A
cells whereas TY only reduced it in MCF10A cells (Figure 4(b)). In H,0,-exposed cells, HT showed a
preventive DNA damage effect in the three cell lines whereas TY was unable to reduce Olive_TM in
any of the cell lines; indeed, in MDA-MB-231 cells, TY increased Olive_TM significantly.

Figure 4. Olive Tail Moment (Olive_TM) as the mean + SEM for three independent
assays. (a) After an H,O; injury; (b) after 24 h of HT or TY treatment, and (c) after 24 h of
HT or TY treatment followed by an H,O; injury.

(a)
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4. Discussion

There is some scientific evidence relating Mediterranean dietary pattern with a lower incidence of
cardiovascular diseases and cancer, among other diseases. Virgin olive oils (VOOs) represent the main
source of fats in this diet and it has been demonstrated that consumption of VOOs reduces human
arterial hypertension, lipid peroxidation of membranes, tumor incidence and number of tumors [19,20].
Minor compounds play a key role in VOOs’ healthy properties. Among them, phenols have
demonstrated healthy bioactivity properties. Interest in phenolic compounds has increased greatly, with
attention being focused on finding naturally occurring antioxidants for foods or medical uses to replace
synthetic antioxidants that, in some cases, have been reported to be carcinogenic [21].

HT and TY are two of the major simple phenols present in VOOs as simple form or conjugates [2].
Bioavailability studies have demonstrated that they are dose-dependently absorbed in animals and
humans after olive oil ingestion [22], accumulated in the body and, finally, systemically exert
biological effects [23].

The present work describes the antioxidant capacity of HT and TY molecules using chemical and
cellular assays and their relationship with proliferation of human breast tumor vs. normal cells.
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HT and TY are structurally identical except that HT has an extra —OH group forming a catechol
group, which is considered responsible for its higher antioxidant activity. This catechol group is able to
stabilize free radicals through the formation of intermolecular hydrogen bonds [8]. In our chemical
analysis, the catechol phenol HT exhibited a strong antioxidant activity in DPPH, ABTS and ORAC
assays, while TY, without a catechol group, showed a weak antioxidant activity in DPPH assay.
Remarkably, TY acts as an efficient scavenger against ABTS and AAPH radicals, although to a lesser
extent than HT, indicating the minor importance of the cathecol group in cationic or peroxylic radicals’
scavenging activities. These results are in agreement with those previously reported by
Visioli et al. [8] affirming that HT and, to a lesser degree, TY are more potent scavengers of free
radicals than vitamin E.

Although nowadays there is no scientific evidence relating to the physiological concentrations of
HT or TY after olive oil ingestion, some authors have suggested it could be between 10 and
100 uM [24]. Cell treatment with HT or TY in the range of their possible physiological concentrations
(1-100 puM) did not have any effect on cell proliferation in any of the cell lines studied, independently
of the exposure times. However, HT dramatically reduced the viability of MCF7, MDA-MB-231 and
MCF10A cell lines when used at concentrations from 200 uM to 1000 uM. Fabiani et al. described
such an effect in colon adenocarcinoma HT29 cells [25]. Furthermore, HT and TY did not alter the cell
cycle or induce apoptosis in these cell lines. Although these results are in agreement with those
achieved in LLC-PK1 renal cells, they are in contrast with results in human promyelocytic leukaemia
HL60 cells with a noticeable antiproliferative, cell cycle arrest and apoptotic effect of HT. Otherwise,
TY showed no antiproliferative effect in HL60 cells [7,25].

HT or TY’s inability to inhibit breast cancer cell proliferation at the assayed times and
concentrations, suggests that they cannot protect against breast cancer once developed. Quiles et al. [24]
described the lack of inhibition of HT or TY in PC3 cells treated with 10 to 250 uM, as did
Menendez et al. [26] in SKBR3 and MCF7 cells after 5 days of HT or TY treatments in the range of
6.25 to 100 uM. Moreover, Sirianni et al. [27] recently described the dose-dependent inhibition of
MCF7 cell proliferation by HT and oleuropein (OL) with treatments of 1 to 100 uM; cell growth was
induced by 17-B-estradiol (E2). In addition, HT and OL are not able to interfere with estrogen action
through competition with estrogen receptors (ER), which are responsible for activation of the gene
expression involved in cell proliferation.

In order to clarify how nutritional antioxidants are able to prevent or treat oxidative damage,
Berger [28] affirmed that nutrients cannot treat an installed disease, such as gastrointestinal cancer, but
that they may prevent its promotion. Indeed, the answer to the question: “Can installed damage caused
by ROS be treated by antioxidant nutrients?” is “probably not”, but the answer to the question: “Can
oxidative damage be treated nutritionally?” is “yes” [28].

Growing evidence supports the hypothesis that risk factors such as lifestyle, age, environment, diet,
drinking, smoke, etc. are determinants in breast neoplastic transformation, and are closely associated
with a chronic increase in the basal level of oxidative stress. A decrease in oxidative stress state could
prevent the development of tumors and, potentially, cancer. In fact, serum markers for oxidative DNA
damage have been shown to increase in women diagnosed with breast cancer [29]. On the other hand,
it has been suggested that consumption of VOOs, which are particularly rich in phenolic antioxidants,
such as HT and TY, should afford considerable protection against breast cancer by inhibiting oxidative
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stress [2]. In our study we demonstrated that HT and TY reduce basal and H,O,-induced ROS level in
breast epithelial MCF10A cells, whereas TY failed to reduce both in MCF7 or MDA-MB-231 cells
and HT only reduced H,O,-induced ROS level slightly in breast cancer cells. These results point to a
differential antioxidant activity of both compounds between normal breast and tumor cells as we
described for squalene [16]. Thus, we suggest that HT and TY could prevent oxidative stress in normal
breast cells, thereby preventing the initiation of a chain of reactions to transform normal cells into
cancer cells. Noticeably, it is necessary to use a much larger amount of TY to obtain the same ROS
reduction level as HT in MCF10A cells (Table 2). Up to 100 uM concentrations of HT and TY used in
the present study are probably within the physiological range. However, 500 to 5000 uM of TY exceed
this range and could be regarded as being in the pharmacological range.

Di Bendeto et al. [11] described differences between HT and TY in inhibiting cell-mediated
oxidation of LDL (100% HT vs. 40% TY) in J774 A.1 macrophage cells due to its intracellular
presence. Thus, time-dependent TY, accumulated inside the cell was effective only at later time-points
(24 h) or at higher concentrations than HT, which was rapidly found inside the cells and disappeared
within 18 h. Thus, we can presume a quick antioxidant defense by HT followed by a slower defense by
TY upon VOO intake.

Estrogens, known human breast pro-carcinogens, exert their actions by two mechanisms;
the ER-dependent mechanism, involving the activation of ER and subsequent stimulation of cell
growth and proliferation [30] or the ER-independent mechanism, involving the generation of genotoxic
estrogen metabolites, which are highly reactive and damage DNA by the formation of free radicals and
consequently ROS [30]. In accordance with Sirianni et al. [27], HT inhibition of E,-induced MCF7
proliferation does not involve the ER-dependent mechanism but points to an inhibition of the E;
signaling pathway. Felty et al. [31] identified mitochondria as a major source of E,-induced ROS
(mtROS) in breast cancer cells and described mtROS as a messenger involved in signaling pathways of
cell proliferation control, increasing the transcription of cell cycle genes. These authors found the same
amount of mtROS in ER-negative MDA-MB-468 cells and in ER-positive MCF7 or T47D cells,
suggesting that mtROS production does not depend on the presence of ER in breast cancer cells. If
mtROS acts as a messenger in breast cancer proliferation, it could explain why an antioxidant such as
HT reduces Ez-induced cell proliferation, as described by Sirianni et al., whereas in the same
concentrations without E, stimulation we do not detect any significant growth alteration.

Cellular protection against oxidative stress is provided by two types of antioxidants; direct
antioxidants with a redox activity; and indirect antioxidants (redox active or not) which activated the
Nrf2/ARE pathway resulting in transcription of phase Il enzymes such as glutathione S-transferase,
NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 or glutathione reductase [32]. In addition to the fact that HT and
TY act as direct antioxidants, they could also be indirect antioxidants activating the nuclear
factor-like 2 (Nrf2). Nrf2, considered a key factor in the cellular defense mechanisms against oxidative
stress, might be induced more strongly in MCF10A cells than in MCF7 and might have little or no
effect in MDA-MB-231 cells, explaining the differential protection effect of HT and TY on
intracellular ROS level. To the best of our knowledge, until now, only Liu et al. [33] have described
the protection of HT on ARPE-19 human retinal pigment epithelial cell line from oxidative stress
induced by acrolein, a major component of cigarette smoke. Further studies will be necessary to
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elucidate the possible Nrf2/ARE pathway intervention of HT and TY differential antioxidant activity
in breast cell lines.

HT has been described as preventing DNA damage beyond its antioxidant capacity, as it can affect
a range of enzymes, including cyclooxygenase and NAD(P)H oxidase while TY has no protective
effect [8]. In accordance with these authors, our findings point to a protective effect of HT against
basal and H,O,-induced DNA damage regardless of the breast cellular type, whereas TY only has a
protective effect on ROS basal level in non-tumoral breast cells.

Both compounds reduce intracellular ROS level and oxidative DNA damage in normal breast cells.
This could protect against cellular mutations, preventing carcinogenesis. However, when the disease
has occurred, oxidative status in the malignancy place is altered. In this condition, while HT still
protects non-tumor breast cells against DNA damage, TY fails to protect them at physiological
concentrations. Although HT contributes to reduce DNA damage in normal breast cells, it protects
breast tumor cells too. Accordingly, our results must be interpreted carefully, because a reduction of
DNA damage in cancer cells might promote cell growth and might inhibit the action of anthracycline
chemotherapeutic agents, such as doxorubicin, which induces apoptosis of cancer cells by the
oxidative damage resulting from enhanced oxidative state of the cells or, in contrast, might reduce
ROS messenger signaling of proliferation resulting in a reduction of tumor cell growth. In any case, we
have not detected any modulation of the growth activity in vitro in breast cancer cells after HT or TY
treatment at the assayed times.

In this paper, HT has been described as an antioxidant compound with higher activity than TY and
related to the prevention of breast cancer, but we must not forget that VOO’s minor compounds can
interact with each other, potentiating or inhibiting the effects described for each component alone. Our
results indicate some healthy properties of these two simple phenols which may be of interest in
pharmacology or as a nutritional supplement or could even lead to establishing the ideal concentrations
of each component in VOOs in order to label it as a healthy oil. However, we must be prudent about
extrapolating these results regarding epidemiological olive oil health impacts. Future work is needed to
investigate these synergetic or inhibitory effects.

5. Conclusions

The simple phenol HT could contribute to the preventive cancer activity attributed to VOOSs due to
the reduction of oxidative stress and oxidative DNA protection in normal breast cells at physiological
concentrations, whereas TY is needed at pharmacological concentrations to reduce oxidative stress and
fails to protect DNA damage against an oxidative burst.

Both phenols exert a selective antioxidant defense, preventing oxidation in normal breast cells but
not in breast cancer cells, which could be helpful to cancer therapies that increase oxidative stress. HT
also prevents induced DNA damage in cancer cells, so it might interfere with these therapies.

Although in vitro studies have pointed to a preventive role of HT against human breast cancer, the
precise mechanisms of action remain to be clarified. Further studies are necessary to elucidate the
cellular signaling events that HT and TY target in oxidative stress protection and subsequent breast
cancer prevention.
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Introduccidn:

La idea de la electroforesis celu-
lar en microgel se introdujo por
Ostling y Johanson en 1984 para
ver la rotura de cadena doble de
ADN por radiacién ultraviole-
ta. Como la imagen obtenida se
asemejaba a un cometa con una
cabeza de ADN sin dafar y una
cola con fragmentos de ADN,
se le dio el nombre de “Comet
assay’, por el que es mas conoci-
da esta técnica. En 1988, Singh
y cols. modificaron la técnica
sometiéndola a condiciones
muy alcalinas (pH>13) para ver

MAYO/JUNIO11

niveles muy bajos de rotura de
cadena simple y lo combinaron
con una marcacion fluorescente
para su recuento por micros-
copia de fluorescencia. Afos
mas tarde, en 1990, una nueva
modificacién introducida por
Olive y cols., consistente en sua-
vizar las condiciones alcalinas,
nos permitié detectar niveles
normales de rotura de cadena
simple como los producidos
por la exposicion de las células
a radiacién o a determinados
productos quimicos. Estos au-
tores desarrollaron también
unas herramientas para la cuan-
tificacion de los resultados me-
diante la relacién del contenido
de ADN entre la cabeza; con
ADN de alto peso molecular, y
la cola; con los principales frag-
mentos migrados,

Los radicales libres estdn
presentes en cualquier célula
aerébica, bien originados por
la propia respiracion, bien por
su produccién por otras fuen-
tes como las infecciones, el
humo del tabaco, la radiacion
ultravioleta, la contaminacion
ambiental, el deporte extremo,
el consumo de determinados
alimentos ricos en grasas trans
o hidrogenadas, por determi-
nadas enfermedades etc. Este
exceso de radicales libres es con-
trolado mediante sistemas enzi-
maticos como la Superéxido
Dismutasa (SOD), la Catalasa
(CAT) o la Glutation Peroxidasa
(GPx), 0 no enziméticos como
el 4cido ascorbico (vitamina
C), alfa-tocoferol (vitamina E),
glutation (GSH), beta-caroteno,
vitamina A, flavonoides y 4cidos

fenolicos, asi como por otros
antioxidantes naturales ingeri-
dos con la dieta. Estos sistemas
son los encargados de mantener
el equilibrio oxidativo intracelu-
lar evitando las consecuencias
adversas que un desequilibrio
oxidativo puede producir. Una
elevada concentracion de radi-
cales libres en una célula, ataca
a las moléculas estables para
robarles un electrén, lo que las
desestabiliza. Esto genera danos
tanto en los lipidos de las mem-
branas celulares (peroxidacion
lipidica), como en las proteinas
(oxidacién y nitracién) y en los
acidos nucleicos (rotura de ca-
dena simple). El ADN dafiado
por los radicales libres puede ser
o bien reparado, o bien puede
contener dafios irreparables in-
compatibles con la superviven-
cia de la célula, por lo que esta
morirfa. Pero una tercera op-
cion, y la mas dramatica, consis-
te en que esas roturas sean repa-
radas erréneamente causando
mutaciones celulares que en ul-
tima instancia sean precursoras
de un cancer.

Fundamento:

El fundamento del “Comet As-
say” consiste en que el ADN
desnaturalizado de una célula,




Fig. 1: Imagenes representativas del dafio oxidativo al ADN analizas mediante el Comet Assay. (A) Células de epitelio mamario humano (MCF10A) sin dafio al ADN. (B-E) MCF10A expuesta a
concentraciones crecientes de H,0, mostrando un incremento del dafio oxidativo al ADN. Las células se marcaron con Sybr Green y se analizaron con un microscopio invertido de fluorescencia
Zeiss Axiovert 200 con camara EM-CCD Andor Luca y el software Komet 5.5.

Fig. 2: Imagen del dafio al ADN sufrido por una célula en el que se distingue la cabeza con el ADN

no dafiado y una cola con fragmentos de ADN.

|
Un ADN muy

daiado tendra
fragmentos cortos
que migraran mas

molécula con carga negativa,
migrara hacia el dnodo al so-
meterlo a un campo eléctrico en
un gel de agarosa. La migracion
dependera del tamafio del frag-
mento de ADN, de este modo,
un ADN muy dafiado tendrd
fragmentos cortos que migra-
ran més que aquel ADN menos
danado, y aquella molécula de
ADN sin roturas, no migrara
permaneciendo en el nucleo.

La imagen de una electrofore-
sis unicelular alcalina se asemeja
aun cometa, de donde recoge su
nombre mas coloquial (Comet
assay), en el que se distingue
una cabeza que corresponde al
nucleo con el ADN integro, y
una cola formada por el ADN
danado en el que se puede apre-
ciar una degradacion del ADN
segun el tamano de sus frag-
mentos (desde el mds integro
cercano a la cabeza, hasta el mas
danado, alejado de la cabeza).

Este ensayo puede ser apli-
cado en células procedentes
de lineas celulares establecidas
y cultivadas in vitro como, en
muestras de sangre ex vivo o
en modelos in vivo, asi como
en moluscos, peces, aves, etc.
para el control y seguimiento de

toxicos medioambientales, y
debido a que es una técnica
muy poco invasiva (tan sélo
se requiere una extraccion
de sangre) se pueden reali-
zar ensayos en humanos de
forma muy sencilla.

La diferencia entre la can-
tidad de ADN de la cabeza y
dela cola nos dara un indice
del dafio oxidativo sufrido
por esa célula, y nos permi-
tird cuantificar la potencial
capacidad preventiva del
dano oxidativo al ADN de
los compuestos estudiados.

La técnica la podemos
resumir en los siguientes
pasos:

Partimos de una suspen-
sion celular obtenida de
nuestro ensayo (cultivos ce-
lulares, muestras de sangre,

tejidos disgregados, etc.).

Las células se suspenden en
un gel de agarosa de bajo punto
de fusion (low-melting point)
y se depositan sobre un por-
taobjetos pre-cubierto con una
lamina de agarosa (normal-
melting point).

Se lisan las células y se eli-
minan las proteinas celulares
dejando al ADN celular libre en
la agarosa.

Sometemos a los portas a
condiciones alcalinas con lo
que desnaturalizamos el ADN
separando las dos hebras. Las
roturas previas de las cadenas
simples producidas por los ra-
dicales libres dejaran separa-
dos desde este momento frag-
mentos de ADN de diferente
longitud, siendo la cantidad de

fragmentos y su tamafo pro-
porcional al dafio al ADN sufri-
do por la célula.

Se realiza una electroforesis
bajo unas condiciones especifi-
cas: En un medio alcalino, con
un voltaje bajo y un ampera-
je constante (25 V y 300 mA)
durante unos 30 minutos. La
electroforesis debe realizarse en
oscuridad y el medio de elec-
troforesis ha de permanecer
frio durante todo el proceso ya
que la luz y el calor podrian da-
nar el ADN apareciendo falsos
positivos. Los acidos nucleicos
migraran hacia el polo positivo
(dnodo) de acuerdo al tamafio
de los fragmentos.

Los geles se neutralizan para
su posterior marcacién y, se
deshidratan y fijan con etanol.

El exceso de humedad puede
eliminarse manteniéndolas en
una estufa a 37 °C previamente
a su marcacion.

Para su marcacién fluores-
cente podemos utilizar cual-
quier fluoroforo intercalante
en el ADN como el Bromuro
de Etidio, Sybr Green, Hoes-
cht 33258, Ioduro de Propidio,
DAP], etc., aunque si no dispo-
nemos de un microscopio fluo-
rescente podemos marcarlo con
nitrato de plata para su obser-
vacién colorimétrica mediante
un microscopio optico. La mar-
caci6n colorimétrica presenta la
desventaja de que tan sélo nos
permitird un recuento cualitati-
vo, asignando un valor entre el 0
y el 4 segun el dafio observado,
y no podremos aplicar las for-
mulas mas empleadas en la in-
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Fig. 3: Resultados expresados como valores relativos del Olive Tail Moment del dafio oxidativo de una
linea tumoral mamaria humana (MCF?7) tratada con diferentes compuestos naturales. En el eje de
ordenadas tenemos el niimero relativo de células expresado como porcentaje, y en el eje de abscisas

los rangos de valores OTM en los que se encuentran las células.

|
La electroforesis

unicelular alcalina
es una herramienta
muy atilen la
determinacion del
daio genotdxico en
general

terpretacion de estos resultados
en los que la intensidad de la
sefial es un factor determinante.

El recuento celular se rea-
liza mediante microscopia de
fluorescencia con una cdmara
CCD (Charge Coupled Devi-
ce) acoplada para detectar la
intensidad de fluorescencia o
mediante microscopia dptica
si se ha optado por la marca-
cién colorimétrica. Es reco-
mendable contar entre 50 y
100 células por cada muestra,
siendo mds preciso nuestro
resultado cuanto mayor sea
el nimero de células cuantifi-
cadas. Existen en el mercado
software especificos optimiza-
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dos para el recuento de estas
células, facilitando en gran
medida el trabajo en labora-
torio al agilizar la recoleccion
de la informacion, el analisis
de los resultados y su inter-
pretacion, y la exportacion a
hojas de célculo para analisis
posteriores, aunque se podria
utilizar cualquier programa de
andlisis de imagenes de fluo-
rescencia.

La interpretacién de los re-
sultados del Comet son com-
plicados ya que no hay una re-
lacién simple entre la cantidad
de dafio al ADN causado por
un compuesto y el impacto bio-
l6gico del dafio. Los parametros
mas utilizados para cuantificar
los resultados por ser los que
mas informacién proporcionan
son: “tail % intensity”, “tail leng-
th”y “Olive tail moment”, aun-
que existen muchos otros.

“Tail length” es la distancia
hasta la que ha migrado el ADN
desde la cabeza. “Tail % inten-
sity” es la intensidad relativa de
fluorescencia, y por tanto de
ADN, de la cola respecto a la de
la cabeza. Y por ultimo, “Olive
tail moment” (OTM) es el pro-
ducto de la longitud de la cola
por la cantidad relativa de ADN
contenido en la cola.

OTM = [Media(Cola)
- Media(Cabeza)] x [%
ADN(Cola)] / 100

OTM nos permite
medir tanto los frag-
mentos pequefios de
ADN que han migrado
mucho pero tienen poca
fluorescencia y los gran-
des que casi no han mi-
grado pero tienen mu-
cha fluorescencia.

Aplicaciones:

Es conocido que nu-
merosos ~componentes
naturales presentes en
alimentos y bebidas
considerados saludables
como frutas, verduras,
aceite de oliva, vinos,
infusiones, etc. poseen
propiedades antioxidan-
tes, pero son escasas las eviden-
cias cientificas que demuestren
su proteccion al ADN ante una
situacién de desequilibrio oxi-
dativo. La electroforesis unice-
lular alcalina puede aportar una
valiosa informacion sobre la po-
tencial capacidad que, un deter-
minado componente bioactivo
presente en los alimentos, tiene
para prevenir el dafio oxidativo
en nuestra células.

Este estudio de la prevencién
antioxidativa se puede realizar
tanto en lineas celulares con-
cretas que nos interese estudiar,
como en células tumorales de
tejidos  determinados, lineas
monocitarias, ~cultivos  pri-
marios, células vegetales, etc.,
como en estudios del efecto
genotodxico en modelos anima-
les, ecotodxico, y pro-oxidante o
antioxidante de determinadas
sustancias de interés, asimis-
mo, para estudios del efecto de
determinados alimentos, suple-
mentos alimenticios o medica-
mentos en pacientes con pato-
logias concretas que cursan con
inflamacion y desequilibrios
oxidativos, como la diabetes,
artritis reumatoide, Alzheimer,
enfermedades cardiovasculares,
arteriosclerosis, determinados
tipos de céncer, etc. o el segui-

miento de poblaciones concre-
tas bien con diferentes hdbitos
alimenticios, bien sujetos a con-
diciones ambientales adversas,
radiaciones, fumadores, etc.

Conclusiones:

El uso de la electroforesis uni-
celular alcalina o “Comet As-
say” es una herramienta muy
atil en la determinacién del
dafo genotdxico en general, y
muy especialmente en el daio
oxidativo al ADN generado en
células u organismos. El cre-
ciente numero de publicaciones
en los que se aplica esta técnica,
asi como su implantacién como
técnica de rutina en hospita-
les europeos pioneros, avalan
su aplicabilidad y el potencial
interés de sus resultados. Esta
técnica nos permite estudiar el
comportamiento de determi-
nados componentes alimenti-
cios en la prevencion del dafio
oxidativo al ADN, asi como de
alimentos completos en ani-
males o poblaciones concretas
o la monitorizacién del efecto
preventivo de patrones dietéti-
cos en poblaciones con un alto
riesgo genotoxico.
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Antioxidant, Antiproliferative, and Pro-apoptotic Capacities of
Pentacyclic Triterpenes Found in the Skin of Olives on MCF-7

Human Breast Cancer Cells and Their Effects on DNA Damage
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This research aimed to investigate erythrodiol, uvaol, oleanolic acid, and maslinic acid scavenging
capacities and their effects on cytotoxicity, cell proliferation, cell cycle, apoptosis, reactive oxygen
species (ROS) level, and oxidative DNA damage on human MCF-7 breast cancer cell line. The
results showed that erythrodiol, uvaol, and oleanolic acid have a significant cytotoxic effect and
inhibit proliferation in a dose- and time-dependent manner. At 100 uM, erythrodiol growth inhibition
occurred through apoptosis, with the observation of important ROS production and DNA damage,
whereas uvaol and oleanolic acid growth inhibition involved cell cycle arrest. Moreover, although all
tested triterpenes did not show free radical scavenging activity using ABTS and DPPH assays, they
protected against oxidative DNA damage at the concentration 10 M. Uvaol and oleanolic and maslinic
acids, tested at 10 and 100 uM, also reduced intracellular ROS level and prevented H,O,-induced
oxidative injury. Overall, the results suggest that tested triterpenes may have the potential to provide
significant natural defense against human breast cancer.

KEYWORDS: Pentacyclic triterpenes; Olea europaea; olive oil; human breast cancer; antiproliferative

activity; cell cycle arrest; apoptosis; antioxidant activity; DNA damage

INTRODUCTION

Breast cancer is the leading cause of mortality in women in
developing countries (/). Of all environmental factors known to
influence breast cancer, diet appears to be one of the most signif-
icant (2). Table olives and olive oil constitute regular dietary com-
ponents of the traditional Mediterranean diet, which has been
associated with a low incidence and prevalence of certain types of
cancers, including breast cancer (3, 4). This healthy property is
mainly ascribed to oleic acid (5), phenolic compounds (6), and
squalene (7,8). Nonetheless, other minor components have showed
relevant interesting activities. Among them, erythrodiol, uvaol,
oleanolic acid, and maslinic acid (Figure 1) are the main pentacyclic
triterpenes located in the skin of olive fruits (9). These constituents
are present in virgin olive oil (/0) with higher concentration in olive
pomace oil (/1, 12). Among other biological activities, including
anti-inflammatory and cardioprotective (/3 —15), these triterpenes
were reported to possess antioxidant and antitumor properties.
Indeed, they were shown to prevent lipid peroxidation (16, 17),
protect low-density lipoproteins (LDL) against oxidation (15, 18),
and suppress superoxide anion generation (/9, 20). Furthermore,
these bioactive compounds were found to inhibit the growth of
tumor cell lines from various human cancers (2/—25). Despite

*Author to whom correspondence should be addressed (e-mail
jgaforio@ujaen.es; phone 0034 953212002; fax 0034 953212943).

©2010 American Chemical Society

these numerous papers, to the authors’ best knowledge, to date
there are no available studies regarding the effects of these triter-
penes on breast cancer cells. Therefore, the present study was
undertaken to investigate the antioxidant capacity of erythrodiol,
uvaol, oleanolic acid, and maslinic acid and its relationship to their
antiproliferative capacity and oxidative DNA damage protection,
using MCF-7 cells as a model for malignant breast cancer cells. For
this purpose, we studied triterpenes’ scavenging activity and their
effects on cell growth, cell cycle profile, apoptosis, intracellular
oxidative stress, and DNA oxidative damage.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and Reagents. The following reagents were purchased
from Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO): Hepes buffer; sodium pyruvate;
nonessential amino acids mixture 100x (NEAA); 2,7’ -dichlorofluorescein
diacetate (DCFH-DA); 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2 H-
tetrazolium-5-carboxanilide inner salt (XTT sodium salt); 5-methylphenazi-
nium methyl sulfate, N-methylphenazonium methyl sulfate (PMS); br-all-
rac-o-tocopherol (vitamin E); 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (Trolox); 2,2-diphenyl-1-picylhydrazyl (DPPH); 2,2
azinobis(3-ethylbenzthiazolie-6-sulfonic acid) diammonium salt tablets
(ABTS); phosphate buffer saline (PBS); and Hank’s buffered salt solution
(HBSS). Minimum essential medium with Eagle’s salts (MEM), fetal
bovine serum (FBS), and phenol-red-free Roswell Park Memorial Insti-
tute 1640 medium (RPMI) were obtained from PAA Laboratories GmbH
(Pasching, Austria). TrypLE Express and propidium iodide (PI) were
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Figure 1. Chemical structures of erythrodiol, uvaol, oleanolic acid, and
maslinic acid.

obtained from Invitrogen (Eugene, OR). K,S,0g was obtained from
Panreac Quimica S.A.U (Barcelona, Spain). Culture plates were obtained
from NUNC (Roskilde, Denmark). The PI/RNase Staining Buffer kit,
FITC-conjugated annexin V, and binding buffer were obtained from BD
Biosciences Pharmigen (San Diego, CA.). The comet assay kit was
purchased from Trevigen, Inc. (Helgerman CT, Gaithersburg, MD).

Erythrodiol, uvaol, and oleanolic acid (purity > 97, 98.5, and 99%, re-
spectively) were purchased from Extrasynthese (Genay, France). Maslinic
acid (purity > 80%) was provided by Dr. A. Garcia-Granados, Department
of Organic Chemistry, University of Granada, Spain, and was obtained
according to the patented method (26). Stock solutions of these compounds
were prepared in ethanol and frozen at —20 °C until use. For cell experi-
ments, these stock solutions were then diluted in MEM to reach the desired
concentration. The final concentration of ethanol in the medium was
<0.6% for the highest concentration tested and had no significant effect
on cell viability. Controls also received the same amount of ethanol in all
experiments.

ABTS Radical Scavenging Assay. ABTS cation radical scavenging
activity was determined using a previously reported procedure (27). ABTS
radicals (ABTS'") were obtained by ABTS/H,O 0.5 mM reaction with
K,S,0s for 16 h in the dark at room temperature. ABTS"" was diluted in
ultrapure water until the absorbance at 734 nm was 0.7 (£0.1). Stock
solutions of tested triterpenes and Trolox (as antioxidant reference) in
ethanol (10 mM) were diluted with ultrapure water to reach the assayed
concentrations. Triterpene concentrations ranged from 12.5 to 800 uM,
whereas Trolox concentrations were from 50 to 800 #«M. Twenty micro-
liters of each concentration of triterpene, standard (Trolox), blank (ultra-
pure water), or ethanol control (8%) was added to a 96-well plate. The
reaction was initiated by the addition of 280 uL of ABTS"". Absorbance
readings were taken every 5 min at 30 °C during 120 min in a microplate
reader (TECAN, GENios Plus). All determinations were carried out in
triplicate. The inhibition of ABTS"" was calculated according to the
following percentage of free radical scavenging activity (% RSA) formula:

% RSA = [(Ac(o) = Aa(r))/Ac() x 100]

Where A is the absorbance of the control (blank) at r = 0 and A, is the
absorbance in the presence of the triterpene or standard sample at 7 = 60 min.

DPPH Free Radical Scavenging Assay. The antioxidant activity of
the tested triterpenes against the stable radical DPPH was measured as
previously reported by Brand-Williams et al. (28) with some modifications.
Briefly, a 100 M ethanolic solution of DPPH was mixed with different
ethanolic solutions of triterpenes in 96-well plates at 0.13,0.25,0.5,1,2.5, 5,
and 10 mol of antioxidant/mol of DPPH. a-Tocopherol was used as a stan-
dard antioxidant control in the range of concentration 0.13—1.00 mol ratio.
A sample without antioxidant was also measured as a blank control. The
decrease in absorbance at 520 nm was determined immediately and every
5 min during 120 min in a microplate reader (TECAN GENios plus).
Measurements were performed in triplicate. The inhibition of DPPH radi-
cal was calculated according to the percentage of free radical scavenging
activity (% RSA) described above (at 1 = 60 min).
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Cell Lines and Culture. The MCF-7 (primary human breast cancer)
cell line was obtained from the American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville, MD) and was maintained at 37 °C in a humidified atmosphere
under 5% CO, in MEM supplemented with 10% FBS, 1% Hepes buffer,
1% sodium pyruvate, and 1% NEAA. Cells in the exponential growth
phase were used for all experiments.

MDA-MB-231 (metastatic human breast cancer) and U937 (human
histiocytic lymphoma) cell lines were used to compare the effect of triter-
penes on apoptosis induction. These cell lines were cultivated using the
same MCF-7 culture conditions.

Cytotoxicity Assay. The effect of the tested triterpenes on cell via-
bility was determined by the XTT assay, which is based on the ability of
live cells to cleave the tetrazolium ring, thus producing formazan, which
absorbs at 570 nm (29). A total of 5 x 10°/well MCE-7 cells were grown
onto 96-well plates for 24 h prior to treatment with increasing concentra-
tions of triterpenes, from 12.5 to 100 uM, for another 24 h. Thereafter,
plates were incubated with XTT in RPMI without phenol red for 3 h, and
absorbance was measured at 450 nm wavelength (620 nm as reference) in a
plate reader (TECAN GENios Plus). All measurements were performed in
triplicate, and each experiment was repeated at least three times.

Cell Proliferation Assay. In the proliferation assay, MCF-7 cells were
seeded at a density of 2 x 10°/well onto 96-well culture plates and allowed
to adhere for 24 h. Thereafter, medium was replaced with fresh medium
containing increasing concentrations of tested triterpenes, from 12.5 to
100 «M, and plates were incubated for 24, 48, or 120 h. After each time
point, medium was substituted by a fresh culture medium and cells were
allowed a proliferation period of 120, 96, or 24 h, respectively. Then, plates
were incubated with XTT in RPMI without phenol red for 3 h, and ab-
sorbance was measured at 450 nm wavelength (620 nm as reference) in a
plate reader (TECAN GENios Plus) (§). All measurements were done in
triplicate, and each assay was made twice.

Cell Cycle Assay. MCF-7 cells were seeded in 12-well culture plates at
a density of 1 x 10°/well. After 24 h, the cells were treated with or without
(control) 10 and 100 uM triterpenes under study and incubated for an
additional 24 h. They were then fixed with cold 70% ethanol and stored
at —20 °C for at least 24 h. Cells were subjected to flow cytometry analysis
on an EPICS XL-MCL cytofluorometer (Beckman Coulter, Spain) after
propidium iodide labeling (PI/RNase staining buffer). The percentage of
cells in sub G1, GO/Gl, S, and G2/M phases was calculated using the
FlowJo program (v5.7.2). The experiment was repeated at least three
independent times.

Apoptosis Assay. The percentage of apoptotic cells was determined
using a double staining assay with FITC-conjugated annexin V and prop-
idium iodide (PI). MCF-7 cells (1 x 10°/well) in 12-well culture plates were
treated after 24 h with or without 10 and 100 «M triterpenes for another
24 h. Subsequently, cells were harvested, washed twice in cold PBS, and
resuspended in 100 4L of annexin binding buffer. Cells were stained with
5 uL of annexin V=FITC and 1 uL of PI solution, gently vortexed, and
incubated for 15 min at room temperature in the dark before flow cyto-
metric analysis. The experiment was repeated at least three independent
times.

Detection of Intracellular Reactive Oxygen Species. The genera-
tion of intracellular reactive oxygen species (ROS) was evaluated on the
basis of the intracellular peroxide-dependent oxidation of DCFH-DA to
form a fluorescent compound, DCF, as described by Warleta et al. (8).
Briefly, MCF-7 cells were seeded at a density of 1 x 10*/well on 96-well
plates and grown for 24 h to allow adhesion. Subsequently, the medium
was substituted with a fresh one containing 1, 10, or 100 uM tested triter-
penes, and cells were incubated for another 24 h. Thereafter, cells were washed
two times with HBSS and incubated with fresh DCFH-DA (100 M) for
30 min at 37 °C in 5% CO,. Cells were then washed twice and read in a
plate reader for 30 min (Ex A455/Em 4535, gain 60). The intracellular ROS
level percentage was calculated as

F = [(Fi=30— Fi=)/F =0 x 100]

where F,_ is the fluorescence at r = 0 min and F,_ 3, the fluorescence at
t = 30 min.

Hydrogen peroxide (H,0,), a widely used model of in vitro oxidative
stress, can directly damage DNA, lipids, and other macromolecules,
causing oxidative injury to the cell (30). To evaluate whether erythrodiol,
uvaol, oleanolic acid, or maslinic acid is able to reduce induced oxidative
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Table 1. Percentage of Free Radical Scavenging Activity of Erythrodiol, Uvaol, Oleanolic Acid and Maslinic Acid Measured by Decolorization of ABTS"* (A) and

Reduction of the DPPH Radical (B)®

(R)
Trolox erythrodiol uvaol oleanolic acid maslinic acid
12.5uM ne 3.4940.34 4.0840.55 3.6940.43 4.3940.36
25uM ne 2.61+0.39 359+0.36 3.1940.39 3.91+024
50 uM 17.61+0.38 274+0.26 3.57+0.63 3.19+£043 4.83+0.49
100 uM 32.77+0.77 2.30+0.41 5.02+0.86 2.66 4 0.66 4.3440.37
200 uM 58.70 +1.32 2.8340.56 5.25+1.04 3.62+1.09 5.86+0.46
400 uM 94.99 +0.77 2.08+0.64 4.37+1.05 5.92+1.76 10.03£0.68
800 uM 99.06 +0.24 2.2840.16 4.6041.36 5.60+1.67 18.32+0.86
®)
mol AH/mol/DPPH o-tocopherol erythrodiol uvaol oleanolic acid maslinic acid
0.13 4433 +1.71 — 2.86+0.63 — 0.20+0.07
0.25 71.644+2.10 — 1.69 £ 0.65 — 0.3340.11
0.50 81.50+1.25 — 1.46 £0.61 — 0.75+0.22
1.00 81.24+1.19 — 2.26+057 0.60+0.35 2.08+0.11
2.50 ne 347+£1.14 4.40 +0.64 342+0.29 24.45+0.23
5.00 ne 3.35+0.69 3.42+0.69 2.61+0.61 42.37+£0.44
10.00 ne 8.24+0.63 12.51£1.19 10.48 £1.08 71.93+0.38

“Trolox and a-tocopherol were used as standard antioxidants control. Values represent the mean + SEM of three independent experiments at t= 60 min. ne, not estimated.

—, free radical scavenging capacity was not detected.

stress, cells were challenged with 500 «uM H,0, 30 min before fluorescence
quantification.

All measurements were performed in triplicate, and each experiment
was repeated at least three times.

Alkaline Single-Cell Gel Electrophoresis (Comet Assay). MCF-7
cells were seeded at the density of 1 x 10°/well into 12-well plate cultures.
After 24 h, they were treated with or without 10 and 100 M triterpenes for
an additional 24 h. They were then scraped, washed twice (300g, 10 min,
4 °C) with cold 1x PBS (Ca®>*/Mg>" free), and resuspended in 1 mL of
cold 1x PBS. After that, the comet assay was performed according to the
method of Warleta et al. (8).

To assess whether triterpenes are able to protect against oxidative DNA
damage, cell suspensions were exposed for 10 min to 50 uM H,0, at 4 °C.
Cells washed twice with cold 1x PBS and resuspended in 1 mL of cold
1x PBS were then subjected to the comet assay procedure.

Slide Scoring and Analysis. DNA strand breaks were examined in
a fluorescence microscope (Zeiss Axiovert 200) equipped with a Luca
EMCCD camera (Andor Technology, Belfast, U.K.) under 494 nm excita-
tion and 521 nm emission wavelength using the Komet 5.5 software package
(Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, U.K.). Fifty cell images were randomly
characterized per sample using 20x magnification. Relative fluorescence
between head and tail through the Olive tail moment (Olive_TM) was used
to determine DNA damage.

Statistical Analysis. The results of free radical scavenging activity of
tested triterpenes (% RSA) are presented as the mean of three independent
experiments =+ the standard error of the mean (SEM).

For cell assays, data are displayed as the mean of at least three indepen-
dent experiments + SEM, and results are expressed as a percentage relative
to the untreated control cells, which was defined as 100%. A general vari-
ance analysis (ANOVA) was carried out on all data followed by Fisher’s
LSD test. A p value of <0.05 was considered to be statistically significant.
These statistical analyses were performed using Statgraphics Plus 5.1
statistical software (Statpoint Technologies, Inc., Warranton, VA).

RESULTS

Antioxidant Activity. The free radical scavenging capacity of
triterpenes under study was evaluated by means of ABTS and
DPPH assays. As shown in Table 1, erythrodiol, uvaol, and
oleanolic acid have shown a weak free radical scavenging activity
in both tests. Maslinic acid also exhibited a weak antiradical

activity up to 800 uM and 2.50 mol ratio; however, from 5.00 mol
ratio, a high DPPH scavenging activity was observed (RSA >
70% at 10.00 mol ratio).

Effects of Triterpenes on Cell Survival. MCF-7 cells were
exposed to increasing concentrations, from 12.5 to 100 uM, of
erythrodiol, uvaol, oleanolic acid, and maslinic acid for 24 h, and
then cell survival, compared with untreated controls, was eval-
uated using the XTT assay. As shown in Figure 2, the percentage
of living cells decreased in a dose-dependent manner, respectively,
from 25 and 50 uM erythrodiol and uvaol. It is worth noting that
at the same concentration of 100 «M, the cytotoxic effect induced
by erythrodiol was significantly stronger than that induced by
uvaol (respectively, 12 and 64% of the cells still viable). Related to
triterpenic acids, cell survival dropped slightly by 50 or 100 uM
oleanolic acid (89% of the cells still viable), whereas it was
unaffected by the presence of maslinic acid.

Effects of Triterpenes on Cell Proliferation. The effects of tested
triterpenes on MCF-7 cell proliferation was evaluated with
concentrations ranging from 12.5 to 100 uM after 24, 48, and
120 h of exposure (Figure 3). A dose- and time-dependent
decrease in cell proliferation rate was achieved by erythrodiol
and oleanolic acid. Cell proliferation was almost completely
inhibited 24 h after MCF-7 exposure to 50 uM erythrodiol and
100 uM oleanolic acid (Figure 3A,C). Uvaol, however, showed a
biphasic behavior; an increase in proliferation rate was observed
at the concentration of 12.5 uM, followed by a dose- and time-
dependent proliferation inhibition from 25 uM (Figure 3B).
Finally, maslinic acid increased the MCF-7 cell proliferation rate
(Figure 3D).

Effects of Triterpenes on Cell Cycle and Apoptosis. Figure 4
shows the effects of triterpenes on the different phases of the cell
cycle. MCF-7 treatment with 10 uM erythrodiol induced a
significant increase in the population in G0/G1 phase (8%),
whereas a 100 uM concentration of this compound caused a
marked decrease in the percentage of cellsin GO/G1 (33%) and an
increase in the percentage of cells in sub G1 phase (10-fold higher
than untreated control cells) (Figure 4A). This sub G1 is normally
associated with apoptosis. When cells were treated with a 10 uM
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Figure 2. Effects of triterpenes on MCF-7 cell survival. Cells were treated with different concentrations of erythrodiol, uvaol, oleanolic acid, and maslinic acid for
24 h, and then cell survival was determined by the XTT assay. The results represent the mean -= SEM of three independent experiments.  denotes statistically
significant difference compared with control, which was considered to be 100% (p < 0.05).

concentration of either uvaol or oleanolic acid, no changes on cell
cycle profiles were detected with respect to untreated controls.
At the concentration of 100 M, uvaol induced a significant
increase in GO/G1 phase (8%) and a decrease in S phase (41%)
(Figure 4B). Similarly, 100 uM oleanolic acid caused an increase in
the population in GO/G1 (18%), with a concomitant decrease in the
percentage of cells in the S phase (50%) and G2/M phase (34%)
(Figure 4C). At both concentrations tested, maslinic acid did not
induce significant change in the cell cycle profile (Figure 4D).

Assessment of apoptosis was performed by flow cytometry using
annexin V—FITC and PI labeling, and the percentage of apoptotic
cells was calculated from the ratio of the sum of early plus late
apoptotic cells. Consistent with cell cycle analysis, 100 #M erythr-
odiol strongly induced apoptosis (the apoptotic rate increased
from 12% in control untreated cells to 64%), whereas no effect on
apoptosis induction was observed by the rest of the triterpenes
(Figure 5A).

In the same way, 100 4M erythrodiol strongly induced apoptosis
in MDA-MB-231 and U937 cells (the apoptotic rate increased
from 7 to 83% and from 1 to 80%, respectively). The rest of the
triterpenes did not induce apoptosis in MDA-MB-231, but they
did in U937 cells (Figure 5B).

Effects of Triterpenes on Intracellular ROS Level. Measurement
of intracellular ROS level using the DCFH-DA probe showed a
significant decrease in ROS level in MCF-7 cells after 24 h of
treatment with uvaol, oleanolic acid, and maslinic acid. However,
in the case of erythrodiol, a marked increase in intracellular ROS
level was observed at the concentration of 100 M, whereas no
significant effect was observed at a 1 or 10 uM concentration of
this triterpene (Figure 6A).

To induce intracellular oxidative stress, H,O, was added be-
fore fluorescence measurement. As shown in Figure 6B, H,0, in-
duced oxidative injury on MCF-7 cells. Thereafter, to investigate
the in vitro preventive effect of triterpenes against H,O, oxidative
injury, the intracellular ROS level was measured in MCF-7 cells
previously treated with 1, 10, and 100 uM triterpenes. Our results
revealed that uvaol, oleanolic acid, and maslinic acid protected
against oxidative injury as compared to H,O, control cells in the
range of concentrations tested, whereas, as expected, 100 uM
erythrodiol did not show any protective effect, showing again an
important increase in intracellular ROS level.

Effects of Triterpenes on DNA Integrity and H,0,-Induced
DNA Damage. The effects of triterpenes under study on DNA
integrity and H,O»-induced DNA damage in MCF-7 cells was evalu-
ated using alkaline single-cell gel electrophoresis (comet assay),

and results were expressed as Olive_TM. Olive_TM incorporates
a measure of both the smallest detectable size of migrating DNA
(reflected in the comet tail length) and the number of relaxed/
broken pieces (represented by the intensity of DNA in the
tail) (37). Results showed that neither uvaol, oleanolic acid, or
maslinic acid, at both doses tested, nor erythrodiol, at the lowest
dose, affected DNA integrity. However, significant DNA damage
was produced by 100 uM erythrodiol as compared with control
(Figure 7A).

MCEF-7 treatment with 50 uM H,O, alone for 10 min (control
H,0,) significantly increased Olive_ TM when compared with
control (Figure 7B). Preincubation of MCF-7 cells with a 10 uM
concentration of either erythrodiol, uvaol, or oleanolic acid ex-
erted a preventive effect against H,O,-induced DNA damage
(respectively, 63, 43, and 26% reduction), whereas at 100 uM no
longer was a preventive effect observed. Otherwise, MCF-7 cells
treated with maslinic acid significantly decreased the formation of
single-strand breaks (up to 76% reduction at 100 uM) (Figure 7B).

DISCUSSION

In the present study, we have focused on erythrodiol, uvaol,
oleanolic acid, and maslinic acid, four pentacyclic triterpenes
found in Olea europaea (9—12). Previous papers have described
the antiproliferative properties of these triterpenes against var-
ious cancer cells (2/—25). However, their antitumor capacity
against breast cancer has not yet been studied. Here, we report on
the antiproliferative and antioxidant capacities of these triter-
penes in the MCF-7 human breast cancer cell line, the first such
study to date. Our results suggest that tested triterpenes may have
the potential to provide significant natural defense against human
breast cancer. This conclusion is based on the following findings:
antiproliferative and cytotoxic effects, cell cycle arrest and/or
induction of apoptosis, reduction of intracellular ROS level, and
prevention against oxidative DNA damage, all depending on
dose and chemical structure.

Cytotoxicity, a common preliminary method, is helpful to
determine whether tested compounds have potential antineoplas-
tic properties (32). Furthermore, increased proliferation and de-
creased cell death (apoptosis) are two major processes that contri-
bute to the progression of tumor cell growth. The cytotoxic effect of
oleanolic and maslinic acids has been previously reported on several
tumor cell lines such as A549 (non-small-cell lung cells), SK-OV-3
(ovary), SK-MEL-2 (melanoma), XF-498 (central nervous sys-
tem), HCT-15 (colon), HSC-2 (oral squamous cell carcinoma), and
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Figure 3. Effects of triterpenes on MCF-7 cell proliferation. Cells were £
treated with different concentrations of erythrodiol (A), uvaol (B), oleanolic 8 0 e
o

acid (C), and maslinic acid (D) for 24, 48, and 120 h, and then cell prol-
iferation, using the XTT assay, was determined after a proliferation period
of up to 6 days. The results represent the mean - SEM of two independent
experiments and are expressed as percentage of the control, which was
defined as 100%. * denotes statistically significant difference between
concentrations for each time (p < 0.05). Different letters denote statistically
significant difference between times for each concentration (p < 0.05).

HSG (salivary gland tumor) (33, 34). In addition, the antiproli-
ferative capacity of erythrodiol, uvaol, oleanolic, and maslinic acids
was described in Caco-2 and HT-29 colon cancer cell lines (2/ —23)
and in 1321N1 astrocytoma cell line (24, 25). In this study, our
results showed that erythrodiol, uvaol, and oleanolic acid sig-
nificantly inhibited cell growth and proliferation in a dose- and

Sub G1 G0/G1 5 G2ZM

O Control @ 10 pM maslinic acid B 100 pM maslinic acid

Figure 4. Effects of triterpenes on MCF-7 cell cycle distribution. Cells treat-
ed with 10 and 100 xM erythrodiol (A), uvaol (B), oleanolic acid (C), and
maslinic acid (D) for 24 h were collected and stained with P1 after fixation by
70% ethanol. Following flow cytometry, cell cycle distribution was analyzed
using the FlowJo program. The results represent the mean + SEM of four
independent experiments. * denotes statistically significant difference
compared with control (p < 0.05).

time-dependent manner, the effect of erythrodiol being more
pronounced. Hence, these data suggest that these triterpenes
effectively reduced the malignancy and suppressed the generation
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Figure 5. Effects of triterpenes on apoptosis induction on MCF-7 (A) and MDA-MB-231 and U937 cells (B). Cells treated with 10 and 100 «M erythrodiol,
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apoptotic cells was calculated from the ratio of the sum of early plus late apoptotic cells using the FlowJo program. The results represent the mean £ SEM of
three independent experiments. s denotes statistically significant difference compared with control (p < 0.05).

potential of cancer cells. Uvaol showed a significant proliferative
effect at the lowest dose of 12.5 uM. It has been reported that at
low doses, certain antioxidants can stimulate the growth of some
types of cancer. For instance, vitamin C was found to stimulate
the growth of both human parotid carcinoma cells and human
leukemic cells in vitro (35), and vitamin E was found to enhance
the growth of various prostate cancer cell lines (36). Future work
is needed to clarify the mechanism of stimulation of cancer cell
growth by some antioxidants.

It has been reported that some anticancer agents cause growth
inhibition through interfering with the processes of cell cycle (37)
and some others cause cell death by apoptosis (38). On the one
hand, cell cycle is under strict regulation in the cell with numerous
control points that allow correct progression of the different
phases. In this sense, a delay in progression of the G0/G1, S, or
G2/M cell cycle phases would constitute a cellular defense mech-
anism to allow action of the DNA repair systems (39). On the
other hand, apoptosis is considered to be a physiologically impor-
tant process that functions to eliminate undesired cells during
development and homeostasis of multicelular organisms. There-
fore, to determine whether cell cycle arrest or apoptosis is in-
volved in growth inhibition, we examined cell cycle phase distri-
bution and induction of apoptosis of the triterpene-treated cells
by flow cytometry. Our results indicated that at the concentration
of 100 uM, uvaol and oleanolic acid inhibition of proliferation
appeared to result from inhibition of cell cycle progression,
because these compounds were found to be involved in the action
of the G0/G1 checkpoint and inhibition of DNA replication. The

literature lacks studies on the potential antiproliferative capacity
of uvaol. Nonetheless, recently Martin et al. (25) reported that
uvaol growth-inhibiting activity is associated with the induction
of apoptosis in 1321N1 astrocytoma cells. These authors ob-
served that exposure of 1321NT1 cells to 50 and 100 M uvaol for
18 h induces apoptosis around 40—60%. Instead, and in agree-
ment with our results, Li et al. (40) and Cipak et al. (41) reported
that oleanolic acid, at the concentration of 60 #M, inhibition of
proliferation occurred through G0/G1 phase arrest, respectively,
after 72 and 24 h of exposure in HCT-15 colon adenocarcinoma
cell line and HL-60 leukemic cell line. By contrast, in another
study it was found that oleanolic acid inhibition of proliferation
is mediated via apoptosis in 1321N1 astrocytoma cells treated for
18 h with a 25 uM concentration of this triterpenic acid (24).
Differences in uvaol and oleanolic acid responses are therefore
most likely due to the specific cell type and concentration and
treatment time used. Moreover, in our study, it was found that
uvaol and oleanolic acid did not induce apoptosis in MDA-MB-
231 human breast adenocarcinoma cell line but did in U937 hu-
man leukemic cell line, and it was not dose-dependent. Otherwise,
our results suggest that 100 M erythrodiol inhibition of MCF-7
cell proliferation appeared to result from the occurrence of apop-
tosis. Erythrodiol was also found to strongly induce apoptosis in
MDA-MB-231 and U937 cells. Our findings are in agreement
with others previously reported (23, 25) describing that erythro-
diol antiproliferative activity is associated with the induction of
apoptosis and that erythrodiol apoptotic potential appears to be a
generalized event.
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Figure 6. (A) Intracellular ROS level in MCF-7 cells after triterpene treatment. Cells were treated with different concentrations of erythrodiol, uvaol, oleanolic
acid, and maslinic acid for 24 h, and then intracellular ROS level was measured by DCFH-DA probe. The results represent the mean £ SEM of three inde-
pendent experiments. « denotes statistically significant difference compared with control, which was considered to be 100% (p < 0.05). (B) Capacity of triter-
penes to reduce MCF-7 oxidative stress induced by H,O, addition measured by DCFH-DA probe. The results represent the mean 4 SEM of three independent
experiments. x denotes statistically significant difference compared with positive control (control H,0,), which was considered to be 100% (p < 0.05).

Under our experimental conditions, incubation of MCF-7 cells
for 24 h with maslinic acid did not exert any signs of cytotoxicity
or alter cell cycle parameters, nor did it induce apoptosis. How-
ever, it increased proliferation rate. Our results are in contrast
with others reported previously describing the antiproliferative
and apoptosis-inducing effect of maslinic acid on colon and brain
cancers (21,22, 24,42, 43). On the other hand, it was observed
that maslinic acid induces apoptosis in U937 leukemic cells. Dif-
ferences in susceptibility to maslinic acid may be therefore due to
differences in the nature of the cell line. Further studies should be
done to understand the mechanism by which maslinic acid
stimulates MCF-7 cells proliferation.

It has been reported that many anticancer compounds exert
antitumor activity including antioxidant mechanism (44). The
triterpenes under study have been previously reported to possess
antioxidant properties in a variety of experimental systems (/5 —20).
However, to the authors’ best knowledge, very little is known about
the triterpenes’ free radical scavenging activity. Using ABTS and
DPPH chemical assays, our results indicated that the tested triter-
penes lack free radical scavenging capacity. Accordingly, Yang
et al. (45) reported that oleanolic and maslinic acids did not pos-
sess DPPH scavenging capacity up to the concentration of 200 uM.
Nonetheless, in our study it was found that at very high mole ratio
(up to 5.00 mol), maslinic acid exhibited a high DPPH scavenging
capacity. Furthermore, we recently reported that maslinic acid,
unlike the rest of the triterpenes, acts as an efficient peroxyl radical
scavenger as assessed by the ORAC assay (15).

On the other hand, at present, overwhelming evidence indicates
that ROS are involved in both the initiation and progression of
cancer (46). In this sense, the cancer chemopreventive properties
of antioxidants are generally believed to be due to their ability to

scavenge endogenous ROS (47). Furthermore, oxidative stress
may result in an increase in oxidative damage and can be caused
either by an overproduction of free radicals and ROS or by an
impairment of the endogenous antioxidant system. In this paper,
DCFH-DA assay results showed that uvaol and oleanolic and
maslinic acids decreased significantly the steady-state generation
of ROS by MCF-7 in culture. In addition, it was found that in-
creased levels of ROS generated during the oxidative stress
period (30 min of H,0, exposure) were quenched in cells pre-
treated with these triterpenes. Overall, our data indicate that in
the cellular system, uvaol and oleanolic and maslinic acids be-
haved as antioxidants, reducing both endogenous and exogenous
ROS levels.

On the other hand, ROS levels have been shown to play an
important role in the initiation and execution of apoptosis of
many anticancer compounds (48). In this sense, erythrodiol,
uvaol, oleanolic acid, and maslinic acid induction of apoptosis
was found to be preceded by ROS generation in astrocytome
cells (24, 25). The same effect was observed by maslinic acid in
HT-29 cells (42). On basis of these observations, in our study the
increase in intracellular ROS level in MCF-7 cells treated with
100 uM erythrodiol may be related to apoptosis induction.
Further experiments should be performed to study the detailed
mechanism of apoptosis.

The comet assay provides a simple and effective method for
evaluating DNA damage at the single-cell level. As expected,
MCF-7 cell treatment with uvaol, oleanolic acid, or maslinic acid
showed no genotoxicity at both doses tested. Similarly, 10 uM
erythrodiol did not induce DNA damage. By contrast, and con-
sistent with apoptosis and ROS results, 100 #uM erythrodiol was
found to produce high DNA damage.
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was considered to be 100% (p < 0.05).

H,0, is suggested to cause DNA strand breakage by the genera-
tion of hydroxyl radicals (OH") through the Fenton or Fenton-like
reactions (49). In fact, in our study it was found that preincubation
of MCF-7 cells with H,O, for 10 min caused marked DNA
damage. Very little is known regarding the effect of the tested
triterpenes against DNA-induced oxidative injury, and only Ovesna
et al. (50) have previously reported the effect of oleanolic acid
against H,O»-induced DNA damage. These authors concluded that
this triterpene significantly reduced DNA-induced oxidative injury
in leukemic L1210, K562, and HL-60 cells in the concentration
range from 2.5 to 10 uM. In agreement, in our experiment it was
found that at 10 uM, oleanolic acid, as well as erythrodiol and
uvaol, exhibited a protective effect against DNA damage caused
by H>O,. However, no longer was a protective capacity observed
when tested at 100 uM. By contrast, maslinic acid displayed a
protective capacity at both doses tested.

According to Iliakis et al. (57), the DNA damage response is a
hierarchical process; to allow time for DNA repair, the cells
activate checkpoint pathways that delay the normal progression
of the cell cycle. Checkpoints, together with repair and apoptosis,
are integrated in a circuitry that determines the ultimate response
of a cell to DNA damage. Therefore, our results, taken together,
suggest that at low dose (10 uM), erythrodiol, uvaol, oleanolic
acid, and maslinic acid in a dose-independent manner act as anti-
oxidants scavenging superoxide and hydroxyls radicals produced
by H,0,, thus preventing the impairment of mitochondrial
function and consequently avoiding MCF-7 cell death. However,

the absence of protective activity against DNA-induced damage
in MCF-7 cells pretreated with high doses (100 #M) of erythro-
diol, uvaol, and oleanolic acid may be linked to their capacity to
activate other signaling pathways, resulting in cell cycle arrest
and/or apoptosis and, thus, proliferation inhibition. Additional
experiments to get a better understanding of the triterpenes’ mecha-
nisms of action are in progress.

In relation to the chemical structures, these pentacyclic triter-
penes can be classified as alcoholic or acid (Figure 1). Although
the structure and activity relationships of these pentacyclic
triterpenes are far from clear, it seems that the —CH,OH group
at C-28 enhances the cytotoxic capacity of the triterpenic diols as
compared to triterpenic acids (—COOH at C-28). In addition, the
pro-apoptotic capacity of erythrodiol may be related to the
presence of two methyl groups at C-20. Maslinic acid differs
from the other triterpenes by the presence of an additional —OH
group at C-2, which appears to suppress the cytotoxic effect and
confer it antioxidant activity.

To the authors’ best knowledge, to date, there are no studies
reporting the bioavailability of these triterpenes. Therefore, it is
difficult to predict the presence of these compounds or their
derived metabolites in the blood after consumption of a triter-
pene-rich diet. In any case, the concentrations used in the present
study are similar to those previously reported (27—25).

In conclusion, our results provide new insight into the anti-
carcinogenic action of erythrodiol, uvaol, oleanolic acid, and
maslinic acid in human breast cancer. Moreover, our findings
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support the hypothesis that these triterpenes, isolated in apprecia-
ble higher amounts from the non-glyceride fraction of pomace
olive oil, may be considered as valuable molecules for use as can-
cer chemotherapeutic or chemopreventive agents.
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Until now, very little has been known about the antioxidant capacity of squalene and its effect on human
breast tumourigenesis. In the present work, we investigated squalene’s scavenging properties and its
effect on cell proliferation, cell cycle profile, apoptosis, reactive oxygen species (ROS) level and oxidative
DNA damage, using human breast cell lines. Our results showed that squalene neither possesses scaveng-
ing activity nor significantly alters cell proliferation rates, the cell cycle profile or cell apoptosis in human
mammary epithelial cells (MCF10A), minimally invasive (MDA-MB-231) breast cancer cells, and highly
invasive (MCF7) breast cancer cells. However, we found that squalene did exert the following effects
on MCF10A epithelial cells in a dose-dependent manner: (a) it decreased intracellular ROS level, (b) it
prevented H,0,-induced oxidative injury, and (c) it protected against oxidative DNA damage. Interest-
ingly, squalene did not exert these effects on MCF7 and MDA-MB-231 cancer cells. Therefore, our data
suggest that squalene, found in high amounts in virgin olive oils, could be partially responsible for the
lower incidence of breast cancer in populations that consume the Mediterranean diet due to its protective

activity against oxidative DNA damage in normal mammary cells.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Olive oil is the principal source of fat in the Mediterranean diet
(Pérez-Jiménez et al., 2005). Consumption of olive oil has been
associated with a low incidence and prevalence of cancer, includ-
ing breast cancer (Escrich et al., 2006; Owen et al., 2000a). It has
been suggested that the lower risk of breast cancer associated with
high olive oil consumption may be due to the presence of squalene
(Newmark, 1997).

Abbreviations: AAPH, 2,2'-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride;
ABTS, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid); CPT, camptothecin;
DCFH-DA, 2',7'-dichlorofluorescein diacetate; DMSO, dimethyl sulfoxide; DPPH,
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; EMCCD,
electron-multiplying charge coupled device; FBS, foetal bovine serum; FITC,
fluorescein isothiocyanate; FL, fluorescein; HBSS, Hank’s balanced salt solution;
HuMEC, human mammary epithelial cells medium; LMA, low melting point
agarose; MEM, minimum essential medium; NEAA, non-essential amino acids;
NMA, normal melting point agarose; ORAC, oxygen radical absorbance capacity;
PBS, phosphate buffer saline; PI, propidium iodide; PMS, phenazine methosulphate;
ROS, reactive oxygen species; RPMI, Roswell park memorial institute 1640 medium;
TOC, o-tocopherol; XTT, (3’-{1-[(phenylamino)-carbonyl]-3,4-tetrazolium}-bis(4-
methoxy-6-nitro) benzenesulfonic acid hydrate).

* Corresponding author. Tel.: +34 953212002; fax: +34 953211851.

E-mail address: jgaforio@ujaen.es (J.J. Gaforio).

0278-6915/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fct.2010.01.031

Squalene (2,6,10,15,19,23-hexamethyl-2,6,10,14,18,20-tetraco-
sahexane) is a triterpenic hydrocarbon present at high concentra-
tions in shark liver and virgin olive oils. In virgin olive oil, it is
the major hydrocarbon (more than 90%), with content ranging
from 0.8 to 13 g/kg (Allouche et al., 2007; Cert et al., 2000; Owen
et al., 2000b). Squalene, an intermediate metabolite in cholesterol
metabolism, is considered a remarkable bioactive substance, with
several interesting biological activities, including antioxidant and
antitumour properties (Owen et al., 2000a). Indeed, in vitro exper-
imental evidence indicates that this compound is a highly effective
singlet oxygen scavenging agent (Saint-Leger et al., 1986) and a
chemopreventive agent against chemically-induced cancer (Smith,
2000; Sotiroudis and Kyrtopoulos, 2008). Moreover, squalene is
able to inhibit aberrant hyperproliferation, an event that precedes
mammary tumourigenesis in vivo (Katdare et al., 1997), and to play
a tumour-inhibiting role in animal models (Murakoshi et al., 1992;
Newmark, 1997; Rao et al., 1998).

Despite evidence suggesting its anticarcinogenic and antitu-
mour properties, there are no available studies on the effects of
squalene either on human breast tumour or human mammary
epithelial cells. Therefore, the aim of this paper was to investigate
squalene’s possible antioxidant effects and their relation to its anti-
proliferative capacity and oxidative DNA damage protection in
both human breast cancer cell lines (MCF7 and MDA-MB-231)
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and an immortalized non-tumourigenic human mammalian epi-
thelial cell line (MCF10A). For this purpose, we studied squalene’s
scavenging activity and its effects on cell proliferation, cell cycle
profile, apoptosis, intracellular oxidative stress and DNA oxidative
damage.

2. Materials and methods
2.1. Materials

The following were purchased from Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO): Hepes
Buffer; Sodium Pyruvate; non-essential amino acids mixture 100x (NEAA); 2,7~
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA); dimethyl sulfoxide (DMSO); 2,3-bis(2-
methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide inner salt
(XTT sodium salt) purity >90%; 5-methylphenazinium methyl sulfate; N-methyl-
phenazonium methyl sulfate (PMS) purity ~98%; 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-
2,6,10,14,18,20-tetracosahexane  (squalene CAS 111-02-4) purity >98%;
DL-all-rac-o-tocopherol (Vitamin E CAS 10191-41-0 (TOC)) purity >96%; 6-hydro-
xy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox™ CAS 53188-07-1 (TR))
purity >97%; 2,2’-azobis (2-methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH) purity
~97%; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) purity ~90%; (S)-(+)-camptothecin
(CAS 7689-03-4 (CPT)) purity ~95%; 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sul-
phonic acid) diammonium salt tablets (CAS 30931-67-0 (ABTS)); PBS; HBSS. Mini-
mum essential medium with Eagle’s salts (MEM), foetal bovine serum (FBS) and
phenol-red-free Roswell Park Memorial Institute 1640 medium (RPMI) were ob-
tained from PAA Laboratories GmbH (Pasching, Austria). TrypLE Express, HUMEC
ready medium Kit, fluorescein (FL) and propidium iodide (PI) were obtained from
Invitrogen (Eugene, OR). K,S,0g (CAS 7727-21-1) was obtained from Panreac Quimi-
ca S.A.U. (Barcelona, Spain). Culture plates were obtained from NUNC™ (Roskilde,
Denmark). The PI/RNase Staining Buffer kit, FITC-conjugated Annexin V and Binding
Buffer were obtained from BD Biosciences Pharmigen (San Diego, CA.). The comet as-
say kit was obtained from Trevigen, Inc. (Helgerman CT, Gaithersburg, MD).

2.2. Estimation of radical scavenging activity by the DPPH test

The antioxidant activity of squalene against the stable radical DPPH was mea-
sured as previously reported (Brand-Williams et al., 1995) with some modifications.
Briefly, 100 M ethanolic solution of DPPH was mixed with different ethanolic solu-
tions of squalene in 96-well plates at 0.06, 0.13, 0.25, 0.5 and 1 mol of antioxidant/
moles of DPPH. a-Tocopherol (TOC) was used as a standard antioxidant control and
a sample without antioxidant was also measured as a blank control. The decrease in
absorbance at 520 nm was determined immediately and every 5 min for 2 h in a
microplate reader (TECAN, GENios Plus). Measurements were performed in
triplicate.

The inhibition of the DPPH radical was calculated according to the following
percentage of radical scavenging activity (% RSA) formula:

% RSA = [(Acio) — An) /Ac] x 100

where A is the absorbance of the control at t = 0 min and A, is the absorbance of
the antioxidant at t =50 min.

2.3. ABTS radical scavenging assay

ABTS cation radical scavenging activity was determined using a previously re-
ported procedure (Re et al., 1999). ABTS radicals (ABTS™) were obtained by ABTS/
H,0 0.5 mM reaction with K;S,0g for 16 h in the dark at room temperature. ABTS*
was diluted in ultrapure water until absorbance at 734 nm was 0.7 (£0.1). Squalene
and Trolox™ (as antioxidant reference) were dissolved in ethanol to yield a 10 mM
stock solution and diluted with ultrapure water to the assayed concentrations.
Twenty microliters of each concentration of squalene, standard (Trolox™), blank
(ultrapure water) or ethanol control (8%) were added to a 96-well plate. The reac-
tion was initiated by the addition of 280 pL of ABTS". Absorbance readings were ta-
ken every 5 min at 30 °C for 2 h in a microplate reader (TECAN, GENios Plus). All
determinations were carried out in triplicate.

The inhibition of ABTS™ was calculated according to the percentage of radical
scavenging activity (% RSA) described above (at t = 30 min).

2.4. ORAC assay

Squalene’s peroxyl radical scavenging activity was measured by the ORACg; as-
say as previously described (Prior et al., 2003). A stock solution of squalene was
reconstituted in DMSO and then diluted in PBS. A stock solution of Trolox™, as ref-
erence antioxidant control, was also diluted in DMSO and diluted in PBS. The assay
was carried out in 96-well plates with a final volume of 160 pL. Samples were run in
triplicate. Fluorescein (48 nM) was mixed with various concentrations of squalene,
standard (Trolox) or blank (PBS) containing at final volume 1% DMSO (v/v). Plates
were incubated for 15 min at 37 °C. The assay was initiated by the addition of AAPH
(100 mM), and fluorescence readings (ExX. 24g5/Em. /520 nm) were taken every 5 min

at 37 °C for 160 min in a microplate reader (TECAN GENios Plus). Final results were
calculated based on the difference in the area under the fluorescence decay curve
(AUC) between the blank and each sample. The AUC formula was:

AUC =1+ fi/fo +fao/fo+f/fo+fa/fo+ -+ fao/fo.

Results were expressed as micromolar Trolox™ equivalents (TE) calculated
using the line equation from the standard curve:

TE = (Y - b)/m

where Y is the net AUC (AUCsampie — AUCcontro), M is the slope and b is the
Y-intercept.

2.5. Cell culture

Highly invasive MDA-MB-231 human breast cancer cells (oestrogen and pro-
gesterone receptor-negative), minimally invasive MCF7 human breast cancer cells
(oestrogen and progesterone receptor-positive), and immortalized non-tumouri-
genic human breast epithelial cells (MCF10A), were obtained from American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Breast tumour cells (MCF7 and
MDA-MB-231) were grown as monolayer cultures in MEM supplemented with
10% FBS, 1% Hepes Bulffer, 1% Sodium Pyruvate and 1% NEAA. Human mammary epi-
thelial cells (MCF10A) were cultivated in HUMEC Ready Medium. All cell lines were
maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO,. Cells were routinely
subcultured using TrypLE Express solution (Invitrogen). Cells in the exponential
growth phase were used for all experiments.

2.6. XTT cell proliferation assay

Cell proliferation, measured as the cellular growth of treated cells versus un-
treated controls, was carried out using an XTT-based assay according to Scudiero
et al. (1988) with some modifications. Briefly, cells were seeded into 96-well cul-
ture plates. After overnight incubation to allow cell attachment, medium was re-
moved and replaced with fresh medium containing squalene at a series of
concentrations and plates were incubated for 24, 48 or 120 h followed by a 6 day
proliferation period (incubation with fresh medium). At these three time points,
plates were incubated with XTT in RPMI without Phenol-Red for 3 h and absorbance
was measured at 450 nm wavelength (620 nm as reference) in a plate reader (TE-
CAN GENios Plus). Viability was calculated using the formula:

% viable cells = [(Ateated celts)/ (Acontral)] X 100

where A is the difference in absorbance between optical density units
(A= 0Das0 — ODg20)

All measurements were performed in triplicate and each experiment was re-
peated at least three times.

2.7. Cell cycle assay

Cells were seeded in 12-well culture plates and treated with different doses of
squalene for 24 h. After incubation, cells were fixed with cold 70% ethanol and
stored at —20°C for at least 24 h. Subsequent to propidium iodide labeling (PI/
RNase Staining Buffer), cells were analyzed by flow cytometry (EPICS XL-MCL, Beck-
man Coulter, Spain). The Flow]Jo program (v5.7.2) was used to calculate the percent-
age of cells in Go/G;, S and G,/M phases. Each experiment was repeated at least
three independent times.

2.8. Analysis of apoptosis

The percentage of apoptotic cells was determined using a double staining assay
with FITC-conjugated Annexin V and propidium iodide (PI). Briefly, after cell
exposure to squalene for 24 h, cells were harvested, washed twice in cold PBS
and resuspended in 100 pL Annexin Binding Buffer. Cells were stained with 5 pL
Annexin V-FITC and 1 pL PI solution, gently vortexed and incubated for 15 min at
room temperature in the dark before flow cytometric analysis. As a positive control,
cells were treated with 1 ©M camptothecin (CPT). Each experiment was repeated at
least three independent times.

2.9. Detection of intracellular reactive oxygen species

Intracellular reactive oxygen species (ROS) levels were measured after 24 h of
treatment with different doses of squalene, or TOC as a positive control, using the
cell-permeable fluorescent probe, 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA),
as previously described (Wang and Joseph, 1999) with some modifications. In brief,
after incubation, cells were washed two times with Hank's buffered salt solution
(HBSS) and incubated with fresh DCFH-DA (100 uM) for 30 min at 37 °C in 5%
CO,. Cells were then washed twice and read in a plate reader for 30 min (Ex.
Jags/EM. 2s3s, Gain 60). The intracellular ROS level percentage was calculated as
follows:

F = [(Ftso — Fto) /Fto] x 100

where Fty is the fluorescence at t =0 min and Ft3o the fluorescence at t =30 min.
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It has been reported that the addition of H,0, increases oxidative stress in cul-
tured cells (Lee et al., 2006). Therefore, in order to evaluate the protective capacity
of squalene against induced oxidative stress, H,0, at 500 pM was added 30 min be-
fore the fluorescence quantification.

All tests were run in triplicate for each experimental condition and each exper-
iment was repeated at least three times. All experiments were conducted using
iron-free mediums (MEM and HUMEC).

2.10. Alkaline single-cell gel electrophoresis (comet assay)

At 24 h, cells treated with squalene were scraped into 12-well culture plates,
washed twice (300g 10 min, 4 °C) with cold 1X PBS (Ca®*/Mg?* free) and then resus-
pended in 1 ml of cold 1X PBS. In order to evaluate squalene’s ability to protect
against oxidative DNA damage, cell suspensions were exposed for 10 min to
50 UM H,0, at 4 °C. After that, cells were washed twice and frozen in FBS-DMSO
(90:10, v/v) at —80 °C until the comet assay procedure.

DNA single strand break by alkaline microgel electrophoresis was performed
according to Singh et al. (1988) with some modifications. Cells were thawed in a
bath at 37 °C, centrifuged (300g 10 min, 4 °C) in cold MEM with 25% FBS and resus-
pended in cold 1X PBS to a density of 1.65 x 10° cells/ml. Cells were then suspended
in melted and cooled (at 40 °C) low melting point agarose (LMA). Cell suspensions
(50 pL) were spread over a sample area of pre-warmed 1% normal melting point
agarose (NMA) precoated CometSlide™ slides (Trevigen, Inc.). After 15 min at
4°C in the dark, slides were immersed in cold Lysis Solution (Trevigen, Inc.) at
4 °C for 30 min to dissolve lipids and proteins. In order to separate the two DNA
strands, slides were then immersed in fresh Alkaline Solution (pH>13) for
30 min at room temperature in the dark. Electrophoresis was performed in a refrig-
erated black electrophoresis tank containing cold Alkaline Electrophoresis Solution
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13) at 25 V (1 V/cm) and 300 mA for 40 min. The
slides were washed twice with distilled water for 10 min and neutralized with
10 mM Tris-HCl, pH 7.5 for 5 min, followed by immersion in 70% ethanol for
5 min, and air-dried overnight at room temperature. Slides were stained with Sybr
green before scoring.
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Fig. 1. Radical scavenging activity was measured by the reduction of the DPPH
radical (100 pM) by ethanolic solutions of squalene (A) or a-tocopherol (TOC) (B)
for a period of 120 min. The mole ratios [mole antioxidant/mole DPPH] assayed
were between 0.06 and 1. The relative radical scavenging activity (RSA) of squalene
at 50 min was <5% even at higher ratios (2.50, 5.00 and 10.00) (data not shown)
while the RSA of Trolox™ was 50% at 0.16 mol ratio.

2.11. Slide scoring and analysis

DNA strand breaks were examined in a fluorescence microscope (Zeiss Axiovert
200) equipped with Luca EMCCD camera (Andor Technology, Belfast, UK) under
494 nm excitation and 521 nm emission wavelength using the Komet 5.5 software
package (Kinetic Imaging Ltd., Liverpool, UK). Fifty cell images were randomly char-
acterized per sample using 20x magnification. Relative fluorescence between head
and tail through the olive tail moment (Olive_TM) was used to determine DNA
damage. Olive_TM is defined as the product of the Tail Moment Length and the frac-
tion of DNA in the tail.

Olive_TM = [(tail(mean) — head(mean)) x tail(% DNA)]/100.

2.12. Statistical analysis

Results are presented as mean (+SEM), except for cell proliferation results. For
this assay, results are presented as mean (+SD). Results are expressed as a percent-
age relative to the control, which was defined as 100%. Statistical analysis was per-
formed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher’s LSD test.
Values of p <0.05 were considered significant. STATGRAPHICS Plus 5.1 statistical
software (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, Virginia, USA) was used for the
statistical analysis.

3. Results
3.1. Antioxidant activity

Radical scavenging capacity was determined using DPPH, ABTS
and ORAC assays.

The antiradical activity of squalene, as measured by scavenging
activity in the DPPH radical assay (Fig. 1A) or in the ABTS cationic
radical assay (Fig. 2A), indicates that squalene at up to 10 mol ratio
[mole antioxidant/mole DPPH] does not possess antiradical
activity, nor does it possess such activity at up to 800 uM. TOC
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Fig. 2. ABTS radical cation (ABTS") antioxidant activity of ethanolic solutions of
squalene (A) or Trolox™ (B) up to 800 uM were measured by decolorization of
ABTS* for 120 min. Relative radical scavenging activity (RSA) for all assayed
concentrations of squalene at 30 min was <4% while the RSA of Trolox™ reached
50% at 143.57 uM.
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Fig. 3. Peroxyl antiradical activity was performed by the ORACFL assay on a range
of concentrations of squalene from 3.12 to 400 uM (A) or Trolox™ from 12.5 to
100 uM (B) for 160 min. Results show how squalene failed to reduce the AAPH-
induced peroxyl radical at all assayed concentrations compared with Trolox™. TE
for any one of the squalene concentrations assayed was close to zero, indicating the
absence of peroxyl scavenging activity (data not shown).

and Trolox were used as antioxidant standard controls for the
DPPH (Fig. 1B) and ABTS (Fig. 2B) assays, respectively.

Squalene’s peroxyl radical scavenging activity, measured by the
ORACy. assay, shows the absence of a protective effect against
AAPH-induced peroxyl radical activity (Fig. 3A), as compared with
Trolox’s antiradical activity (Fig. 3B).

3.2. Effect of squalene on cell proliferation

To observe the effect of squalene on both human breast cancer
cell lines (MCF7 and MDA-MB-231) and on the immortalized non-
tumourigenic human mammary epithelial cell line (MCF10A), cells
were treated with various concentrations of squalene ranging from
3.12 to 50 uM for 24, 48 and 120 h. Squalene had no significant ef-
fect on the cell proliferation rates of both MCF7 and MCF10A cells
(Fig. 4A and C). Unexpectedly, a slight increase in MDA-MB-231
cell proliferation was observed, although it was not statistically
significant (Fig. 4B).

3.3. Effect of squalene on the cell cycle

A flow cytometry assay after PI staining allows cell cycle analy-
sis. MCF7, MDA-MB-231 and MCF10A cells were treated with 12.5,
50 and 200 pM squalene to evaluate interference with the cell cy-
cle. The results revealed that after 24 h of squalene treatment, no
significant effect was observed on the cell cycle in any one of the
three cell lines tested (data not shown).

3.4. Effect of squalene on apoptosis

The extent of apoptosis was assessed by flow cytometry analy-
sis following 24 h exposure of cells to different doses of squalene

(12.5, 50 and 200 uM). Apoptosis was detected using Annexin-V-
FITC (AV) and PI labeling. The percentage of apoptotic cells was cal-
culated from the ratio of the sum of early plus late apoptotic cells
to all cells (apoptotic and whole cells). Flow cytometric analysis
revealed that treatment with squalene for 24 h did not induce
apoptosis in human breast epithelial cells (MCF10A), nor did it in-
duce apoptosis in human breast cancer cells (MCF7, MDA-MB-
231), when compared with controls (data not shown).

3.5. Effect of squalene on intracellular ROS production

Measurement of intracellular ROS levels using the DCFH-DA
probe showed a significant and dose-dependent decrease in ROS
levels in MCF10A cells after 24 h treatment with increasing con-
centrations of squalene from 3.12 to 50 uM. At the highest con-
centration (50 uM), squalene reduced ROS production by more
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Fig. 4. In vitro cell proliferation of MCF7, MDAMB-231 and MCF10A cell lines after
squalene (SQ) treatment was determined by colorimetric XTT-based assay at 24 h
(A), 48 h (B) and 120 h (C). Although MDA-MB-231 showed a slight increase in cell
proliferation, no difference at p <0.05 was detected in any cell line. Higher
concentrations of squalene up to 400 uM showed similar effects (data not shown).
Values represent the mean+SD of three independent experiments and are
expressed as a percentage of the control, which was defined as 100%.
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Fig. 5. Intracellular ROS levels were measured by DCFH-DA probe in MCF7, MDA-MB-231 and MCF10A cell lines after treatment with squalene (SQ) (A) or a-tocopherol (TOC)

(B) for 24 h. Squalene significantly decreased intracellular ROS levels, in a dose-depe

ndent manner, in MCF10A cells but not in MCF7 and MDA-MB-231 cells. TOC significantly

decreased the intracellular ROS level in a dose-dependent manner in both breast cancer and mammary epithelial cell lines. Results are displayed as mean + SEM for three
independent experiments. Significant differences were determined relative to the control, which was considered to be 100%, at p < 0.05 ( MCF7, # MDA-MB-231, * MCF10A)

using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher’s LSD test.

than 50% compared with the untreated control. Interestingly,
squalene did not change intracellular ROS levels for either of
the human breast cancer cell lines tested (MCF7, MDA-MB-231)
(Fig. 5A).

TOC, used as an antioxidant reference compound, exhibited a
significant decrease in ROS levels, with a greater than 50% reduc-
tion compared with untreated cells in each of the cell lines assayed
(MCF10A, MCF7 and MDA-MB-231) (Fig. 5B).

To induce intracellular oxidative stress, H,O, was added before
fluorescence measurement. H,O, induces oxidative injury on
MCF7, MDA-MB-231 and MCF-10A cells in vitro (data not shown).
In order to investigate the in vitro preventive effect of squalene
against H,0, oxidative injury, intracellular ROS levels were mea-
sured in cells previously treated with squalene for 24 h at increas-
ing concentrations from 3.12 to 50 pM. Interestingly, whereas
squalene did not prevent oxidative stress injury in MCF7 and
MDA-MB-231 breast tumour cells, MCF10A epithelial cells showed
a significant decrease (up to 60% reduction) in intracellular ROS
levels, in a dose-dependent manner (Fig. 6A). In contrast, at even
the lowest concentration (3.12 uM), TOC was able to reduce oxida-
tive injury in both the tumour cells and the epithelial cells (Fig. 6B).
However, squalene was more effective at reducing oxidative injury
to MCF10A epithelial cells than TOC.

3.6. Preventive effect of squalene against oxidative DNA damage

We measured the preventive effect of squalene against H,0,-in-
duced DNA damage in MCF10A, MCF7 and MDA-MB-231 cells
using alkaline single-cell gel electrophoresis (comet assay). Squa-
lene’s potential to reduce oxidative DNA damage was expressed
as Olive_TM. Olive_TM incorporates a measure of both the smallest
detectable size of migrating DNA (reflected in the comet tail
length) and the number of relaxed/broken pieces (represented by
the intensity of DNA in the tail) (Singh et al., 1988).

Pre-incubation of MCF10A cells with increasing concentrations
of squalene for 24 h exerted a significant, dose-dependent preven-
tive effect against H,0,-induced DNA damage (p < 0.001) (Fig. 7A).
However, squalene did not show any preventive effect against the
formation of single-strand breaks in MCF7 and MDA-MB-231 tu-
mour cells. An increase in oxidative DNA damage was observed
in the MDA-MB-231 cell line, but this increase was not statistically
significant (p = 0.23) (Fig. 7B).

4. Discussion

Case control studies have shown an inverse correlation between
olive oil consumption and the incidence of breast cancer (Escrich
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Fig. 6. The capacity of squalene (SQ) (A) or a-tocopherol (TOC), as antioxidant control (B), to reduce an oxidative burst induced by the addition of H,0, (500 pM) on MCF7,
MDA-MB-231 or MCF10A cell lines was measured by DCFH-DA probe. Squalene prevented the oxidative injury induced in MCF10A cells, in a dose-dependent manner, but this
preventive effect was not observed in MCF7 and MDA-MB-231 cells. Interestingly, TOC significantly reduced oxidative injury in all three cell lines, even at the lowest
concentration (3.12 uM). Results are expressed as mean + SEM for three independent assays. Significant differences were determined relative to the positive control (treated
with H,0,), which was defined as 100%, at p < 0.05 (+ MCF7, # MDA-MB-231, * MCF10A) using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher’s LSD test.

et al., 2006; Owen et al., 2000a). It has been suggested that the low-
er risk of breast cancer associated with olive oil consumption may
be due to squalene (Newmark, 1997), a minor compound present
in virgin olive oil in quantities as high as 13,000 mg/kg (Allouche
et al.,, 2007). The average daily dietary intake of squalene in Med-
iterranean countries is in the range of 200-400 mg/day (Sotiroudis
and Kyrtopoulos, 2008).

Experiments in rodents suggest that squalene exhibits antitu-
mour activity against skin, colon, sarcoma and lung cancer
(Murakoshi et al., 1992; Ohkuma et al., 1983; Rao et al., 1998;
Smith et al., 1998). It has also been shown that squalene inhibits
the in vitro growth of neuroblastoma cells (Das et al., 2003). The
mechanism proposed to explain the activity of squalene is based
on its strong inhibitory action on beta-hydroxy-beta-methylgluta-
ryl-CoA reductase catalytic activity in vivo. This activity affects Ras
p21 farnesylation, signal transduction and cellular proliferation
(Newmark, 1997). Nevertheless, very little is known about the ef-
fect of squalene on human breast tumourigenesis.

Our data suggest that squalene treatment did not exert any sig-
nificant influence on MCF10A, MCF7 and MDA-MB-231 cell prolif-
eration. (We did observe a slight increase in MDA-MB-231 cell
proliferation, but the increase was not statistically significant.)
Das et al. (2008) have hypothesized that squalene might support

the growth of a small fraction of tumour stem cell-like cells having
a very high tumourigenic capacity after cisplatin treatment. In
addition, it has been reported that at low-doses, certain antioxi-
dants can stimulate the growth of some types of cancer. For exam-
ple, vitamin C was found to stimulate the growth of both human
parotid carcinoma cells and human leukemic cells in vitro (Prasad
et al.,, 2001), and vitamin E was found to enhance the growth of
various prostate cancer cell lines (Bureyko et al., 2009). Beta-caro-
tene, an antioxidant structurally similar to squalene, increased the
incidence of lung cancer among male heavy cigarette smokers
(Paolini et al., 2003). Future work is needed to clarify the mecha-
nisms of stimulation of cancer cell growth by some antioxidants.

In the present study, the effect of squalene on the cell cycle pro-
file and cell apoptosis was also studied. Incubation of MCF10A,
MCF7 and MDA-MB-231 cells for 24 h with squalene did not alter
the cell cycle parameters, nor did it induce cell apoptosis. Overall,
these results suggest that squalene does not induce breast tumour
cell death and may be ineffective once a breast tumour is
established.

Squalene has long been considered to be an antioxidant exert-
ing anticarcinogenic activity by enhancing cellular antioxidant sta-
tus (Hashim et al., 2005; Murakoshi et al., 1992; Smith, 2000).
However, very little is known about its scavenging capacity. Our
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Fig. 7. A comet assay was performed in order to determine the preventive effect of squalene (SQ) in DNA oxidative damage in the MCF10 cell line (A) or MCF7 and MBA-MB-
231 cell lines (B). Squalene reduces single-strand breaks, in a dose-dependent manner, in MCF10A cells, but not in MCF7 and MBA-MB-231 cells. Olive_TM values are
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results showed that squalene did not exert antioxidant activity
against DPPH stable radicals, ABTS cation radicals or APPH-induced
peroxyl radicals, even at high concentration (10.00 mol ratio,
800 M and 400 pM, respectively) (Figs. 1-3). Concomitantly, it
has also been reported that squalene reacts very poorly with DPPH
(EC50 at 980 mol ratio) (Psomiadou and Tsimidou, 1999), and has a
very low ORAC value (0.00062), suggesting that squalene’s antiox-
idant activity is extremely low (Tikekar et al., 2008). Squalene’s
lack of ABTS scavenging capacity has not been described previ-
ously. In contrast, Kohno et al. (1995) reported squalene to be a
singlet oxygen quencher capable of protecting the skin from UV
radiation. The plasma membrane is permeable to squalene, en-
abling squalene to move inside the lipid bilayer and act as a
quencher barrier for singlet oxygen, consequently preventing
intracellular oxidative damage. Differential squalene permeability
between tumour and non-tumour mammary cells could provide
a possible explanation for these contrasting results, but the evi-
dence at this point is inconclusive.

Squalene has been found to exert protective activity against
several cancers associated with specific carcinogens, including
azoxymethane-induced colon cancer (Rao et al., 1998) and nico-
tine-derived nitrosaminoketone-induced lung carcinogenesis
(Smith et al., 1998). In the present study, the DCFH-DA assay indi-
cated that squalene has differential antioxidant activity in human

breast cells, since it significantly decreased, in a dose-dependent
manner, intracellular ROS levels in MCF10A cells (57.71% at
50 uM) but not in MCF7 or MDA-MB-231 cells (104.87% and
99.92% at 50 puM, respectively). This selective effect of squalene
was also described by Das et al. (2008), although in other cell types.
These authors found that squalene decreased ROS levels in bone
marrow cells but not in neuroblastoma cells (SK-N-BE tumour cell
line). In contrast, the well-known antioxidant TOC, used as the ref-
erence in the present study, did not show this selective effect; it re-
duced the oxidative stress by 58.84%, 53.78% and 64.20% at 50 uM
in MCF10A, MCF7 and MDA-MB-231 cells, respectively.
Consequently, our results suggest that breast cancer cells and
breast epithelial cells have the same response to TOC treatment,
but that squalene acts as an antioxidant only on mammary epithe-
lial cells. Taking into account that the mechanism of such selective
antioxidant sensitivity is unknown, we may consider the following
possibilities: (i) it is possible that squalene selectively increases
glutathione (GSH) level in normal cells but not in breast cancer
cells, a phenomenon described as the “GSH paradox” (Das et al.,
2003); (ii) the selective sensitivity might be related to differences
in cellular uptake and accumulation of squalene, or the status of
the mevalonate pathway (Das et al., 2008); (iii) the selective sensi-
tivity might be related to the differential regulation of antioxidant
systems in normal versus tumour cells (Klauning and Kamendulis,
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2004). Tumour cells may be in an environment of continuous oxi-
dative stress, in which antioxidants may act as pro-oxidants. In
fact, in the present study we found that breast cancer cells have
higher intracellular ROS levels than non-tumourigenic mammary
epithelial cells (data not shown). Further studies should be done
to address these topics.

Oxidative stress may result in an increase in oxidative damage
and can be caused either by an overproduction of free radicals
and ROS or by an impairment of the endogenous antioxidant sys-
tem. It is known that a chronic increase in ROS and oxidant stress
may induce cancer (Ambrosone, 2000). Reactive oxygen species
can damage cellular macromolecules, including DNA, and this
damage is directly responsible for carcinogenesis. Thus, it has been
shown that neoplastic transformation is associated with an in-
crease in the basal oxidant level. In fact, serum markers for oxida-
tive DNA damage have been shown to increase in women
diagnosed with breast cancer (Musarrat et al., 1996). Considering
that oxidative stress is involved in the pathophysiology of all can-
cers (Visioli et al., 2004), the prevention of oxidative stress on
mammary cells could be a suitable way to prevent breast cancer
development.

In the present work, we found that H,0,-induced oxidative in-
jury increases ROS levels in both human mammary epithelial cells
and breast cancer cells as measured by the DCFH-DA assay (data
not shown). Interestingly, squalene was able to prevent, in a
dose-dependent manner, induced oxidative injury in human breast
epithelial cells but not in human breast cancer cells. It has been
postulated that neoplastic transformation is associated with an in-
crease in the basal level of oxidant stress; therefore, it may be pre-
sumed that squalene might help to prevent human breast cancer
by reducing oxidative stress on mammary epithelial cells.

The comet assay provides information about DNA damage
through quantification of single-strand breaks. We used this tech-
nique to determine the protective effect of squalene against DNA
damage induced by H,0, oxidative injury. As observed in the
DCFH-DA assay, squalene exhibited selective activity according to
the cell line. It reduced oxidative DNA damage in a dose-dependent
manner in MCF10A mammary epithelial cells, but failed to reduce
oxidative injury in MCF7 and MDA-MB-231 breast cancer cells. In
the latter, injury was even slightly increased after squalene
treatment.

Therefore, these results suggest that squalene might be helpful
in human breast cancer prevention, but not treatment, based on
two hypotheses: (i) it reduces oxidative stress by decreasing ROS
levels in mammary epithelial cells, and (ii) it selectively protects
against oxidative DNA damage in mammary epithelial cells. In
addition, these findings could support the hypothesis that high
squalene intake could contribute to the lower incidence of breast
cancer in Mediterranean populations. It is important to note that
adipose tissue contains exceptionally high concentrations of squa-
lene relative to other tissues (Tilvis et al., 1982). Considering that
mammary glands include much adipose tissue, it may be presumed
that squalene levels could also be high in breast tissues.

In summary, we found that mammary epithelial cells and breast
tumour cells differed in their responses to squalene treatment. Our
results indicated that squalene reduces in vitro ROS levels and pro-
tects against oxidative DNA damage in human mammary epithelial
cells but not in breast tumour cells. Therefore, squalene, present at
high concentrations in virgin olive oil, might contribute to the pre-
ventive effect of olive oil against human breast cancer by inhibiting
oxidative stress. Moreover, our in vitro results suggest that squa-
lene may play a role in the prevention of human breast cancer,
but is probably ineffective once breast tumours are established.
Nevertheless, extreme caution should be applied in the extrapola-
tion of in vitro results to potential human effects. Further studies
are needed to confirm both the in vivo protective capacity of squa-

lene and the differential mechanism of action on normal versus
breast cancer cells suggested by the present study.
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Las células tumorales circulantes (CTCs) son células que se han desprendido
del tumor primario y circulan por el torrente sanguineo.

La existencia de estas células se conoce desde 1869, cuando fueron
detectadas por primera vez en un paciente con cdncer de prostata
metastasico, y a principios del s. XX| se demostrd su caracter maligno y que
tienen capacidad metastasica.

Actualmente se esta evaluando el valor prondstico que tiene la deteccion de
las CTCs en sangre periférica de pacientes con céancer, y si seria
recomendable utilizarla como un marcador prondstico independiente de la
enfermedad.

En esta tesis presento el desarrollo de una metodologia que inicialmente solo
permitio el aislamiento y cuantificacion de las CTCs en sangre periférica de
pacientes con tumores sdlidos epiteliales, y que posteriormente fue
modificada y posibilitd analizar estas células tumorales tanto genética como
fenotipicamente.

Ademads expongo el valor prondstico que tiene la deteccién de CTCs en
sangre periférica de pacientes con cdncer de mama, tanto sobre el tiempo
libre de enfermedad como en la supervivencia, y como la deteccion de estas
células tumorales sefiala a una poblacidn de pacientes con un mal prondstico
de la enfermedad en los que se incluyen pacientes cuyo tumor primario es
ER+. También incluyo los resultados preliminares de un estudio realizado en
pacientes con cancer de colon no metastasico donde, aunque parece que
este marcador no tiene un valor predictivo, el hecho de emplear una técnica
tan versatil como la desarrollada en 2008 me ha permitido comprobar que
las CTCs aportan una informacién diferente y complementaria a la que ofrece
el estudio anatomopatolégico del tumor primario.





