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DESCRIPCION
Método para el diagnéstico del cancer de mama
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a métodos que detectan el cdncer de mama determinando la concentracién de
Cyr61 soluble en muestras de plasma obtenidas a partir de un sujeto que se sospecha que presenta un cancer de
mama.

Antecedentes técnicos

La cascada metastésica en el cancer, tal como en el cancer de mama, comprende la liberacidén de células de tumor
de mama primario a la sangre (células tumorales circulantes, o CTC), seguido del establecimiento de dichas células
tumorales en érganos secundarios (células tumorales diseminadas, o DTC) y su posterior expansién metastasica
(1). En el cancer de mama, las DTC frecuentemente se infiltran en la médula ésea (MO), sobreviven a la
quimioterapia y son predictivas de un mal resultado clinico de los pacientes (2, 3).

Sin embargo, numerosos pacientes presentan una recaida a pesar de los resultados negativos en MO en el
diagndéstico primario en el cancer de mama, pulmoén y préstata. Recientemente, se han observado resultados
similares para las CTC en el cancer de mama. Dichos resultados podrian apuntar a limitaciones técnicas en los
ensayos actuales para la deteccién de CTC y DTC, que utilizan anticuerpos contra marcadores de diferenciacion
epitelial tales como las citoqueratinas.

La plasticidad de las células tumorales puede conducir a la pérdida de caracteristicas epiteliales y la adquisicién
de propiedades mesenquimatosas a través de fenotipos intermedios (EMT). Por lo tanto, debido a la expresion
reducida de caracteristicas epiteliales, las CTC y DTC con atributos mesenquimatosos (mCTC y mDTC) no resultan
detectados por el grupo de marcadores de diferenciacion epitelial utilizado actualmente. Experimentos recientes
han confirmado la presencia de dichos mCTC en pacientes de cancer de mama (4).

La biologia de las mCTC y mDTC y su contribucidén a la metastasis no se entienden por completo. Un factor que
estimula la adquisicién de atributos mesenquimatosos y la diseminacién de las células tumorales es la hipoxia. La
hipoxia no esté restringida al tumor primario, sino que asimismo puede producirse en la médula ésea humana, en
la que se han detectado valores de tan solo 1% de O, (hipoxia) en las zonas de nichos de células madre
hematopoyéticas. En un modelo de ratén de cancer de préstata, se ha observado que las DTC ocupan dichos
nichos, lo que apoya la idea de que las DTC de médula ésea pueden estar sometidas a hipoxia. Los presentes
inventores anteriormente han detectado mDTC tolerantes a estrés microambiental en la médula 6sea. Debido a
que las DTC expresan marcadores de diferenciacion epitelial a nivel bajo, aunque son fuertemente positivas para
proteinas de respuesta a hipoxia que programan una respuesta a proteinas desplegadas (UPR).

Aunque las CTC y DTC, de esta manera, presentan algunas caracteristicas en comun con el cancer del que se
originan, se pierden caracteristicas epiteliales del cancer original y simultdneamente, se adquieren propiedades
mesenquimatosas durante el curso de la transformacion de las CTC y DTC (5). Las células madre de cancer, que
son las células precursoras de las células tumorales con diferenciacién epitelial (carcinomas), asimismo pueden
carecer de caracteristicas epiteliales y mostrar atributos mesenquimatosos. Por lo tanto, las CTC/DTC pueden
presentar propiedades similares a las de las células madre de céncer. Lo anterior se aplica en particular a la
expresién de marcadores de cancer, es decir, secuencias expresadas diferencialmente por las células de cancer.

La CYR61 es una proteina de sefializacién que es un miembro de la familia de CCN. La proteina puede ser
secretada o estar asociada a la matriz extracelular (MEC). Es conocido que CYR®61 contribuye a la regulacién de
diferentes actividades celulares mediante la interaccién con receptores integrina de superficie celular. Se han
asociado diferentes actividades de Cyr61 a céncer. Por ejemplo, (6) da a conocer métodos de prevencién o
inhibicién de la proliferacién de las células de cancer de mama utilizando composiciones que interfieren o bloquean
la unién de esteroides sexuales o factores de crecimiento, y que inducen, el gen Cyr61. La publicacién menciona
ademas métodos que criban ligandos reguladores de la expresiéon de la proteina Cyr61. Sin embargo, (6) no
muestran que los niveles aumentados de proteina Cyr61 soluble puedan ser detectados en el plasma de pacientes
que se diagnostican con cancer de mama o que los niveles de Cyr61 puedan ser determinados mediante
transferencia western. De manera similar, (7) da a conocer la deteccién de proteina Cyr61 en muestras urinarias
como un cribado rapido y facil para el diagnéstico y el pronéstico del cancer en un paciente.

Aunque se ha observado la expresién de Cyr61 sobre las células de cancer y se ha realizado una revisién del
papel de la proteina sobre el crecimiento, migracion y metastasis celulares de las células de cancer en numerosas
publicaciones cientificas, incluyendo (8), (9) y (10), ninguno de los documentos de la técnica anterior ha analizado
y comparado la expresién de Cyr61 sobre las CTC y DTC con la expresion en células no cancerosas en muestras
liquidas. De esta manera, no esta nada claro si dicha proteina podia utilizarse como marcador en muestras liquidas.
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Debido a que las mCTC y mDTC resultan dificiles de detectar con las proteinas marcadoras disponibles, existe
una necesidad crucial de marcadores adicionales y nuevos que mejoren la deteccién y caracterizacién de las CTC
y DTC en el cuerpo humano.

Sumario de la invencién
La presente invencién proporciona métodos de deteccién del cadncer de mama que comprenden:

(a) obtener una muestra de plasma a partir de un sujeto;
(b) determinar la concentracién de Cyr61 en la muestra;
(c) comparar la concentracién de Cyr61 en la muestra de prueba con la concentracién de Cyr61 en una
muestra de referencia;
en los que Cyr61 es Cyr61 soluble;
en los que el cancer de mama es detectado si la concentracion de Cyr61 en la muestra de prueba es superior que
en la muestra de referencia;
en los que la determinacién de la concentracién de Cyr61 comprende la deteccién mediante ELISA, y
en los que el ELISA es un ELISA de tipo sdndwich que utiliza dos anticuerpos anti-Cyr61 humana que se unen a
unos epitopos de Cyr61 distintos.

Los presentes inventores han descubierto de manera sorprendente que Cyr61 representa un marcador muy
ventajoso para el cancer de mama y las células de cancer de mama y sus fragmentos en sangre, plasma, suero
y/o aspirado de médula ésea, ya que el marcador se expresa en las células cancerosas pero no en otras células
presentes en estas muestras de liquido.

En una forma de realizaciéon particularmente preferida la presente invencién proporciona unos métodos de
deteccién de cancer de mama que comprenden:

(a) obtener una muestra de sangre de un sujeto humano y separar las células del plasma;

(b) determinar la concentracién de Cyr61 en el plasma mediante un ELISA de tipo sandwich, en el que el ELISA
utiliza dos anticuerpos anti-Cyr61 humana diferentes que se unen a unos epitopos de Cyr61 distintos que
estan separados mediante por lo menos 50 aminoacidos;

(c) comparar la concentracion de Cyr61 soluble en la muestra de prueba con la concentracién de Cyr61 en una
muestra de referencia, en el que la muestra de referencia es una muestra de plasma de mujeres sanas por
encima de cincuenta afios de edad.

En estos métodos el cdncer de mama o las células de cancer de mama se detectan si la concentracién de Cyr61
en la muestra de prueba es superior que en la muestra de referencia.

En una forma de realizaciéon adicional, la presente invencién proporciona unos métodos como se describen
anteriormente, en los que los epitopos de Cyr61 distintos unidos por los anticuerpos anti-Cyr61 humana diferentes
estan separados mediante por lo menos 50 aminoécidos, o separados mediante por lo menos 75, 85 o 100
aminoacidos.

En una forma de realizaciéon adicional, la presente invencién proporciona unos métodos como se describen
anteriormente, en los que la muestra de referencia es una muestra de plasma de mujeres sanas por encima de
cincuenta afios de edad.

Divulgacién detallada de la invencién
La presente invencién proporciona unos métodos de deteccién de cancer de mama que comprenden:

(a) obtener una muestra de plasma a partir de un sujeto; y
(b) determinar la presencia de Cyr61 soluble y/o asociada a la superficie celular en la muestra de plasma;

en los que la muestra de plasma se selecciona de entre sangre y en los que la determinacién de la presencia de
Cyré1 comprende la deteccién mediante ELISA.

La muestra de plasma se obtiene de un sujeto, que es preferentemente un ser humano, aunque asimismo puede
ser un animal.

En el contexto de la presente solicitud, los términos cancer y tumor se utilizan intercambiablemente. Una célula de
cancer es una Unica célula tumoral o parte de un agregado mayor de células tumorales, es decir, un agregado de
células en el contexto de las CTC o micrometéstasis en el contexto de las DTC. Las células de cancer son de
naturaleza heterogénea y resulta dificil proporcionar una definicién que comprenda todas las células de cancer. En
el contexto de la presente invencidn, una célula de cancer es una célula que expresan citoqueratinas epiteliales y
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no expresa el marcador leucocitico CD45.

El método se lleva a cabo més frecuentemente utilizando una muestra de plasma obtenida de un sujeto que se
sospecha que presenta cancer de mama o un sujeto en el que previamente se ha diagnosticado cancer de mama.
De acuerdo con lo anterior, los métodos de la presente invencion se llevan a cabo preferentemente utilizando una
muestra de plasma de un sujeto en el que previamente se ha diagnosticado cdncer de mama, utilizando un método
que difiere de los métodos de la presente invencidén. Tal como se explicard con mayor detalle posteriormente, en
la presente forma de realizacién los métodos de la presente invencién proporcionaran un diagnéstico diferencial
del cdncer de mama.

Los métodos para obtener una muestra de mama de un sujeto, son bien conocidos en la técnica y puede utilizarse
cualquiera de dichos métodos en la realizacién de los métodos de la presente invencién. Los métodos de obtencidn
de una muestra de plasma a partir de una muestra de sangre completa son bien conocidos en la técnica. Los
métodos de la presente invencién son métodos in vitro para detectar cancer de mama.

Los métodos divulgados en la presente memoria pero no reivindicados pueden utilizarse para la deteccién de
Cyr61 soluble y/o asociada a superficie celular. El término “Cyr61 soluble” se utiliza en la presente solicitud para
referirse a la proteina y fragmentos identificables de la misma como presentes en la muestra de plasma.

La expresién "Cyr61 asociada a la superficie celular” se utiliza en la presente solicitud para referirse a la proteina
o un fragmento identificable de la misma en caso de estar presente sobre la superficie de las células,
microvesiculas y/o exosomas o0 como una parte integral de las mismas.

En una forma de realizacién la invencién proporciona unos métodos de deteccién de cancer de mama que
comprenden:

(a) obtener una muestra de plasma a partir de un sujeto, muestra; y
(b) determinar la presencia de Cyr61 soluble en la muestra.

De manera similar, la invencién proporciona unos métodos de deteccién de cancer de mama que comprenden:

(a) obtener una muestra de plasma a partir de un sujeto; y
(b) determinar la presencia de Cyr61 soluble en la muestra.

En un aspecto la presente invencién proporciona unos métodos, métodos de deteccién de cancer de mama, en los
que la muestra es una muestra de sangre, el plasma es aislado y se detecta Cyr61 en el plasma. La deteccidn
puede comprender un analisis inmunocitoquimico. En la forma de realizacién preferida la deteccién comprende
detectar Cyr61 en plasma con un ELISA.

Los métodos de la presente divulgaciéon son asimismo particularmente ventajosos para la deteccién de las CTC
y/o las DTC. Las CTC son células tumorales que expresan citoqueratinas epiteliales y que no expresan el marcador
leucocitico CD45, que han sido liberadas desde un origen canceroso y, de esta manera, se encuentran presentes
en liquidos corporales. Los presentes inventores inesperadamente han encontrado que las CTC pueden detectarse
y caracterizarse mediante la expresién de Cyr61. Los métodos de deteccién pueden comprender poner en contacto
células, microvesiculas y/o exosomas o el homogeneizado de los mismos con por lo menos un anticuerpo adicional
seleccionado de entre un anticuerpo anticitoqueratina y un anticuerpo anti-CD45.

Las DTC son células tumorales o células que expresan citoqueratinas epiteliales y que no expresan el marcador
leucocitico CD45 y que se encuentran presentes fuera de un origen canceroso en el cuerpo y que se encuentran
presentes en sitios secundarios, tales como médula ésea, higado, pulmones o cerebro. Los sitios secundarios
pueden ser cualquier sitio en el cuerpo humano que no sea el sitio de origen canceroso o sitios que han sido
definido como fuentes de CTC. De esta manera, las DTC son células de cancer que expresan Cyr61 que se
obtienen de un sitio en el cuerpo humano que no es el sitio de origen canceroso.

En una forma de realizacion particularmente preferida, el método de deteccién de células de cancer de la presente
invencién utiliza un ELISA de tipo sandwich que utiliza dos anticuerpos anti-Cyr61 humana diferentes de unién a
diferentes epitopos de Cyr61. En dicha forma de realizacién, la muestra es preferentemente sangre, se aisla el
plasma y se detecta Cyr61 en el plasma utilizando un ELISA de tipo sandwich que utiliza dos anticuerpos anti-
Cyr61 humana diferentes de unién a diferentes epitopos de Cyr61. En un aspecto, los diferentes epitopos de Cyr61
a los que se unen los diferentes anticuerpos anti-Cyr61 humana se encuentran separados mediante por lo menos
50 aminoécidos o por lo menos 75, 85 o 100 aminoacidos. Lo anterior significa que cada uno de los epitopos de
Cyré1 a los que se unen los anticuerpos anti-Cyr61 humana se encuentran separados de los otros epitopos de
mediante por lo menos 75 aminoécidos.

En una forma de realizacién preferida adicional el método de deteccién de cancer de mama en un sujeto segln la
presente invencién comprende la determinacién de la concentracién de Cyr61 en la muestra de prueba. En un
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aspecto este método comprende ademés una etapa de comparar la concentracién de Cyr61 en la muestra de
prueba con la concentracién de Cyr61 en una muestra de referencia.

Los presentes inventores han mostrado que los métodos respectivos son particularmente ventajosos si el método
de deteccién de cancer de mama en un sujeto utiliza una muestra de referencia seleccionada de una muestra de
plasma de mujeres sanas de més de cincuenta afios de edad.

La concentracién de Cyr61 en la muestra de referencia puede obtenerse determinando la concentracién de Cyr61
en una muestra de referencia Unica, por ejemplo en una muestra Unica de una mujer sana de mas de cincuenta
aflos de edad. Alternativamente, la concentracién de Cyr61 en la muestra de referencia puede determinarse como
el valor de la media o medio de la concentraciéon de Cyr61 en varias muestras de referencia, por ejemplo como el
valor medio de la concentracién de Cyr61 en varias muestras de referencia de mujeres sanas de mas de cincuenta
afios de edad.

En general los métodos de deteccién de cancer de mama como se describe anteriormente detectan el cédncer de
mama si la concentracion de Cyr61 es superior que en la muestra de referencia.

La etapa de deteccién de un estado patoldgico puede comprender una etapa, en la que las células, microvesiculas
y/o exosomas presentes en la muestra liquida son homogeneizados, y Cyr61 se detecta en el homogeneizado.
Las células en una muestra son homogeneizadas rompiendo las membranas celulares y liberando los organulos
celulares y el citoplasma. Son conocidos en la materia numerosos métodos para la homogeneizacioén de células y
pueden utilizarse en el contexto de la presente invencién para detectar la Cyr61 ubicada en las células. En un
enfoque alternativo, la Cyr61 asociada a la superficie celular se detecta y este enfoque no requiere obviamente la
homogeneizacién celular. En ambos métodos, las células, las microvesiculas y/o los exosomas pueden separarse
de la muestra liquida antes de determinar la presencia de Cyr61. Esto puede realizarse por ejemplo mediante
centrifugacién. El proceso de separacién puede incluir asimismo métodos de concentracién de las células o los
fragmentos de células o con relacién a la muestra liquida tal cual o con relacién a otras células que no expresan
Cyr6é1.

La deteccién de la presencia de Cyr61 puede comprender la deteccidén de la presencia o la determinacién de la
concentracién de Cyr61. Son conocidos en la materia numerosos métodos diferentes para detectar la presencia o
determinar la concentracién de Cyr61 y puede ser utilizado cualquier enfoque analitico que resulte adecuado para
detectar Cyr61 en una muestra de plasma en acido nucleico (cyr67) o nivel de proteina.

En los métodos divulgados pero no reivindicados se determina la concentracién de Cyr61 utilizando un anticuerpo
0 unos derivados de anticuerpo para detectar los niveles de Cyr61. Por lo tanto, los métodos de deteccién de las
células cancerosas pueden ser caracterizados por una etapa, en los que la deteccién comprende poner en contacto
las células, las microvesiculas y/o los exosomas o el homogeneizado de los mismos con un anticuerpo anti-Cyr61.
Los anticuerpos anti-Cyr61 son conocidos en la materia y pueden ser utilizados para los objetivos divulgados en la
presente memoria. Por ejemplo, los métodos pueden comprender métodos de anélisis inmunocitoquimico basados
en anticuerpo bien conocidos en la materia.

En un aspecto particular, los métodos de detecciéon de céncer o células cancerosas como son divulgados en la
presente memoria pero no reivindicados comprenden ademas una etapa, en los que las células, las microvesiculas
y/o los exosomas o el homogeneizado de los mismos se ponen en contacto con un anticuerpo anti-Cyr61 y con
por lo menos un anticuerpo adicional seleccionado de entre un anticuerpo anticitoqueratina y un anticuerpo anti-
CD45. Son conocidos en la materia numerosos anticuerpos anticitoqueratina y anti-CD45 y pueden utilizarse para
los objetivos divulgados en la presente memoria. Como se indica anteriormente, las CTC son células tumorales
que expresan citoqueratinas epiteliales pero no expresan el marcador de leucocitos CD45. El método que utiliza
varios anticuerpos proporciona asi una caracterizacion mas completa de los tipos celulares analizados como parte
del proceso de deteccion.

En un aspecto el método anterior de deteccidén de cancer o de células cancerosas comprende:

(a) poner en contacto las células, las microvesiculas y/o los exosomas o el homogeneizado de los mismos
con por lo menos un primer conjunto de anticuerpos que comprende un anticuerpo anti-Cyr61 y un
anticuerpo anticitoqueratina y/o un anticuerpo anti-CD45;

(b) poner en contacto la muestra con un segundo conjunto de anticuerpos con especificidad para cada uno de
los anticuerpos del primer conjunto de anticuerpos;

(c) detectar una sefial emitida por la unién del segundo anticuerpo.

En un aspecto relacionado el método de detecciéon de cancer o células cancerosas comprende:
(a) poner en contacto las células, las microvesiculas y/o los exosomas o el homogeneizado de los mismos

con por lo menos un primer conjunto de anticuerpos que comprende un anticuerpo anti-Cyr61 y un
anticuerpo anticitoqueratina y/o un anticuerpo anti-CD45;
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(b) retirar el anticuerpo no unido mediante lavado;

(c) poner en contacto la muestra con un segundo conjunto de anticuerpos con especificidad para cada uno de
los anticuerpos del primer conjunto de anticuerpos;

(d) retirar el anticuerpo no unido mediante lavado; y

(e) detectar una sefial emitida por la unidén del segundo anticuerpo.

La sefial emitida por la unién del segundo anticuerpo puede ser una sefial fluorescente y puede ser detectada
mediante unos dispositivos de deteccién automatizados.

El anticuerpo puede unirse a la proteina entera o una parte o fragmento de Cyr61. Pueden utilizarse asimismo
unos métodos adicionales de deteccién e incluyen FACS, transferencia western, ensayos enzimaticos, PCR,
tecnologias de hibridacién y matriz. Se incluyen ademas los métodos basados en analisis o deteccion biofisicos o
bioquimicos, que incluyen analisis microscépico, tales como andlisis de intervalo de longitud de onda completo,
métodos cromatograficos o electroforéticos, técnicas de marcado/derivatizacién, por ejemplo utilizando isétopos o
compuestos quimicos, cromatografia de gases, microscopia de fuerza atémica, espectrometria de masas, por
ejemplo acoplada o no con cromatografia y otros métodos espectrométricos, espectroscopia por resonancia
magnética nuclear y otros métodos espectrométricos. Ademas, las partes diferentes de estos métodos se han
combinado en la técnica anterior, incluyendo la captura de Cyr61 mediante inmunoprecipitacién, seguido por
anélisis espectrométrico de masas o cromatografia acoplada con una espectrometria de masas. Hasta el momento,
como la deteccién de la presencia o concentracién de Cyr61 esté basada en la deteccién de un 4cido nucleico, se
prefiere la deteccién de ARN, particularmente ARNm.

Los métodos de deteccion de células cancerosas divulgados en la presente memoria pero no reivindicados pueden
comprender una comparacion del valor obtenido con un estandar interno o externo. Dependiendo de los
oligonucleétidos de formato de ensayo (ADN o ARN), las proteinas o los péptidos que presenten la secuencia de
Cyré1 pueden utilizarse en una concentracién conocida como el estandar.

Los métodos de deteccién de un estado patolégico como son divulgados en la presente memoria pero no
reivindicados pueden asimismo comprender una etapa, en los que la concentracién de Cyr61 en la muestra se
compara con la concentracion de Cyr61 en una muestra de referencia. La concentracién de Cyr61 en una muestra
de referencia puede detectarse, pero no necesariamente, en el mismo ensayo que la concentracién de la Cyr61
en la muestra que debe someterse a prueba. De hecho, la concentracién de Cyr61 en la muestra de referencia
puede haber sido obtenida como un estadndar mucho antes de determinar la concentracién en la muestra que debe
someterse a prueba y la comparacién de la concentracién en la muestra que debe someterse a prueba y la
concentracién en la muestra de referencia puede realizarse automaticamente mediante un dispositivo que analiza
la concentracién de Cyr61 en la muestra que debe someterse a prueba.

Los métodos de deteccién de células cancerosas como son divulgados en la presente memoria pero no
reivindicados son particularmente adecuados para el diagnéstico del cancer. Por lo tanto, el método proporcionado
para el diagnéstico del cancer comprende un método de deteccién de células cancerosas como se describe
anteriormente.

Cualquier forma diagnéstica de cancer puede utilizarse en los métodos descritos anteriormente. Sin embargo,
preferentemente los métodos son utilizados para el diagndstico diferencial del cancer, tal como para la
identificacién de células tumorales circulantes y/o células tumorales de diseminacion.

Los métodos para el diagnéstico o el diagnéstico diferencial del cadncer como son divulgados en la presente
memoria pero no reivindicados pueden comprender la detecciéon de marcadores de cancer adicionales, por ejemplo
incluyendo la deteccidén de HIF-1 y/o PD-L1. La presente solicitud por primera vez muestra que, en determinados
tipos de cancer, la expresion de Cyr61 en células de céncer presente en muestras liquidas esta estrechamente
relacionada con la expresion de HIF-1 y/o PD-L1. Se conocen de la técnica numerosas alternativas diferentes para
detectar la expresién de HIF-1 y/o PD-L1 y pueden utilizarse en los métodos divulgados en la presente memoria
para la deteccién de HIF-1 y/o PD-L1. La deteccidén de Cyr61, de HIF-1 y/o de PD-L1 puede llevarse a cabo en un
Unico ensayo o en ensayos completamente no relacionados.

En determinados aspectos el diagnéstico de cancer tal como se proporciona en la presente memoria representa el
diagnostico de una célula de cancer de mama que es una célula de cancer epitelial o un tipo de célula de cancer
mesenquimatosa.

Los métodos para el diagnéstico del cancer resultan particularmente adecuados para el diagnéstico diferencial del
potencial metastasico de una célula de cancer de mama, una célula de cancer de prdstata, una célula de cancer
de pulmén, etc.

De esta manera, la presente divulgacién puede utilizarse para identificar el régimen de tratamiento para un paciente
en el que se ha diagnostico cancer, incluyendo pacientes en los que se ha diagnosticado céncer y de los que se
extraido el tumor primario mediante procedimientos quirdrgicos.
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En unos aspectos alternativos, los métodos de deteccidn de células de cancer como son divulgados en la presente
memoria pero no reivindicados se orientan al diagnéstico de estado inflamatorio de cancer temprano. Es bien
conocido que determinados estados inflamatorios inducen estados microambientales adversos, como la hipoxia,
que permiten la deteccién de células malignas tempranas, por ejemplo en afecciones tales como la pancreatitis o
la colitis ulcerosa.

En un aspecto relacionado adicional, los métodos proporcionados para el cribado de un farmaco anticanceroso
comprenden:

) administrar el farmaco a un sujeto;

) obtener una muestra liquida del sujeto, en los que la muestra liquida comprende células;

) determinar la presencia y/o concentracién de Cyr61 en una muestra liquida del sujeto;

) identificar el farmaco como anticanceroso, si la concentracién de Cyr61 en la muestra es inferior a la
concentracién de Cyr61 en una muestra de referencia.

Breve descripcién de las figuras
Figura 1:

A: comparacién del grado de diferenciacion epitelial de las estirpes de células tumorales diseminadas BC-M1
(cancer mama) y LC-M1 (cancer pulmonar) con las estirpes celulares de cancer de mama mediante anélisis de
transferencia western. Las células se cultivaron bajo condiciones estandares.

B: cuantificacidn e identificacién del inductor angiogénico rico en cisteina 61 (Cyr61) mediante analisis de CL-
EM/EM y SILAC. Imagen superior: intervalo de masas relevante del espectro EM4. Imagen inferior: espectro de
CL-IEP-QTOF-CID de modo de iones positivos de m/z 1180.55

C: anélisis de la expresién de Cyr61 en células de cancer mediante transferencia western. Se muestra lamina-
A/C como un ejemplo de una proteina no expresada diferencialmente entre MDA-MB-468 (MDA-468) y BC-M1.

D: analisis cuantitativo de la expresién de Cyr61. Se normalizaron las sefiales respecto al control de carga alfa-
tubulina. Los valores medios de tres experimentos independientes se proporcionan como nimeros y desviacion
estandar tal como se indica mediante barras de error estandar. E: analisis de transferencia western en estirpes
celulares de céncer de préstata para Cyr61. PC-E1 y PC-M1 son estirpes celulares de DTC de cancer de
prostata.

Figura 2:

Tabla 1: identificacion de la expresion diferencial de inductor angiogénico rico en cisteina 61 (Cyr61) mediante
SILAC y CL-EM/EM. Se comparo6 el perfil de expresién de proteinas de MDA-MB-468 y BC-M1 en 4 réplicas
biolégicas. Se muestra el valor de expresién de ldmina-A/C como referencia para una proteina no expresada
diferencialmente.

aUn valor positivo de la proporcion de sefiales media significa expresién de proteina incrementada en BC-M1
y un valor negativo significa expresién de proteina incrementada en MDA-468.

bSe llevd a cabo la cuantificacién manualmente. °Prueba t de Student, con p < 0.05 se considerd significativo.
Figura 3:

A: sefiales de inductor angiogénico rico en cisteina 61 (Cyr61) mediante analisis inmunohistoquimico en
muestras de una micromatriz de tejidos tumorales (MTT) de mama primarios. El centro de la imagen muestra
una seccién de la MTT y las secciones ampliadas a la izquierda y a la derecha muestran patrones de tincién

representativos. El nimero analizado de casos fue de 147.

B: deteccién inmunohistoquimica de Cyr61 en metastasis de médula 6sea de pacientes de cancer de mama.
Los nucleos se tifieron con Hemalum. Barras de escala: A: 100 um; B: 67 um.

Figura 4:

Tabla 2: asociacién de la expresion de Cyr61 y propiedades clinico-patolégicas en una micromatriz de tejidos
de cancer de mama y en muestras de cancer pulmonar primario humano.

@Prueba chi-cuadrado de Pearson o prueba exacta de Fisher.
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bEn total, se obtuvieron resultados de tincion para Cyr61 para 147 tumores de mama primarios. Debido a que
no se disponia de todos los datos clinico-patolégicos para la totalidad de dichos casos, el nUmero de casos
puede ser inferior a 147 para algun pardmetro individual.

Figura 5:

analisis de los niveles de inductor angiogénico rico en cisteina 61 (Cyr61) en un sistema modelo de
diseminacion de células tumorales a la médula 6sea; analisis de transferencia western.

A: condiciones iniciales tras el cultivo de las estirpes celulares bajo condiciones estandares de cultivo celular.

B: simulacién del establecimiento de DTC en un microambiente hipdxico (1% de O;) tal como el presente en la
médula 6sea. Para MCF-7, el control positivo (+) era MDA-MB-231 (MDA-231).

C: anélisis cuantitativo de transferencia western para Cyr61 para las condiciones especificadas en la figura 2B.
D: efecto de la estabilizacién del factor 1-alfa inducible por hipoxia (HIF-1a) sobre Cyr61.

E: niveles de Cyr61 en las subestirpes metastasicas 6seas (MDA-231 SA y MDA-231 B02) y la subestirpe
metastasica cerebral (MDA-231 BR) de MDA-231.

F: impacto del ayuno de glucosa sobre los niveles de Cyr61. Grp78 (proteina regulada por glucosa de 78 kDa)
sirvié de control positivo. Debido a que una gran cantidad de células MDA-231 se desprendié del matraz de
cultivo celular tras 50 h de retirada de la glucosa, se analizaron dichas células por separado.

G: induccién de Cyr61 y vimentina bajo condiciones excepcionalmente adversas (hipoxia y ayuno de glucosa).
Las barras verticales de error muestran la desviacién estandar. S: condiciones de cultivo estdndares.

Figura 6:

analisis de transferencia western para el inductor angiogénico rico en cisteina 61 (Cyr61) y PD-L1 (ligando 1
de muerte celular programada 1) en entidades de cancer que se diseminan predominantemente mediante la
sangre o los vasos linfaticos (A) o con una proporcién destacable de diseminacion peritoneal (B). Las estirpes
celulares se cultivaron bajo condiciones estandares y la alfa-tubulina sirvié de control de carga. Se analizé BC-

M1y MDA-MB-468 (MDA-468) para la comparacién con otros experimentos.

A entidades de cancer analizadas: cancer de préstata (LNCAP, Du145, PC-3), cancer de mama (BT20, BT474,
ZR-75-1), cabeza de cabeza y cuello (Cal27, SCC 25).

B: entidad de cancer analizada: cancer pancreético (Panc1, Panc2, BxPC3, 5061).

Figura 7:

respuesta del inductor angiogénico rico en cisteina 61 (Cyr61) a ErbB-2 bajo condiciones estandares de cultivo
celular (S) y condiciones hipéxicas (1% de O). Se transfecté MDA-MB-468 (MDA-468) con un vector de
expresion de ErbB-2 (MDA-468 ErbB-2). MDA-468 PM expresa una proteina ErbB-2 en la que la tirosina en la
posicién 1248 se sustituy6 por fenilalanina. Se transfecté un control de MDA-468 con un vector de expresién
sin inserto.

A: anélisis de transferencia western para las proteinas y condiciones indicadas.

B: andlisis cuantitativo de Cyr61 y niveles de vimentina bajo hipoxia.

C: imégenes de microscopia de células MDA-468 que se tifieron para vimentina y nlcleos (DAPI) tras el cultivo
bajo condiciones estandares de cultivo celular (S) y 90 h de 1% de O,. Se muestran imagenes compuestas de
las sefiales de vimentina y de DAPI. Las células positivas para vimentina se han sefialado con flechas.

D: proporcién de células positivas para vimentina en las estirpes celulares MDA-468, en porcentaje.

E: anélisis de transferencia western para la estirpe celular de cancer de mama BT20 y tres estirpes celulares
de carcinoma de células escamosas.

F: induccién de Cyr61 tras la estimulacion celular con el factor de crecimiento epidérmico EGF. La estimulacién
se llevé a cabo bajo condiciones estandares.
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Figura 8:

deteccién de la secrecién de inductor angiogénico rico en cisteina 61 (Cyr61) en MDA-MB-231 (A) y BC-M1
(B). Las células se trataron con brefeldina A para bloquear la secrecién de proteinas. El sobrenadante del medio
de cultivo celular contenia la fraccién de proteina secretada, mientras que el sedimento contenia las células
desprendidas. Las imagenes de transferencia western muestran el anélisis de Cyr61 y la proteina regulada por
glucosa de 78 kDa (Grp78; control positivo). Se analizé la alfa-tubulina para detectar la potencial contaminacién
con proteinas citoplasméticas en el sobrenadante. El grafico a la derecha muestra una hoja de balance para
las cantidades de proteinas de los matraces de cultivo celular. Se muestran los valores medios de tres
experimentos independientes y se expresan numéricamente. La desviacién estandar se indica mediante barras
verticales de error. Debido a que la cantidad total de proteinas para dos de las tres réplicas de las células
desprendidas MDA-231 (no tratadas) era inferior a 50 ug, se muestra una transferencia western sin dicha
muestra. (C) Analisis de las estirpes celulares indicadas para los miembros de la familia de la integrina mediante
transferencia western. El receptor de Cyr61 mas prominente de la familia de la integrina es el heterodimero de
la integrina av y la integrina 33, ambos presentes en las estirpes celulares de DTC a niveles elevados. Las
células se cultivaron bajo condiciones estandares.

Figura 9:

aislamiento de Cyr61 mediante inmunoprecipitacién utilizando anticuerpo de conejo anti-Cyr61 (H78) para el
aislamiento de Cyr61 y un anticuerpo monoclonal de ratén para la deteccién de Cyr61 en la transferencia
western. Los lisados de células completas para BC-M1 y MDA-MB-231 sirvieron de controles positivos para la
inmunoprecipitacién respectiva. La inmunoprecipitacion de Cyr61 a partir de BC-M1 se desigha como BC-M1
Cyré1 y para MDA-MB-231 se designa como MDA-MB-231 Cyr61. Los ensayos que utilizan 19G en lugar del
anticuerpo anti-Cyr61 (H78) sirvieron de controles para la especificidad de la inmunoprecipitacién. Como control
negativo se analizé el tampén para muestras SDS. Los experimentos se llevaron a cabo en muestras bioldgicas
por triplicado.

Figura 10:

A: analisis de transferencia western del anticuerpo anti-Cyr61 de Santa Cruz (H78) y del anticuerpo de Cell
Signaling (CST). Para ambos anticuerpos se aplicaron los mismos lisados celulares. Para el analisis del
anticuerpo de CST, se aplicaron 40 ug de proteina a cada carril y se diluyé el anticuerpo primario 1:500. Para
el anélisis del anticuerpo H78, se aplicaron 20 pg de proteina a cada carril y se diluy6 el anticuerpo primario
1:1,000. Se llevaron a cabo analisis cuantitativos mediante analisis densitométrico de las peliculas de rayos X.
Los valores medios se proporcionan numéricamente y las barras de error indican la desviacién estandar. B:
andlisis de transferencia western para la evaluacién del anticuerpo anti-Cyr61 (H78) a una dilucién de 1:10,000
(izquierda) y de 1:1,000 (derecha). Se aplicé una serie de dilucién de Cyr61 recombinante humana y lisados
de células completas de las estirpes celulares especificadas. Para la visualizacién de deteccién no especifica
del anticuerpo anti-Cyr61, se aplicaron 40 ug del lisado de células MCF-7. Se analizaron dichas muestras de
proteinas con diluciones variables de anticuerpo anti-Cyr61, asi como con tiempos de exposicién variables de
las peliculas de rayos X. Para MDA-MB-468 (MDA-468), MDA-MB-231 (MDA-231) y BC-M1 se aplicaron 10 ug
de lisado celular.

Figura 11:

curvas de calibracién para el célculo de ecuaciones lineales. A. Se determinaron los valores en los analisis
cuantitativos de las transferencias western tal como se muestra en la figura 10B. El eje x muestra los valores
de las intensidades de sefial para Cyr61 recombinante y el eje y muestra la cantidad de proteina Cyr61
recombinante. Cada punto de medicidn es el valor medio de tres experimentos y la desviacidén estandar de los
valores de x se presenta como barras de error horizontales. El grafico insertado muestra los pardmetros de la
ecuacién, que se calculd como y=2.5678 x, en la que y es la cantidad de proteina de Cyr61 [ug] y x es la
intensidad de la sefial en las peliculas de rayos X [unidades arb.]. B, C, D: curvas de calibracién que
comprenden el eje x con los valores de las intensidades de sefial para Cyr61 recombinante y el eje y con la
cantidad de proteina Cyr61 recombinante aplicada. Cada punto de medicién es el valor medio de tres
experimentos de ELISA y la desviacion estdndar de los valores de x se presentan como barras de error
horizontales. Los gréficos insertados muestran los parametros de la ecuacién, que consiste en y como cantidad
de proteina de Cyr61 [ug], X es la intensidad de sefial (DO405 nm) en el lector de ELISA y el valor fijo como la
ordenada en el origen. B: curva de calibracidén para los analisis de MCF-7. C: curva de calibracién para los
analisis de los sobrenadantes de cultivo celular. D: curva de calibracién para el anélisis de los lisados celulares
y sobrenadantes de cultivo celular de MCF-7, MDA-MB-468, MDA-MB-231 y BC-M1.

Figura 12:

A: determinacién de los valores de Cyr61 en el sobrenadante de cultivo celular de las estirpes celulares de
cancer de mama mediante ELISA. Las células se cultivaron bajo condiciones estandares de cultivo. Para el
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punto temporal t=0 h, se afiadié medio fresco a las células seguido de la determinacién de la concentracién de
Cyr61 en cada punto de medicién. A partir de la concentracién de Cyr61 determinada (y volumen de medio
conocido) y el nimero de células, se calculé el nimero de Cyr61 por célula. B: determinacién de las tasas de
secrecién de Cyr61 en BC-M1 y MDA-MB-231. Aparte de los experimentos en la figura 12A, se sustituy6 el
medio de cultivo celular cada 12 h. Los valores muestran los valores medios de fres experimentos
independientes. La desviacién estdndar se representa mediante barras verticales de error. C: andlisis de
transferencia western de muestras de plasma procedentes de donantes sanos para Cyr61. De cada donante
se aplicaron 100 pl de plasma sanguineo. Debido a que se aplic6 a las muestras una etapa de purificacién de
las proteinas, se analiz6 la recuperacién de Cyr61 mediante adicién de 100 ng de Cyr61 recombinante a 100
pI de plasma del donante n° 1. El lisado celular de BC-M1 (sin etapa de purificacion) sirvié de control adicional.
Para identificar las bandas inespecificas potenciales con intensidad de sefial débil, la pelicula de rayos X se
expuso durante 15 minutos.

Figura 13:

analisis de transferencia western de los anticuerpos anti-Cyr61 de Santa Cruz H78 (izquierda) y H2 (derecha).
Para ambos anticuerpos se aplicaron los mismos lisados celulares. Para el analisis de los anticuerpos H78 y
H2, se aplicaron 20 pg de proteina a cada carril y se diluyé el anticuerpo primario 1:1,000. La alfa-tubulina sirvid
de control de carga.

Figura 14:

aislamiento de Cyr61 mediante inmunoprecipitacién utilizando el anticuerpo de ratén anti-Cyr61 (H2). Para la
deteccién de Cyr61 mediante transferencia western se utilizé el anticuerpo de conejo anti-Cyr61 (H78). Se
aplicd sobrenadante de cultivo celular de MDA-MB-231 para la inmunoprecipitacién (MDA-MB-231 Cyr61). La
aplicacion de IgG en lugar del anticuerpo anti-Cyr61 (H2) sirvi6 de control para la especificidad de la
inmunoprecipitacion (IgG de MDA-MB-231). Cyr61 recombinante sirvié de referencia para la estimacion de la
cantidad aislada de Cyr61. Como control negativo se analizé el tampdn para muestras SDS. El lisado de células
MDA-MB-231 sirvi6é de control adicional de especificidad de la inmunoprecipitacién.

Figura 15:

analisis de transferencia western para la evaluacién de los anticuerpos anti-Cyr61 H78 (izquierda) y H2
(derecha). Los anticuerpos primarios se aplicaron a una dilucién de 1:10,000. Se aplic6 una serie de dilucién
de Cyr61 humana recombinante y purificada y lisados de células completas de las estirpes celulares
especificadas. Para la visualizacién de deteccién no especifica potencial de los anticuerpos anti-Cyr61, se
analizaron adicionalmente 40 g del lisado de células MCF-7. MDA-MB-231 (MDA-231).

Figura 16:

curva de calibracién para el célculo de una ecuacién lineal. La curva de calibracién se utilizé para los anélisis
mostrados en la figura 17. El eje x muestra los valores de las intensidades de sefial para Cyr61 recombinante
y el eje y muestra la cantidad de proteina Cyr61 recombinante aplicada. El grafico insertado muestra los
parametros de la ecuacién, que se calculé como y=0.4118 x + 0.0009, en la que y es la cantidad de proteina
de Cyr61 [ng] y x es la intensidad de la sefial en el lector de ELISA a 450 nm y el valor fijo de 0.000928 como
ordenada en el origen.

Figura 17:

determinacién de las cantidades de Cyr61, 5 ug de lisado de células completas (A) y 0.5 pl de sobrenadante
de cultivo celular (B) mediante ELISA. Se sometieron a ensayo muestras puras de los lisados celulares y
sobrenadantes (gris claro), asi como muestras de lisados celulares y sobrenadantes de cultivo en los que se
habian afiadido 500 pg de Cyr61 recombinante (gris oscuro). Los numeros muestran los valores medios de tres
experimentos. La desviacion estandar se representa mediante barras verticales de error. Las células se
cultivaron bajo condiciones estdndares de cultivo y el sobrenadante de cultivo celular se recolecté tras 72 h.

Figura 18:

curva de calibracién para el célculo de una ecuacién lineal. La curva de calibracién se utilizé para los anélisis
mostrados en la figura 19. El eje x muestra los valores de las intensidades de sefial para Cyr61 recombinante
y el eje y muestra la cantidad de proteina Cyr61 recombinante aplicada. El grafico insertado muestra los
parametros de la ecuacién, que se calculé como y=0.40636 x + 0.00498, en la que y es la cantidad de proteina
de Cyr61 [ng] y x es la intensidad de la sefial en el lector de ELISA a 450 nm y el valor fijo de 0.00498 como
ordenada en el origen.

Figura 19:
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determinacién de las cantidades de Cyr61 en muestras de MCF-7 mediante ELISA. A: andlisis de lisados
celulares. Se sometieron a ensayo muestras de lisados celulares puros (gris claro) y 10 ug de lisados celulares
en los que se habia afiadido Cyr61 humana recombinante (gris oscuro). B: analisis de sobrenadantes de cultivo
celular. Se sometieron a ensayo muestras de sobrenadantes de cultivo celular puros (gris claro) y 20 ul de
sobrenadantes de cultivo celular en los que se habia afiadido Cyr61 humana recombinante (gris oscuro). Los
nameros muestran los valores medios de tres experimentos. La desviaciéon estandar se representa mediante
barras verticales de error. Las células se cultivaron bajo condiciones estdndares de cultivo y el sobrenadante
de cultivo celular se recolectd tras 72 h.

Figura 20:

curva de calibracién para el célculo de una ecuacién lineal. La curva de calibracién se utilizé para los anélisis
mostrados en la figura 21. El eje x muestra los valores de las intensidades de sefial para Cyr61 recombinante
y el eje y muestra la cantidad de proteina Cyr61 recombinante aplicada. El grafico insertado muestra los
parametros de la ecuacién, que se calculé como y=0.40669 x + 0.00279, en la que y es la cantidad de proteina
de Cyr61 [ng] y x es la intensidad de |la sefial en el lector de ELISA a 450 nm y el valor fijo de 0.00279 como
ordenada en el origen.

Figura 21:

determinacién de las cantidades de Cyr61 en muestras de MDA-MB-231 (MDA-231) mediante ELISA. A:
analisis de lisados celulares. Se sometieron a ensayo muestras de lisados celulares puros (gris claro) y 1 Hg
de lisados celulares en los que se habia afiadido Cyr61 humana recombinante (gris oscuro). B: analisis de
sobrenadantes de cultivo celular. Se sometieron a ensayo muestras de sobrenadantes de cultivo celular puros
(gris claro) y 75 nl de sobrenadantes de cultivo celular en los que se habia afiadido Cyr61 humana recombinante
(gris oscuro). Los nameros muestran los valores medios de tres experimentos. La desviaciéon estédndar se
representa mediante barras verticales de error. Las células se cultivaron bajo condiciones estandares de cultivo
y el sobrenadante de cultivo celular se recolect6 tras 72 h.

Figura 22:

analisis de transferencia western de muestras de plasma procedentes de donantes sanos para Cyr61 utilizando
el anticuerpo anti-Cyr61 H78. De cada donante se aplicaron 100 pl de plasma sanguineo. Debido a que se
aplicé a las muestras una etapa de purificaciéon de las proteinas, se analizé la recuperacién de Cyr61 mediante
adicién de 100 ng de Cyr61 recombinante a 100 pl de plasma del donante n° 1. El lisado celular de BC-M1 (sin
etapa de purificacién) sirvié de control adicional. Para identificar las bandas inespecificas potenciales con
intensidad de sefial débil, la pelicula de rayos X se expuso durante 15 minutos.

Figura 23:

curva de calibracién para el célculo de una ecuacién lineal. La curva de calibracién se utilizé para los anélisis
mostrados en la figura 24. El eje x muestra los valores de las intensidades de sefial para Cyr61 recombinante
y el eje y muestra la cantidad de proteina Cyr61 recombinante aplicada. El grafico insertado muestra los
parametros de la ecuacidn, que se calculé como y=0.40982 x + 0.00283, en la que y es la cantidad de proteina
de Cyr61 [ng] y x es la intensidad de |la sefial en el lector de ELISA a 450 nm y el valor fijo de 0.00283 como
ordenada en el origen.

Figura 24:

aplicacién del ELISA de Cyr61 a muestras de plasma de individuos sanos de mas de 50 afios de edad. Cada
punto de datos muestra el valor medio de muestras de plasma de cuatro individuos que se analizaron por
triplicado. Se muestra el valor medio numéricamente y la desviacién estandar como barras verticales de error.
La curva muestra un ajuste no lineal (alométrico) de los valores. La ecuacién correspondiente presentaba la
forma y = 2.341 x x1.0%0

Figura 25:

determinacién del limite de deteccién del ELISA de Cyr61 en muestras de plasma de individuos de control
femeninos sanos de més de 50 afios de edad. Se afiadié Cyr61 humana recombinante a 2.5 pl de volumen de
plasma, seguido de la aplicacién del ELISA. Para la evaluacién del limite de deteccién, se compararon tres
muestras de plasma puro con plasma que contenia Cyr61 afiadido, utilizando una prueba de Student de dos
colas para cada punto de datos. Se presenta el valor de p de cada prueba t numéricamente. El valor de p de
0.05 se indica como una linea horizontal.

Figura 26:
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ensayos de estabilidad de Cyr61 en el plasma de pacientes de cancer de mama. Todas las muestras de plasma
se almacenaron a -80°C tras la adquisicidn. A: muestras de plasma de pacientes de cancer de mama sin signos
visibles de metéastasis manifiestas. Las muestras se obtuvieron en los afios 1998 y 1999. B: muestras de plasma
de pacientes de cadncer de mama metastasico. Las muestras se obtuvieron en octubre de 2016 y se analizaron
inmediatamente después de la adquisicién. Todas las muestras se analizaron repetidamente para Cyr61
mediante ELISA en octubre de 2016, abril de 2017 y agosto de 2017. Cada muestra fue analizada por triplicado
en cada punto temporal. Los valores presentados son de valores medios y la desviacién estandar se
proporciona como barras verticales de error. El ligero incremento de los valores de Cyr61 durante el tiempo
podria deberse a los avances en la manipulacién de las muestras.

Figura 27:

determinacién de los niveles de Cyr61 en 100 yl de plasma sanguineo de personas de control sanas y de
pacientes de cancer de mama mediante ELISA. A: valores de Cyr61 en un grupo de donantes sanos
seleccionados indiscriminadamente. Se utilizaron cinco microgramos de lisado celular de MDA-MB-231 (MDA-
231) como control positivo. B: valores de Cyr61 en un grupo de mujeres sanas de mas de 50 afios de edad en
el momento de obtencién de la muestra. C: concentracién de Cyr61 en muestras de pacientes de cancer de
mama metastasico (gris claro9 y de pacientes sin signos de metastasis manifiesta en el momento del
diagndéstico del tumor primario (negro). A modo de comparaciéon, se muestran los valores medios de las
concentraciones de Cyr61 mostradas en A (sanas, gris oscuro) y B (mujeres de mas de 50 afios, columnas
blancas). Se analizaron 100 ul de medio de cultivo celular para una estimacién de fondo no especifico. Los
nameros indican los valores medios de tres mediciones y se indica la desviacién estandar mediante barras
verticales de error.

Figura 28:

analisis de sobrenadantes de cultivo celular mediante ELISA de tipo sandwich de Cyr61. Se aplicaron
sobrenadantes de cultivo celular de MDA-MB-231 y MCF-7 en una serie de dilucién. En el caso de MDA-MB-
231, la concentracién de Cyr61 del sobrenadante era de 1050 pg/ml y se aplicaron 100 pl de muestra en cada
punto de medicién. Para simplificar, las cantidades calculadas de Cyr61 por cada 100 pl de sobrenadante de
MDA-MB-231 se especifican en el eje x. Para cada punto de medicién, se analizaron los tres valores de MDA-
MB-231 y MCF-7 mediante prueba t de Student. Para Cyr61 en una cantidad de 0.125 ng se obtuvo un valor
de p de 0.031.

Figura 29:

comparacién del inductor angiogénico rico en cisteina 61 (Cyr61) en células de cancer de mama con células
de personas de control sano.

A: anélisis de transferencia western de BC-M1, MDA-MB-468 (MDA-468), MDA-MB-231 (MDA-231) y células
sanguineas mononucleares de tres voluntarios sanos (PBMC).

B: deteccidén de Cyr61 tras adicidn de estirpe celular a muestras de sangre (MDA-231 y BC-M1) y médula 6sea
(MDA-231) procedentes de voluntarios sanos mediante doble tincién inmunocitoquimica para citoqueratina y
Cyré1.

C: detecciébn de Cyr61 en DTC de pacientes de cancer de mama. Las imagenes compuestas son
superposiciones de las sefiales de citoqueratina, Cyr61 y DAPI. El enriquecimiento en células mononucleares
se llevd a cabo mediante centrifugacién de densidad Ficoll. Magnificacién de microscopia: 400 x.

Figura 30:

analisis del inductor angiogénico rico en cisteina 61 (Cyr61) en células de cancer de mama y en células de
personas de control sanas. A, B: deteccién de Cyr61 en las estirpes celulares de cancer de mama BC-M1,
MDA-MB-468 (MDA-468) y MCF-7 afiadidas a muestras de sangre de voluntarios sanos mediante doble tincién
inmunocitoquimica. En todos los experimentos, n=3. C: deteccién de Cyr61 en células tumorales circulantes
(CTC) de la sangre periférica de pacientes de cancer de mama. Las posiciones de las CTC se sefialan con
flechas. Las imagenes compuestas son superposiciones de las sefiales de citoqueratina, Cyr61, DAPI y CD45
(en caso de aplicarse). Para los detalles del andlisis de CTC, ver la figura 17. Las células tumorales se aislaron
con un dispositivo de enriquecimiento de CTC basado en el tamafio. Magnificacién de microscopia: 400 x. D:
simulacién de la diseminacién de células tumorales de microambientes hipdxicos en secciones bien oxigenadas
de la sangre. Las estirpes celulares se cultivaron con 1% de O, durante 14 dias (14 d) o se cultivaron durante
14 dias con 1% de O, seguido del cultivo durante 4 h con 10% de O» (14 d 4 h). La respuesta de Cyr61 se
analizé mediante transferencia western (anteriormente) y se analizé cuantitativamente (posteriormente). Los
ndimeros muestran el valor medio de tres experimentos independientes y la desviacién estandar se indica
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mediante barras verticales de error. Los niveles de Cyr61 en MCF-7 no se analizaron cuantitativamente debido
a que no se detecté Cyr61 en esta estirpe celular. S: condiciones de cultivo estandares.

Figura 31:

deteccién de Cyr61 en CTC de la muestra de sangre del paciente n° 6 (ver la figura 27C). Los nlcleos se tifieron
con DAPI; CD45 sirvié de marcador de exclusién de las células sanguineas normales y se utilizd la panqueratina
como marcador de deteccién de CTC. La imagen compuesta es una superposicion de los canales de DAPI,
CD45, citoqueratina y Cyr61. La magnificacién de microscopia era de 400x.

Figura 32:
Tabla 3: detalle de los anélisis de Cyr61 en CTC: ejemplo 11
Figura 33:

anélisis de la sensibilidad y especificidad de los niveles de Cyr61 en el plasma de pacientes de cdncer de mama
(n=786) frente a mujeres sanas (edad>50, n=124). Se muestran las curvas caracteristicas de receptor-operador
(ROC) para todos los pacientes analizados (A), el subgrupo de estadio T1 (B) y el subgrupo DCSI (C). ABC:
area bajo la curva. IC: intervalo de confianza

Ejemplo 1

El ejemplo 1 proporciona una vista general de los materiales y métodos utilizados en los ejemplos 2 a 11,
posteriormente.

Materiales y métodos

Pacientes. Se llevaron a investigaciones con seres humanos siguiendo las reglas de Helsinki tras obtener la
autorizacién del comité de ética de la Medical Association Hamburg. Se obtuvo consentimiento informado de todos
los pacientes antes de cualesquiera procedimientos relacionados con el estudio. Se utilizaron muestras de mujeres
con cancer de mama o de personas de control sanas tratadas en el University Medical Center Hamburg-Eppendorf,
Alemania. Para los analisis de CTC, se extrajo sangre de pacientes de cancer de mama positivos para metéstasis
distantes. Para la deteccién de Cyr61 en plasma sanguineo, se analizé la sangre de pacientes de cancer de mama
que no habian mostrado signos detectables de metastasis manifiesta en el momento del diagnéstico o de pacientes
con recaida metastasica.

Especimenes de médula ésea. Se aspir6 médula 6sea bilateralmente de las crestas iliacas tanto anterior como
posterior (10 ml/sitio) de voluntarios sanos. Se llevaron a cabo los procedimientos siguientes bajo condiciones
estériles. Se lavaron aspirados de médula 6sea en HBSS (Biochrom AG, Berlin, Alemania) y se diluyeron en PBS
(Gibco/Life Technologies, Carlsbad, EE.UU.) y se separaron mediante centrifugacién de densidad utilizando Ficoll
Paque Plus (GE Healthcare, Munich, Alemania). Se recogieron células mononucleares de la capa de interfase y
se lavaron dos veces en PBS con suero de feto bovino al 10% (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel).
Se prepararon citocentrifugados mediante centrifugacidén de células mononucleares de médula 6sea sedimentando
sobre portaobjetos de vidrio (Superfrost plus, Glaswarenfabrik Karl Hecht KG, Sondheim, Alemania; 7x10° células
mononucleares en cada portaobjetos). Los portaobjetos se secaron al aire durante la noche y se almacenaron a -
80°C. Las muestras de sangre se procesaron tal como se ha indicado para las muestras de médula 6sea y para
los experimentos de adicién, se afiadieron estirpes celulares a sangre o médula ésea de individuos sanos y se
procesaron tal como se ha indicado.

Estirpes celulares y condiciones de cultivo (condiciones de cultivo celular estandar). El cultivo de las estirpes
celulares de DTC se llevd a cabo esencialmente tal como se ha descrito (11). Se ha informado anteriormente (12)
de una vista general detallada de la generacién, autenticacién y las propiedades de las estirpes celulares de DTC,
BC-M1 (obtenida de médula 6sea de un paciente de cancer mamario), LC-M1 (obtenido de médula 6sea de un
paciente de cancer de pulmén) y PC-E1 y PC-M1 (obtenido de la médula ésea de un paciente de cancer de
prostata). Para una caracterizacién detallada de las estirpes celulares, ver las refs. (12, 11). Brevemente, las
estirpes celulares de DTC se cultivaron a 37°C en un medio humidificado con 5% de diéxido de carbono y 10% de
oxigeno. El medio de cultivo era RPMI 1640 complementado con suero de feto bovino al 10%, L-glutamina 2 mM,
insulina 10 mg/l, transferrina 5.5 mg/| (todos de Life Technologies, Darmstadt, Alemania), 50 pg/l de factor de
crecimiento epidérmico (EGF, Miltenyi Biotec, Bergish Gladbach, Alemania) y 10 pgl de factor de crecimiento
fibroblastico basico humano (b-FGF, Miltenyi Biotec). La estirpe celular de cdncer de mama MCF-7 se obtuvo de
la American Type Culture Collection. Las estirpes celulares de cancer de mama MDA-MB-468 (MDA-468), MDA-
MB-231 (MDA-231) y BT-20 se adquirieron de Cell Lines Service (Eppelheim, Alemania). La estirpe celular de
cancer de mama Hs578t fue amablemente proporcionada por Thomas Dittmar (University of Witten/Herdecke,
Alemania). Las subestirpes metastasicas 6seas MDA-MB-231 MDA-MB-231 SA (13) y MDA-MB-231 B02 (14) se
cultivaron en DMEM con FCS al 10% y L-glutamina 2 mM. MDA-MB-231 B02 fue amablemente proporcionada por
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Philippe Clézardin y MDA-MB-231 SA fue amablemente proporcionada por Theresa A. Guise. La subestirpe
metastasica cerebral (en ratones) MDA-MB-231, MDA-MB-231 BR, fue amablemente proporcionada por Frank
Winkler (German Cancer Research Centre, Heidelberg, Alemania) y se cultivé tal como se ha indicado para MDA-
231 (ver posteriormente).

MDA-468, MCF-7, PC-3, LNCAP, Du145, Hs578t, MDA-231, SCC25, Cal27 y BT-20 fueron cultivados en medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con suero de feto bovino al 10% y L-glutamina 2 mM
(todos de Life Technologies). Se cultivaron las células MDA-468, que sobreexpresan ErbB-2 (MDA-468 ErbB-2),
las células de control resistentes a G418 correspondientes portadoras de un vector de expresidn sin inserto (control
MDA-468) y el mutante YF del vector de expresién ErbB-2 que no presenta el sitio de fosforilacion Y1248 (MDA-
468 PM) [23], tal como se ha indicado para MDA-468 con complementacién con 400 pg/ml de G418 al medio.
Todas las estirpes celulares se cultivaron a 37°C en un medio humidificado. Las estirpes celulares que se habian
cultivado en RPMI se mantuvieron en presencia de 5% de CO» y las estirpes celulares cultivadas en DMEM se
mantuvieron en presencia de 10% de CO». Con la excepcién de las estirpes celulares de DTC, la mezcla de gases
restante era aire atmosférico. Dichas condiciones de cultivo celular se refieren a "condiciones estandares de cultivo
celular' en dicho trabajo. Se generaron muestras de proteinas dentro de los seis meses posteriores a la
resucitacion de las estirpes celulares.

Cultivo de las estirpes celulares en presencia de 1% de O, bajo condiciones de ayuno de glucosa o en presencia
de cloruro de cobalto. El cultivo de las estirpes celulares en presencia de 1% de O, (hipoxia) se llevd a cabo
utilizando el incubador Heracell 15 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.UU.). Se ajustd la presién parcial de
oxigeno con Na. Al cultivar las estirpes celulares en medio que no contenia glucosa (GIu®), se utilizé DMEM sin
glucosa y RPMI sin glucosa (ambos de Life Technologies). Para los experimentos de ayuno de glucosa en
presencia de 1% de O,, se combinaron ambas condiciones. Las demas condiciones de cultivo eran iguales a las
condiciones de cultivo estandares. Para la estabilizacién de HIF-1q, las células se incubaron con cloruro de cobalto
150 yM. Para dichos experimentos, todos los demés pardmetros eran iguales a las condiciones estandares de
cultivo celular.

Tratamiento de brefeldina A. Se aplicé brefeldina A (BFA) para analizar la secrecién de Cyr61 en células en cultivo.
Se adquirié BFA de Merck (Calbiochem, Darmstadt, Alemania) y se disolvié en DMSO a una concentracién de 10
mg/ml (solucién madre). A continuacién, la solucidén madre se diluyd en 12 ml de medio de cultivo celular sin FCS
hasta una concentracion final de 5 ug/ml por cada matraz de cultivo celular de 75 cm?. Las células se incubaron
con BFA durante 18 h bajo condiciones estdndares de cultivo celular. Para las células de control se aplic6 DMSO
sin BFA. Se llevaron a cabo etapas de centrifugacién a 0°C hasta que las proteinas del medio de cultivo no
estuvieran disueltas en el tampén de lisis (urea 9.8 M, EDTA 15 mM y Tris 30 mM). Se recolect6 el medio de cultivo
y se centrifugd a 2000 x g durante 5 min. El sedimento celular (células desprendidas) se lavd con 8 ml de PBS y
las células se lisaron con tampén de lisis y se procesaron tal como se indica en una seccién posterior. El
sobrenadante (12 ml por cada matraz de cultivo celular) se concentré con dispositivos de centrifugacién Ultraspin
(Vivaspin 4, membrana PES de 10,000 Da de MWCO, Sartorius-Stedim, Géttingen, Alemania) hasta un volumen
de 200 pl. Tras la adicién de 3 ml de mezcla de lisis, se concentré6 nuevamente el sobrenadante a un volumen de
200 pl. Se recolectd el sedimento celular tal como se ha indicado para la recoleccién celular para la transferencia
western. Las tres fracciones (células desprendidas, lisado celular y sobrenadante) se sometieron a transferencia
western tal como se indica posteriormente. Para los experimentos de BFA, se aplicaron 50 yg de proteina para la
transferencia western.

Enriquecimiento en CTC basado en el tamafio. Los presente inventores aplicaron un dispositivo de separacién
independiente del marcador (Parsortix, ANGLE PLC, Surrey, Reino Unido) para el enriquecimiento en células
tumorales. El sistema Parsortix utiliza una tecnologia de microfluidos en forma de un casete desechable (casete
de separacidn celular cc3R, Parsortix) para capturar CTC separandolas de la sangre de pacientes de cancer. Se
recogieron cuatro ml de sangre en BD Vacutainers (BD Belliver Industrial Estate, Plymouth, Reino Unido). Se
bombed sangre autométicamente a través del casete. El casete enriquece en CTC basandose en su mayor tamafio
(= 10 ym) en comparacién con otros componentes sanguineos. Para reducir el nivel de fondo, el casete se lavd
automaticamente con PBS (Life Technologies). Se recolectaron células tumorales aisladas, se citocentrifugaron
sobre un portaobjetos (SuperFrost/Plus) y se tifieron tal como se indica posteriormente. Para los experimentos de
adicién de estirpes celulares con sangre de personas sanas, se recibié sangre recién extraida del Institute for
Transfusion Medicine, University Medical Center Hamburg-Eppendorf. Se extrajeron muestras clinicas de
pacientes de cancer de mama positivos para metastasis distantes.

Deteccion inmunocitoquimica de Cyr61 en muestras de estirpes celulares, sangre y médula 6sea. Se afladieron
las estirpes celulares a muestras de sangre o médula 6sea de personas de control sanas. Las muestras se
procesaron tal como se ha indicado para el anélisis del espécimen de médula ésea o para el enriquecimiento para
CTC basado en el tamafio. Se llevd a cabo una doble tincidn inmunocitoquimica aplicando el anticuerpo anti-Cyré1
(H78) en combinacién con un céctel de anticuerpos especificos de citoqueratina. El céctel de anticuerpos de
citoqueratina del anticuerpo AE1/AE3 (anticuerpo monoclonal de ratén, Affymetrix eBioscience, Frankfurt,
Alemania) y C11 (anticuerpo monoclonal de ratén, Cell Signaling Technology, Danvers, EE.UU.). Se utilizaron
conjugados directos de AE1/AE3-Alexa Fluor4d88 y C11-Alexa Fluord88 en caso de que se indique para el
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experimento individual. La deteccién de células sanguineas normales se llev a cabo utilizando el anticuerpo anti-
CD45 acoplado con Alexa Fluor 647 (BioLegend, San Diego, EE.UU.) en donde se indica.

Se descongelaron portaobjetos 30 minutos antes de la incubacidén con solucién B recién diluida (135 pul de solucién
B en 10 ml d ePBS) de Epimet-Kit (AS Diagnostik, Hickeswagen, Alemania) durante 10 minutos. Tras el lavado
con PBS tres veces durante 3 min, las células se permeabilizaron durante 10 minutos con Triton X-100 al 1% en
PBS. Tras otra etapa de lavado se llevé a cabo el bloqueo de la unidén no especifica utilizando AB-Serum (Biotest,
Dreieich, Alemania) (al 10% en PBS) durante 20 minutos. Se afiadi6 el anticuerpo primario contra Cyr61 a una
dilucién 1:50 y se incubd a temperatura ambiente durante 1 h. El diluyente era AB-Serum al 10% en PBS. Los
portaobjetos se lavaron nuevamente tres veces con PBS y se aplicd anticuerpo secundario de conejo antirratén
Alexa 546 o Alexa 532 (Molecular Probes, Eugene, EE.UU.) durante 45 minutos diluido 1:200 en AB al 10%-suero
en PBS. Tras tres etapas de lavado con PBS, se aplicaron los anticuerpos especificos de citoqueratina y se
incubaron durante 60 min. El diluyente era AB-Serum al 10% en PBS en todos los casos. Para el céctel de
anticuerpos AE1/AE3 C11, la dilucién era 1:700 para AE1/AE3 y C11 se diluyd 1:200. Se eliminaron anticuerpos
especificos de citoqueratina residuales mediante 3 etapas de lavado con PBS. En el caso de que se aplicasen
anticuerpos especificos de citoqueratina no conjugados, se afiadié anticuerpo secundario de conejo antirratén
fluorocromo Alexa 488 (Molecular Probes) a una dilucién 1:200 en AB-Serum al 10% y se incubé durante 45 min.
Tras otra etapa de lavado (3x con PBS), se cubrieron los portaobjetos con medio de montaje Vectashield que
contenia DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, EE.UU.). Se llevaron a cabo controles de tincién en paralelo,
utilizando medios de dilucién del anticuerpo primario y anticuerpo secundario; los portaobjetos se evaluaron
manualmente utilizando el microscopio Axioplan 2 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemania).

Micromatriz de tejidos de Cyr61 (TMA). La expresion proteica de Cyr61 en muestras clinicas de tumor mamario se
evalud mediante tincién inmunohistoquimica (IHQ) tal como se indica posteriormente. Se utilizé una micromatriz
de tejidos de cancer de mama (TMA, ver la ref. [24]) para el andlisis de expresién de Cyr61 en tumores primarios.
Para la generacién de TMA, se obtuvieron muestras de 0.6 mm de partes invasivas de los tumores, que habian
sido seleccionados por un patélogo y se introdujeron en 3 matrices separadas. Se cortaron secciones de 6 uma
partir de los bloques de TMA. El diagnéstico postoperatorio, incluyendo la evaluacién del tipo histolégico y
gradacién, fue evaluado por patélogos en secciones de tejido fijadas con formalina e incluidas en parafina. Como
control negativo, se omiti6 el anticuerpo primario en secciones paralelas. Para la evaluacion 245 muestras de tumor
fueron elegibles, de las que, para 184 tumores primarios, se disponian de datos clinico-patolégicos. La
inmunotincién de Cyr61 fue evaluada en modo ciego por la patéloga Sabine Riethdorf utilizando una puntuacién
inmunorreactiva basada en la intensidad de tincién y el porcentaje de células positivas. Para cada muestra de
tejido, se registré la fraccién de células tumorales inmunotefiidas y se estimé la intensidad de tincién en una escala
de tres grados (0, 1, 2). A continuacién, los tumores se clasificaron inicialmente segun criterios arbitrariamente
predefinidos en tres grupos, incluyendo muy bajo, fuertemente positivo y un grupo intermedio. Los criterios exactos
para dichos grupos eran los siguientes: 0: muy débil (préximo al limite de deteccidn o sin tincién en absoluto); 1:
intervalo medio (tinciéon 1+ en (50% de células o tincién 2+ en (10% de células); 2: fuerte: (tincién 1+ en > 50% de
células otincién 2+ en >10%). Los analisis estadisticos para las comparaciones de distribucién de variables clinicas
y patoldgicas se examinaron utilizando la prueba chi-cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fisher. Los
valores de P inferiores a 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Se evaluaron los datos clinicos
desde la fecha del diagnéstico inicial hasta la muerte o la fecha del Gltimo seguimiento. Todos los anélisis
estadisticos se llevaron a cabo utilizando la versién 21 del software SPSS (Chicago, EE.UU.).

Tincién inmunohistoquimica de Cyr61. Para la tincion IHQ del TMA, se aplicd el anticuerpo policlonal de conejo
anti-Cyr61 (H78) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU.). Dicho anticuerpo habia sido aplicado
anteriormente por otro grupo de trabajo para la tincion de TMA en céncer de préstata [39]. Se aplicaron
especimenes incluidos en parafina sobre portaobjetos de microscopia de pacientes de cancer de mama. Se eliminé
la cera de parafina mediante incubacion del espécimen a 60°C durante dos horas, seguido de la incubacién de las
muestras dos veces en xileno durante 10 min cada vez. Para eliminar el xileno, los portaobjetos se incubaron en
etanol al 99%, seguido de la incubacidn en etanol al 96% y en etanol al 80%. Se llev6 a cabo cada etapa dos veces
y el tiempo de incubacién era de 2 min para cada etapa. Tras una breve etapa de lavado en agua, las muestras se
autoclavaron a 120°C en tampén de citrato (pH 6.0) durante 5 minutos. Después, las secciones se enjuagaron con
TBST durante 5 min. Se llevé a cabo un tratamiento de peroxidasa utilizando la solucién de bloqueo de peroxidasa
Dako REAL (DAKO, Glostrup, Dinamarca) durante cinco minutos. Tras una breve etapa de lavado con TBST, se
aplico el anticuerpo anti-Cyr61. El anticuerpo se utilizé a una dilucién 1:750 utilizando el diluyente de anticuerpos
Dako (DAKO) y se incubé a 4°C durante la noche. Después, se llevaron a cabo tres etapas de lavado con TBST
durante 3 minutos. Para la deteccidén del anticuerpo primario, se utilizé polimero marcado-HRP y el anticuerpo
secundario del sistema de deteccion de peroxidasa DAKO REAL/DAB (DAKO n° K5001) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la deteccién cromogénica, se aplicé 3,3'-diaminobencidina (DAB). Tras una breve
etapa de lavado, se visualizaron los nucleos mediante tincidén con hemalum (Merck, Darmstadt, Alemania). Los
especimenes se secaron mediante incubacién en etanol al 80%, seguido de la incubacion en etanol al 96%, etanol
al 99% vy xileno. Cada etapa se llev6 a cabo dos veces durante dos minutos cada vez. Para la conservacién del
espécimen, se utilizé medio de montaje Eukitt (Kindler, Freiburg, Alemania). La tincién de las metastasis de médula
Osea se llevé a cabo tal como se ha indicado para el TMA.
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Deteccién inmunocitoquimica de vimentina en estirpes celulares. Se descongelaron portaobjetos 30 minutos antes
de la incubacién con solucién B recién diluida (135 pl de solucién B en 10 ml de PBS) de Epimet-Kit (AS Diagnostik,
Huckeswagen, Alemania) durante 10 minutos. Tras el lavado con PBS tres veces durante 3 min, las células se
permeabilizaron durante 10 minutos con Triton X-100 al 1% en PBS. Tras otra etapa de lavado se llevé a cabo el
bloqueo de la unién no especifica utilizando AB-Serum (Biotest, Dreieich, Alemania) (al 10% en solucién salina
tamponada con fosfato) durante 20 minutos. Para la deteccién de la vimentina, se aplicé el anticuerpo antivimentina
(BD Pharmingen, Erembodegem, Bélgica; clon monoclonal de ratén RV202) que asimismo se utilizé para la
transferencia western. El anticuerpo antivimentina se diluyé 1:100 en AB-Serum al 10% en PBS y se incub6 durante
60 min. El diluyente era diluyente de anticuerpos Danko con componentes reductores de fondo (DAKO). Como
anticuerpo secundario, el anticuerpo de cabra antirratéon fluorocromo Alexa 546 se diluyé 1:200 en AB-Serum al
10% en PBS y se incubé durante 45 min. Tras otra etapa de lavado (3x con PBS), se cubrieron los portaobjetos
con medio de montaje Vectashield que contenia DAPI (Vector Laboratories). Se llevaron a cabo controles de tincién
en paralelo, utilizando medios de dilucién del anticuerpo primario y anticuerpo secundario; los portaobjetos se
evaluaron manualmente utilizando el microscopio Axioplan 2 (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemania).

Recoleccién celular y obtencién de muestras para transferencia western. Las células se lavaron tres veces con
solucién salina tamponada con fosfato precalentada a 37°C, se recolectaron en 300 pl de tampén de lisis por cada
matraz de cultivo celular de 75 cm?. Los lisados celulares se homogeneizaron sobre hielo mediante tratamiento
ultrasénico utilizando el dispositivo ultrasénico UP50H (Hielscher, Teltow, Alemania) mediante 3 etapas idénticas
(amplitud 100%, 10 s) y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h, seguido de centrifugacién (15.000 g a
temperatura ambiente durante 5 min) y recoleccién del sobrenadante. Se lavaron las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) con 1 ml de PBS. A continuacién, las células se incubaron en mezcla de lisis y se
homogeneizaron mediante tratamiento ultrasénico. Después, las proteinas se purificaron mediante precipitacién
utilizando 600 pl de precipitante (componente del kit 2-D Wuant, GE Healthcare, Uppsala, Suecia) por cada 250 pl
de la muestra y coprecipitante (componente del kit 2-D Quant) en la misma cantidad (17). Las proteinas purificadas
se disolvieron en 100 pl de urea 9.8 M y se solubilizaron durante 1 h a temperatura ambiente.

Se llevé a cabo la precipitacién de las proteinas de las muestras de plasma sanguineo tal como se ha indicado
anteriormente para las estirpes celulares (33). Las proteinas precipitadas se disolvieron en urea 9.8 M.

Se determiné la concentracién de las proteinas utilizando el kit de ensayo de proteinas Pierce BCA (Pierce,
Rockford, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando BSA como patrén. Las muestras se
almacenaron a -80°C. Se confirmd la calidad de las muestras y la calidad de los resultados del ensayo BCA
mediante geles de SDS tefiidos con Coomassie coloidal. El procedimiento de tincién se llevd a cabo segin Neuhoff
(18).

SDS-PAGE vy transferencia western. La separacion de las proteinas se llevé a cabo con el sistema Novex XCell
Sure-Lock mini (Invitrogen, Groningen, Paises Bajos) o la celda Protean Il xi (Bio-Rad, Hercules, EE.UU.) utilizando
geles de separacién de poliacrilamida al 10% y un sistema tampén de Laemmli. Las muestras se diluyeron en
tampén para muestras de SDS, se desnaturalizacién con calor a 95°C durante 5 min y se cargaron en los geles.
El patrén de tamafio molecular era el marcador de proteinas peqGOLD V (Peqlab, Erlangen, Alemania). Para el
analisis de transferencia western, se aplicaron 40 yg de proteina por cada muestra, excepto cuando se especifica
lo contrario. Después del SDS-PAGE, las proteinas se transfirieron a membranas Immobilon-PS? (Millipore GmbH,
Schwalbach, Alemania). Las proteinas se transfirieron mediante transferencia de cubeta (“tank blot”) utilizando el
sistema de electroforesis vertical mini VE dotado de unidades de transferencia de transferencia de cubeta (GE
Healthcare, Uppsala, Suecia). Los anticuerpos primarios se aplicaron siguiendo las instrucciones del fabricante
utilizando las diluciones indicadas en la seccién "Antibodies used for western blot". En caso de que no se
encontrase disponible informacion viable del proveedor, la membrana se bloqueé con leche en polvo baja en grasas
al 5% (Roth, Karlsruhe, Alemania) en TBST (tampén de bloqueo) durante una hora con agitacién suave. En dichos
casos, los anticuerpos primarios se diluyeron en tampén de bloqueo y se aplicaron en las membranas a 4°C con
agitacién suave durante la noche. Los anticuerpos secundarios apropiados conjugados con peroxidasa de rdbano
picante (todos de DAKO, Glostrup, Dinamarca) se utilizaron a diluciones de 1:500 a 1:10,000 segun la intensidad
de sefial del experimento individual. Todos los anticuerpos secundarios se diluyeron con tampén de bloqueo. Las
bandas se visualizaron utilizando el reactivo de deteccién de transferencia western ECL Prime y peliculas
radiogréaficas (ambos de GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las peliculas radiogréficas se
digitalizaron utilizando el densitdmetro de imagenes GS-700 (Bio-Rad). El analisis densitométrico se llevé a cabo
utilizando el software Quantity One (Bio-Rad). Cada reaccién se llevé a cabo en muestras biolégicas por triplicado.
Las membranas se lavaron utilizando el tampén de deshibridado siguiente: Se afiadieron 7.56 g de Tris, 20 g de
SDS, 7.8 g de 2-mercaptoetanol, ajuste a pH 9.5 utilizando HCI, H-O hasta 1 |. Antes de la utilizacién, se afiadieron
0.1 g de DTT a 25 ml del tampdn de deshibridado. Las membranas se incubaron a temperatura ambiente bajo
agitacién suave durante una hora. Tras el lavado con TBST, las membranas se incubaron con tampén de bloqueo
durante una hora y se aplicé un anticuerpo primario diferente.

Anticuerpos utilizados para la transferencia western. Los anticuerpos se adquirieron de los proveedores siguientes:

anticuerpo anti-AE1/AE3, monoclonal de ratén, dilucién 1:10,000. Affymetrix eBioscience, Frankfurt, Alemania. BD
Biosciences, Franklin Lakes, EE.UU.: antiintegrina av (CD51), monoclonal de ratén, clon Clone 21/CD51, dilucién
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1:500. BD Pharmingen, Erembodegem, Bélgica: anticuerpo antivimentina, monoclonal de ratén, clon RV202,
dilucién 1:5,000. Cell Signaling Technology, Danvers, EE.UU.: anticuerpo antitubulina-alfa (11H10), monoclonal de
conejo, dilucién 1:10,000. Anticuerpo anti-BiP (C50B12), monoclonal de conejo (BiP es un sinénimo de Grp78),
dilucién 1:1,000. Anticuerpo anti-Cyr61, policlonal de conejo, dilucién 1:1,000 (MDA-MB-231, Hs578t, BC-M1, LC-
M1) otras estirpes celulares 1:500. Anti-HIF-1a (D2U3T), monoclonal de conejo, dilucién 1:1,1000. Anticuerpo
antilamina A/C, policlonal de conejo, dilucion 1:1000. anticuerpo anti-PD-L1 (E1L3N), monoclonal de conejo,
dilucién 1:1000. Los anticuerpos antiintegrina se obtuvieron del kit muestreador de anticuerpos de integrina (Cell
Signaling Technology), con la excepcién de la antiintegrina av. Las diluciones aplicadas fueron: antiintegrina a5:
1:1,000, integrina 4 (D8P6C) XP 1:1,000, integrina a4 (D2E1) XP 1:500, integrina B1 (D2ES5) 1:2,000, integrina B3
(D7X3P) XP 1:2,000, integrina 35 (D24A5) 1:1,000.

Abcam, Cambridge, Reino Unido: Anticuerpo anti-ErbB-2, monoclonal de ratén (clon CB11), dilucién 1:500.
Anticuerpo anti-CXCRA4, policlonal de conejo, dilucién 1:4,000. BD Biosciences, Heidelberg, Alemania: anticuerpo
antiintegrina av, monoclonal de ratén (clon 21/CD51), dilucién 1:500. Cell Signaling Technology: anticuerpo anti-
AKT, policlonal de conejo, dilucién 1:5,000. Anticuerpo antifosfo-AKT (Serd73), monoclonal de conejo (clon
193H12), dilucién 1:500. Anticuerpo antialfa-tubulina, monoclonal de conejo (clon 11H10), dilucién 1:10,000.
Anticuerpo anti-BiP, monoclonal de conejo (clon C50B12) (BiP es un sinénimo de Grp78), dilucién 1:1,000.
Anticuerpo anti-Cyr61, policlonal de conejo, dilucién 1:1,000 (MDA-MB-231, Hs578t, BC-M1, LC-M1) otras estirpes
celulares 1:500. Anticuerpo antirreceptor de EGF, monoclonal de conejo (clon D38B1), dilucién 1:1,000. Anti-HIF-
1a, monoclonal de conejo (clon D2U3T), dilucién 1:1,000. Anticuerpo antiintegrina a5, policlonal de conejo, dilucién
1:1,000. Anticuerpo antiintegrina f4, monoclonal de conejo (clon D8PEC), dilucién 1:1,000. Anticuerpo antiintegrina
a4, monoclonal de conejo (clon D2E1), dilucién 1:500. Anticuerpo antiintegrina 1, monoclonal de conejo (clon
D2ES5), dilucion 1:2.000. Anticuerpo antiintegrina B3, monoclonal de conejo (clon D7X3P), dilucién 1:2,000.
Anticuerpo antiintegrina 5, monoclonal de conejo (clon D24A5), dilucién 1:1,000. Anticuerpo antilamina A/C,
policlonal de conejo, dilucién 1:1000. Anticuerpo anti-PD-L1, monoclonal de conejo (clon E1L3N), dilucién 1:2.000.
Epitomics, Burlingame, EE.UU.: anticuerpo anticadherina-E, monoclonal de conejo (clon EP700Y), dilucién
1:20,000. Merck (Calbiochem), Darmstadt, Alemania: anticuerpo anti-c-ErbB-2/c-Neu (Ab-3), monoclonal de ratén
(clon 3B5), dilucidén 1:4,000. Micromet, Munich, Alemania: anticuerpo antipan-citoqueratina, monoclonal de ratén
(clon A45/BB3), dilucién 1:10,000. Novus Biologicals, Littleton, EE.UU.: anticuerpo anticadherina-N, monoclonal de
conejo (clon EPR1792Y), dilucién 1:10,000. Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU.: anticuerpo anti-EGFR
(1005), policlonal de conejo, diluciéon 1:5,000. Anticuerpo anti-Cyré1 (H78), policlonal de conejo, dilucién 1:1,000
(MDA-MB-468, MCF-7, PBMC) o 1:10,000 (todas las demas estirpes celulares). Anticuerpo anti-Cyré1 (H2),
monoclonal de ratén, dilucién 1:1,000 (MDA-MB-468, MCF-7) o 1:10,000 (todas las demés estirpes celulares).

Marcaje con is6topos estables utilizando aminoacidos en el cultivo celular (SILAC). Para el andlisis del perfil de
expresion de proteinas, se seleccionaron las estirpes celulares de cancer de mama MDA-468 y BC-M1 y se
cultivaron tal como se ha descrito para condiciones estandares de cultivo celular, excepto las especificadas. En
caso de que no se indique lo contrario, se siguieron las instrucciones del kit de cuantificacién de proteinas Pierce
SILAC (Pierce Biotechnology). Se selecciond BC-M1 para el marcaje de proteinas debido a que RPMI, al contrario
que DMEM, contiene prolina e hidroxiprolina, evitando el potencial falso marcaje de las prolinas sin suplementacién
artificial del medio con prolina. Para BC-M1 se utilizé medio RPMI para SILAC y para MDA-468 se utilizd medio
DMEM para SILAC, y se complementaron con suero de feto bovino dializado al 10% (todos de Pierce
Biotechnology) y con L-glutamina 2 mM (Life Technologies). El RPMI se complementé adicionalmente con 10 mg/|
de insulina, 5.5 mg/I de transferrina (ambos de Life Technologies), 50 ug/l de EGF y 10 pg/l de b-FGF (ambos de
Miltenyi Biotec). Las proteinas de BC-M1 se marcaron utilizando '*Cs-Arginina-HCl y "*Cs-Lisina-2HCI| (ambos de
Pierce Biotechnology) a una concentracién de 100 mg por litro de RPMI. El DMEM para MDA-468 se complementé
con arginina-HCI y lisina-2HCI (ambos de Pierce Biotechnology). Los aminoacidos se afiadieron a los medios
después de la filtracién esterilizante. A continuacién, en la presente memoria los medios se denominaron medio
de SILAC (pesado y ligero). El anélisis morfolégico de las células mediante microscopia revelé una alteracion
morfolégica detectable de las células cultivadas en medio SILAC en comparacion con las células cultivadas bajo
condiciones estandares de cultivo celular hasta el pase 7 (inclusive, es decir, + 18 dias).

Preparacién de muestras preparativas para espectrometria de masas. Para el marcaje preparativo de las
proteinas, las células se cultivaron durante 3 pases en medio SILAC en matraces de cultivo celular de 75 cm? bajo
condiciones estdndares. Dependiendo del crecimiento celular, las células se dividieron en una proporcién 1:3 0 1:4
cada 2 a 3 dias. Se analizaron cuatro matraces cada uno de pase 3 que se cultivaron en fechas diferentes. Se
describe el protocolo siguiente para un matraz. La recoleccién de células se llevé a cabo tal como se ha indicado
para la transferencia western y las células se lisaron en 400 pl de mezcla de lisis (urea 8 M/EDTA 15 mM/Tris 30
mM). El lisado se homogeneizé mediante tratamiento de ultrasonidos utilizando el dispositivo de ultrasonidos
UP50H (3 etapas idénticas (amplitud 100%, 10 s). A continuacién, se dejé que las proteinas se disolviesen
mediante incubacién de la muestra a temperatura ambiente durante 1 h, seguido de centrifugacién (12.000 g a
temperatura ambiente durante 5 min) y recoleccién del sobrenadante. Después, la muestra se complementé con
0.05 volimenes de DTT 1 M/Tris 1 M y se incubé a 56°C durante 20 min bajo agitacién vigorosa. DTT asimismo
sirvidé de secuestrante para la formacién potencial de iones isocianato a partir de urea. El bloqueo irreversible de
los grupos SH se llevé a cabo mediante adicién de IAA a una concentracién final de 200 mM. Se ajustd el valor del
pH a 9.5 utilizando Tris 2 M. A continuacién, la muestra se incubd a temperatura ambiente y se protegié de la luz
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durante 30 min bajo agitacién vigorosa. Después, las proteinas se purificaron mediante precipitacién utilizando 1.2
ml de precipitante (componente del kit 2-D Quant, GE Healthcare) por cada 500 ul de muestra y coprecipitante
(componente del kit 2-D Quant) en la misma cantidad que de precipitante (17). Las proteinas se sedimentaron
mediante centrifugacién (16.000 g durante 5 min) y se lavaron con 1 ml de Tris 80 mM en acetona al 80%. Se
eliminaron las sustancias contaminantes residuales mediante una etapa de lavado adicional con 1 ml de acetona
80 mM. Las proteinas purificadas se disolvieron en 100 ul de urea 9.8 M y se solubilizaron durante 1 h atemperatura
ambiente. Después de lo anterior, se realizé la determinacién de la concentracidén de proteina utilizando el ensayo
BCA. Las muestras se diluyeron con 9 volimenes de NH4sHCO3 100 mM, pH 8.3. Las proteinas se digirieron con
tripsina (tripsina de grado de secuenciacién, Roche, Mannheim, Alemania) mediante la adicién de 1 ug de tripsina
por cada 20 g de proteina de la muestra. Para los analisis posteriores, se combinaron 380 pg de proteina de cada
estirpe celular (MDA-468 y BC-M1) en una proporcién 1:1. Después, la muestra se incubé a 37°C durante la noche
bajo agitacion vigorosa.

Desalacion de péptidos. Tras la digestién triptica, los péptidos se desalaron utilizando un cartucho de fase inversa
(cartucho Oasis HLB Plus Short, 225 mg, 60 pm, Waters, Manchester, Reino Unido). El cartucho se acondiciond
con 3 ml de metanol al 100% (MeOH) y se equilibré con 3 ml de &cido férmico (AF) al 0.2%, MeOH al 5% (tampén
de lavado, disuelto en HPLC-H,O) utilizando jeringas de 5 ml. Se disolvieron los péptidos tripticos en 1 ml de
tampén de lavado y se cargaron en un cartucho utilizando una jeringa de 1 ml. Tras la carga, el cartucho se lavd
con 3 ml de tampdn de lavado y los péptidos se eluyeron con 1.5 ml de MeOH al 60% utilizando jeringas de 3 ml.
El eluido se evapord utilizando un evaporador centrifugo Speed vac.

Fraccionamiento OFFGEL. Los péptidos desalados se fraccionaron segln sus puntos isoeléctricos utilizando un
dispositivo fraccionador OFFGEL (Agilent Technologies, fraccionador 3100 OFFGEL, Waldbronn, Alemania). Para
el enfoque isoeléctrico (IEF), se utilizd la configuracién de 24 pocillos y tiras de IPG con un gradiente lineal de pH
4-7 de 24 cm (GE Healthcare, Munich). La muestra se disolvié en 3 ml de tampén de carga (MeOH al 20%, tampén
IPGF al 1% [pH 4 a 7], disuelto en HoO-HPLC) y se afiadieron 150 ul de volumen de muestra a cada pocillo. Para
proteger las fracciones de la desecacién durante el procedimiento de enfoque, se afiadieron 100 pl de tampén de
carga sin muestra a las fracciones n° 1 y n® 24. Para las fracciones n°® 2 y n® 23, se afiadieron 23.50 pl de tampén
de carga. La IEF se llevé a cabo con una corriente méaxima de 50 PA y tensiones tipicas de entre 300 V y 2500 V
hasta alcanzar un total de 50 kVh. Después, se recogieron las fracciones de IEF y se secaron utilizando un sistema
Speed vac.

Analisis de nanoUPLC-ESI-QTOF-EM/EM. Se llevaron a cabo andlisis de espectrometria de masas en un
espectrémetro de masas QTOF (QTOF Premier, Micromass/\Waters, Manchester, Reino Unido) dotado de un
nanoUPLC (nanoAcQUITY, Waters, Manchester, Reino Unido). Para las mediciones de QTOF, se disolvieron
muestras concentradas en 30 pl de AF al 0.1% y se cargaron 4 pl en una columna de muestreo (columna UPLC
nanoAcquity, C18, 180 um x 20 mm, Waters, Manchester, Reino Unido). Tras el muestreo, la columna de muestreo
se lavé durante 5 min con ACN al 2%, AF al 0.1% (5 pl/min). Los péptidos se eluyeron en la columna de separacién
(columna UPLC nanoAcquity, BEH 130 C18, Waters; 100 pm x 100 mm, 500 nl/min, gradiente: A, &cido férmico al
0.1% en HO-HPLC,; B, acido férmico al 0.1% en acetonitrilo, 2-50% de B en 87 min). La pulverizacién se generd
a partir de un emisor de silice fusionada (D.l. 10 um, New Objective, Woburn, EE.UU.) a una tensién capilar de
1520V, una temperatura de la fuente de 100°C y una tensién del cono de 40 V en modo de iones positivos. Los
datos se registraron en modo de adquisicién dependiente de datos (DDA). Se llevaron a cabo barridos de anélisis
de EM en un intervalo de m/z de 400 a 1500 con un tiempo de barrido de 0.6 s y un retardo entre barridos de 0.05
s. Se utilizaron las tres sefiales mas abundantes para la fragmentacién. Se obtuvieron espectros de EM/EM de 100
a 1500 m/z con un tiempo de barrido de 3.2 s y una rampa de colisién de 15 a 35 eV. Se utilizé una exclusiéon en
linea para prevenir multiples sucesos de fragmentacién (tiempo de exclusion: 60 s, ventana de exclusion: +/- 0.1
m/z). Para la calibracién, se registré un espectro Lockspray cada 20 segundos (1 pmol/ul [Glu1] fibrinopéptido B
(Sigma, Munich, Alemania) en un intervalo de m/z de 100 a 1500 utilizando una energia de colisiéon de 22 eV.

Se llevé a cabo un andlisis de nanoUPLC-ESI-QTOF-EM/EM dirigido al péptido Cyr61 tal como se ha indicado
anteriormente, con las modificaciones siguientes. Los péptidos se eluyeron en una columna de separacion
(columna UPLC nanoAcquity, BEH 130 C18, Waters; 75 um x 200 mm, 200 nl/min, gradiente: A, &cido férmico al
0.1% en HO-HPLC; B, &cido férmico al 0.1% en acetonitrilo, 2-50% de B en 87 min). Se llevaron a cabo barridos
de andlisis de EM en un intervalo de m/z de 400 a 1500 con un tiempo de barrido de 0.6 s y un retardo entre
barridos de 0.05 s. Se utilizaron las dos sefiales més abundantes para la fragmentacién. Se obtuvieron espectros
de EM/EM de 100 a 1500 m/z con un tiempo de barrido de 0.95 s y una rampa de colisién de 20 a 32 eV. Para la
deteccion de Cyr61, se utilizé una lista de inclusion: m/z 1180.6389 (+/- 0.1 Da), tiempo de retencién: 4174.8 s (+/-
90 s), tiempo de barrido: 4.95 s, retardo entre barridos: 0.05 s, rampa de colisién: 20-32 eV.

Identificacién de péptidos. Para la identificacién de péptidos, se suavizaron los espectros en bruto (Savitzky-Golay,
canal de ventana suavizada: 3, nUmero de suavizaciones: 2), centrados (anchura min. de pico a media altura: 4,
centroide hasta: 80%) y corregido para masa patrén utilizando Protein Lynx Global Server versién 2.5.2 (Waters,
Manchester, Reino Unido). La lista de picos resultante se exporté en forma de un archivo mzML. La identificacién
se llev6 a cabo con The OpenMS Proteomic Pipeline (TOPP) (19) utilizando la interfaz gréfica de usuario TOPPAS,
que es parte del paquete de software de fuente abierta OpenMS (20). Se realiz6 una blsqueda de los archivos
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mzML frente a una base de datos de sefiuelos humanos (Uniprot, base de conocimiento de proteinas (UniProtkB),
www.uniprot.org) utilizando dos motores de blsqueda diferentes (el algoritmo de busqueda abierto de
espectrometria de masas (OMSSA) (21), XTANDEM (22) con los parametros siguientes: tolerancia para masa de
precursores fijada en 35 ppm y tolerancia para masa de fragmentos fijada en 0.1 Da. Ademés, se permitié un corte
faltante y se consider6é que una oxidacién de metionina, una carbami-desmetilacién en la cisteina, asi como un
marcaje 3Cs tanto en la lisihna como en la arginina, eran modificaciones variables. Después, se estimaron
probabilidades de error posteriores utilizando la herramienta |ID-PostErrorProbability y se calcularon las
identificaciones de consenso basandose en las identificaciones de péptidos de los dos motores de busqueda
utilizando la herramienta Consensus|D (23). Con la herramienta FalseDiscoveryRate se calcularon los valores q y
el umbral para la identificacién correcta de péptido se fij6 en un valor de q de 0.05. Finalmente, los archivos de
identificacién de péptido se exportaron en forma de archivos idXML.

Cuantificacion mediante SILAC. Para la cuantificacion mediante SILAC, los archivos de datos en bruto se
convirtieron en archivos mzXML en modo de perfil utilizando el conversor de archivos massWolf. El procesamiento
de las sefiales se llevé a cabo utilizando TOPPAS (19). En primer lugar, se convirtieron los archivos mzXML en
archivos mzML utilizando la herramienta FileConverter. Para el procesamiento posterior de los datos, los archivos
mzML se filtraron con la herramienta FileFilter (Unicamente nivel MS1, intervalo rt [s]: 1800-5000). Los datos en
bruto filtrados se suavizaron utilizando NoiseFilterSGolay (longitud de marco: 13, orden polinomico: 4). Se
identificaron las parejas de SILAC y se cuantificaron utilizando la herramienta SILACAnalyzer utilizando los
parametros siguientes. El umbral de tiempo de retencién se fij6 en 50 segundos y se utilizé un valor umbral de
intensidad de 5 recuentos. La correlacién de intensidad se fij6 en 0.6 y se considerd una desviacién del modelo de
2.5. Un péptido requirié la estimacién de por lo menos tres picos isotdépicos y un maximo de siete picos isotdpicos
con el analizador SILAC. El marcaje se fij6 en '3Cs para la lisina y la arginina, y para la detecciéon se permitié un
corte faltante. Los resultados se exportaron en forma de archivos consensusXML. El grupo de datos de los péptidos
identificados, que se manipulé en forma de archivos idXML, se hizo corresponder con las parejas de SILAC
correspondientes utilizando la herramienta IDMapper y se exportd en forma de archivos csv. Los archivos CSV se
cargaron en Mathematica. Para cada pareja de SILAC, la proporcidn se calculé mediante divisiéon de la intensidad
del péptido ligero por la intensidad del pesado. Las proporciones de péptidos se agruparon segun la proteina a la
que se habian asignado y se utiliz la proporcién media de péptidos como la proporcién de la proteina.

Para el anélisis de los datos, sélo se consideraron identificaciones de péptidos que se correspondian con una Unica
proteina (péptidos Unicos). Las proteinas sé6lo se analizaron adicionalmente en el caso de que se detectasen
péptidos Unicos en por lo menos tres de las cuatro réplicas biolégicas. Los péptidos que se derivaban del extremo
C-terminal de una proteina que no terminaban con K o R fueron excluidos manualmente. Se calculé el valor medio
y la desviacion estéandar para todos los péptidos detectados para una proteina. Las proteinas que se consideraron
expresadas diferencialmente debian exceder un valor de 2.0 en términos de factor de cambio con significancia
estadistica con p<0.05 (prueba t de Student).

Determinacién de las tasas de crecimiento mediante recuento celular. Para la determinacién de las tasas de
crecimiento, las células tumorales en primer lugar se cultivaron en placas de 6 pocillos bajo condiciones
estandares. Se utilizaron 15.000 a 25.000 células por pocillo y se dejé que creciesen durante un dia. Para la
determinacién del numero de células inicial, se determiné el nimero de células de un pocillo de la manera siguiente.
Las células se desprendieron mediante tripsinizacién y se transfirieron a una cdmara de recuentos Neubauer
utilizando la tincién vital de azul tripan para identificar las células muertas. Se determiné el nimero de células para
nueve cuadrados y se calculé el nimero de células por pocillo para dichos valores. El nimero de células resultante
sirvid como valor del nimero de células inicial (t=0 h) para el experimento individual. Las células se cultivaron en
paralelo en pocillos adicionales y se trataron tal como se indica en las secciones de cultivo celular. Tras los puntos
temporales apropiados, se recolectaron las células y se contaron tal como se ha indicado. Se llevaron a cabo
réplicas biolégicas de la misma manera en experimentos independientes.

Se llevaron a cabo analisis morfolégicos de las células bajo ayuno de glucosa utilizando el microscopio Axiovert
25 (Carl Zeiss AG).

Ensayo de inmunosorcién ligada a enzima (ELISA). Obtencién de muestras: se obtuvo plasma sanguineo de
personas de control sanas o pacientes de cancer de mama mediante centrifugacién de muestras de sangre recién
extraidas a 2500 x g durante 15 min. Se clarific6 el sobrenadante del cultivo celular mediante centrifugacién a 2500
x g durante 15 min. Para el lisado de células completas de las estirpes celulares, las células se lisaron con tampén
LPIP (NaCl 140 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, NP40 al 0.05%, glicerol al 10%) y los lisados celulares
se aplicaron en una diluciéon apropiada. El diluyente era PBS. En el caso de plasma y sobrenadante de cultivo
celular, se aplicaron 100 pl de volumen de muestra sin diluir. Se adquirié proteina Cyr61 humana recombinante de
Abnova (Taipei, Taiwan). Se determiné la concentracidn de la proteina utilizando el kit de ensayo de proteinas BCA
de Pierce.

Para la deteccién de Cyr61 en muestras de células tumorales, se establecié un ELISA. Las etapas de pipeteado

se llevaron a cabo con una pipeta multicanal de 100 pl. En primer lugar, se recubrieron las placas de 96 pocillos
(placa de fondo plano de 96 pocillos, Costar, Sigma Aldrich) con el anticuerpo anti-Cyr61 (anticuerpo policlonal de
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conejo anti-Cyr61 (H78), Santa Cruz Biotechnology). El anticuerpo anti-Cyr61 se diluyé a una concentracién de 3
Ha/ml en PBS (Gibcol/Life Technologies) y se afiadieron 25 pl del anticuerpo diluido a cada pocillo. La placa se
incub6 a 4°C durante la noche. Para eliminar el anticuerpo no unido, las células se lavaron con 100 pl de volumen
tres veces. La primera vez, los pocillos se lavaron con PBS, seguido de dos etapas utilizando PBS con Tween-20
al 0.02% (Roth, Karlsruhe, Alemania). A continuacién, los pocillos se bloquearon con tampén de bloqueo (leche
seca desnatada al 5% [Roth], en PBS con Tween al 0.02%) utilizando 30 pl de tampén de bloqueo en cada pocillo
durante dos horas a temperatura ambiente. A lo anterior siguieron tres etapas de lavado con 100 yl de volumen.
La primera vez, los pocillos se lavaron con PBS, seguido de dos etapas utilizando PBS con Tween-20 al 0.02%.
Para la deteccién de Cyr61 en las muestras, se afiadieron 100 pl de volumen de muestra a cada pocillo y se
incubaron a temperatura ambiente durante dos horas. A continuacién, los pocillos se lavaron con tres etapas de
lavado tal como se ha indicado anteriormente. El anticuerpo secundario (IgG de cabra anticonejo-AP, Santa Cruz
Biotechnology) se diluyd 1: 3,000 con tampdn de bloqueo y se afiadieron 30 pl de la dilucién a cada pocillo, seguido
de incubacién durante una hora a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron con tres etapas de lavado tal
como se ha indicado. Tras la adicion de 100 pl de solucién de sustrato precalentada (solucién de sustrato de
micropocillo de un componente de fosfato de para-nitrofenilo, Southern Biotech, Birmingham, EE.UU.) a cada
pocillo, la reaccidén se incub6 en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos. La reaccidn se detuvo
mediante la adicién de 15 pl de NaOH 3 N. Las muestras se analizaron utilizando un lector de ELISA (NanoQuant
Infinite M200 pro, Tecan, Mannedorf, Suiza) a 405-620 nm. Se llevaron a cabo analisis estadisticos de los niveles
de Cyr61 entre los grupos de pacientes con un ensayo ANOVA de un factor utilizando el programa OriginPro 8.0
(Northampton, EE.UU.), en el que los valores de p <0.05 se consideraron significativos.

Recientemente se ha establecido una modificacién del ELISA de Cyr61 en un ELISA de tipo sandwich, que se llevé
a cabo de la manera siguiente. El ensayo se llevd a cabo en tiras sueltas F8 MaxiSorp (Thermo Fisher, Waltham,
EE.UU.). El anticuerpo anti-Cyr61 (H78) se diluyé a una concentracién de 6 ug/ml en PBS y se afiadieron 25 pl del
anticuerpo diluido a cada pocillo. El ensayo se incub6é a 4°C durante la noche. A continuacidn, los pocillos se
lavaron con 100 pl de PBS y dos veces con 100 ul de PBS con Tween-20 al 0.02% (Roth). A continuacién, los
pocillos se bloquearon con tampén de bloqueo utilizando 30 pl por pocillo y se incubaron durante 2 h a temperatura
ambiente. Los pocillos se lavaron nuevamente con 100 pl de PBS y dos veces con 100 pl de PBS con Tween-20
al 0.02% (Roth). Después, se afiadieron 100 pl de muestra, por ejemplo plasma no diluido, a cada pocillo y se
incubaron a temperatura ambiente durante dos horas, seguido de tres etapas de lavado, tal como se ha indicado.
Como anticuerpo de deteccion, se utilizd el anticuerpo anti-Cyr61, monoclonal de ratdén (clon 365108) de R&D
Systems (Minneapolis, EE.UU.). Dicho anticuerpo se diluy6é en PBS a una concentracién de 30 ug/mly se aplicaron
25 pl de la dilucién en cada pocillo, seguido de la incubacién a 4°C durante la noche. Se eliminé el anticuerpo no
unido mediante tres etapas de lavado, tal como se ha indicado. Como anticuerpo secundario, se diluyé un
anticuerpo policlonal de cabra antirraton acoplado con peroxidasa de rédbano picante (P0447, Dako, Glostrup,
Dinamarca) 1:250 con tampén de bloqueo y se aplicaron 30 pl de la dilucién a cada pocillo. El anticuerpo secundario
se incubd a temperatura ambiente durante una hora. El ensayo se lavé tres veces tal como se ha indicado. Como
sustrato, se afiadieron a cada pocillo 100 ul de sustrato de micropocillo HRP de un componente TMB (E102, Bethyl
Laboratories, Montgomery, EE.UU.). La incubacion se llevé a cabo protegido de la luz durante 15 min, seguido de
la parada de la reaccién mediante la adicion de 100 pl de &cido sulfurico 1 N. Se detect6 la extincidén a 450 nm
utilizando el lector de ELISA NanoQuant Infinite M200 pro.

Inmunoprecipitacion. Para el andlisis de Cyr61 mediante inmunoprecipitacion, se aplicaron 1-2x107 células. Tras
la recoleccidn de las células, las células se sedimentaron a 1450 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se descart6 el
sobrenadante y las células se lavaron con PBS y se sedimentaron mediante centrifugacién. Para la lisis celular, se
afadieron al sedimento celular 100 pl de tampdn LPIP, 5 pl de cloruro sédico 5 M y 105 pyl de agua. Tras la
homogeneizacién, la muestra se incubd durante 5 minutos a 4°C, seguido de centrifugacién a 10.000 x g durante
15 min a 4°C. Se descartd el sedimento. A continuacidn, se afiadieron 400 ul de tampén LPIP a cada tubo. Para la
precipitacion de Cyr61, se aplicaron 20 pl del anticuerpo anti-Cyr61 (anticuerpo anti-Cyr61 (H78) policlonal de
conejo, Santa Cruz Biotechnology). Para el ensayo de control de IgG, se utilizaron 10 pl de I9G de conejo normal-
AC (Santa Cruz Biotechnology). Las muestras se incubaron en un rotador a 4°C. Tras 3 h de incubacién, se
afladieron 25 pl de perlas (proteina A-sefarosa, CL-4B/GE Healthcare) a cada ensayo y se incubaron en un rotador
a 4°C durante una hora adicional. A continuacién, los conjugados de perlas-anticuerpos se lavaron utilizando 1 ml
de tampén LPIP para cada ensayo, seguido de centrifugacién a 2.000 rpm a 4°C. El lavado se repitié cuatro veces.
Los anticuerpos se cortaron mediante la aplicacién de 50 pl de tampén para muestras y se afiadieron 5 pl de agente
reductor (tampén para muestras NUPAGE LDS 4X, agente reductor de muestras NUPAGE 10 X, ambos de
Gibco/Life Technologies) a las muestras, seguido de incubacidén a 70°C en un termociclador. Tras la centrifugacién
a 2000 rpm a 4°C durante 1 minuto, se separaron las muestras mediante SDS-PAGE. Se llevd a cabo SDS-PAGE
utilizando XCell SureLock Mini-Cell 1 unidad, Thermo Fisher, Waltham, EE.UU.), geles premoldeados TruPage al
4-12%, 12 pocillos y tampén de migraciéon de TEA-tricina SDS TruPAGE (ambos de Sigma Aldrich). Las proteinas
se transfirieron mediante el médulo XCell Il Blot (Thermo Fisher) en membranas de nitrocelulosa Protan (GE
Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se detecté Cyr61 utilizando el anticuerpo anti-Cyré1,
monoclonal de ratén (clon 365108) de R&D Systems (Minneapolis, EE.UU.) a una dilucién de 1: 500.
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Ensayo de inmunosorcién ligada a enzima (ELISA) mejorado.

Obtenciéon de muestras: Se obtuvo plasma sanguineo de personas de control sanas o pacientes de cancer de
mama mediante centrifugacién de muestras de sangre recién extraidas a 2500 x g durante 15 min. Se clarificé el
sobrenadante del cultivo celular mediante centrifugacién a 2500 x g durante 15 min. Para el lisado de células
completas de las estirpes celulares, las células se lisaron con tampén LPIP (NaCl 140 mM, Tris-HCI 50 mM, pH
7.5, EDTA 1 mM, NP40 al 0.05%, glicerol al 10%) y los lisados celulares se aplicaron en una dilucién apropiada.
El diluyente era PBS (Gibco/Life Technologies). En el caso de muestras de plasma, se aplicaron 2.5 pl de volumen
de muestra. Se adquirib proteina Cyr61 humana recombinante de Abnova (Taipei, Taiwan). Se determinaron las
concentraciones de proteina utilizando el kit de ensayo de proteinas BCA de Pierce.

Las etapas de pipeteado se llevaron a cabo con una pipeta multicanal de 100 pl utilizando placas TC, de 96 pocillos,
estandares, F (Sarstedt). Para el recubrimiento de los pocillos, se aplicé el anticuerpo anti-Cyr61 H2 de Santa Cruz
Biotechnology. El anticuerpo se diluy6 1:250 en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con FCS al 10%
y se aplicaron 35 pl del anticuerpo diluido en cada pocillo. La placa se incub6 a 4°C durante la noche bajo agitacién
suave. Para eliminar el anticuerpo no unido, las células se lavaron con 100 ul de volumen tres veces. La primera
vez, los pocillos se lavaron con PBS, seguido de dos etapas utilizando PBS con Tween-20 al 0.02% (Roth,
Karlsruhe, Alemania). A continuacién, se bloqued la unién no especifica con tampdn de bloqueo (leche seca
desnatada al 5% [Roth], en PBS con Tween al 0.02%) utilizando 100 ul de tampdn de bloqueo en cada pocillo. El
ensayo se incubé bajo agitacién suave a 4°C durante la noche. A continuacién, se llevaron a cabo tres etapas de
lavado utilizando 100 pl de volumen en cada una tal como se ha indicado. Para la incubacién con muestras de
plasma, se afiadieron 2.5 pl de plasma diluido en 97.5 ul de DMEM con FCS al 10% y se incubaron durante dos
horas a temperatura ambiente bajo agitacién suave. A lo anterior le siguieron tres etapas de lavado con 100 pl de
volumen cada una, tal como se ha indicado. A continuacién, se afiadié el anticuerpo anti-Cyr61 H78 (Santa Cruz
Biotechnology) a los pocillos. El anticuerpo anti-Cyr61 se diluyé 1:500 en DMEM con FCS al 10% y se afiadieron
35 pl del anticuerpo diluido a cada pocillo, seguido de incubacién a temperatura ambiente bajo agitaciéon suave
durante dos horas. A lo anterior le siguieron tres etapas de lavado con 100 pl de volumen cada una, tal como se
ha indicado. Para la detecciéon de Cyr61, se diluyd un anticuerpo policlonal de cabra anticonejo acoplado con
peroxidasa de rabano picante (Dako, Glostrup, Dinamarca) 1:250 con tampén de bloqueo y se aplicaron 35 pl de
la dilucién a cada pocillo. La reaccidén se incubé a temperatura ambiente durante una hora bajo agitaciéon suave. A
lo anterior siguieron tres etapas de lavado con 100 pl de volumen cada una, tal como se ha indicado. A
continuacién, se afiadieron a cada pocillo 100 pl de sustrato de micropocillo HRP de un componente TMB (Bethyl
Laboratories, Montgomery, EE.UU.). La incubacién se llevé a cabo protegida de la luz a temperatura ambiente
durante 15 min. La reaccién se detuvo mediante la adicién de 100 pl de solucidén de parada para sustratos TMB
(Immunochemistry Technologies, Bloomington, EE.UU.) e incubacién en la oscuridad bajo agitacién suave durante
15 min. Se detect6 la extincion a 450/620 nm utilizando el lector ELISA NanoQuant Infinite M200 pro (Tecan,
Mannedorf, Suiza). Los valores de DO se convirtieron a concentraciones de Cyr61 utilizando proteina Cyr61
recombinante y purificada como patrén.

Inmunoprecipitacion (IP) de Cyr61 mejorada. Para el aislamiento de Cyr61, se utilizaron 100 ul de sobrenadante
de cultivo celular recién recolectado que se habia dejado 72 h sobre células MDA-MB-231. Las perlas (proteina A-
sefarosa, CL - 4B; GE Healthcare, Munich, Alemania) se suspendieron en 500 ul de tampén de IP frio (tampdn
LPIP con comprimidos cOmplete ULTRA de inhibidor de proteasas de Roche, Mannheim, Alemania). A
continuacién, se afladieron 4 pg del anticuerpo monoclonal de ratén anti-Cyr61 H2 (Santa Cruz Biotechnology). En
el ensayo de control, se sustituy6 el anticuerpo anti-Cyré1 por IgG de ratdn normal-AC (Santa Cruz Biotechnology).
Los ensayos se incubaron en un rotador a 4°C durante la noche. Para eliminar el anticuerpo no unido, las perlas
se lavaron cinco veces con 1 ml de tampén de IP (2,000 x g durante 1 minuto). Las perlas se suspendieron en
100 pl de sobrenadante de cultivo celular y 900 ul de tampén de IP frio y se incubaron en un rotador a 4°C durante
tres dias. A continuacién, los conjugados de perlas-anticuerpos se lavaron utilizando 1 ml de tampén de IP para
cada ensayo, seguido de centrifugacién (2,000 x g durante 1 minuto). Se repitié el lavado cuatro 3 veces. Los
anticuerpos se cortaron mediante la aplicacion de 100 pl de tampédn para muestras Laemmli a las perlas
sedimentadas y se calentaron a 70°C durante diez minutos. Tras la centrifugacién (10,000 x g durante 1 minuto),
se analizé una alicuota del sobrenadante mediante transferencia western para Cyr61 utilizando el anticuerpo anti-
Cyré1 H78 (Santa Cruz Biotechnology) para la deteccién de Cyr61.

Ejemplo 2: identificacién de Cyr61 como marcador mesenquimatoso.

Las estirpes celulares de mDTC de la médula ésea de los pacientes de cancer (BC-M1, cancer de mama; LC-M1,
cancer de pulmén; PC-E1 y PC-M1, cancer de préstata) sirvieron de modelos Utiles para estudiar la biologia de las
DTC (12). En particular, BC-M1 y LC-M1 mostraron caracteristicas mesenquimatosas, tales como una expresién
elevada de vimentina, aunque conservaron algunos atributos epiteliales, tales como un nivel bajo de expresién de
determinadas citoqueratinas (figura 1A). En contraste, las células de céncer de mama MDA-468 de tipo basal
presentan un fenotipo predominantemente epitelial, aunque contienen una subpoblacién de células tumorales que
estan enriquecidas en proteinas marcadoras mesenquimatosas como vimentina (ver a continuacién). Para conocer
mejor el proceso de diseminacién, los presentes inventores analizaron el perfil de proteinas de BC-M1 y MDA-468
mediante SILAC (marcaje con isbtopos estables con aminoacidos en cultivo celular) y espectrometria de masas
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CL-EM/EM. Las células BC-M1 se marcaron metabdlicamente, mientras que MDA-468 se cultivé en presencia de
los is6topos ligeros correspondientes. La Unica proteina detectada que cumplia los requisitos de los presentes
inventores era Cyr61. Se sobreexpresaba Cyr61 en BC-M1 en comparaciéon con MDA-468 en dichos experimentos
(tabla 1 en la figura 2; figura 1B). Se presenta lamina-A/C como ejemplo de proteina que no se expresa
diferencialmente en BC-M1 y MDA-468 en el enfoque de CL-EM/EM. Dichos resultados se confirmaron mediante
transferencia western (figura 1C, D). De esta manera, los presentes inventores se centraron en Cyr61 en los
analisis siguientes.

Ejemplo 3. Expresién elevada de proteina Cyr61 en células tumorales con atributos mesenquimatosos.

Las células tumorales con un fenotipo mesenquimatoso pronunciado (Hs578t, BC-M1 y LC-M1) eran positivas para
Cyré1 (figura 1C, D). La estirpe celular de céancer de mama MDA-MB-231 (MDA-231), que comparte atributos
epiteliales y mesenquimatosos, asimismo muestra niveles elevados de Cyr61. En contraste, las estirpes celulares
con atributos epiteliales (MDA-468 y MCF-7) expresan Cyr61 a niveles muy bajos. Los niveles de Cyr61 en las
estirpes celulares de cancer de prostata PC-E1 y PC-M1 (figura 1E) eran inferiores a los de BC-M1. A partir de los
analisis de las estirpes celulares de los presentes inventores, por lo tanto, se supuso que mCTC/mDTC eran
positivos para Cyr61 junto con la ligera expresidn de citoqueratinas.

Ejemplo 4. Respuesta de Cyr61 al estrés microambiental y coexpresién con PD-L1.

Los presentes inventores establecieron un sistema modelo para el analisis de niveles de Cyr61 durante el curso
de la diseminacién de las células de cancer a la médula ésea con énfasis en la hipoxia (figura 5).

Los presentes inventores observaron una coexpresidon notablemente similar de Cyr61 y HIF-1a (factor 1-alfa
inducible por hipoxia) en las condiciones iniciales del sistema modelo de los presentes inventores (condiciones de
cultivo celular estandares, figura 5A). HIF-1a es el regulador maestro de adaptacién metabdlica a la hipoxia. A
continuacién, los presentes inventores modelaron el establecimiento de DTC en zonas hipéxicas de la médula
6sea sometiendo las células a 1% de O, en una serie temporal (figura 5B). En MDA-231 y MDA-468, la regulaciéon
negativa de Cyr61 se vio acompafiada de la induccién de la proteina marcadora mesenquimatosa vimentina
durante la hipoxia. La correlacién inversa entre Cyr61 e HIF-1a sugiere una regulacién negativa dependiente de
HIF-1a de Cyr61, aunque este efecto no resulté muy evidente bajo 1% de O,. Con el fin de clarificar lo anterior, los
presentes inventores trataron las células con cloruro de cobalto en presencia de condiciones estandares de cultivo
celular (figura 5D). El cobalto (Co®*) inhibe la interaccion de HIF-1a con la proteina de von Hippel-Lindau,
conduciendo a la acumulacion de HIF-1a (24). Estos experimentos revelaron una acumulacién de HIF-1a con la
consiguiente regulacién negativa de Cyr61. A continuacién, los presentes inventores analizaron Cyr61 en las
subestirpes metastasicas 6seas de MDA-231, MDA-231 SA (13) y MDA-231 B02 (14) (figura 5E), asumiendo que
dichas células tumorales debian adaptarse a las condiciones hipéxicas in vivo durante la expansién metastasica.
Los presentes inventores observaron una correlacién inversa entre Cyr61 e HIF-1a en dichas estirpes celulares, lo
que concuerda con las respuestas celulares de Cyr61 e HIF-1a con el tratamiento de Co?*. Los presentes
inventores analizaron adicionalmente la subestirpe metastasica cerebral de MDA-231, MDA-231 BR, a fin de
someter a ensayo los resultados de los presentes inventores de metastasis en médula ésea en el contexto de las
metéastasis cerebrales. MDA-231 BR mostraba los niveles de Cyr61 mas altos de entre todas las células analizadas
en las lineas de trabajo que se habian cultivado bajo condiciones de cultivo estdndares.

La hipoxia frecuentemente es una consecuencia de un suministro ineficiente de la sangre en tumores que se ve
acompafiado de una falta de nutrientes. Por lo tanto, los presentes inventores analizaron la respuesta celular al
ayuno de glucosa (figura 5F). Para BC-M1 y LC-M1, se detectd una reduccién de la expresién de Cyr61 con el
ayuno de glucosa, mientras que se observé una induccién de Cyr61 en las células MDA-231 y Hs578t. Al someter
MDA-468 a hipoxia y ayuno de glucosa conjuntamente, se indujo tanto Cyr61 como vimentina (figura 5D, E).

Para considerar la situacién en los pacientes, en los que las células tumorales deben escapar de la
inmunovigilancia durante el proceso de diseminacién, los presentes inventores monitorizaron los niveles de PD-L1
(ligando 1 de muerte celular programada 1). PD-L1 protege a las células tumorales de la eliminacién por las células
T y ha sido detectada recientemente en CTC (25). Debido a que se observé que PD-L1 podia ser inducido por
0.5% de O, mediante HIF-1a (26), los presente inventores analizaron una potencial induccién de PD-L1 por
concentraciones de O relevantes para la médula 6sea (1% de O,) o mediante tratamiento con Co®*. Los presentes
inventores observaron una induccién de PD-L1 en BC-M1 y Hs578t bajo 1% de O, (figura 5B) y en ambas estirpes
celulares se indujo transitoriamente PD-L1 (figura 5D) en respuesta al tratamiento de Co?*. Ademas, se observaron
niveles extraordinariamente elevados de PD-L1 en MDA-231 BR (figura 5E). Lo anterior muestra que las DTC, con
un fenotipo similar a BC-M1, pudieron mantener niveles de PD-L1 bajo condiciones hipéxicas, tales como las
presentes en la médula ésea in vivo y confirma que el modelo de los presentes inventores es compatible con la
situacién en los pacientes a este respecto.
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Ejemplo 5. Coexpresién de Cyr61 con PD-L1 y expresion frecuente de Cyr61 en estirpes celulares de cancer
pancreético.

Los presentes inventores observaron una determinada coexpresién de Cyr61 y PD-L1 (figura S5A). Para probar
dicha suposicién, los presentes inventores compararon Cyr61 y PD-L1 en estirpes celulares adicionales de
diferentes entidades tumorales (figura 6). Los presentes inventores encontraron para estirpes celulares de cancer
de préstata, de mama, asi como de cabeza y cuello, coexpresiéon de Cyr61 y PD-L1 (figura 6A). En dichas entidades
tumorales, la diseminacién de las células tumorales se produce predominantemente mediante diseminacién
hematégena o linfatica.

En contraste, en el cancer pancreatico, la expansion metastasica frecuentemente se produce mediante
diseminacién peritoneal (27). Para las estirpes celulares de cancer pancreédtico analizadas, los presentes
inventores observaron una correlacién inversa entre los niveles de Cyr61 y de PD-L1 (figura 6B).

Ademas, el cancer pancredtico es un ejemplo de entidades de células tumorales, que pueden dar lugar a
inflamacién (pancreatitis), conduciendo a la diseminacién de las células premalignas (28). Los presentes inventores
detectaron en la totalidad de las cuatro estirpes celulares de cancer pancreético analizadas, Cyr61, sugiriendo una
expresion frecuente de Cyr61 en cancer pancreatico.

Ejemplo 6. Respuesta de Cyr61 a la expresion de ErbB-2 bajo condiciones hipdxicas.

Aparte de los tumores de mama triple-negativos, los tumores positivos para ErbB-2 muestran s6lo un niumero bajo
de células tumorales individuales con atributos mesenquimatosos (4). Por lo tanto, los presentes inventores
supusieron que ErbB-2 podria afectar a la adquisiciéon de atributos mesenquimatosos y niveles de Cyr61 (figura
7A, B). ErbB-2 se sobreexpresaba en MDA-468 y la estirpe celular resultante se denominé MDA-468 ErbB-2. Las
células de control de MDA-468 portaban un vector de expresion sin inserto y MDA-468 PM expresaba una proteina
ErbB-2 en la que la tirosina 1248 se habia sustituido por fenilalanina (12). Bajo condiciones estandares de cultivo
celular, se redujo la expresién de Cyr61 en MDA-468 ErbB-2 en comparacién con el control de MDA-468. Tras la
exposicidn a condiciones hipdxicas, los valores de expresiéon de Cyr61 en MDA-ErbB-2 se redujeron todavia més.
En comparacién con el control de MDA-468, MDA-ErbB-2 y MDA-468 PM mostraron una atenuacién de la induccién
de vimentina bajo condiciones hipéxicas. Lo anterior se confirmé a nivel celular mediante tincidn
inmunofluorescente para vimentina (figura 7C, D).

En efecto, el modelo celular de los presentes inventores contiene un error sisteméatico, ya que en MDA-468 sin
vector de expresién, Cyr61 se encontraba regulado negativamente bajo hipoxia (figura 5B), mientras que para el
control de MDA-468, no se observé lo anterior (figura 7A). Por lo tanto, los presentes inventores confirmaron la
regulaciéon negativa de Cyr61 en un grupo independiente de estirpes celulares (figura 7E). Se seleccioné la estirpe
celular de cdncer de mama BT20 y tres estirpes celulares de carcinoma de células escamosas de cancer de cabeza
y cuello. Para la totalidad de las cuatro estirpes celulares, se observd la induccién de ErbB-2 bajo hipoxia con
regulacién negativa concomitante de Cyr61.

Ademas, la estimulacién de EGF del control de MDA-468 y de MDA-468 ErbB-2 condujo a una induccién masiva
de Cyr61 (figura 7F). Estos experimentos se llevaron a cabo bajo condiciones estandares de cultivo celular.

Ejemplo 7. Identificacion de la secrecién de Cyr61 en DTC.

Las células tumorales primarias pueden secretar Cyr61 al espacio extracelular. Sin embargo, no esta claro si Cyr61
asimismo puede ser secretado por las CTC o DTC. Por lo tanto, se analizé el medio de cultivo celular de las DTC
BC-M1 para la presencia de Cyr61 secretado (figura 8). Debido a que no podia excluirse que las células lisadas
puedan liberar Cyr61, las células fueron tratadas con brefeldina (BFA) en paralelo. La BFA inhibe el transporte de
las proteinas del reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi. Para eliminar las células desprendidas del medio de
cultivo celular, se centrifugdé el medio de cultivo. La fraccién soluble se denominé sobrenadante y los residuos
insolubles se denominaron células desprendidas. Debido a que el tratamiento de BFA conduce a la activacidén de
Grp78 (30), la induccién de Grp78 sirvid de control positivo.

Se detectaron niveles elevados de Cyr61 en el control de sobrenadante no tratado en comparacion con la fraccién
tratada con BFA correspondiente, en MDA-231 y en BC-M1 (figura 8A, B). Ademés, el andlisis de la proteina
citoplasmatica no secretada alfa-tubulina no revelé ninguna contaminacién detectable de proteinas citoplasmaticas
en la fraccién sobrenadante, sugiriendo la deteccién de Cyr61 secretado en las estirpes celulares analizadas.

Para la induccién de una funcién biolégica de Cyr61 secretado, las células requieren la presencia de receptores
de Cyr61 adecuados. De entre una diversidad de diferentes receptores de Cyr61, el heterodimero de integrina av
e integrina B3 (integrina avp3) es uno de los receptores de Cyr61 mejor investigados (34). Por lo tanto, los
presentes inventores determinaron la presencia de diferentes integrinas en las estirpes celulares con énfasis en la
receptor integrina avp3 de Cyr61 (figura 8C). Con la excepcién de MCF-7, en la que la integrina f3 no era
detectable, todas las estirpes celulares investigadas presentaban los prerrequisitos estructurales para la formacién
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de un complejo Cyr61-integrina avp3 funcional. Las estirpes celulares de DTC mostraban niveles muy elevados de
integrina av e integrina B3. Ademas, las subestirpes metastésicas 6seas MDA-231, MDA-231 SA y MDA-231 B02
mostraban niveles elevados de integrina av e integrina B3 en comparacidn con la estirpe celular parental.

Ejemplo 8. Establecimiento de un ensayo de inmunosorcién ligada a enzima para la deteccién del inductor
angiogénico rico en cisteina 61 (ELISA de Cyr61).

Anélisis de estirpes celulares mediante transferencia western. En primer lugar, se investigé si el anticuerpo anti-
Cyré1 (anticuerpo anti-Cyr61 policlonal de conejo (H78), Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU.) era capaz
de unirse a Cyr61 en solucién liquida. Los presentes inventores establecieron una inmunoprecipitacién (IP) de
Cyr61 en los lisados celulares de BC-M1 y MDA-MB-231 (figura 9). Las estirpes celulares se cultivaron bajo
condiciones estédndares de cultivo. La proteina Cyr61 se capturé utilizando el anticuerpo de conejo anti-Cyr61 (H78)
y se detectd en la transferencia western mediante un anticuerpo de ratén anti-Cyr61. Dichos datos muestran que
Cyr61 puede aislarse de las muestras liquidas con el anticuerpo anti-Cyr61 (H78).

A continuacién, se compard la calidad del anticuerpo anti-Cyr61 (H78) con un anticuerpo anti-Cyr61 de Cell
Signalling (CST) mediante transferencia western (figura 10A). Se analizaron los lisados celulares de cuatro estirpes
celulares diferentes de niveles variables de Cyr61. Ambos anticuerpos detectaron una sefial en una masa
molecular de aprox. 40 kDa, que en ambos casos era la sefial predominante en las transferencias western. El
anticuerpo H78 proporcion6 sefiales mas claras con menos sefiales de fondo que el anticuerpo de CST, en
particular en lisados celulares con niveles bajos de Cyr61, tales como MDA-MB-468. En los anélisis cuantitativos
de las transferencias western, se detectaron las sefiales de Cyr61 mas altas para BC-M1 utilizando el anticuerpo
H78, mientras que para el anticuerpo CST, los valores mas altos se observaron para MDA-MB-231. Debido a que
para todos los experimentos se utilizaron los mismos lisados celulares, es improbable que dicho efecto sea el
resultado de un efecto biolégico. Posiblemente, lo anterior podria deberse a los limites de precisién de la medicién,
ya que se solapan las barras de error para los valores de MDA-MB-231 y BC-M1. Alternativamente, dicho efecto
podria deberse a diferentes sitios de reconocimiento en Cyr61 por los dos anticuerpos diferentes. Debido a que el
anticuerpo H78 proporciona sefiales con menos ruido de fondo, se utilizé dicho anticuerpo para el establecimiento
del ELISA.

El anticuerpo H78 se analizd adicionalmente mediante aplicacién de Cyr61 recombinante humano en una serie de
dilucién (figura 10B). Las transferencias western mostraron una banda en una masa molecular de
aproximadamente 40 kDa tanto en los lisados celulares como en las muestras de proteina Cyr61 recombinante.
Las masas moleculares observadas son compatibles con una masa molecular predicha de péptido procesado
(péptido de sefial cortado) de aprox. 39.5 kDa.

Para las muestras con Cyr61 recombinante, se observaron sefiales adicionales en una masa molecular de aprox.
90 kDa. Debido a que Cyr61 posee cinco puentes disulfuro, dichas sefiales podrian ser dimeros de Cyr61 que no
pudieron cortarse por completo en la preparacién de las muestras.

En tiempo de exposicién prolongada de las peliculas radiogréficas, se detectaron sefiales inespecificas débiles en
las estirpes celulares. Bajo dichas condiciones, las sefiales de Cyr61 especificas explican la parte principal de la
sefial total, aunque se vuelven detectables sefiales inespecificas. En particular, el lisado celular de MCF-7 no
proporcioné una sefial de Cyr61 especifica detectable y el fondo no especifico mas alto de entre las estirpes
celulares analizadas. Debido a que este resultado resulta crucial para el establecimiento del ELISA de Cyr61,
asimismo se aplicaron 40 g de lisado celular de MCF-7 para visualizar el fondo inespecifico en dicha estirpe
celular. A partir de las intensidades de sefial de la serie de dilucién de Cyr61 recombinante (figura 10B), se derivd
una curva de calibracién (figura 11A). Se representaron gréficamente las intensidades de sefial [unidades
arbitrarias] de las cantidades de proteina Cyr61 conocida y se derivé una curva de calibracién (ajuste lineal).

Se determiné la ecuacién lineal como y=2.5678x (ecuacién 1), en la que 'y’ es la cantidad de proteina Cyr61 [ug]y
'X' es la intensidad de sefial en las peliculas radiograficas.

La aplicacidén de la ecuacién 1 a las intensidades de sefial de Cyr61 determinadas en los lisados celulares de las
estirpes celulares (figura 10B) permitié el calculo de la cantidad de proteina Cyr61 en los lisados celulares (10 pg
de proteina total). Los valores medios calculados de cantidad de proteina Cyr61 de los tres experimentos eran:

MCF-7:0.1ng+ 0.4 ng
MDA-MB-468: 6.5 ng + 5.4 ng
MDA-MB-231:23.9ng +14.3ngy
BC-M1: 32.8 ng + 12.5 ng.

Por lo tanto, 10 ug de lisado celular de BC-M1 contienen aprox. 33 ng de Cyr61, que es 0.33 por ciento de la
cantidad total de proteinas.

Al contrario que para los ELISA de Cyr61 (ver posteriormente), los valores de las intensidades de sefial de Cyr61
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en MCF-7 no se restaron como fondo inespecifico respecto de las intensidades de sefial de Cyr61 de las deméas
estirpes celulares debido a que las proteinas de los lisados celulares se habian separado seglin su masa. Lo
anterior permitié la discriminacién de las sefiales inespecificas de las sefiales especificas de Cyr61 en dichos
experimentos.

Anélisis técnicos de las estirpes celulares mediante ELISA de Cyr61. Analogamente a los analisis de los lisados
celulares mediante transferencia western, se analizé Cyr61 mediante ELISA. En primer lugar, se generd en una
serie de dilucién una curva de calibracién con cantidades proteicas conocidas de Cyr61 recombinante (figura 11B).
Se determiné que la ecuacién lineal era:

y=64.104x + 0.467 (ecuacidn 2),

en la que 'y' es la cantidad de proteina Cyr61 [ug], 'X' es la intensidad de sefial en las peliculas radiograficas y el
valor fijjo 0.467 es la ordenada en el origen.

Se observé en los andlisis de transferencia western que MCF-7 es una estirpe celular sin sefiales de Cyr61
detectables, aunque son cierto grado de fondo inespecifico. Con el fin de investigar lo anterior adicionalmente, se
analizé una serie de lisados de células MCF-7 con cantidades crecientes de proteina. Se observaron los valores
de DO405 nm siguientes:

Desviacién estandar de los
valores de DO405

Cantidad aplicada de
proteina de lisado de

Valor medio (n=3)
DO405 nm

células MCF-7 [ug]
0

0.002896656

0.000754309

25 0.071150015 0.003339141
5 0.151973335 0.003518485
10 0.261973327 0.00317575
20 0.454233329 0.006123999

Estos datos muestran que la cantidad de fondo inespecifico es proporcionan a la cantidad aplicada de proteina del
lisado celular. La aplicaciéon de la ecuacidén 2 al valor de 10 ug de MCF-7 como ejemplo resulta en un valor de
17.26 ng £ 0.67 ng de Cyr61, que puede considerarse un falso positivo (valor de fondo) para Cyré1 en MCF-7.

Con el fin de someter a ensayo la idea de que los valores de las muestras de MCF-7 pueden restarse de las
muestras que deben analizarse para obtener la cuantificacién de Cyr61 sin ruido de fondo, los presentes inventores
afladieron a las muestras de 10 pg de lisados celulares de MCF-7 cantidades diferentes de proteina Cyr61
recombinante y determinaron el valor de DO405. A partir de dichos valores, se resté el valor de DO405 previamente
determinado para 10 g del lisado celular de MCF-7 (0.261973327) y después se aplicé la ecuacién 2 a los valores.

Los valores resultantes se presentan en las columnas 4 y 5:

a 10 pg de lisado Valor medio Desviacién Cantidad calculada Cantidad calculada
celular de MCF-7 se (n=3) estandar de los de proteina Cyr61 de proteina Cyr61
afiadié Cyr61 DO405 nm valores de DO405 [ng]tras la [ng]tras la
recombinante [ug] sustraccién de MCF- | sustracciéon de MCF-7
7 (valores medios) (desviacién estandar)
0 0.238639767 0.007433709 -1.03 0.94
1 0.27349667 0.002929 1.21 0.65
25 0.311413361 0.000727006 3.64 0.51
5 0.354000014 0.004590354 6.37 0.76
10 0.42162001 0.008609143 10.70 1.02
20 0.513366677 0.005907896 16.58 0.85
50 0.903566639 0.003611554 41.60 0.70
100 1.857266665 0.001929598 102.73 0.59
200 3.53030001 0.008883117 209.98 1.04

La comparacién de los valores obtenidos (columna 4) con los valores de entrada (columna 1) muestra que los
valores de Cyr61 falsos positivos se han eliminado en gran medida.

El propdsito principal del establecimiento del ELISA de Cyr61 eran los anélisis de los sobrenadantes de cultivo
celular para analizar la Cyr61 secretada. Por lo tanto, los presente inventores analizaron los sobrenadantes del
cultivo celular de MCF-7.

Debido a que Cyr61 no era detectable en los lisados celulares de MCF-7 analizados mediante transferencia

western, los presentes inventores asumieron que Cyr61 no es sintetizado por MCF-7 (o sélo a niveles muy bajos).
Por lo tanto, es probable que Cyr61 no resulta secretado por MCF-7, de manera que el sobrenadante puede
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aplicarse para la sustraccién del fondo de similar a los experimentos realizados con los lisados celulares.

Anélogamente a los experimentos sobre los lisados celulares (figura 11B), para los analisis de los sobrenadantes
de cultivo celular, se generd una curva de calibracion utilizando Cyr61 recombinante (figura 11C).

La ecuacidn resultante para la curva de calibracién era:
y=63.528x + 1.1162 (ecuacién 3)

en la que 'y’ es la cantidad de proteina Cyr61 [ug], X' es la intensidad de sefial (DO405 nm) en el lector de ELISA
y el valor fijo de 1.1162 es la ordenada en el origen.

Se sometié a ensayo si el valor de DO405 para los sobrenadantes de cultivo celular de MCF-7 era proporcional al
volumen aplicado [ul] de sobrenadante de cultivo.

Sobrenadante de cultivo celular Valor medio (n=3) Desviacién estandar de los
aplicado de MCF-7 [ul] DO405 nm valores de DO405
0 0.0018903 0.000472051
50 0.016325 0.000990123
100 0.028531999 0.000410819

De manera similar a los resultados de los experimentos realizados en las estirpes celulares, el valor de DO405 nm
se incrementa con cantidades crecientes del sobrenadante del cultivo de células MCF-7. La aplicacién del valor de
50 pl del sobrenadante del cultivo de MCF-7 a la ecuacidn 3 proporciona una cantidad calculada de proteina Cyr61
(falso positivo) de 2.15 ng + 1.18 ng de Cyr61 en esa muestra.

A continuacién, se sometié a ensayo si los valores de las muestras de MCF-7 pueden sustraerse de las muestras
que deben analizarse para obtener la cuantificacién de Cyr61 sin ruido de fondo. Por lo tanto, los presentes
inventores afiadieron a muestras de 50 ul de sobrenadantes de cultivo celular de MCF-7, proteina Cyr61
recombinante. A partir de los valores obtenidos, se sustrajo el valor de DO405 previamente determinado para 50
Ml de sobrenadante de MCF-7 (0.016325) y después se aplict la ecuacioén 3 a los valores. Los valores resultantes
se presentan en las columnas 4 y 5:

A 50 pl de Valor medio Desviacién Cantidad calculada Cantidad calculada
sobrenadante del (n=3) estandar de los de proteina Cyr61 de proteina Cyr61
cultivo de MCF-7 se DO405 nm valores de DO405 [ng]tras la [ng]tras la
afiadié Cyr61 sustraccién de MCF- | sustracciéon de MCF-
recombinante [ug]. 7 (valores medios) 7 (desviacion
estandar)
0 0.015379 0.000195517 -1.18 1.13
1 0.052273333 0.003801922 1.17 1.36
25 0.073559566 0.002990397 2.52 1.31
5 0.117190335 0.003245137 5.29 1.32
10 0.183230014 0.005838419 9.49 1.49
20 0.269056667 0.003035627 14.94 1.31
50 0.782196652 0.003402488 47.54 1.33
100 1.620499986 0.005436908 100.79 1.46
200 3.16052621 0.000862133 198.63 1.17

La comparacién de los valores obtenidos (columna 4) con los valores de entrada (columna 1) muestra que los
valores de Cyr61 falsos positivos se han eliminado en gran medida.

Debido a que dichos resultados sugieren que los niveles de Cyr61 pueden determinarse con precisién en muestras
de cultivo celular, se aplicé dicho procedimiento a nuevos grupos de muestras de estirpe celular. Nuevamente, se
generd una curva de calibracion utilizando Cyr61 recombinante (figura 11D). La ecuacién resultante para la curva
de calibracién era:

y=63.914x + 0.4226 (ecuacion 4)

en la que 'y’ es la cantidad de proteina Cyr61 [ug], X' es la intensidad de sefial (DO405 nm) en el lector de ELISA
y el valor fijo de 0.4226 es la ordenada en el origen.

A continuacién, se analizaron 50 ul de sobrenadante de cultivo celular de las estirpes celulares MCF-7, MDA-MB-
468, MDA-MB-231 y BC-M1 (columna 1, posteriormente). El valor para los sobrenadantes de MCF-7 se sustrajo
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de los valores de las otras estirpes celulares y se aplicd la ecuacion 4 a los valores resultantes. La cantidad de
proteina Cyr61 [ng] se muestra en la columna 4:

Se analizé la estirpe Valor medio Desviacién Cantidad calculada de | Cantidad calculada de
celular en 50 pl de (n=3) estandar de los proteina Cyré1 [ng] proteina Cyré1 [ng]
sobrenadante de DO405 nm valores de tras la sustraccién de | tras la sustraccién de
cultivo. DO405 MCF-7 (valores MCEF-7 (desviacién
medios) estandar)
MCE-7 0.018244 0.00081034 - -
MDA-MB-468 0.154306665 0.0030896 9.12 0.57
MDA-MB-23 0.547366622 0.00508453 34.24 0.70
BC-M1 0.705300052 0.00939629 44.34 0.97

Por lo tanto, 50 pl de sobrenadante de cultivo celular de BC-M1 contenian 44.3 ng + 1.0 ng de Cyr61.

Se evalué la calidad de dichos valores mediante adicion de 50 ng de Cyr61 recombinante a 50 pl de los
sobrenadantes individuales de cultivo celular y se analizaron nuevamente. En este caso, se procesé el valor de
MCF-7, debido a que se habian afiadido 50 ng de Cyr61 a las muestras. Por lo tanto, al igual que para las demas
estirpes celulares, del valor medio de MCF-7, se sustrajo el valor anterior del sobrenadante de cultivo celular
(0.018244). A lo anterior le siguié la aplicacién de la ecuacién 4 a los valores de la totalidad de las 4 estirpes
celulares. Los valores esperados son la suma de los valores previamente calculados para Cyr61 y los 50 ng
afladidos de Cyr61 recombinante afiadido. ejemplo BC-M1: 44.3 ng + 50 ng = 94.3 ng:

Estirpe celular Valor medio Desviacién Cantidad Cantidad Valor
cuyos 50 pl de (n=3) estandar de calculada de calculada de esperado
sobrenadante de DO405 nm los valores de proteina Cyré1 proteina Cyré1 de proteina
cultivo recibié la DO405 [ng]tras la [ng]tras la Cyré1 [ng]

adicién de 50 ng de sustraccién de sustraccién de

Cyré1 MCF-7 (valores MCF-7
recombinante. medios) (desviacién

estandar)

MCE-7 0.714863333 0.00455625 44.95 0.66 50
MDA-MB-468 0.836704498 0.00571979 52.73 0.74 59.1
MDA-MB-231 1.283070001 0.00246919 81.26 0.53 84.2

BC-M1 1.573926803 0.0069443 99.85 0.81 94.3

Se llevaron a cabo experimentos correspondientes con los lisados celulares de las muestras. Se aplicaron cinco
Mg de proteina de los lisados celulares. Se sustrajo el valor de MCF-7 de los valores de las demas estirpes celulares
y se procesaron los valores resultantes mediante la utilizacién de la ecuacién 4:

5 pg de extracto Valor medio Desviacién Cantidad calculada de Cantidad calculada de
de células (n=3) estandar de los proteina Cyr61 [ng] tras | proteina Cyr61 [ng] tras
completas DO405 nm valores de la sustraccién de MCF- | la sustracciéon de MCF-7

analizado a partir DO405 7 (valores medios) (desviacién estandar)

de
MCE-7 0.094796667 0.0026035 - -
MDA-MB-468 0.263613331 0.00594331 11.21 0.64
MDA-MB-231 0.845366674 0.00507125 48.39 0.58
BC-M1 1.06184969 0.00588954 62.23 0.63

Por lo tanto, 5 ug de lisado de células completas de BC-M1 contienen 62.2 ng + 0.6 ng de Cyr61.

De manera similar a los sobrenadantes de cultivo celular, se llevé a cabo una evaluacién de la calidad mediante la
adicién de 50 ng de Cyr61 recombinante a las muestras. A partir de las muestras, se sustrajo el valor anterior de
MCF-7 (0.094796667) y se calcul6 la cantidad de proteina [ng] mediante la ecuacién 4:

5 pg de extracto Valor medio Desviacién Cantidad Cantidad Valor
de células (n=3) DO405 estandar de calculada de calculada de esperado de
completas con nm los valores de proteina Cyré1 proteina Cyré1 proteina
adicién de 50 ng DO405 [ng]tras la [ng]tras la Cyré1 [ng]
de Cyr61 sustraccién de sustraccién de
recombinante MCF-7 (valores MCF-7
analizado a partir medios) (desviacién
de estandar)
MCE-7 0.79160334 0.00588954 44.96 0.63 50
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MDA-MB-468 1.0157129 0.00220473 59.28 0.40 61.2
MDA-MB-231 1.583993323 0.00542196 95.60 0.60 98.4
BC-M1 1.817249991 0.00690779 110.51 0.70 112.2

Aunque la cantidad calculada de Cyr61 en dichas muestras en MCF-7 es inferior a lo esperado (45 ng detectados
vs. 50 ng esperados), los valores esperados para las tres otras muestras concuerdan bien con los valores
observados (por ejemplo, 110.5 ng calculados vs. 112 ng esperados para BC-M1). Lo anterior apoya la idea de
que el ELISA de Cyr61 es una herramienta adecuada para los andlisis cuantitativos de los niveles de Cyr61 en
lisados de células completas y sobrenadantes de cultivo celular.

Debido a que la cantidad de proteina Cyr61 puede determinarse en términos de ng en las muestras, resulta posible
calcular la cantidad de moléculas de Cyr61 en la muestra. El calculo se presenta en la muestra del sobrenadante
de BC-M1, que proporcion6 un valor de 44 ng de Cyr61. El calculo se llevd a cabo para Cyr61 procesado con el
péptido de sefial cortado:

Dados: m (Cyr61)=44 ng y M (Cyr61)=39438.4 g/mol
Buscados: n (cantidad de sustancia [moles]).

La ecuacidén era: m=n x M

Rendimientos de transformacién: n=m/M

Insercién de los valores: n=44 ng x 39438.4 g/mol
Rendimientos: n=1,12 x 10"'2 moles.

La multiplicacién de la cantidad de sustancia por la constante de Avogadro proporciona el nimero de moléculas
Cyré1 en la muestra:

NUmero de moléculas=1.12 x 10'2 moles x 6,022 x 10%
NUmero de moléculas=6.77 x 10"

Por lo tanto, 50 ul del sobrenadante de BC-M1 contenia 6.77 x 10" moléculas de Cyr61 en dicha muestra.

Procedimientos analogos de célculo proporcionan los valores siguientes para los otros sobrenadantes de cultivo
celular (para un volumen de 50 ul de sobrenadante de cultivo celular):

sobrenadante de cultivo celular de BC-M1. 6.77 x 10" + 1.48 x 10'° moléculas,
sobrenadante de cultivo celular de MDA-MB-231. 5.23 x 10" + 1.06 x 10" moléculas,
sobrenadante de cultivo celular de MDA-MB-468. 1.39 x 10" + 8.68 x 10° moléculas.

El célculo de los lisados celulares proporciona las cantidades siguientes de moléculas de Cyr61 en 5 pg de lisado
celular:

Lisado de células BC-M1: 9.50 x 10" + 9.66 x 10° moléculas.
Lisado de células MDA-MB-231: 7.39 x 10" + 8.86 x 10° moléculas.
Lisado de células MDA-MB-468: 1.71 x 10" + 9.71 x 10° moléculas.

Estos analisis se refieren Unicamente a problemas técnicos en la determinacién de Cyr61. Los anélisis de Cyr61
secretado al sobrenadante de cultivo celular que permiten llegar a conclusiones biomédicas se describen en la
seccion siguiente.

La comparacién de los resultados de transferencia western con los resultados obtenidos mediante ELISA
mostraron que ambos enfoques proporcionaban valores comparables. Las diferencias entre ambos enfoques se
deben principalmente a la menor sensibilidad del enfoque de transferencia western en comparacién el ELISA, lo
que puede observarse en las curvas de calibracion con Cyr61 recombinante. En consecuencia, el intervalo
dinamico del enfoque ELISA es mucho mayor que para los anélisis de transferencia western. Ademés, las barras
de error para las mediciones de ELISA eran mucho menores que para los analisis de transferencia western. Desde
ese punto de vista, el ELISA es claramente superior al enfoque de transferencia western en términos de
sensibilidad, rango dinamico y exactitud.

En contraste, la ventaja inherente del enfoque de transferencia western es la capacidad de discriminar entre las
sefiales de Cyr61 especificas y las sefiales de fondo inespecificas debido a la separacién de las proteinas en el
SDS PAGE. El enfoque de ELISA no contiene una etapa de fraccionamiento similar, por lo que resulta més dificil
discriminar entre sefiales de Cyr61 verdaderas y fondo inespecifico. Este problema pudo ser gestionado por la
aplicacion del anticuerpo altamente especifico anti-Cyr61 (H78) y mediante la introduccién de una etapa de
reduccién de ruido de fondo. Por lo tanto, debe considerarse que los valores de Cyr61 para MCF-7 son iguales a
cero por definicién, aunque, después de la exposicibn masiva de las peliculas radiograficas tras la transferencia
western, se detectaron sefiales muy débiles en el lisado de células MCF-7. Sin embargo, dichas sefiales asimismo
podrian ser de unién inespecifica. Ademas, dicho modo de sustraccién del fondo sélo incluye proteinas que se
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encuentran presentes en el proteoma de MCF-7. Otras proteinas, por ejemplo, proteinas que podrian causar
sefiales inespecificas en MDA-MB-468, pero que estan ausentes en MCF-7, no se consideran en este enfoque.
Sin embargo, dicho enfoque proporciona valores fiables en el ELISA. Los anélisis apoyan la idea de que a valores
muy bajos de Cyr61, los valores calculados son ligeramente inferiores a sus valores reales. De esta manera, el
ensayo de los presentes inventores presenta en cierta medida la tendencia a generar resultados falsos negativos
antes que falsos positivos.

Anélisis biolégicos de las estirpes celulares mediante ELISA de Cyr61. Las mediciones de los valores de Cyr61 en
las estirpes celulares mediante transferencia western se refieren a la cantidad aplicada de proteina en el SDS-
PAGE. Debido a que dicho enfoque no resulta aplicable a las proteinas secretadas, se ha establecido un sistema
de referencia estandarizado alternativo para Cyr61 secretado. Dicho sistema incluye el nimero de células y el
tiempo de cultivo, de manera que puede determinarse la tasa de secrecién de Cyr61 en forma de tasa de secrecién
de Cyr61 en niumero de moléculas de Cyr61 por célula y dia.

Por lo tanto, se sembrd un numero definido de células. En tiempos definidos de cultivo, se recolecté el
sobrenadante del cultivo celular y se determiné el nUmero de células para cada punto temporal. Para el calculo del
nimero de moléculas de Cyr61 en las muestras, se analizé un patrén de Cyr61 recombinante y purificada. El
célculo del nimero de moléculas de Cyr61 se llevd a cabo tal como se ha indicado anteriormente. Los resultados
de dichos analisis se muestran en la figura 12A. El nUmero de moléculas de Cyr61 por célula considera el nimero
de células para cada punto de medicién, mientras que se calcula la concentracién de Cyr61 con independencia del
ndmero de células. Para el punto temporal t=0, se afiadié medio fresco a las células.

Las células secretaron rapidamente Cyr61 al medio (0 h vs. 24 h). Después, la concentracién de Cyr61 se mantuvo
notablemente constante durante el tiempo y aparentemente era especifica para la estirpe celular individual.

Debido a la inesperada secrecidn rapida de Cyr61, se repitié el experimento para BC-M1 y MDA-MB-231 con
modificaciones (figura 12B). En ese caso, después de cada 12 h, se sustituy6 el medio de cultivo celular por medio
fresco y se analizd el medio recolectado para Cyr61. Dichos datos muestran que BC-M1 y MDA-MB-231 son
capaces de secretar mas Cyr61 en 48 h que lo observado en la figura 12A bajo esas condiciones (por ejemplo,
BC-M1, 0 hvs. 48 h: 772 ng/ml en la figura 12A y 469 + 463 + 527 + 527 ng=1983 ng/ml en la figura 12B para 0 vs.
48 h). En particular, la tasa de secrecion de Cyr61 se incrementd en MDA-MB-231 tras la extraccidn repetida de
media durante el tiempo (figura 12B). En consecuencia, las células secretaron en 12 h practicamente la cantidad
de Cyr61 detectada en la figura 12A durante 24 h (figura 12A: 0 h vs. 24 h, 999 ng/ml y en la figura 12B: 48 h,
954 ng/ml).

Dichos datos sugieren que la concentracién local de Cyr61 es bastante dependiente de la estirpe celular individual,
mas que del nimero de células. Dicho mantenimiento preciso de la concentracién de Cyr61 podria implicar la
existencia de un aparato de medicién y control de Cyr61 en las células. Posiblemente, incluso las colonias
pequefias de células tumorales generan un microambiente local enriquecido en Cyré1 que circunda a las células.
Debe considerase que dichos valores de Cyr61 probablemente reflejan un estado estacionaron con una sintesis
nueva y degradacién constantes de las moléculas de Cyr61.

Ejemplo 9. Mejora de un ensayo de inmunosorciéon ligada a enzima para la deteccién del inductor
angiogénico rico en cisteina 61 (ELISA de Cyr61).

Estirpes celulares

Para la mejora del ELISA anteriormente indicado para la deteccién de inductor angiogénico rico en cisteina 61
(Cyr61), se aplicaron dos anticuerpos anti-Cyr61. Un anticuerpo era el anticuerpo policlonal de conejo anti-Cyr61
H78, que se generd contra los aminoacidos 163 a 240 de Cyr61 humana. El otro anticuerpo era el anticuerpo
monoclonal de ratén anti-Cyr61 H2, que se generd contra los aminoécidos 345 a 381 de Cyr61 humana. Ambos
anticuerpos eran de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU..

En primer lugar, se investigaron los perfiles de reconocimiento de Cyr61 de los anticuerpos H78 y H2 en un grupo
de estirpes celulares mediante transferencia western (figura 13). Ambos anticuerpos mostraron una Unica banda
en aprox. 40 kDa. Ademés, las distribuciones de las intensidades de sefial de Cyr61 en las estirpes celulares eran
similares para ambos anticuerpos.

A continuacién, se investigd si el anticuerpo anti-Cyr61 (H78) era capaz de unirse a su diana Cyr61 en solucién
liquida. Por lo tanto, los presentes inventores establecieron una inmunoprecipitacién (IP) de Cyr61 en el
sobrenadante de cultivo celular de MDA-MB-231 (figura 14). La estirpe celular se cultivé bajo condiciones
estandares de cultivo. La proteina Cyr61 se capturé utilizando el anticuerpo de ratdén anti-Cyr61 (H2) y se detectd
en la transferencia western mediante un anticuerpo de conejo anti-Cyr61 (H78). Para la IP de Cyr61, se aplicaron
200 pl de sobrenadante de cultivo celular de MDA-MB-231 con una concentracién de Cyr61 de 1.05 ng/ml, de esta
manera, se aplicd una cantidad total de 210 ng de Cyr61. Se aplicé veinte por ciento del inmunoprecipitado para
la transferencia western. La intensidad de la sefial para Cyr61 inmunoprecipitado era comparable a la intensidad
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de la sefial de 50 ng de Cyr61 recombinante, sugiriendo que el rendimiento de Cyr61 aislado a partir del
sobrenadante de cultivo es préximo a 100 por ciento.

Para el establecimiento del ELISA de Cyr61, se analizaron los anticuerpos H78 y H2. Se investigaron ambos
anticuerpos mediante la aplicacioén de proteina Cyr61 recombinante humana en una serie de dilucién y los lisados
celulares (figura 15).

Las transferencias western mostraron una Unica banda en una masa molecular de aproximadamente 40 kDa en
los lisados celulares para ambos anticuerpos. Las masas moleculares observadas son compatibles con una masa
molecular predicha de péptido procesado (péptido de sefial cortado) de aprox. 39.5 kDa. Para las muestras con
Cyr61 recombinante, se observaron sefiales adicionales en una masa molecular de aprox. 80 kDa. Debido a que
Cyr61 presenta cinco puentes disulfuro, dichas sefiales podrian ser dimeros de Cyr61 unidos mediante puentes
disulfuro que no pudieron cortarse por completo en la preparacién de las muestras. La comparacion de las
intensidades de sefial obtenidas para Cyr61 recombinante con las de los lisados celulares de MDA-MB-231 vy
Hs578t permite una estimacion de las cantidades de Cyr61 en los lisados celulares. En el caso del anticuerpo H78,
las intensidades de sefial en MDA-MB-231 y Hs578t corresponden a aproximadamente 1 ng de Cyr61. Debido a
que se analizaron 10 ug de lisados celulares, un microgramo de lisado celular de MDA-MB-231 o Hs578t contendria
100 pg de Cyr61 segun deteccién con el anticuerpo H78. De manera similar, mediante la aplicacién del anticuerpo
H2, los lisados celulares contendrian aproximadamente 2.5 ng de Cyr61 por cada 10 pg o 250 pg por cada 1 ug
de lisado celular.

Debido a que los analisis de transferencia western sugieren que los anticuerpos anti-Cyr61 H78 y H2 podrian
resultar adecuados para la aplicacién en un ELISA, estos anticuerpos fueron adicionalmente evaluados. Los
analisis de transferencia western mostraron niveles elevados de Cyr61 en MDA-MB-231 (MDA-231) y en Hs578t y
sefiales no detectables en MCF-7 y SKBR3. Por lo tanto, dichas estirpes celulares fueron seleccionadas como
controles positivos o negativos para el establecimiento del ELISA de Cyr61.

Para el analisis de ELISA de las estirpes celulares, se generé una curva de calibracién con cantidades proteicas
conocidas de Cyr61 recombinante en una serie de dilucidn (figura 16).

Se determiné que la ecuacién lineal era:
y =0.4118 + 0.0009 (ecuacion 1)

en la que 'y' es la cantidad de proteina Cyr61 [ng], 'x' es la DO (densidad 6ptica) a 450 nm y el valor fijo 0.0009 es
la ordenada en el origen. Se utilizd la ecuacion 1 para la determinacidn de las cantidades de Cyr61 en los lisados
celulares y sobrenadantes de cultivo celular de un grupo de muestras de ensayo (figura 17). En 5 ug de lisado
celular de MDA-231 se detectaron 413 pg y en el lisado celular de Hs578t se detectaron 414 ng de Cyr61, mientras
que en MCF-7 y SKBR3 no se observaron sefiales (figura 17A). Con el fin de confirmar que estas son sefales
especificas de Cyr61, se afladieron 500 ng de Cyr61 recombinante a las muestras. Después, el valor para MDA-
231 se incrementd a 935 pg y para Hs578t, se detecté un valor de 930 pg. En el caso de MCF-7 y SKBR3, se
detectaron 503 pg de Cyr61 en los lisados celulares respectivos tras la adicion de 500 pg de Cyr61 recombinante
a las muestras. Debido a que Cyr61 puede secretarse al espacio extracelular, podria ser posible que otras
proteinas secretadas afectasen a la especificidad del ELISA. Con el fin de someter a ensayo si el ELISA discrimina
especificamente Cyr61 de otras proteinas secretadas, se analizaron sobrenadantes de cultivo celular (figura 17B).
Las estirpes celulares que eran positivas para Cyré1 citoplasméatico asimismo eran positivas para Cyr61 en los
sobrenadantes de cultivo celular (MDA-231 y Hs578t), mientras que las estirpes celulares que eran negativas para
Cyr61 en el citoplasma (MCF-7 y SKBR3) asimismo eran negativas para Cyr61 en los sobrenadantes de cultivo
celular. La adicién de 500 pg de Cyr61 recombinante a los sobrenadantes de cultivo celular de dichas estirpes
celulares increment6 los valores detectados de Cyr61 en aprox. 500 ng en cada estirpe celular.

Ademas, las cantidades detectadas de Cyr61 mediante ELISA podrian compararse con las detectadas mediante
transferencia western. En MDA-231 y Hs578t se detectaron aproximadamente 100 pg/ug de Cyr61 utilizando el
anticuerpo H78, mientras que utilizando el anticuerpo H2, las cantidades de Cyr61 fueron de 250 pg/ug de Cyr61
mediante transferencia western. El ELISA proporcioné valores de aproximadamente 83 pg/ug de Cyré1 para MDA-
231y Hs578t.

Con el fin de identificar potenciales sefiales inespecificas en el ELISA, se analizaron adicionalmente el lisado
celular y el sobrenadante de cultivo de la estirpe celular negativa para Cyr61, MCF-7. La ecuacién resultante para
la curva de calibracién era:

y=0.40636 x + 0.00498 (ecuacion 2)
en la que 'y’ es la cantidad de proteina Cyr61 [ng], 'x' es la DO a 450 nm y el valor fijo 0.00498 es la ordenada en

el origen (figura 18). Se utilizd la ecuacién 2 para la determinacién de las cantidades de Cyr61 en los lisados
celulares y sobrenadantes de cultivo celular de un grupo de muestras de ensayo de MCF-7 (figura 19).
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Las sefales falsas positivas en el ELISA debidas a la unién inespecifica de proteina seran detectables como
intensidades de sefial que son proporcionales a la cantidad de proteina aplicada en MCF-7 (figura 19A). De hecho,
se detectaron valores similares que eran independientes de la cantidad de proteina aplicada. La adicién de
cantidades diferentes de Cyr61 recombinante a 10 ug de lisado celular de MCF-7 proporcion6 valores de Cyr61
ligeramente inferiores a lo esperado. Lo anterior sugiere que dicho ensayo presenta una tendencia a
infrarrepresentar los valores de Cyr61 y que los valores de fondo en los lisados celulares de MCF-7 no se originan
en la unién inespecifica. Se llevaron a cabo experimentos correspondientes para el sobrenadante de cultivo celular
(figura 19B). El incremento de los volimenes de los sobrenadantes de cultivo celular de MCF-7 mostré valores
bajo constantes que podrian atribuirse a ruido de fondo. La adicién de cantidades diferentes de Cyr61 recombinante
a 20 ul de sobrenadante de cultivo celular refleja con exactitud las cantidades de Cyr61 dentro de los limites de
precision.

Se analizaron muestras de MDA-231 de una manera similar a las de MCF-7. La curva de calibracién para las
muestras de MDA-231 se muestra en la figura 20 y la curva de calibracién presentaba la forma:

y=0.40669 x + 0.00279 (ecuacion 3)

en la que 'y' es la cantidad de proteina Cyr61 [ug], X' es la intensidad de sefial en el lector ELIA y el valor fijo
0.00279 es la ordenada en el origen.

Los anélisis para los lisados celulares de MDA-231 se muestran en la figura 21A y para los sobrenadantes de
cultivo se muestran en la figura 21B. Un microgramo de lisado celular de MDA-231 contenia 80 pg de Cyr61 en
dichas mediciones (figura 21A), que podria servir de valor de referencia para los experimentos de adicién con
Cyr61 recombinante. Por ejemplo, tras la adicién de 50 pg de Cyr61 recombinante a 1 ug de lisado celular de MDA-
231, se detectaron 140 pg de Cyr61 en la muestra, que es 10 pg mas de lo esperado. En el caso de los
sobrenadantes de cultivo celular (figura 21), para 75 nl de sobrenadante de cultivo celular de MDA-231, se
detectaron 93 pg de Cyr61. La adicién de 75 nl de sobrenadante con 50 pg de Cyr61 recombinante proporcioné un
valor de 151 pg de Cyr61, que era 8 pg de Cyr61 superior a lo esperado.

Potencialmente, para sobrenadantes de cultivo celular, el ELISA proporcioné valores ligeramente superiores a lo
esperado en el caso de que la cantidad de Cyr61 sea baja. Lo anterior podria observarse en la serie de dilucidén
del sobrenadante de cultivo de MDA-2231, en el que un incremento del volumen de muestra en un factor de 10
condujo a un incremento inferior a un factor de 10 de la cantidad calculada de Cyr61.

Muestras de pacientes.

Debido a que las muestras de plasma pueden contener otras proteinas diferentes de las de las muestras de cultivo
celular, los presentes inventores investigaron si el ELISA de Cyr61 establecido podia aplicarse al analisis de
muestras procedentes de pacientes. En primer lugar, se sometié a ensayo el estado de Cyr61 en el plasma de
individuos de control sanos mediante transferencia western utilizando el anticuerpo H78 (figura 22). Lo anterior
podria proporcionar informacién sobre la unién inespecifica del anticuerpo anti-Cyr61 a otras proteinas. Debido a
que la aplicacién de 100 pl de plasma sanguineo resultd en la distorsién masiva de las bandas de gel de SDS (no
representadas), los presentes inventores aplicaron una etapa de purificacién de proteinas. Con el fin de confirmar
que Cyr61 se recupera en dicha etapa de purificacién, se afladieron 100 ng de Cyr61 recombinante a una alicuota
de las muestras de paciente.

S6lo se detectaron sefiales inespecificas débiles con una masa de aprox. 40 kDa en la muestra del donante n°® 3.
Las otras secciones de la pelicula radiografica no mostraron sefiales inespecificas, sugiriendo que el plasma
sanguineo de las personas sanas muestra niveles solo muy bajos de Cyr61 soluble y que el anticuerpo anti-Cyr61
detecta especificamente Cyr61 en el suero sanguineo.

A continuacién, el ELISA de Cyr61 se aplicd al analisis de muestras de plasma procedentes de donantes sanos.
La curva de calibracién se muestra en la figura 23 y presentaba la forma y=0.40982 x + 0.00283 (ecuacién 4), en
la que 'y’ es la cantidad de proteina de Cyr61 [ng]y X' es la intensidad de la sefial en el lector de ELISA a 450 nm
y el valor fijo de 0.00283 como ordenada en el origen.

Los andlisis de muestras de plasma procedentes de individuos sanos femeninos de mas de 50 afios de edad se
muestran en la figura 24. Dichos anélisis mostraron que los valores de Cyr61 en el plasma son bajos en
comparacién con los del sobrenadante de cultivo de MDA-231. Ademas, las cantidades calculadas de Cyr61 en
las muestras se redujeron con cantidades crecientes de plasma. Un motivo para este efecto es un valor de DO
remanente pequefio después de la sustraccién del fondo, ya que la sustraccion del fondo no es perfecta en todos
los casos. Debido a que dicho valor pequefio remanente asimismo se multiplica durante la conversién a
nanogramos por mililitro, dicho valor remanente se incrementa a menos volimenes de muestra.

Para el analisis de las muestras de plasma de pacientes de cancer de mama, asi como de personas de control
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sanas, se analizaron 2.5 pl de plasma (figura 24). Dichos anélisis sugieren la presencia de un valor de fondo de
1.1 ng/ml de Cyr61 que resulta de la sustraccién imperfecta del fondo antes que de la presencia real de Cyr61 en
las muestras. Ademas, dichos analisis sugieren que el resultado de medicién de Cyr61 es prdéximo a cero en el
caso de que se analice un gran volumen de plasma de individuos sanos.

El limite de deteccion del ELISA de Cyr61 se determina utilizando muestras de plasma de individuos de control
femeninos sanos de mas de 50 afios de edad. Debido a que para el analisis de los pacientes de cancer de mama
se aplicaron 2.5 ul de plasma, los experimentos mostrados en la figura 25 asimismo se llevaron a cabo utilizando
2.5 pyl de plasma. En dicho experimento, se afiadié Cyr61 recombinante a muestras de plasma de individuos sanos
y el valor de DO detectado se comparé con los valores de DO de plasma sin adicién de Cyr61. Dichos analisis
mostraron que la probabilidad de una discriminacién correcta de muestras positivas para Cyr61 respecto de
muestras negativas se reduce a menores cantidades de Cyr61. La cantidad méas pequefia de Cyr61 que podia
discriminarse significativamente (p=0.05, prueba t de Student) de una muestra negativa era de 1.3 pg de Cyr61
(p=0.022), mientras que no pudieron identificarse significativamente 0.6 pg de Cyr61 (p=0.299).

La aplicaciéon de 1.3 pg de Cyr61 en 2.5 pl de plasma es una concentracién de Cyr61 de 520 pg/ml. En el caso de
1.3 pg de Cyr61, la concentracion calculada de Cyr61 era de 1.707 ng/ml. Para un volumen de plasma de 2.5 pl,
se determiné un valor falso positivo de 1.109 ng/ml (figura 25). La sustraccién de dicho valor falso positivo respecto
del valor detectado proporciona la concentracién de Cyr61 presente en la muestra: 1.707 ng/ml-1.109 ng/mI=0.598
ng/ml. Lo anterior es una desviacién de 78 pg o una masa de 0.195 pg de Cyr61 con un limite de deteccién de

1.3 pg.

Estabilidad de Cyr61 en muestras de plasma.

Se analizé la estabilidad de Cyr61 en muestras de plasma procedentes de pacientes de cancer de mama. Ademés,
dichas mediciones proporcionaron una primera visién de la concentracién de Cyr61 en el plasma de los pacientes
de cancer de mama (figura 26). El primer grupo de muestras comprendia muestras de plasma procedentes de
pacientes de cancer de mama sin signos visibles de metéstasis manifiestas (estadio MO) que se adquirieron entre
los afios 1998 y 1999 (figura 26A). Los presentes inventores no pudieron evaluar los cambios potenciales de
concentracién de Cyr61 desde el tiempo de adquisicién de las muestras hasta las primeras mediciones. Con el fin
de identificar dichos cambios potenciales, se analizé un segundo grupo de muestras. El segundo grupo consistia
en muestras de plasma recién obtenidas procedentes de pacientes de cancer de mama metastasico en el tiempo
del diagnéstico (M1, figura 26B) que se analizaron inmediatamente después de la obtencién de las muestras de
sangre en octubre de 2016. Todas las muestras se almacenaron a -80°C y se descongelaron para el analisis de la
concentracién de cyr61 mediante la aplicacién de 2.5 pl de plasma.

La primera medicion de Cyr61 se llevé a cabo en octubre de 2016 y proporcioné concentraciones de Cyr61 en los
pacientes de cancer de mama MO (n=15) de 1.5 a 223.6 ng/ml con un valor medio de 112.5 + 71.5 ng/ml. En el
caso de los pacientes de cancer de mama M1 (n=14), las concentraciones de Cyr61 estaban comprendidas entre
58.3 ng/ml y 286.9 ng/ml, con un valor medio de 141.1 = 78.1 ng/ml.

La concentracion de Cyr61 en muestras de plasma recién adquiridas se determin6 en el momento de la adquisicidén
(octubre de 2016), en abril de 2017 y en agosto de 2017 (figura 26B). Globalmente, la concentracién de Cyr61 se
mantuvo notablemente constante durante el tiempo y era similar a la concentracién inicial de Cyr61 (octubre de
2016) en las mediciones siguientes. La concentracién inicial de Cyr61 en las muestras que se adquirieron entre
1998 y 1999 (figura 26A) era desconocida. En efecto, las concentraciones de Cyr61 determinadas en octubre de
2016, abril de 2017 y agosto de 2017 eran similares en cada muestra para cada punto temporal. Para la mayoria
de las muestras, se observé un ligero incremento de las concentraciones de Cyr61 en las mediciones repetidas,
que podria deberse a los avances graduales en la manipulacién del ELISA durante el tiempo.

Dichos andlisis sugieren que Cyré1 es muy estable en muestras de plasma por lo menos durante los primeros 10
meses después de la obtencién, y los niveles de Cyr61 no resultan afectados por los ciclos de congelacién-
descongelacién. Las muestras que se adquirieron en 1998 y 1999 mostraron un grado similar de estabilidad, al
igual que las muestras recién analizadas. Por lo tanto, debido a la estabilidad de Cyr61, es concebible que las
muestras de plasma puedan reflejar correctamente la concentracién de Cyr61 en el momento de la adquisicion de
las muestras.

Conclusiones

ElI ELISA de Cyr61 establecido resulta adecuado para la detecciéon de Cyr61 de muestras de estirpe celular (lisado
de células completas y sobrenadantes de cultivo), asi como de muestras procedentes de pacientes. Los
componentes criticos de un ELISA: los dos anticuerpos primarios H2 y H78, mostraron unién especifica a Cyr61
en dichas muestras utlizando proteina Cyr61 humana recombinante como control. En particular, ambos
anticuerpos proporcionaron resultados cuantitativos similares en transferencias western en comparacién el ELISA
que mostraba que los presentes inventores han establecido un sistema muy homogéneo y robusto que puede
utilizarse en diferentes aplicaciones.
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Los datos sobre otros ELISA comerciales normalmente son secretos de empresa, mientras que los anticuerpos
primarios se describen en el ensayo de los presentes inventores. La combinacién de un anticuerpo monoclonal de
ratébn anti-Cyr61 con un anticuerpo de conejo anti-Cyr61 confiere al ensayo la especificidad requerida. Ademas,
los sitios de reconocimiento de los dos anticuerpos de Cyr61 estan claramente separados (aa 163 a 240 para H78
y aa 345 a 381 para H2), que permiten la deteccién especifica de Cyr61 con alta sensibilidad y con un impedimento
estérico minimizado.

Para el ELISA, los presentes inventores aplicaron el anticuerpo H2 como anticuerpo de captura que se une al
Cyré1 presente en la muestra. Mediante la utilizaciéon de inmunoprecipitacién, los presentes inventores pudieron
mostraron que H2 es capaz de capturar aproximadamente 100% de la Cyr61 presente en la muestra.

El ELISA de los presentes inventores mostraba un rango dinamico lineal a través de varios érdenes de magnitud,
por ejemplo, entre 1y 1000 pg de Cyr61, que permitia la cuantificacion fiable de Cyr61 de muestras muy diluidas
a concentradas en un Unico experimento. El limite de deteccidén del ELISA es inferior a 1.3 pg de Cyr61 en muestras
de plasma. En la experiencia de los presentes inventores, dicha sensibilidad es sobradamente suficiente para
analizar muestras de plasma de una diversidad de diferentes canceres, tales como cancer de mama, de préstata,
de pulmén o de higado. Un atributo interesante, que raramente se considera en otros ELIA, es el efecto de los
valores falsos positivos que pueden originarse en la sustraccion imperfecta del fondo en las muestras procedentes
de pacientes (ver la figura 24). Los presentes inventores consideraron dicho efecto para las muestras de plasma y
proporcionan una ecuacién que tiene en cuenta dicho efecto. Estas investigaciones redujeron el numero de
resultados falsos positivos.

Ademas, los presentes inventores analizaron el ELISA para compatibilidad con diferentes sustancias
potencialmente presentes en la muestra, tales como cécteles inhibidores de proteasa, urea, cloruro sddico, SDS y
otros (resultados no representados), lo que les permiti6é disefiar y evaluar el ELISA segUn requisitos especificos de
la muestra.

Debido a que el ELISA de los presentes inventores esté disefiado a partir de los componentes indicados, resulta
posible preparar las cantidades exactas de pocillos requeridos para un experimento individual, lo que incrementa
la relaciéon coste-eficiencia de los experimentos. Ademas, resulta posible almacenar los pocillos de ELISA a -20°C
antes o después de la incubacién de la muestra sin pérdida de intensidad de la sefial, lo que incrementa la
flexibilidad en el disefio experimental y apoya adicionalmente el disefio de configuraciones experimentales de
mayor tamafio.

Ejemplo 10. Analisis de los niveles de cyr61 en plasma sanguineo de pacientes de cancer de mama mediante
ELISA de Cyr61. Debido a que el proteoma de las muestras de sangre difiere de las de las estirpes celulares de
cancer, los presentes inventores investigaron si el ELISA de Cyr61 establecido puede aplicarse al anélisis de
muestras de sangre. Para la deteccién de Cyr61 soluble en la sangre, se analiz6 el plasma sanguineo.

En primer lugar, el estado de Cyr61 en el plasma de individuos de control sanos se sometié a ensayo mediante
transferencia western (figura 12C). De manera similar a los anélisis con estirpes celulares, lo anterior puede
proporcionar informacidn sobre la unidén inespecifica del anticuerpo anti-Cyr61. Debido a que la aplicacién de 100 pl
de plasma sanguineo resulté en la distorsién masiva de las bandas de gel de SDS, los presentes inventores
aplicaron una etapa de purificacién de proteinas para las muestras analizadas en la presente memoria. Con el fin
de confirmar que Cyr61 se recupera en dicha etapa de purificacion, se afiadieron 100 ng de Cyr61 recombinante
a una alicuota de las muestras de paciente.

S6lo se detectaron sefiales inespecificas débiles con una masa de aprox. 40 kDa en la muestra del donante n°® 3.
Las otras secciones de la pelicula radiografica no mostraron sefiales inespecificas, sugiriendo que el plasma
sanguineo de las personas sanas muestra niveles Unicamente muy bajos de Cyr61 soluble y que el anticuerpo
anti-Cyr61 detecta especificamente Cyr61 en el suero sanguineo.

Tras la confirmacién de la especificidad del anticuerpo anti-Cyr61 mediante transferencia western, se aplic el
ELISA de Cyr61 tal como se ha indicado anteriormente a muestras de plasma sanguineo (figura 27). Para todos
los ensayos realizados con material humano, se analizaron 100 pl de plasma por triplicado y se calcularon los
valores de concentracién de Cyr61 [ng/ml]. Las muestras procedentes de pacientes se analizaron sin una etapa
de purificacién de las proteinas. En primer lugar, se analizd el plasma de 14 individuos sanos arbitrariamente
seleccionados (con independencia del sexo, edad, etc., figura 27A). Como valor de referencia, se analizaron 100
ng de Cyr61 recombinante.

Debido a que la proteina principal presente en el plasma sanguineo es la albumina, los presentes inventores
analizaron ademés medio de cultivo celular que contenia 10% de suero de feto bovino purificado, que contiene
albumina bovina como componente proteico principal. Por lo tanto, el valor obtenido de 2.78 + 0.26 ng/ml para el
medio de cultivo celular podria considerarse un valor de fondo inespecifico.
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Las concentraciones de Cyr61 calculadas en las muestras procedentes de personas de control sanas estaban
comprendidas entre 2.27 + 0.35 ng/ml y 5.71 + 0.60 ng/ml. El valor medio de la totalidad de las 14 muestras era de
3.47 + 1.40 ng/ml. Debido a que el cancer de mama ocurre frecuentemente en mujeres de edad superior a 50 afios,
los presentes inventores analizaron muestras de sangre de 20 mujeres sanas de méas de 50 afios de edad en el
tiempo de adquisicién de las muestras de sangre (figura 27B). En dicho grupo, las concentraciones de Cyr61 en el
plasma estaban comprendidas entre 1.93 £ 0.39 ng/ml y 3.98 + 0.66 ng/ml. El valor medio de la totalidad de las 20
muestras era de 3.07 = 0.26 ng/ml.

Anélogamente, se analizaron los valores de Cyr61 en muestras de plasma procedentes de pacientes de céncer de
mama metastasico y de pacientes de cancer de mama sin metastasis manifiesta en el tiempo del diagnéstico de
tumor primario (MO) (figura 27C). El valor medio de Cyr61 de las muestras de pacientes de cancer de mama
metastasico (n=7) era de 115.4 + 84.1 ng/ml. Los valores estaban comprendidos entre 56.6 + 1.1 ng/mly 297.4 +
2.5 ng/ml en los pacientes individuales. Para los pacientes de céncer no metastésico (estadio MO) (n=17), se
detecté un valor medio para Cyr61 de 13.9 + 0.49 ng/ml, y los valores estaban comprendidos entre 11.0 £ 0.8 ng/ml
y 15.4 £ 1.2 ng/ml en los pacientes individuales.

Los niveles de Cyr61 entre todas las personas sanas analizadas (n=35) y todos los pacientes de cancer analizados
(Mo y My; n=22) eran diferentes de manera estadisticamente significativa (p=1.36 x 10%). Para la comparacién
entre los pacientes no metastasicos (Mg, n=17) y los pacientes metastéasicos (M4, n=7), se obtuvo un valor
estadisticamente significativo de p=3.70x105.

Dichos anélisis mostraron que el plasma sanguineo de los pacientes de cancer de mama mostraba valores
elevados de Cyr61 en comparacién con los controles sanos y los valores de Cyr61 se incrementaron durante el
curso de la progresién metastasica.

El ELISA de Cyr61 puede aplicarse al anélisis de muestras de plasma de pacientes de cancer. Las muestras de
plasma de personas de control sanas, en particular mujeres de mas de 50 afios, mostraron valores de Cry61 muy
bajos. Dichos valores eran comparables a los valores del medio de cultivo celular sin células tumorales, que se
analizaron como control inespecifico. Sin embargo, los presentes inventores no han llevado a cabo una sustraccion
del fondo para los analisis de las muestras de plasma, de manera que los valores reales de las muestras humanas
podrian ser ligeramente inferiores a los calculados.

Los presentes inventores recientemente modificaron el ELISA de Cyr61 por un ELISA de tipo sandwich. El
protocolo optimizado se describe en la seccién de métodos. Un ejemplo de dicho ensayo obtenido en los
sobrenadantes de cultivo celular de MDA-MB-231 (control positivo) y MCF-7 (control negativo) se muestra en la
figura 28. Dicho ensayo permitié la deteccién de Cyr61 en el sobrenadante de MDA-MB-231 en una cantidad de
Cyré1 de 0.125 ng con significancia estadistica (p=0.031, prueba t de Student). Para dichos experimentos, se
aplicé un sobrenadante de cultivo celular de MDA-MB-231 con una concentraciéon de Cyr61 de 1050 pg/ml. Se
determind la concentracién utilizando Cyr61 recombinante como patrén. Se aplicaron sobrenadantes de cultivo
celular de MDA-MB-231 y MCF-7 en una serie de dilucién. En el caso de los valores obtenidos de MDA-MB-231,
se derivé una curva de calibracién. Se aplicé dicha curva de calibracién a una muestra de medio de cultivo celular
en el que se habian afiadido 0.5 ng de Cyr61 recombinante. La aplicacidén de la curva de calibracién a la extincién
de dicha muestra proporcioné un valor de 0.48 ng de Cyr61.

Como primera aplicacién de dicho ensayo de Cyr61, los presentes inventores compararon las muestras de cinco
pacientes de cancer de mama desde el tiempo del diagnéstico y sin signos de metastasis manifiesta, con cinco
muestras de individuos sanos. En los pacientes de cancer de mama, los presentes inventores detectaron un valor
medio de 10.3 ng/ml + 9.2 ng/ml y, en los individuos sanos, se observd un valor de 1.0 ng/ml £ 0.4 ng/ml.

Para la deteccion de Cyr61 mediante ELISA, los componentes principales eran anticuerpo policlonal de conejo
anti-Cyr61 (H78) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU.), anticuerpo monoclonal de ratén anti-Cyr61 (clon
365108) de R&D Systems (Minneapolis, EE.UU.) y un lector de ELISA (por ejemplo, NanoQuant infinite M200 pro,
Tecan, Mannedorf, Suiza, a longitudes de onda adecuadas para el sustrato individual aplicado). Los controles
positivos son sobrenadantes de cultivo celular de MDA-MB-231 o0 Hs578t o Cyr61 humana recombinante disponible
comercialmente (Abnova, Taipei, Taiwan). Los valores para los sobrenadantes de dichas estirpes celulares deben
encontrarse comprendidos entre 0.9 y 1.4 yl/ml. Los sobrenadantes de cultivo celular deben mantenerse por lo
menos durante 48 h sobre las células. Los controles negativos pueden ser sobrenadantes de cultivo celular de
MCF-7 o GI101 o medio de cultivo celular recién preparado. Un enfoque apropiado para el analisis de la muestra
de plasma humano es la generacién de una serie de dilucién utilizando Cyr61 recombinante que se afiade al
plasma sanguineo de personas de control sanas que se compara con plasma sanguineo solo. Las concentraciones
de Cyr61 en plasma sanguineo habitualmente estan comprendidas entre 1 ng/ml (personas sanas), 10 ng/ml
(cancer de mama sin metastasis) y 100 ng/ml (cancer de mama metastasico).

A continuacidn, los presentes inventores investigaron la concentracién de Cyr61 en muestras de plasma de

pacientes de cancer de mama utilizando un ELISA que comprendia los anticuerpos anti-Cyr61 H2 y H78 para la
deteccién de Cyr61 (figura 24 y figura 25). Para la deteccién de Cyr61 soluble en la sangre, se analizé el plasma

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3 006 332 T3

sanguineo. Debido a que el cancer de mama ocurre frecuentemente en mujeres de edad superior a 50 afios, los
presentes inventores analizaron muestras de sangre de mujeres sanas de mas de 50 afios de edad en el tiempo
de adquisicién de las muestras de sangre. Los presentes inventores analizaron 2.5 pl de plasma sanguineo de 786
pacientes de cancer de mama y 124 mujeres sanas de méas de 50 afios de edad utilizando el ensayo de
inmunoadsorcioén ligada a enzima (ELISA) de los presentes inventores, desarrollado especificamente para la
deteccién de la proteina Cyr61. Las mujeres sanas mostraron una concentracién de Cyr61 de 0.588 0.187 ng/ml,
mientras que los pacientes de cancer de mama (n=786) presentaban concentraciones elevadas de Cyr61 de 25.6
+41.3 ng/ml. Notablemente, los pacientes con carcinoma ductal in situ (DCSI, n=74) o cdncer de mama de estadio
T1 (n=386) mostraban niveles ya elevados de Cyr61 (31.8 + 45.8 ng/ml y 29.0 =+ 44.3 ng/ml, respectivamente).
Debido a dicho claro patrén de Cyr61 entre pacientes de control sanos y pacientes de cancer de mama, los
presentes inventores a continuacién determinaron la sensibilidad y especificidad de Cyr61 para la deteccién de
cancer de mama utilizando el anélisis de ROC (figura 33). Para todos los pacientes de cancer de mama, los
presentes inventores determinaron una sensibilidad de 69.8% y una especificidad de 1005. Para los pacientes con
cancer de mama invasivo de estadio temprano (T1), la sensibilidad era de 71.5% vy la especificidad asimismo era
de 100%. Notablemente, el ensayo de los presentes inventores asimismo fue capaz de detectar incluso una lesién
in situ de carcinoma ductal (DCSI) de mama con precisién similar (sensibilidad: 74.3%, especificidad: 100%).
Dichas elevadas especificidades se debian al hecho de que todos los controles sanos eran virtualmente negativos
para Cyr61.

Ejemplo 11. Expresion de Cyr61 en tejidos tumorales sélidos de pacientes de cancer de mama.

Los presentes inventores evaluaron si la expresiéon de Cyr61 en tumor primario es un determinante de la
diseminacion de células tumorales a la médula ésea. Los presentes inventores llevaron a cabo inmunotincién de
147 tumores de mama primarios (figura 3A, tabla 2 en la figura 4) y correlacionaron los resultados con la presencia
de DTC detectadas con el ensayo estandarizado de los presentes inventores (3). En total, 35 tumores (24%)
mostraban sefiales de Cyr61 fuertes; 29 tumores (20%) mostraron sefiales moderadas, y 83 tumores (56%)
mostraron sefiales de Cyr61 débiles o nulas. Resulta interesante que no se encontrara ninguna correlacién
significativa entre el estado de Cyr61 en el tumor primario y el estado de DTC.

Ademas, se observé tincién de Cyr61 en metastasis 6seas de pacientes de cancer de mama (figura 3B, n=4). Las
células tumorales eran uniformemente positivas para Cyré1, mientras que el tejido normal circundante mostraba
una tincién muy débil o ninguna sefial en absoluto. Desafortunadamente, los tumores primarios correspondientes
de los mismos pacientes no se encontraban disponibles.

Ejemplo 12. Expresion de Cyr61 en CTC/DTC de muestras clinicas.

A continuacién, los presentes inventores analizaron la expresion de Cyr61 en DTC y CTC recién obtenidas de
pacientes de cancer. Con el fin de evaluar el potencial de Cyr61 como marcador de las células tumorales en médula
Osea y sangre, se compararon los niveles de Cyr61 de las células de cancer de mama con los de las células
sanguineas mononucleares o de células 6sea de voluntarios sanos (figura 29). En un primer experimento, los
presentes inventores analizaron células sanguineas mononucleares mediante transferencia western (figura 29A) y
encontraron que dichas células eran negativas para Cyr61. A continuacion, las estirpes celulares se afiadieron a
modo de control positivo interno a células sanguineas mononucleares (MDA-231 o BC-M1) o de médula ésea
(MDA-231) de voluntarios sanos. Las seflales de Cyr61 en MDA-231 y BC-M1 eran claramente diferentes en
sangre o células de médula 6sea (figura 29B). La evaluacion técnica del método en un pequefio grupo de tres
muestras de médula 6sea de pacientes de cancer de mama positivos para DTC revel6 que pocas DTC mostraban
sefiales de Cyr61, mientras que la mayoria de las DTC mostraba sefiales de Cyr61 muy débiles o indetectables
(figura 29C).

Se consiguidé una deteccién de Cyr61 sensible mediante una nueva técnica sin marcaje que enriquece las CTC
segln su tamafio y permite una deteccién de microscopia posterior fiable de incluso intensidades de sefial de
Cyré1 bajas (figura 30). Se detectaron células tumorales mediante tincién de citoqueratina (figura 30A) y la
contratincidén adicional de leucocitos con anticuerpos de CD45 garantizé la especificidad del ensayo, incluso en el
caso en que la expresién de citoqueratina era débil (figura 30B), lo que resulta importante para detectar las CTC
sometidas a un EMT.

A continuacién, se aplic6 dicho ensayo a muestras de sangre periférica de 33 pacientes de cancer de mama. En
total, se detectaron CTC en 8 casos y se observaron CTC positivas para Cyr61 en tres pacientes. De las 69 CTC
de las tres pacientes, 17 células (25%) eran positivas para Cyr61. Se proporcionan datos de los anélisis de Cyr61
en las CTC en la tabla 3 de la figura 32.

Las CTC con sefiales fuertes de Cyr61 mostraron cominmente un patrén de tincién de citoqueratina fragmentado
con solo focos citoplasmaticos positivos para citoqueratina claros y una intensidad de sefial reducida (figura 30C,
panel superior). En contraste, las CTC débilmente positivas para Cyr61 o negativas para Cyr61 mostraron un patrdn
de citoqueratina filamentoso con una elevada intensidad de sefial en todo el citoplasma (figura 30C, panel inferior).

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3 006 332 T3

Con el fin de obtener un conocimiento mas detallado de la dindmica de la expresiéon de Cyr61 en DTC y CTC, los
presentes inventores simularon la diseminacién de las células tumorales de microambientes hipdxicos al torrente
sanguineo. La semivida de las CTC en la sangre era de aproximadamente 1 a 2.4 h y tras 4 h, aproximadamente
un tercio de las CTC todavia era detectable en la sangre (35). Las concentraciones de oxigeno en los vasos
sanguineos més grandes son de aproximadamente 10% de O,. Por lo tanto, los presentes inventores cultivaron
estirpes celulares bajo condiciones hipoxicas (1% de O) durante 14 dias para estimular la hipoxia tumoral, seguido
del sometimiento de dichas células a 10% de O, durante 4 h (figura 30D). La cuestién era si las CTC de
microambientes hipdxicos alcanzan sitios secundarios mas rapidamente que la respuesta de los niveles de Cyr61
en las CTC a la concentracién de oxigeno incrementada en la sangre.

Los niveles de Cyr61 se alteraron masivamente bajo hipoxia persistente en comparacién con las condiciones
estandares de cultivo, en las que MDA-231 y BC-M1 indujeron fuertemente Cyr61 y MDA-468 reguld negativamente
Cyr61. Bajo las condiciones de reoxigenaciéon (1% de O durante 14 dias + 4 h de 10% de O, vs. 14 dias de 1%
de Oy) MDA-468 y MDA-231 mantuvieron niveles de Cyr61 practicamente constantes, sugiriendo que los fenotipos
de CTC correspondientes alcanzarian sitios secundarios con sélo alteraciones menores de los niveles de Cyr61.
En contraste, BC-M1 regula negativamente Cyr61 en respuesta a la reoxigenacidén a 16% (1% de O, durante 14
dias + 4 h de 10% de O» vs. 14 dias de 1% de O,) sugiriendo que las células con un fenotipo BC-M1 podrian
alcanzar sitios distantes con otros fenotipos de Cyr61, diferentes de los fenotipos con los que iniciaron el pase.

El elevado valor diagndstico de la deteccidn de Cyr61 en muestras de pacientes se muestra para un paciente con
cancer de mama metastéasico (paciente n° 6). Se llevé a cabo el anélisis de Cyr61 soluble en sangre (figura 27C)
y simultdneamente el anélisis de Cyr61 en CTC (figura 17), y mostré que dicho paciente presentaba un nivel
elevado de Cyr61, de 79.8 + 4.5 ng/ml y CTC positivas para Cyr61 en la sangre.

Ejemplo 13. Comentario.

En el presente ejemplo los presentes inventores identificaron Cyr61 como una proteina relevante que responde
con sensibilidad a las condiciones de estrés microambiental, tales como la hipoxia y el ayuno de glucosa en células
de cancer en diseminacién. Mediante el anélisis de muestras clinicas de pacientes de cancer de mama, los
presentes inventores documentaron la presencia de Cyr61 en el plasma sanguineo, en células tumorales primarias,
CTC, DTC y metéstasis 6seas manifiestas.

En los Ultimos afios, el analisis de "biopsias liquidas" de células tumorales o material circulante (ADN, proteinas o
exosomas) liberado por las células tumorales en la sangre periférica de pacientes de cdncer ha hecho un progreso
notable (37). En un estudio reciente de Cohen et al., se ha informado de un notable progreso adicional mediante
el desarrollo de un nuevo ensayo sanguineo que combina el anélisis de mutaciones del ADN circulante con la
determinacién de las proteinas asociadas a tumor en el suero (38). Sin embargo, la tasa de deteccién de los
estadios tempranos de céncer, que representa el objetivo del cribado del cancer, sigue siendo un reto. En total,
sélo 43% de los tumores de estadio | eran positivas. La tasa es incluso més baja en muestras de cancer de mama,
mientras que la sensibilidad incluyendo todos los estadios alcanz6 Unicamente el 33% (38). Lo anterior constituye
un reto significativo debido a que es conocido que la deteccién precoz del cancer puede reducir la mortalidad
relacionada con el cancer (39).

En contraste, los presentes inventores encontraron que las concentraciones de Cyr61 en el plasma sanguineo ya
presentan niveles elevados en los estadios tempranos del cdncer de mama en comparacién con individuos de
control sanos de sexo y edad correspondientes. El ensayo ELISA de los presentes inventores mostré un
rendimiento superior en comparacién con la mamografia, como herramienta estandar actual para el cribado del
cancer de mama. Para el subgrupo de DCSI, recientemente se ha informado de sensibilidades de 58% a 81% y
especificidades de 72% a 79% utilizando la mamografia (40). Por lo tanto, el analisis de sélo 2.5 pl de plasma
sanguineo resulta suficiente para el ELISA de Cyr61 de los presentes inventores para discriminar entre un estado
"sano" y un estadio temprano del cancer de mama. El ensayo ELISA de Cyr61 es una alternativa simple y
econdmica para los ensayos de biopsia liquida establecidos. En el futuro, el ensayo podria ser una herramienta
util que podria complementar y guiar la utilizacién de la mamografia en mujeres en programas de cribado de cancer
de mama.

La Cyr61 es una proteina citoplasmética de 42 kDa que puede secretarse al espacio extracelular y ya pueden
observarse niveles de Cyr61 incrementados en el cancer de mama temprano sin ningln signo de metastasis
manifiestas distantes. Los presentes inventores pudieron mostrar que la deteccién de Cyr61 secretado en el plasma
sanguineo es de potencial uso diagnéstico para la deteccién precoz y evaluacién de riesgo del cancer de mama
(ver posteriormente).

En el cancer, Cyr61 participa en la diferenciacidén, migracidén y en la induccién de la angiogénesis o el control de la
proliferacién celular. En el cancer de mama, se ha informado de que una expresién elevada de Cyr61 esté asociada
a una elevada invasividad en estirpes celulares y con formacién de metéstasis tras la inyeccidon de dichas estirpes
celulares en ratones.
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En efecto, las proteinas podrian estar reguladas bajo estrés microambiental, como la hipoxia, que asimismo afecta
a la induccién de atributos mesenquimatosos y a la diseminacién de las células tumorales y la metastasis. Por lo
tanto, los presentes inventores sometieron las estirpes celulares a 1% de O, que es el limite inferior de
concentracion de oxigeno en la médula ésea. Ademas, 1% de O, resulta suficiente para estabilizar HIF-1a en la
mayoria de células humanas. Con la excepcién de BC-M1 y Hs578t, todas las estirpes celulares analizadas
regularon negativamente Cyr61 bajo dichas condiciones. En BC-M1 y Hs578t, la regulacién negativa de Cyr61 sélo
se observd con una estabilizacion fuerte de HIF-1a con el tratamiento de Co?*. Lo anterior sugiere que 1% de O-
podria no resultar suficiente para inducir una estabilizaciéon robusta de HIF-1a y la posterior regulacién negativa de
Cyré1 en dichas células. Por lo tanto, las DTC con un fenotipo de Hs578t y BC-M1 son capaces de mantener
niveles de Cyr61 en el microambiente de la médula 6sea y son detectables mediante la expresién de Cyr61. Dicho
resultado resulta de particular interés, ya que Hs578t y BC-M1 muestran un fenotipo mesenquimatoso que sélo es
débilmente positivo para las proteinas marcadores epiteliales (12).

Ademas, los presentes inventores observaron una coexpresién frecuente de Cyr61 y PD-L1 en estirpes celulares
de entidades tumorales que se diseminan mediante expansiéon hematégena o mediante expansién linfatica. Los
presentes inventores todavia no han investigado la relacién funcional entre PD-L1 y Cyr61. Sin embargo, la
coexpresién de Cyr61 y PD-L1 sugiere que las células positivas para Cyr61 estan bien protegidas de la eliminacién
por las células inmunitarias. Por lo tanto, la deteccién de una expresién fuerte de Cyr61 en las CTC o DTC de
pacientes de cancer de mama, prostata, pulmén, asi como de cabeza y cuello, podria ser una indicacién de la
citoproteccién frente al reconocimiento por células inmunitarias. Los niveles elevados de Cyr61 y PD-L1 en una
estirpe celular metastasica cerebral de MDA-231 sugiere que Cyr61 no sélo podria participar en la metéstasis al
hueso, sino asimismo a otros sitios distantes, en particular el cerebro. La metéstasis cerebral resulta de especial
interés en la terapia de la metastasis del cancer de mama, ya que anticuerpos terapéuticos como la herceptina no
pueden cruzar la barrera hematoencefalica.

Los presentes inventores conocen a partir de su propia experiencia experimental que la deteccién de Cyr61 con
anticuerpos (transferencia western e inmunocitoquimica) es mucho més sensible y robusta que la deteccién de
PD-L1 con anticuerpos. Por lo tanto, la deteccién de Cyr61 en CTC y DTC asimismo podria ser un marcador
sustitutivo adecuado para la capacidad de las CTC y DTC de escapar a la destruccién por células inmunitarias.

Todas las estirpes celulares de cancer pancreético analizadas eran positivas para Cyr61, sugiriendo la expresion
frecuente de Cyr61 en el cancer pancreatico. En particular, los presentes inventores observaron niveles elevados
de Cyr61 en la estirpe celular de cancer pancreatico con atributos mesenquimatosos Panc1 y niveles bajos de
Cyré1 en BxPC3 (fenotipo epitelial). Al contrario que entidades tumorales tales como el cancer de mama y de
prostata, la extensién metastasica con frecuencia se produce mediante diseminacién peritoneal en el cancer
pancreatico. En el cancer pancreéatico, EMT y la diseminacién ya pueden producirse en el estadio inflamatorio de
la pancreatitis; de esta manera, en un estadio premaligno del cancer pancreatico. Por lo tanto, resulta posible que
Cyré1 resulte regulado positivamente durante EMT en el estadio de pancreatitis y que Cyr61 resulte adecuado
para detectar enfermedades pancreaticas ya en el estadio inflamatorio.

Con el fin de validar los estudios in vitro de los presentes inventores, se evaluaron los niveles de proteina Cyr61
en especimenes clinicos mediante inmunohistoquimica. La puntuacién de la intensidad de tincién revelé que 24%
de los tumores de mama primarios mostraban una expresién fuerte de Cyr61, que es similar a observaciones
anteriores por otros grupos. La expresion de Cyr61 no estaba correlacionada con la deteccién de DTC en médula
6sea, lo que podria explicarse en la regulacion versatil de Cyr61 segln las condiciones microambientales reales.

Los presentes inventores a continuacién se concentraron en la expresiéon de Cyr61 en células de cancer en
diseminacién de pacientes de cancer de mama. Para detectar Cyr61 en CTC, se desarrollaron ensayos de
inmunotincién multiplex sensibles, que permitieron a los presentes inventores detectar incluso células tumorales
con bajos niveles de Cyr61. Los presentes inventores observaron una marcada heterogeneidad de los niveles de
Cyré1 en las CTC, tanto respecto a la variabilidad entre pacientes como a la variabilidad intrapaciente. Dicho
resultado podria reflejar el hecho de que las CTC derivan de diversos sitios y podrian encontrarse con diversas
condiciones microambientales que afectan a la expresiéon de Cyr61. Para la deteccién de la citoqueratina en
CTC/DTC, los presentes inventores aplicaron en este caso un céctel de anticuerpos pan-citoqueratina de amplio
espectro. Dicho céctel resulta adecuado para detectar citoqueratina en las estirpes celulares de DTC con expresion
regulada negativamente de citoqueratinas tipicas de los adenocarcinomas (12, 29). Resulta interesante que no se
observaron células positivas para Cyr61/negativas para citoqueratina, concordando con un resultado anterior de
que las células de cancer de mama que no presentan proteinas de citoqueratina en absoluto son muy infrecuentes
(32). Ademés, subraya la ausencia de Cyr61 en células hematopoyéticas y apunta a la potencial utilidad de Cyr61
como marcador de CTC/DTC.

Los resultados de los presentes inventores apoyan la visién de que las células tumorales en diseminacién pueden
experimentar una transicién fluida de caracteristicas epiteliales a mesenquimatosas, mientras que una conversion
completa a un fenotipo totalmente mesenquimatoso de las células de adenocarcinoma se produciria de manera
infrecuente (o nunca) in situ. Conjuntamente, los presentes resultados apoyan la visién de que la expresion de
Cyr61 en las células de cancer de mama podria subyacer a diversas influencias reguladoras durante el paso del
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sitio primario al sitio metastésico, y Cyré1 citoplasmatico en el tumor primario, por lo tanto, no es un buen indicador
de los cambios adaptativos requeridos para la supervivencia y expansién metastésica.

Los presentes inventores observaron que las células sanguineas y de médula 6sea normales muestran niveles
extremadamente bajos de Cyr61, lo que podria permitir el desarrollo adicional de Cyr61 como marcador de
deteccién de CTC y DTC con atributos mesenquimatosos. Dichas células con frecuencia son omitidas por los
ensayos actuales, basados en antigenos epiteliales, o que podria explicar los resultados falsos negativos. Por lo
tanto, se necesitan urgentemente nuevos marcadores de mCTC y mDTC. La deteccién de Cyr61 en células
tumorales con atributos mesenquimatosos podria apoyar la identificacién de mCTC/mDTC.

Méas importante de cara al futuro uso diagnéstico, el plasma sanguineo de personas sanas de edades
correspondientes mostraba niveles muy bajos de Cyr61 secretado, detectado con el ELISA de Cyr61 en
comparacién con valores significativamente superiores en pacientes de cancer de mama. Dicho resultado
importante sugiere que los niveles elevados de Cyr61 en el plasma sanguineo son un atributo de las células de
cancer de mama.

En todas las estirpes celulares analizadas, los presentes inventores encontraron que la cantidad de Cyr61
secretada es proporcional a la cantidad de Cyr61 citoplasmatico. Por lo tanto, resulta plausible que las estirpes
celulares de entidades de cancer que son positivas para Cyr61 citoplasmatico, tal como céancer de pulmoén,
prostata, cabeza y cuello o pancreatico, asimismo secretan Cyr61. Debido a que el grupo de donantes sanos
reunido arbitrariamente mostraba niveles muy bajos de Cyr61, los presentes inventores esperaban detectar niveles
elevados de Cyr61 en el plasma sanguineo de los pacientes de cancer de otras entidades diferentes de cancer de
mama.

Todas las muestras de plasma analizadas que se obtuvieron de pacientes de céncer en el tiempo del diagnéstico
eran positivas para Cyr61, mientras que los presentes inventores clasificaron 56% de los tumores primarios como
débilmente positivos o negativos para Cyr61 en la micromatriz de tejidos. Un motivo para lo anterior podria ser los
diferentes métodos de deteccién, con diferentes sensibilidades para Cyr61 (inmunohistoquimica vs. ELISA).
Aunque las moléculas de Cyr61 se extienden en la superficie del portaobjetos en el caso de la IHQ, el ELISA
integra las sefiales de todas las moléculas de Cyr61 en 100 ul de muestra en un Unico valor de DO. Dicho enfoque
ELISA podria incrementar la sensibilidad, conduciendo a mas mediciones positivas para Cyr61, pero no podria
discriminar entre células individuales positivas y negativas para Cyr61.

Ademas, las células tumorales pueden secretar considerables cantidades de Cyr61 al espacio extracelular; en
particular, bajo condiciones de persistente intercambio de fluidos, se secretan cantidades elevadas de Cyr61. En
los pacientes, lo anterior seria similar a una situacién en la que las células tumorales se encuentran préximas a
vasos sanguineos. Lo anterior podria llevar a una retirada constante de Cyr61 y a la induccién de la secrecién de
Cyr61 por las células tumorales. Bajo dichas condiciones, la Cyr61 naciente podria secretarse inmediatamente, de
manera que Cyr61 no podria acumularse dentro de las células. Por lo tanto, la sensibilidad del ELISA junto con la
secrecion de Cyr61 bajo condiciones de intercambio de liquidos podria permitir la deteccién de Cyr61 en el plasma
sanguineo, aunque las células tumorales muestren niveles bajos de Cyr61 o aunque las colonias de células
tumorales sean relativamente pequefias.

Por lo tanto, la deteccién basada en ELISA de Cyr61 en el plasma sanguineo podria resultar adecuada para la
deteccidn precoz del cancer de mama, lo que podria ayudar a reducir el nUmero de mamografias en los programas
actuales de cribado de mujeres de mas de 50 afios de edad. Lo anterior podria reducir considerablemente los
costes sanitarios y los potenciales efectos secundarios causados por la radiacidén. Ademas, los presentes
inventores mostraron que los niveles de CYR61 se incrementan con la progresién tumoral (es decir, valores mas
altos en pacientes M1 vs. pacientes MO), indicando un potencial uso como marcador basado en sangre para
evaluar y monitorizar el riesgo de progresion a metéstasis, la causa principal de muerte relacionada con el cancer,
y para monitorizar la eficacia de las terapias antimetastasicas (36).
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REIVINDICACIONES
1. Método de deteccién de cancer de mama que comprende:

(a) obtener una muestra de plasma a partir de un sujeto;

(b) determinar la concentracién de Cyr61 en la muestra;

(c) comparar la concentracién de Cyr61 en la muestra de prueba con la concentracién de Cyr61 en una
muestra de referencia;
en el que Cyr61 es Cyr61 soluble;
en el que el cancer de mama es detectado si la concentracion de Cyr61 en la muestra de prueba es superior
que en la muestra de referencia;
en el que la determinacién de la concentracién de Cyr61 comprende la deteccién mediante ELISA, y
en el que el ELISA es un ELISA de tipo sdndwich que utiliza dos anticuerpos anti-Cyr61 humana que se
unen a unos epitopos de Cyr61 distintos.

2. Método de deteccién de cancer de mama segun la reivindicacién 1, en el que los epitopos de Cyr61 distintos
unidos por los anticuerpos anti-Cyr61 humana diferentes estéan separados mediante por lo menos 50 aminoacidos,
o separados mediante por lo menos 75, 85 o 100 aminoécidos.

3. Método de deteccién de cancer de mama segun la reivindicacion 1 0 2, en el que la muestra de referencia es
una muestra de plasma de mujeres sanas de mas de cincuenta afios de edad.
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Tabla 2
Cancer Cyrét gabil Cyréd Cyr81 fuerte  valor de p®
de mama {puntuacién 0) moderada {punivacian 2}
{puntuacidon 1}
n e n % g %
Tumores
primarios
Todos® 83 58 24 20 35 24 -
Histologia 0.242
Ductal iafiltrante a7 79 23 749 23 62
Lobular infiltrante 11 12 3 1 g 24
otros 7 8 3 10 5 14
Estado de DTC {médula dsea) 0.157
positive 19 22 9 a1 14 49
negative &4 T 20 89 21 50
Estado de mencpausia 0.242
posmenopausico 54 g4 18 66 28 78
premenopausico 25 3¢ 10 34 9 24
oiros 5 B O O 0 g
Estadio 0.323
T, 40 48 18 62 24 65
Ta 24 40 10 34 13 35
Ts 3 4 ¢ Q 0 G
Ts 7 & 1 3 0 G
Estado de ganglio linfatico 0.035
positive 33 48 5 21 i2 32
negativo 45 54 23 79 25 68
Gradacion 0.002
Gl a 50 34 57 45 74
G2 1 20 19 24 g 15
G3 1 26 27 34 7 11
Estado de receptor hormonal 0.123
(ER + PR)
positivo &8Q 71 24 83 32 86
negative 25 28 5 K b 14
Estado de ErbB.2 6.387
pasitive 1 1 1 4 2 8
nagativo 72 393 25 98 33 g4
Subtipado 0.222
pasitive para ER+PR 51 68 21 28 82
triple negativo a1 28 4 5 5 15
posilivo para ErbB2 3 4 1 1 3
Figura 4
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