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ABREVIATURES
| ANGLICISMES




ACTH Corticotropina (de I'anglés Adenocorticotropic Hormone)
AR Receptor d’androgens (de I'anglés Androgen Receptor)

ARE Elements de resposta a androgens (de I'anglés Androgen Response

Elements)

CP Cancer de prostata

CPRC Cancer de prostata resistent a la castracio

CSC Cél-lula mare del cancer (de I'anglés Cancer Stem-like Cells)
CTCs Cél-lules tumorals circulants

DBD Domini d’'uni6 al DNA (de I'anglés DNA-Binding Domain)
DNA Acid desoxiribonucleic (de 'anglés Deoxyribonucleic Acid)

ECOG PS Escala del rendiment del Grup Cooperatiu d’Oncologia del Est(de

'anglés Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status)

EMT Transicié epiteli-mesénquima (de [I'anglés Epithelial-Mesenchymal

Transition)

FACS Separador cel-lular activat per fluorescéncia (de I'anglés Fluorescence-
Activated Cell Sorter)

GGO Gammagrafia dssia

gRT-PCR Reaccié en cadena quantitativa a temps real de la polimerasa (de
I'anglés quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)

LBD Domini d’'unio al lligand (de I'anglés Ligand-Binding Domain)

LH Hormona luteinitzant



LHRH o GnRH Hormona alliberadora de gonadotropines (de I'anglés Luteinizing

Hormone-Releasing Hormone o Gonadotropin-Releasing Hormone)

MDSCs Cél-lules supressores derivades de mieloides (de I'anglés Myeloid-

Derived Suppressor Cells)

NK Ceél-lules assassines naturals (de I'angles Natural Killer cells)

NLS Senyal de localitzacié nuclear (de I'anglés Nuclear Localization Signal)
NTD Domini N-terminal

PBMCs Cél-lules mononuclears de sang periferica (de I'anglés Peripheral Blood

Mononuclear Cells)
PSA Antigen prostatic especific (de 'anglés Prostate-Specific Antigen)

RECIST Criteris d’avaluacié de la resposta en tumors solids (de l'anglés

Response Evaluation Criteria in Solid Tumors)

RMN Ressonancia magnética nuclear

RNA Acid ribonucleic (de 'anglés Ribonucleic Acid)

Splicing Empalmament

TAC Tomografia axial computeritzada

TNM Tumor, ganglis i metastasis (de I'anglés Tumor, Node and Metastasis)

Tregs Limfocits T reguladors
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1. Generalitats del cancer de prostata (CP)
1.1. Epidemiologia

A nivell mundial, s’estima que en I'any 2018 es van diagnosticar 1.3 milions de
nous casos de CP i aquest ocasionara 359.000 morts. El CP és el segon tumor
més frequentment diagnosticat en els homes i el quart si considerem
conjuntament els dos sexes. En determinades regions com el continent america,
gran part d’Europa occidental, Oceania, I'Africa subsahariana® i en el nostre

entorn?? és el cancer més freqlient.

En les ultimes décades s’ha reportat un increment del 40% en la seva incidéncia,
passant de 1 milié6 de casos nous I'any 2006 a 1.4 milions I'any 2016, degut en
part a un envelliment de la poblacié* perd també a I'is del PSA com a eina de
cribratge®. S’estima que en els propers anys la seva incidéncia a Catalunya

continui augmentant?.

Respecte a la mortalitat, el CP és la cinquena causa de mort per cancer en els
homes i la vuitena en ambdds sexes’. Globalment, la supervivéncia als 5 anys
és superior al 70% i, especificament, a nivell d’Espanya és superior al 90%. En
les ultimes décades, la supervivéncia als 5 anys ha augmentat més del 10% en

el nostre entorn®.

D’acord amb la base de dades del Surveillance, Epidemiology, and End Results
(SEERY)’, al voltant del 5% dels cancers de prostata es diagnostiquen en forma
de malaltia disseminada, i gairebé el 90% amb malaltia localitzada o amb
disseminacié regional, aquest ultim representa menys del 15% dels casos. Cal
destacar que en la ultima década, la incidéncia de malaltia metastatica de debut
s’ha incrementat fins un 72%, especialment en els homes d’entre 55 a 69 anys
en els que s’ha incrementat fins a un 92%8&. A més a més, fins un 30% dels tumors
diagnosticats de forma localitzada, en funcié del grup pronostic, acabaran

desenvolupant malaltia metastasica®.
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En diferents assajos clinics s’ha corroborat com diversos farmacs tenen un
impacte en la supervivéncia global d’aquests pacients. Aquests resultats s’han
traslladat a 'ambit assistencial. En estudis de base poblacional els pacients
diagnosticats més recentment i, per tant, amb accés a aquests farmacs tenen
una millor supervivéncia global'®. Tot i aquesta milloria en les xifres, la malaltia,
un cop disseminada a distancia, no sol ser curable i el pronodstic sol ser pobre,

amb una mitjana de supervivéncia de 42 mesos en els estudis més recents’’.

1.2. Etiologia

S’han trobat multiples factors associats amb el risc de desenvolupar CP. Aquests
es poden classificar com a factors genétics o hereditaris i factors exdgens o

ambientals.

En el primer grup hi trobem la historia familiar de CP. Per exemple, un germa
diagnosticat de CP abans dels 65 anys incrementa el risc de desenvolupar un
CP en 10 punts percentuals i, el pare i dos germans afectes l'incrementa fins a

40 punts percentuals™?.

La raga també és un factor de risc, sent més freqlient en homes afro-americans
que en homes de raga hispanica o blanca’™. A més a més, en els primers la
malaltia es diagnostica en edats més joves™, sol estar més avangada en el

moment del diagnostic i té un curs més agressiu'.

A nivell genétic, s’han realitzat estudis a nivell poblacional per identificar variants
de DNA germinal associades amb el desenvolupament de CP. En total s’han
identificat més de 100 /oci diferents que explicarien el 33% del risc familiar de
desenvolupar la malaltia’”. També s’ha trobat que fins el 12% dels pacients amb
CP metastatic tenen mutacions en la linia germinal dels gens reparadors del
DNA, principalment a BRCA2, ATM, CHEK2 o BRCA1, entre d’altres'®. Cal
destacar que estan en curs estudis clinics per establir el valor d’aquestes

alteracions genétiques en el cribratge del CP"°.

Pel que fa als factors exogens, s’han identificat diversos factors associats amb

el risc de desenvolupar aquesta malaltia i d’altres que tenen un efecte protector.
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Sovint hi ha resultats contradictoris entre estudis o els resultats no han estat
validats, com per exemple en l'is de la metformina i un menor risc de

desenvolupar CP?.

Entre els factors que incrementen el risc s’inclou I'obesitat, la hipertensié arterial,
I'increment del perimetre abdominal, I'alopécia, la infeccié per N. gonorrhoeae,

el tabaquisme, I'exposicié ocupacional al cadmi o els torns de treball nocturns.

D’altre banda, I'exposicié a radiacions ultraviolades, la circumcisié /o una
elevada frequéncia d’ejaculacions s’han descrit com a factors protectors per al

seu desenvolupament?.

Quant als factors dietétics, tant I'elevada ingesta d’alcohol com I'abstinéncia
s’han associat amb un major risc de CP. El mateix s’ha descrit respecte els nivells
de vitamina D, tant nivells baixos com alts s’han associat amb risc de
desenvolupar CP. La ingesta de productes lactics o de fregits també s’hi ha
associat. En canvi, els fitoestrogens s’han associat amb un menor risc de patir

aquesta malaltia®.

1.3. Clinica

La gran majoria dels casos de CP es diagnostiquen com a malaltia localitzada i
solen ser asimptomatics. En alguns casos la malaltia pot donar simptomes locals
com poden ser simptomatologia del tracte urinari inferior (p.ex.: disuria, nicturia,
urgéncia miccional, augment de la frequéncia urinaria, etc.), hematuria o

hematospérmia.

D’altra banda, en malalts que debuten amb malaltia disseminada, la clinica pot
ser deguda tant per la malaltia a distancia com pel tumor primari. En aquests
casos els pacients podrien patir, per exemple, dolor ossi 0 simptomatologia més
general com pérdua de pes, asténia, anoréxia o simptomes en relacié a

insuficieéncia renal (p.ex.: oligoanuria, anoréxia, nausees o vomits, etc.).
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1.4. Diagnostic i estadiatge

El procés diagnostic s’iniciara amb la realitzacio d’un tacte rectal i la determinacio
del PSA en sérum. Mitjangant el tacte rectal podrem detectar nodduls, induracions
o asimetries en la prostata que ens suggeriran un CP. Perd no sempre sera aixi
ja que fins el 35% dels cancers de prostata no es detectaran en el tacte rectal, ja
sigui per ser tumors de mida petita o per estar localitzats en arees de la prostata

que no son accessibles a través del tacte rectal.

L’antigen prostatic especific 0 PSA és una glicoproteina codificada pel gen KLK3
(kallikrein-3). Aquesta proteina és especifica de la glandula prostatica, perd no
del CP ja que es poden trobar nivells elevats en sang degut a patologies
benignes de la prostata (p.ex.: hiperplasia benigna de prostata o prostatitis) o
després de la seva manipulacio o d’'una biopsia d’aquesta. EI PSA és una serina
proteasa que es segregada en el liquid prostatic i t& com a funcio fisiologica la
liquefaccié del sérum, facilitar la motilitat dels espermatozoides i dissoldre el moc

cervical?!.

La deteccié del PSA en sérum i la seva relaci6 amb el CP va suposar una
revolucio en el maneig del CP?223, Actualment s’utilitza en el cribratge del CP, el
diagnostic i estadiatge, pel seguiment de la malaltia després d’un tractament
local i també per la monitoritzacié de la malaltia en situacié avangada®*?°. Pel
que fa al diagnostic, s’ha vist que la seva determinacié en sérum és un millor
predictor de cancer que el tacte rectal o la ecografia transrectal®®. D’altre banda,
no existeix un llindar definit de PSA per diagnosticar un CP sind que s’ha
d’analitzar com una variable continua. Per tant, uns nivells elevats de PSA
indicaran una major probabilitat de CP pero aquest no es pot descartar davant

d’uns nivells baixos de PSA?’,

El diagnostic definitiu 'obtindrem després de la confirmacié anatomopatologica
de cancer en una bidpsia. Estara indicada la realitzacié d’'una bidpsia prostatica
en funcié de la sospita clinica de CP tenint en compte els nivells de PSA, el tacte
rectal o les proves d’'imatge, perd també d’acord amb altres caracteristiques del
pacient com és l'edat o les comorbiditats associades?®. Actualment, el

procediment estandard consisteix en realitzar les bidpsies prostatiques guiades
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per ecografia transrectal®* pero ja existeixen resultats d’assajos clinics en els que
la realitzacio d’una ressonancia magneética nuclear (RMN) prévia a la bidpsia, per
a guiar-la, millora la deteccié del CP clinicament significatiu®®. Les biopsies
sistematiques guiades per ecografia transrectal s’han de realitzar des de I'apex
a la base de cada Idbul prostatic i, en funcié del volum de la prostata, s’ha
d’obtenir com a minim vuit bidpsies?. Si hi ha arees sospitoses en el tacte rectal
0 en la mateixa ecografia transrectal també s’han d’obtenir bidpsies d’aquestes
arees?*. En el cas de que la biopsia inicial sigui negativa per a malignitat i la
sospita clinica de CP sigui elevada esta indicada la realitzacié d’'una RMN de
prostata i la realitzacio tant de bidpsies sistematiques com de la zona sospitosa
en la RMN%,

En més del 95% dels casos el diagnostic anatomopatoldgic sera
d’adenocarcinoma de prostata perd podem trobar altres tipus de tumors com
carcinomes urotelials que envaeixen per contiguitat la prostata, sarcomes, altres
tumors que hagin metastatitzat a la prostata, etc. Fins i tot 'anatomia patologica
podria reflectir la preséncia de component neuroendocri de forma focal en el si

d’un adenocarcinoma de prostata o pur.

En I'informe anatomopatologic s’ha de reportar si hi ha evidéncia de neoplasia i
el tipus, el patré6 combinat de Gleason i I'agrupat, la localitzacié d’acord amb
'origen dels cilindres de les bidpsies, el percentatge de teixit afectat per la
neoplasia, la preséncia de teixit adipos extraprostatic i la seva afectacié. També
s’han de reportar altres caracteristiques com la infiltracié perineural, la invasio

linfovascular o la preséncia de variants histologiques?*.

Respecte el grau histologic del CP, aquest es basa en les caracteristiques
morfologiques de les cél-lules canceroses descrites per Gleason i col-I*'. Segons
el grau, els tumors es classificaran del 1 al 5, sent els 1 els cancers de prostata
més diferenciats i el 5 els més indiferenciats. El grau de Gleason es correlaciona
amb el comportament clinic de la malaltia, sent els tumors amb un valor més alt
els que presenten un major risc de recaiguda i mortalitat®'. El patré combinat de
Gleason es basa en classificar les dues arees més prevalents i sumar el valor

numeéric d’aquestes per donar a lloc a un valor que anira de 2 a 10. Recentment,
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la International Society of Urological Pathology (ISUP) ha establert una nova
classificacid que agrupa el Gleason en 5 categories i permet una millor

estratificacio dels pacients (Taula 1)3233.

Taula 1. Patré combinat de Gleason i classificacié ISUP del CP31-33,

ISUP 2014 Patré combinat de Patr6 de Gleason primari i

Gleason secundari

1 <6 <3+<3
2 7 3+4
3 7 4+3
4+4
4 8 3+5
5+3
4+5
5 9-10 5+4
5+5

L’estadiatge (Taula 2 i 3) es basara en la interpretacié del tacte rectal, els nivells
de PSA i també pot ser necessari la realitzacio de proves d'imatge com una RMN
de prostata, una gammagrafia oOssia (GGO) o una tomografia axial
computeritzada (TAC). La indicacié de realitzar aquestes proves d’'imatge es
basara en el risc de desenvolupar metastasis segons la classificacié pronostica
de la malaltia localitzada (Taula 4). Es recomana realitzar un TAC
abdominopeélvic i una GGO en cancers de prostata d’alt risc o intermedi, en

aquest Ultim cas si hi ha un patré de Gleason predominant de 424,

L’ultima versié de la classificacio TNM de la UICC International Union Against
Cancer, en la que s’avalua el tumor primari, la afectacié dels ganglis limfatics
regionals i la preséncia de metastasis a distancia es mostra en la Taula 2 i en la

Taula 3 es mostra I'estadiatge corresponent34.
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Taula 2. Classificaciéo TNM del CP34.

T — Tumor primari*

Tx

El tumor primari no pot ser avaluat

T0

No evidéncia de tumor primari

T1

Tumor clinicament inaparent i no palpable

T1a

El tumor es diagnosticat com una troballa incidental i correspon a un 5%
o0 menys del teixit ressecat

T1b

El tumor es diagnosticat com una troballa incidental i correspon a més
del 5% del teixit ressecat

T1c

El tumor s’identifica en una bidpsia (p.ex.: realitzada per un PSA elevat)

T2

Tumor palpable i confinat a la prostata

T2a

El tumor afecta una meitat d’un 16bul o menys

T2b

El tumor afecta més d’'una meitat d’un Idbul perd no els dos Idbuls

T2c

El tumor afecta ambdds 10buls

T3

Extensié del tumor a través de la capsula prostatica

T3a

Extensié extracapsular unilateral o bilateral incloent afectacio del coll
vesical

T3b

Invasié de les vesicules seminals

T4

Tumor fixa 0 que envaeix les estructures properes excepte les vesicules
seminals (esfinter extern, recte, muscul elevador del anus i/o paret
pelviana)

N — Ganglis limfatics regionals®

Nx

Els ganglis limfatics regionals no es poden avaluar

NO

No evidéncia de metastasis en els ganglis limfatics regionals

N1

Metastasis en els ganglis limfatics regionals

M - Metastasis a distancia®

MO

No evidéncia de metastasis a distancia

M1

Metastasis a distancia

M1a

En ganglis limfatics no regionals

M1b

Metastasis Ossies

M1c

Altres localitzacions de metastasis a distancia

#La invasi6 del apex prostatic o de la capsula prostatica, perd no més enlla, es classifica com a

T2. SLes metastasis en ganglis limfatics inferiors a 0.2cm es poden designar con pNmi, de

micrometastasis. Es consideren ganglis limfatics regionals els ganglis situats per sota de la

bifurcacié de les arteries iliaques comuns. #Quan hi ha més d’'una localitzacié de metastasis a

distancia s’utilitzara la de localitzaci6 més avangada per a la classificacio.
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Taula 3. Estadiatge del CP34.

T N M
Estadi | T1-T2a NO MO
Estadi Il T2b-T2c NO MO
Estadi lll T3-T4 NO MO
Qualsevol T N1 MO

Estadi IV
Qualsevol T Qualsevol N M1

La classificacié patologica (pTNM) es basara en la mateixa classificacié del TNM
perod tenint en compte I'avaluacié en la pega quirurgica. En aquesta classificacio

no existira la categoria T1 ni tampoc els subgrups de la T234.

En el cas de tumors localitzats s’han desenvolupat diverses classificacions per
tal d’establir el risc de recaiguda o progressio de la malaltia®*=3’. Una de les més
utilitzades és la D’Amico®® que estratifica els pacients en tres grups de risc en
funcié dels nivells de PSA, del Gleason de la bidpsia diagnostica i del estadiatge
clinic del tumor primari (Taula 4). Els pacients classificats com a baix risc tenen
un risc de recaiguda per PSA als 5 anys inferior al 25%, mentre que en els d’alt
risc aquest és superior al 50%%. En base a aquesta classificacio es pot

seleccionar I'estratégia terapéutica potencialment més adient.

Taula 4. Classificacié D’Amico del CP localitzat?°.

Baix risc Risc intermedi Alt risc
PSA (ng/mL) <10 10 - 20 > 20
Gleason <6 7 28
Estadiatge T clinic T1c-T2a T2b T2c

D’altra banda, els pacients amb tumors cT3 o T4, o amb ganglis positius (N1) es
consideraran localment avancgats independentment dels valors de PSA o del

Gleason.
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2. Bases biologiques del tractament farmacologic
2.1. Receptor d’'androgens (AR) i supressié androgénica

En els anys 40, Huggins i Hodges van descobrir que els pacients afectes d’un
CP metastasic presentaven milloria clinica (reduccié del dolor, milloria de
'anémia, increment de pes, etc.) i una reducci6 dels nivells de fosfatasa acida
prostatica després de sotmetre’ls a una orquiectomia o d’administra’ls-hi
estrogens. Finalment, van arribar a la conclusié que els androgens tenen

influencia en I'evolucié del CP38:39,

Gracies a aquestes troballes la castracié ha estat la principal terapia per a la
malaltia avangada. La castracié es basa en reduir els nivells de testosterona a
partir de [lextirpacié quirdrgica dels testicles, l'orquiectomia, o mitjangant
farmacs. En abséncia de testosterona el AR no s’activara i aix0 ajudara a controla

inicialment la malaltia38-3°,

El AR és un element fonamental del CP. Aquest és un factor de transcripcio
nuclear depenent del lligand i pertany a la superfamilia de receptors d’hormones
esteroidals. El gen del AR es troba en el locus q11-12 del cromosoma X i esta
format per 8 exons que codifiquen una proteina de 110kDA de pes molecular i
919 aminoacids*®*2, La proteina té 4 dominis, 'aminoterminal (NTD), el domini
de unio6 al lligand (LBD), el domini d’'uni6 al DNA (DBD) i una regi6é frontissa
(Hinge). Aquesta ultima esta situada entre el DBD i el LBD i dona certa flexibilitat

a la proteina (Fig. 1)*344,

X chromosome ql1-12

AR gene s s

5

AR protein (full-length)

NTD LBD

1 919
23Fy x| F27AF-1 NLS AF-2

Figura 1. El locus del gen del AR i I'estructura de la proteina. Modificat de Dai C et al*®.
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En condicions fisiologiques, els dos agonistes principals del AR soén la
testosterona i la dihidrotestosterona. Quan el AR no es troba unit al lligand,
aquest es localitza en el citoplasma cel-lular unit al citoesquelet i associat a
diverses proteines (p.ex.: HSP-90, HSP-70 o HSP-56) que impedeixen la seva
degradacié*® (Fig. 2). La uni6 del lligand amb la regié LBD del AR provoca la
seva dissociacio de les altres proteines i indueix un canvi conformacional que
facilita la seva translocacio al nucli i alhora exposa la regié Activation Function 2
(AF-2). Aquesta regi6 facilita la interaccidé proteina-proteina entre els dominis
carboxi-terminal i amino-terminal que és necessaria per a la homodimeritzacié
del AR. Perd també té altres funcions com I'estabilitzacié del lligand en la butxaca
d’'unié d’aquest, facilita I'activitat del propi receptor i participa en el reclutament

de cofactors que modulen la activitat del receptor4’—0.

En el procés de translocacio al nucli participa una sequéncia anomenada NLS
situada en la regi¢ frontissa del AR. Aquesta interacciona amb el citoesquelet
per dirigir el transport del AR cap al nucli i la seva translocacio a través de les

proteines importin-o®'-54,
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Figura 2. La via d’'activacié del AR a través del lligands agonistes i alguns dels seus co-
reguladors. Extret de Dai C i col-I*5.
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Un cop al interior del nucli, el AR s’homodimeritza i reconeix sequencies
especifiques de DNA anomenades elements de resposta a androgens (ARE).
Aquests estan situats en la regié promotora i potenciadora dels gens regulats per
aquest factor de transcripcio®. Un cop s’ha produit aquesta unio, es poden unir
co-reguladors, altres factors de transcripcid i la RNA polimerasa formant el
complex transcripcional i iniciant-se aixi el procés de transcripcié dels gens

regulats per aquest receptor (Fig. 2)°.

S’han descrit diferents alteracions géniques que modifiquen el comportament del
AR. D’una banda s’han trobat mutacions activadores d’aquest receptor.
Aquestes s’han descrit principalment en el domini LBD perd també en el NTD.
Aquestes mutacions sén infrequents en els tumors primaris pero en la malaltia
resistent a la castraci6 i, especialment, després del tractament amb inhibidors
del AR la seva freqiiéncia augmenta fins al 40%°7-°8. Aquestes mutacions poden
facilitar que el receptor s’activi per altres androgens més débils o per altres
hormones esteroidals (p.ex.: dihidroepiandorstendiona, progesterona,
estrogens, etc) i, fins i tot poden canviar el comportament del receptor davant de
la unié d’antagonistes (p.ex.: bicalutamida, enzalutamida, etc) i fer que aquests

tinguin una accié agonista®.

D’altra banda, també s’han identificat variants del AR generades per
mecanismes de splicing alternatiu. Aquestes variants es caracteritzen per perdua
del domini LBD i addicionalment poden tenir una pérdua de la regi6 frontissa.
Diverses d’aquestes variants estan constitutivament activades (p.ex.: ARv70
ARV567) i d’altres en funcié del context cel-lular (p.ex.: ARv1 o ARv9)%%61 | a
preséncia d’aquestes variants s’associa amb el desenvolupament de la

resisténcia a la castracio®®.

Cal coneixer la via de biosintesis dels androgens ja que determinats farmacs
intervindran en aquesta impedint la producci6 d’androgens. El substrat inicial de
les hormones esteroidals és el colesterol. Aquest, a través de multiples reaccions
enzimatiques, acabara convertint-se en testosterona (Fig. 3). Els dos principals
teixits que participen en la biosintesis dels androgens sén les glandules

suprarenals i els testicles, tot i que el propi tumor també en pot sintetitzar*.
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Figura 3. La via biosintética dels androgens. DHEA, dehidroepiandrosterona; AD,

androstenediona; T, testosterona; DHT, dihidrotestosterona. Extret de Dai C i col-I®.

La testosterona es secretada al sérum i es pot unir tant a la globulina d’unio
d’hormones sexuals com a l'albumina, perd unicament la forma lliure de la
testosterona podra difondre cap als teixits i exercir la seva funcié. Concretament,
en les cél-lules de la prostata, la testosterona pot actuar directament o convertir-
se de forma irreversible a dihidrotestosterona per I'enzim 5a-reductasa. La
dihidrotestosterona és el principal androgen que es troba en el nucli de les
cél-lules de la prostata. Aquest té la mateixa afinitat que la testosterona pel AR
pero s’hi uneix de forma més estable i té més poténcia que la testosterona per a

estimular els gens diana del AR%.

La biosintesis d’androgens esta intimament regulada per l'eix hipotalamic-
hipofisiari-gonadal.  L’hipotalem segrega I'hormona alliberadora de
gonadotropines (LHRH, també coneguda com GnRH) en forma de polsos.
Aquesta actua a nivell de la adenohipodfisis estimulant la secrecid de la hormona

luteinitzant (LH) que alhora estimulara els testicles per a que produeixin la
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testosterona. Aquesta actua a nivell del hipotalem i de la hipodfisis regulant

negativament la seva propia produccio®.

D’altra banda, [lestimulaci6 continuada amb LHRH provoca una
dessensibilitzacid de la hipofisis i una supressio dels nivells de testosterona,
arribant aquests a nivells de castracio. Tot i que inicialment aquest tractament
pot produir un increment en els nivells de testosterona de forma transitoria.
Aquesta és la base bioldogica del tractament del CP amb supressi

androgénica®.

2.2. Mecanismes d’acci6 dels antiandrogens

Els antiandrogens no esteroidals (p.ex.: bicalutamida, flutamida o nilutamida)
actuen unint-se al domini d’unié del lligand del AR i bloqueja la seva activacié a
través d’una inhibicié competitiva. Com a consequéncia hi ha una desregulacié
del eix hipotalamic-hipofisiari-gonadal que ocasiona un increment en els nivells
de LH i de testosterona. Aquesta ultima s’acabara metabolitzant cap a estrogens.
Aix0 succeeix quan s’administra I'antiandrogen en monoterapia pero es pot evitar

quan s’administra combinat amb analegs de la LHRH®283,

L’enzalutamida és un antiandrogen de segona generacié que no nomeés té més
afinitat que la bicalutamida pel AR, siné que també inhibeix la translocaci6 del
receptor al nucli i interfereix entre la unié d’aquest amb el DNA®*. La apalutamida
és estructuralment similar a la enzalutamida i té el mateix mecanisme d’accié
que aquesta perd ha demostrat una major activitat en models animals®. La
darolutamida és un nou farmac antiandrogen que comparteix el mecanisme
d’accio de I'enzalutamida perd manté la seva eficacia quan el AR ha patit alguna
de les mutacions més frequents com la F877L, W742L o T877A. A més a més,
la seva penetracié a través de la barrera hemato-encefalica es reduida, motiu pel

qual la toxicitat neurologica és menor®®.

Finalment, I'abiraterona no és estrictament un farmac antiandrogen siné que
actua inhibint la sintesis d’aquests a través de la inhibicié del complex enzimatic
CYP17A1 que participa en diferents reaccions enzimatiques de la biosintesis

d’androgens (Fig. 3). D’aquesta manera es redueixen els nivells de testosterona
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ja que actua a nivell dels testicles, de les glandules suprarenals i també actua
inhibint la sintesis d’androgens de les propies cél-lules tumorals®’. Cal destacar
que un metabolit de I'abiraterona, el D4A, si que inhibeix directament el AR i ho

fa de forma comparable a I'enzalutamida®®.

2.3. Mecanismes biologics del desenvolupament de la resisténcia a la
castracio

Tot i la resposta inicial a la terapia de supressié androgénica, la malaltia acabara
progressant i es fara resistent a la castracid, anomenant-se en aquesta fase
cancer de prostata resistent a la castracié (CPRC). S’han descrit diferents
mecanismes moleculars implicats en aquest procés. Alguns d’ells depenen del

AR i del seu lligand, i d’altres son independents d’aquests.

En el primer grup de mecanismes moleculars podem trobar un increment dels
enzims implicats en la biosintesis dels androgens aixi com un descens dels
enzims implicats en la seva metabolitzacio, de tal manera que el rendiment net
és un increment dels androgens intratumorals®®7%. També s’ha descrit com el AR
quan es troba sobreexpressat es pot activar amb nivells baixos d’andrégens i fins
en el 30% d’aquests casos s’ha trobat una amplificacié del seu gen’'. Més
recentment s’ha descrit com diferents enhancers génics del AR es troben
amplificats en la malaltia resistent a la castracid i indueixen la seva

sobreexpressié’>7>.

Les alteracions géniques del AR abans esmentades com les mutacions i les
variants de splicing també esta implicades en aquest procés® 86061 A més a
més, s’han descrit més de 170 coreguladors del AR que poden modular la seva
especificitat pel lligand perod també permetre I'activacié del receptor amb nivells

baixos d’androgens’®.

D’altra banda s’han descrit multiples vies de senyalitzacié molecular que poden
promoure I'activacié del AR (p.ex.: IL6, AKT o Her2) o d’altres que actuaran de
forma independent d’aquest promovent també la resisténcia a la castracio (p.ex.:
IL6, Wnt, pérdua de TP53, de PTEN o de Rb)"":"8,

24



2.4. Mecanismes d’acci6 dels taxans: docetaxel i cabazitaxel

Els taxans, docetaxel i cabazitaxel, sén els unics agents quimioterapics que han
demostrat una milloria en la supervivéncia global dels pacients afectes de

CPRC7%-81 Aquests farmacs actuen principalment sobre els microtubuls.

Els microtubuls sén uns constituents essencials del citoesquelet de les cel-lules
eucariotes. El seu comportament dinamic, polimeritzant-se i despolimeritzant-se,
és la base de molts processos bioldgics com la motilitat cel-lular, el transport
citoplasmatic o la divisié cel-lular. Els microtubuls es polimeritzen pel seu extrem
positiu, que és on s’exposen les subunitats de B tubulina, i s’hi uneixen els
heterodimers de tubulina, constituits per o i  tubulin, mentre que I'extrem negatiu
exposa al medi subunitats de o tubulina (Fig. 4). El creixement o escurgcament
dels microtubuls es déna principalment per I'extrem positiu. Tant les unitat de o
com les de B tubulina s’'uneixen a GTP i, mentre es mantinguin aixi el microtubul
creixera progressivament. Perd si hi ha una major hidrolisis de GTP a GDP, que
nomes es pot donar en la p tubulina, que incorporaci6 de heterodimers s’acabara
produint un balang negatiu de GTP en I'extrem positiu i aix0 resultara de la

despolimeritzacié del microtubul (Fig. 4)%.
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@ GDP - 8 tubulin

Figura 4. Els microtubuls i la seva inestabilitat dinamica (Extret de Cirillo L i col-I1%?).
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Els taxans tenen una elevada afinitat per la  tubulina quan esta polimeritzada
constituint els microtubuls. La unié dels taxans als microtubuls estabilitza els
mateixos evitant aixi la seva despolimeritzacié i ocasionant, finalment, una
aturada del cicle cel-lular en la transicié de metafase a anafase que conduira a

I'apoptosis cel-lular (Fig. 5)8384,

Normal tubulin Tubulin with docetaxel

Tubulin

breakdown

Tubulin Tubulin
formation formation

Normal tubulin formation

Figura 5. Efecte de docetaxel en els microttbuls (Extret de Monter A i col.23).

S’han descrit altres possibles mecanismes d’accio dels taxans per a exercir el
seu efecte antineoplasic®. D’'una banda, s’ha descrit com els taxans poden
impedir la translocaci6 al nucli del AR. El AR, a través del domini N-terminal,
s’uneix a la proteina dineina que alhora s’uneix al extrem negatiu dels
microtubuls i participa en el transport des de el citoplasma cap al nucli cel-lular

de la carrega, incloent el propi AR®. Els taxans, al estabilitzar els microtubuls,
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inhibeixen aquest trafic evitant aixi I'arribada del AR al nucli i que aquest pugui

exercir la seva funcid8-288,

D’altra banda, els taxans inhibeixen directament I'activitat transcripcional del AR.
L’activitat del AR esta modulada per diferents co-reguladors i d’entre ells destaca
la superfamilia de factors de transcripcié Forkhead box (Fox). FOXA1 hiperactiva
el AR mentre que FOXO1 linhibeix. Els taxans indueixen 'acumulacié de FOXO1
en el nucli i per tant disminueixen I'expressié dels gens diana del AR (p.ex.:
KLK3, TMPRSS2, etc)?%90,

CYTOPLASM CYTOPLASM

NUCLEUS NUCLEUS
Figura 6. Mecanismes d’accio dels taxans (Extret de Mellado B i col.%9).

El cabazitaxel també és un taxa que en estudis preclinics ha demostrat eficacia
en models cel-lulars amb resisténcia adquirida a docetaxel i en els que el

docetaxel no és efectiu (Fig. 6)°192.

Aquesta major eficacia de cabazitaxel s’explica per diferents motius. D’entrada,
aquest farmac és un substrat débil de la bomba d’aflux ABCB1 i pot arribar a
saturar aquest transportador. Per tant, s’afavoreix 'acumulacié del farmac a
I'interior de la cél-lula i el seu efecte citotoxic®. A mes a més, també s’ha descrit
com el cabazitaxel suprimeix de forma més potent la inestabilitat dinamica dels
microtubuls que el docetaxel® i les vies moleculars sobre les que actua també
son diferents®. En estudis in vitro hi ha discrepancies sobre I'existéncia de
resisténcies creuades entre abiraterona i enzalutamida, i els taxans®°7. Mentre
que en models animals, si que s’ha trobat resisténcia creuada entre
enzalutamida i docetaxel, perd no amb cabazitaxel®®. Per tant, aixd també pot

explicar la major eficacia d’aquest farmac.
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2.5. Mecanisme d’acci6 d’altres farmacs

A més a més de la supressié androgénica, els nous antiandrogens i de la
quimioterapia basada en taxans, en el CP s’ha demostrat com altres farmacs

tenen un impacte en la supervivéncia global dels pacients.

El radium-223 és un isotop radioactiu del radi que emet particules alfa. El radi
actua com un analeg del calci i es retingut per I'os, formant complexes amb la
hidroxiapatita, i concentrant-se en llocs de mineralitzacié activa, com les
metastasis Ossies, per I'elevada activitat dels osteoblasts. En el procés de
desintegracio del radium-223 aquest emet particules alfa. Aquestes provoquen
un trencament no reparable de la doble cadena de DNA i, per tant, ocasionen la
mort de les cél-lules tumorals. Degut a la baixa penetrancia d’aquestes
particules, menys de 100 micrometres, la dosis absorbida per la medul-la dssia

és molt menor i per tant la toxicitat hematologica també és molt baixa®.

Un altre tractament pel CPRC és Sipuleucel-T. Aquesta és una vacuna autdloga
generada a partir de les cél-lules presentadores d’antigen del propi pacient,
extretes a través d’'una leucoaféresi, que s'incuben amb una proteina de fusid
constituida pel factor estimulant de colonies granulocitiques-macrofagiques i la
fosfatasa acida prostatica. La infusié d’aquesta vacuna provoca una activacio del
linfocits T CD4* i CD8* del propi pacient contra la fosfatasa acida prostatica i

aquests, en ultim lloc, sén els que desenvolupen la resposta antitumoral°0:101,
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3. Tractament del CP

El tractament del CP es basa en tres pilars fonamentals, la cirurgia, la
radioterapia i el tractament farmacologic. En funcié de [I'estadiatge, de
'expectativa de vida del pacient i de les preferéncies d’aquest es podra aplicar
una o diferents d’aquestes modalitats de tractament. Altres variants de
tractament com la braquiterapia o la crioterapia, o altres estratégies, com la

vigilancia activa, també es poden plantejar en determinades situacions.

3.1. Malaltia localitzada i quimioterapia neoadjuvant

El CP localitzat té dues opcions principals de tractament actiu, la cirurgia i la
radioterapia’®. La seleccio de la terapia més adequada per a cada pacient es
fara en base al estadiatge clinic de la malaltia, els factors pronostic (com els
nivells de PSA o el patré de Gleason), I'expectativa de vida dels pacients (index
de comorbiditats de Charlson) i també tenint en compte les preferéncies del
pacient. En I'assaig clinic ProtecT es van comparar aquestes dues estrategies
de tractament i no es van trobar diferencies a nivell de mortalitat, mortalitat
especifica per cancer i desenvolupament de metastasis; perd si en quant a
efectes adversos'®. Els pacients tractats amb radioterapia tenien millor
continéncia i funcié sexual perd més nicturia i alteracions intestinals que els
tractats quirirgicament'4. D’altra banda, I'evolucié de la técnica quirtrgica i dels
metodes de radioterapia fa que la frequéncia de complicacions i esdeveniments

adversos sigui menor'02,

Un possible algoritme de tractament, en base a la classificacio D’Amico® seria
el seglent. En pacients de baix risc i intermedi amb expectativa de vida superior
als 10 anys es pot oferir la prostatectomia radical com tractament d’eleccié. La
radioterapia també esta indicada en aquesta mateixa situacid. Mentre que en
tumors d’alt risc el tractament recomanat seria la radioterapia, encara que en
pacients amb expectativa de vida llarga, la prostatectomia radical també es

podria plantejar dins d’un tractament multimodal®*.

Es considera que globalment entre el 25 i el 50% dels pacients tractats localment

patiran una recaiguda bioquimica de la malaltia. Hi ha diferents eines i
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nomogrames clinics que ens permeten predir el risc de recaiguda'®®, com per
exemple el CAPRA que classifica els pacients tenint en compte I'edat, els nivells
de PSA, el Gleason, la T del estadiatge i el nombre de bidpsies positives. En

funcié del grup de risc la incidéncia de recaigudes pot ser superior al 75%3.

El tractament neoadjuvant és aquell que s’aplica abans del tractament local, en
aquest cas la cirurgia o la radioterapia. Els objectius d’aquest tractament sén
disminuir el volum tumoral per facilitar I'aplicacioé del tractament local i també el
tractament de la malaltia micrometastasica, amb I'objectiu final de reduir el risc
de recaiguda i incrementar les possibilitats de curaci6 de la malaltia localitzada.
A nivell farmacologic pot incloure tant la supressidé androgénica com la

quimioterapia, la combinacié d’ambdds o altres tipus de farmacs6.107,

Respecte al tractament neoadjuvant amb supressié androgénica, existeixen
multiples assajos clinics que han avaluat aquest tractament abans de la
radioterapia i de la cirurgia. Dos assajos clinics, TROG 9601'% i RTOG 8610"%°,
han demostrat com la supressié androgénica combinada amb radioterapia
incrementa la supervivéncia lliure de metastasis aixi com la supervivéncia global
dels pacients. En aquest s’inclouen diferents régims de supressié androgeénica,
tant analegs de LHRH en monoterapia com bloqueig androgénic complet, i una
durada diferent del tractament de supressié androgénica, de 3, 4 0 6 mesos. En
els dos assajos s’inclou no només el tractament neoadjuvant sin6 també la
concomitancia durant la radioterapia’®®1%°, En dos assajos més es va ampliar el
tractament de supressiéo androgenica incloent també adjuvancia. En aquests
també es va demostrar un benefici a nivell de supervivéncia lliure de malaltia i
de supervivencia global en les branques que inclouen la supressio
androgénica''®'"" En base a aquests resultats les guies cliniques recomanen el
tractament combinat de supressio androgénica i radioterapia en CP localitzat de

risc intermig o alt?.

El tractament neoadjuvant amb supressi6 androgénica abans de la
prostatectomia radical també s’ha explorat en diferents assajos clinics'?. En
base als resultats d’'un meta-analisi en el que s’inclouen tots aquests assajos es

pot concloure que el tractament neoadjuvant redueix I'afectacié de marges en la
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pega quirurgica i s'associa amb una millor supervivéncia lliure de progressio
bioquimica, perd aixd no es tradueix en una millora de la supervivéncia lliure de
malaltia o de la supervivéncia global''?. D’acord amb aquests resultats no

s’aconsella el tractament neoadjuvant abans de la cirurgia®.

D’altra banda, el tractament amb quimioterapia neoadjuvant basada en docetaxel
també s’ha provat abans de la cirurgia. Hi ha multiples assajos clinics d’'una unica
branca de tractament que inclouen quimioterapia basada en docetaxel en
monoterapia o combinada amb supressié androgénica (Taula 5)"'*-%4. Aquest
ultims soén els unics que han demostrat I'existéncia de respostes completes

patologiques.
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Cal destacar I'estudi de Mellado i col., ja que part de les mostres dels pacients
inclosos en aquest assaig clinic s’han utilitzat en un dels treballs que formen part
d’aquesta tesis. En aquest assaig clinic fase Il es van incloure un total de 57
pacients afectes de d’adenocarcinoma de prostata d’alt risc definit com ¢T3, o
cT1c - T2 amb un PSA > 20ng/mL i/o Gleason = 8, o Gleason 7 amb un patr6
predominant de 4 (4+3). Els pacients van ser tractats amb docetaxel 36mg/m?
(dies 1, 8 15 cada 28 dies, i per 3 cicles) conjuntament amb bloqueig androgénic
complet amb flutamida (250mg/8h durant 12 setmanes) i goserelina (10.8mg
subcutania una dosis unica el dia 15). La prostatectomia radical es va planificar
entre les 2 a 4 setmanes de la finalitzaci6 de la neoadjuvancia. Les
caracteristiques basals del pacients inclosos en aquest assaig clinic es

resumeixen en la taula 6.

Taula 6. Caracteristiques basals dels pacients inclosos en I'assaig clinic

de Mellado i col-1'%,

Variables Mitjana o Frequeéncia (%)
Edat (anys) 68.3 (rang, 49 — 75)
ECOG
0 51 (80%)
1 5 (8.4%)
Desconegut 1 (0.6%)
Estadiatge Clinic
T1 11 (19%)
T2 30 (53%)
T3 16 (28%)
Gleason
<6 3 (5%)
7 28 (48%)
8 15 (27%)
9 11 (20%)
PSA (ng/mL)
> 20 15 (26%)
<20 42 (74%)
Mitjana de PSA (ng/mL) 9.7 (rang, 0.6 —90.8)
Numero de factors de risc
1 33 (58%)
2 21 (36%)
3 3 (5%)
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Dels 57 pacients inclosos en l'estudi, 51 (89.9%) van completar el tractament
neoadjuvant i es van sotmetre a la prostatectomia radical. 5 pacients no van
completar el tractament per toxicitat i un, després de finalitzar la neoadjuvancia,

va refusar la cirurgia'?3.

L’objectiu principal del estudi va ser determinar la taxa de respostes patologiques
completes amb el tractament neoadjuvant. En tres (5.9%) pacients es va assolir
una resposta patologica completa i tres (5.9%) pacients més tenien només
malaltia minima residual en la pega quirurgica. Els pacients restants presentaven

persisténcia de malaltia (88.2%)'%3.

Fins a la actualitat només disposem d’'un assaig clinic fase Ill que avalua
I'administracié de docetaxel en el context neoadjuvant, el GETUG 12'?%, En
aquest assaig es van incloure pacients afectes de CP localitzat amb, com a
minim, un factor d’alt risc (estadiatge cT3-T4, Gleason = 8, PSA = 20ng/mL o
adenopaties positives confirmades per patologia). Es van aleatoritzar un total de
413 pacients a rebre 4 cicles de docetaxel 70mg/m? més estramustina 10mg/Kg
al dia (dies 1 a 5) cada 3 setmanes conjuntament amb supressié androgénica o
unicament aquesta ultima. El tractament local es planificava als 3 mesos de la
aleatoritzacio i es podia escollir entre radioterapia o prostatectomia, encara que
en més del 87% dels casos es va optar per la radioterapia. L’objectiu primari del
estudi era demostrar un benefici en supervivéncia lliure de recaiguda i aquest es
va assolir, demostrant-se un increment en la supervivencia lliure de recaiguda
als 8 anys del 50 al 62%. Cal destacar pero que les dades de supervivéncia lliure
de metastasis o de supervivéncia global encara no sén prou madures i no es
veuen diferéncies significatives en aquests objectius secundaris entre les dues

branques de tractament.

Un altre assaig clinic fase Ill (NCT00430183) esta avaluant el docetaxel en

aquesta mateixa situacié perd encara no es disposa dels resultats.

Finalment, en aquest context de neoadjuvancia també s’han provat altres

farmacs (p.ex.: bevacizumab, gefitinib o imatinib) o immunoterapies (p.ex.:
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GVAX), tant en monoterapia com combinades amb docetaxel, sense evidenciar-

se respostes patologiques completes™®”.

En base a les dades actuals, les guies cliniques només recomanen el tractament
neoadjuvant amb supressié androgénica abans de fer el tractament del primari
amb radioterapia. Aixi, no esta indicada la neoadjuvancia abans de la
prostatectomia radical ni la utilitzacié de quimioterapia en aquesta situacio

clinica?.

3.2. Principis del tractament de la malaltia disseminada

Tot i que una gran part dels cancers de prostata tractats localment es curen,
aquests poden recaure o diagnosticar-se directament en forma de malaltia
metastasica. En aquesta situacid la malaltia es considera incurable i la

supervivéncia als 5 anys es inferior al 30%'%6.

Docetaxel
2015

Abiraterone

2017
Clinical Ed mCRPC: a MCREC » mCRPC:
metastases 1stline 2nd |ine Line X
Docetaxel Cabazitaxel
2004 2010
Sipuleucel-T Abiraterone
D Noncastrate Sy 2ol
D Castration-resistant Abiraterone Enzalutamide
2012 2012
Unselected population
Enzalutamide Alpharadin
Biomarker-selected 2014 2013
Phase ITI data Olaparib***
2016

Phase II data

Pembrolizumab**
2017

Figura 7. Model del CP proposat pel Prostate Cancer Working Group 3'?" i les diferents opcions

de tractament disponibles. Modificar de Teo M. i col-I'%,
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Podem distingir dues fases de la malaltia disseminada. La primera que
s’anomena hormona-sensible o sensible a la castracid, i la segona anomenada
resistent a la castracié (Fig. 7). En aquesta segona, la malaltia ja ha estat
tractada mitjangant la supressié androgénica i tot i aixi ha acabat progressant a
través de l'adquisicio del diferents mecanismes moleculars de resisténcia que

hem esmentat anteriorment’?®,

3.2.1. Tractament de la malaltia metastasica i hormono-sensible

El tractament fonamental de la malaltia hormono-sensible és la supressio
androgeénica. Aquesta es pot aconseguir a través de I'administracié d’agonistes
de la LHRH (p.ex.: leuprorelina o goserelina), antagonistes del mateix receptor
(p.ex.: degarelix) i també a través de meétodes quirurgics, la orquiectomia
bilateral. En més del 80% dels casos la supressié androgénica aconsegueix una
resposta objectiva del tumor, una reduccié dels nivells de PSA, una millora de la

simptomatologia i, finalment, una major supervivéncia dels pacients’3.

La supressié androgénica s’ha associat amb el desenvolupament del sindrome
metabolic aixi com amb la pérdua de la massa 0ssia 0 un major risc de
complicacions cardiovasculars, entre d’altres efectes secundaris''. Per aquest
motiu s’han explorat altres estratégies d’administrar els farmacs, com la
intermiténcia, per aixi reduir les complicacions a llarg termini de la supressio
androgénica. A més a més, s’ha descrit com en estudis preclinics aquesta
estratégia podria demorar el desenvolupament de la resisténcia a la castraci¢'>2.
Perd en un meta-analisis no s’han trobat diferencies pel que fa a eficacia entre
la supressié androgénica intermitent i la continuada, i les diferencies a nivell de
qualitat de vida sén minimes'®3. Per tant, aquesta estratégia podria ser una

alternativa en determinats grups de pacients?>.

En els Uultims anys s’ha demostrat com I'adici6 de docetaxel’3*13%¢ o
abiraterona®™7”:138 g |a supressié androgénica en la malaltia hormono-sensible

millora de forma notable la superviveéncia dels pacients.

Tot i la supressié androgenica, el CP acabara progressant i fent-se resistent a la

castracio. Aquest el definim com aquell CP que presenta progressio de la
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malaltia, ja sigui per PSA o radioldgica (per aparicié de noves metastasis o per
increment de les ja conegudes) tot i presentar nivells de castracié de testosterona
(testosterona serica < 50ng/dL). La progressio per PSA la definim com tres
augments consecutius del PSA, separats com a minim d’'una setmana i que
resultin en 2 elevacions del 25% sobre el nadir de PSA i un increment absolut de
PSA > 2ng/mL sobre el nadir'?”13°. Podem distingir dues possibles situacions, el

CPRC no metastasic i el metastasic, sent aquest ultim I'entitat més frequent.

El CPRC i no metastasic és aquell CP que recau després d’un tractament local
en forma d’elevacio de PSA, sense identificar malaltia metastasica en les proves
d'imatge convencionals (gammagrafia ossia i TAC), i que ha progressat al
tractament de supressié androgénica. El tractament d’aquesta situacié té per
objectiu retardar [l'aparici6 de metastasis i les seves consequéncies.
Classicament s’han utilitzat els antiandrogens de primera generacié (p.ex.:
bicalutamida o flutamida), aixi com els estrogens o el ketoconazol perd sense
existir una evidéncia clara del seu impacte en la supervivéncia'®. Recentment
s’ha publicat com tres farmacs, enzalutamida, apalutamida i darolutamida,
demoren l'aparicid de metastasis en aquesta situacio clinica i poden tenir un

impacte en la supervivéncia global'-143,

En el CPRC i metastatic la seleccié del tractament més adequat la farem tenint
en compte els resultats de la literatura (criteris d’'inclusio i exclusié dels assajos
clinics, dades d’eficacia i toxicitat, etc.) perd també tenint en compte altres factors
propis del pacient com el patré de disseminacié del CP (visceral, exclusivament
ossi, etc.), la simptomatologia que ocasioni aquest, I'estat general del pacient i
altres comorbiditats que pugui tenir el pacient. A més a més, s’han de tenir en
compte els tractaments previs que hagi rebut el pacient ja que podrien induir

resisténcia o una menor eficacia de futurs tractaments'39.

3.2.2. Quimioterapia en el CPRC i metastasic

El docetaxel va ser el primer tractament que va demostrar una millora en la
supervivéncia global dels pacients afectes de CPRC en base als resultats de dos

assajos clinics fase 111"%8°, En aquests dos assajos el tractament del brag control
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va ser la mitoxantrona, un antibiotic antitumoral, que havia demostrat préviament
una milloria en el control del dolor i certes respostes per PSA respecte
prednisona i hidrocortisona, perd sense tenir un impacta en la supervivéncia

g|oba|144,145_

Tannock i col. van conduir un assaig clinic fase Il en el que es van incloure més
de 1000 pacients afectes de CPRC, en aquell moment definit com a hormono-
refractari. L'objectiu primari d’aquest assaig va ser demostrar un benefici en
supervivéncia global del docetaxel, administrat en dos esquemes diferents
(75mg/m? cada 21 dies i 30mg/m? setmanal) respecte mitoxantrona 12mg/m?. En
aquest estudi tant I'objectiu primari com els secundaris van ser positius per al
docetaxel, amb un increment en la mitjana de supervivéncia global de 2.4 mesos
per al régim trisetmanal de docetaxel (Taula 7)’°. Posteriorment, aquests
resultats s’han corroborat en una publicacié ulterior amb un major seguiment,
demostrant-se un benefici en supervivéncia global unicament en els pacients que

van rebre 'esquema trisetmanal de docetaxel'®.

Paral-lelament, Petrylak i col. van realitzar un altre assaig clinic en el que es va
comparar la combinaciéo de docetaxel (60mg/m? cada 21 dies, escalant-se a
70mg/m? si no hi havia toxicitat grau 3 o 4 durant el primer cicle) i estramustina
(280mg cada 8h del durant 5 dies) amb mitoxantrona (12mg/m?) i prednisona
(5mg cada 12h diaris). La estramustina és una combinacié de estradiol amb
mostassa nitrogenada. En estudis in vitro™’ i en un assaig clinic fase l/Il'*® la
combinacié de docetaxel i estramustina va demostrar ser sinérgica, motiu pel
que es va utilitzar en aquest assaig clinic. L’objectiu primari d’aquest estudi fou
demostrar un benefici en la supervivencia global i aquest es va assolir, obtenint-
se un increment de gairebé 2 mesos en la mitjana de supervivéncia global. Els
objectius secundaris d’eficacia també van ser positius per al docetaxel (Taula
7)%°.

Aquest increment en la supervivéncia global és a expenses d’'un increment en
els efectes adversos del tractament (Taula 7). Els pacients que van rebre
docetaxel amb prednisona van tenir una major frequéncia de neutropénia encara

que la incidéncia de neutropénia febril va ser molt baixa (Taula 7)’°. D’altre
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banda, els pacients tractats amb la combinacié de docetaxel i estramustina van
patir una major incidéncia de neutropénia febril, efectes adversos

cardiovasculars, nausees i vomits, entre d’altres (Taula 7).

En base a aquests resultats’®8%, es va establir el docetaxel com a tractament de

primera linia en el CPRC i metastatic®3.
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Per tal de millorar la tolerancia i la seguretat del tractament amb docetaxel s’han
estudiat régims d’administracié alternatius. En I'assaig TAX 327, la pauta
setmanal de docetaxel no va demostrar un increment en la supervivéncia global
respecte mitoxantrona’. També s’ha estudiat un esquema bisetmanal
d’administracié de docetaxel (50mg/m?). Aquest permet mantenir I'eficacia del
docetaxel respecte el temps al fracas del tractament i t& un millor perfil de
seguretat’d, Aquest pauta pot ser una alternativa de tractament en pacients
fragils en els que es vulgui reduir el risc d’efectes adversos perd sense

comprometre la eficacia del tractament'®3.

Posteriorment, s’han estudiat combinacions de docetaxel amb altres farmacs
com bifosfonats'™*, antiangiogenics (p.ex.: bevacizumab o aflibercept o
lenalidomida)'®%-"%7, calcitriol'%8, inhibidors de tirosina quinasa’®®, oligonucleotids
antisentit’® o antagonistes del receptor de I'endotelina’®’1%2, Totes elles s’han
desestimat per abséncia de benefici en supervivéncia global o toxicitat

inacceptable.

Un altre tractament quimioterapic eficag en el CPRC i metastasic és el
cabazitaxel. Aquest és un taxa semisintétic que ha demostrat activitat en linies
cel-lulars resistents a docetaxel®?. En I'assaig fase |ll anomenat TROPIC es va
comparar aquest farmac, a la dosis de 25mg/m?, amb mitoxantrona 12mg/m?,
ambdds combinats amb prednisona 10mg al dia, en pacients afectes de CPRC i
que havien progressat com a minim a un tractament previ amb docetaxel.
L’objectiu primari, que era demostrar una millora en la supervivencia global, va
ser positiu amb una reduccié del risc relatiu de mort del 30%, i gran part dels
objectius secundaris també afavorien al cabazitaxel (Taula 7). Dades
actualitzades d’aquest assaig clinic confirmen el benefici en supervivéncia

global ™,

Per contra, els pacients tractats amb cabazitaxel van tenir més toxicitat
hematologica, especialment neutropénia grau 3 o superior (82% vs. 58%) (Taula
7)8'. En un analisis post-hoc d’aquest assaig clinic s’ha vist com els pacients que
desenvolupen neutropénia grau 3 o superior tenen una millor supervivéncia

global (16.3 vs. 14 mesos), supervivencia lliure de progressié (5.3 vs. 2.6 mesos)
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i taxa de respostes per PSA (49.8 vs. 24.4%). A més a més, I'us de factors
estimuladors de colonies granulocitiques no té un impacte negatiu en aquests

resultats'63.

Per l'elevada incidéncia de toxicitat hematoldogica s’han estudiat régims
alternatius de cabazitaxel. En I'estudi PROSELICA s’ha comparat |la dosis de
20mg/m? amb la de 25mg/m? de cabazitaxel cada 3 setmanes i s’ha trobat com
la dosis de 20mg/m? no és inferior a la de 25mg/m? respecte la supervivéncia
global i t¢ menys incidéncia d’efectes adversos. Perd els altres objectius
secundaris d’eficacia afavoreixen les dosis més altes de cabazitaxel (Taula 7)'°".
En altres estudis fase Il s’han avaluat régims setmanals'® o bisetmanals’6®
considerant els autors que tenen eficacies similars al regim estandard perd amb

un millor perfil de seguretat.

Degut a I'eficacia de cabazitaxel, aquest també s’ha comparat directament amb
docetaxel en pacients afectes de CPRC que no havien rebut quimioterapia
préviament. Es van comparar dues dosis diferents de cabazitaxel (20mg/m? i
25mg/m?) amb docetaxel 75mg/m? cada 3 setmanes. Tots aquests esquemes es
van acompanyar de 10mg de prednisona al dia. Aquest assaig clinic no va assolir
I'objectiu primari que era demostrar un benefici en la supervivéncia global encara
que alguns dels objectius secundaris, com la taxa de respostes, si que van ser

millor amb cabazitaxel (Taula 7)'2.

Per tant, en base a aquests resultats el tractament quimioterapic de primera linia
continua sent el docetaxel, tot i que els resultats d’un assaig clinic recent fase Il
suggereixen que els pacients que no responen per PSA als 4 cicles de tractament

amb docetaxel es podrien beneficiar de rebre precogment cabazitaxel'®.

3.2.3. Altres tractaments farmacologics en el CPRC i metastasic

A més a més de la quimioterapia, s’han desenvolupat farmacs amb diferents
mecanismes d’accid que han demostrat utilitat en el maneig del CPRC'28,
L’abiraterona és un inhibidor selectiu del enzim CYP17. Aquest farmac combinat
amb prednisona, per aixi evitar un increment secundari de la ACTH i per tant un

excés de mineralcorticoides, ha demostrat ser eficag tant en pacients que han
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rebut préviament docetaxel com en els que no I'han rebut. En I'assaig clinic COU-
AA-301 es van incloure més de 1000 pacients tractats préviament amb
docetaxel. En aquest estudi es va demostrar un benefici en la supervivéncia
global, amb un increment en la seva mitjana de 11.2 a 15.8 mesos, i en tots els
altres objectius secundaris'”:1%8 En l'assaig clinic COU-AA-302 s’ha avaluat
aquest farmac en pacients asimptomatics o minimament simptomatics que no
han estat tractats préviament amb quimioterapia. En aquesta situacio també s’ha
demostrat un benefici en la supervivencia global i en la supervivéncia lliure de

progressid radiologica, aixi com en la resta d’objectius secundaris'67:16°,

La enzalutamida també s’ha provat en aquests dues situacions cliniques. En
'estudi AFFIRM es van incloure 1199 pacients que havien rebut préviament
docetaxel i es va demostrar com la enzalutamida prolongava la supervivéncia
global en gairebé 5 mesos. Aquest benefici també es va constatar en tots els
objectius secundaris d’eficacia del estudi'’®. L’estudi PREVAIL va ser dissenyat
per a demostrar un benefici en la supervivéncia global i la supervivéncia lliure de
progressid radiologica en pacients que no havien rebut préviament docetaxel.
Aquest estudi també va ser positiu tant pels objectius primaris com pels

secundaris'’!.

El radium-223 és el primer radioisotop que ha tingut un impacte positiu en la
supervivéncia global. En l'assaig ALSYMPCA es van incloure tant pacients
tractats amb docetaxel com pacients que no eren candidats a quimioterapia i es
va objectivar un increment en la supervivéncia global de més de 3 mesos. Aixi
com una demora en l'aparicié d’esdeveniments relacionats amb I'esquelet i un

benefici en la resta d’objectius secundaris’’2.

Recentment s’han publicat els resultats del assaig clinic ERA 223 que avaluava
la combinacio de radium-223 i abiraterona. Aquest estudi pretenia demostrar un
retras en [l'aparici6 del primer esdeveniment ossi perd0 es va aturar
prematurament donat que la incidéncia de fractures era major en els pacients
tractats amb la combinacié. Per tant, la combinacié d’aquests dos farmacs esta

desaconsellada'’s.
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Un altre tractament que ha demostrat un increment en la supervivéncia global
perd que no esta disponible en el nostre entorn és el Sipuleucel-T. En aquest
assaig es van incloure pacients asimptomatics o minimament simptomatics i es
va evidenciar un increment de 4.2 mesos en la mitjana de supervivéncia

global'’4,

Més recentment s’ha vist com altres tractaments podrien ser utils en pacients
que tinguin determinades alteracions moleculars. Per exemple, en pacients amb
alteracions en gens de la reparacio dels danys en el DNA poden ser efectius els
inhibidors de la poli(ADP-ribosa) polimerasa'’®. D’altra banda, la immunoterapia
amb inhibidors de CTLA4'7%177 o0 PD1/PDL1"78 en monoterapia no ha demostrat
un clar benefici en la poblacié general de CPRC perd si que podria ser util en
pacients amb pérdua de CDK72'"° o inestabilitat de microsatelits'®18', Tots
aquests nous tractaments i diferents combinacions d’ells estan sent testats i

encara no es disposen de dades concloents derivades d’assajos clinics fase lll.
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4. Resisténcia al docetaxel en CP i biomarcadors

Tal i com s’ha descrit anteriorment, el docetaxel té efecte citotoxic perd aquest
es pot aconseguir a través de diferents mecanismes d’accid. Aquesta diversitat
en els mecanismes d’accié d’aquest farmac ha dificultat, en part, 'estudi dels
mecanismes de resisténcia i el desenvolupament de biomarcadors robustos i

d’utilitat en la practica clinica diaria.

S’han descrit multiples mecanismes de resisténcia al docetaxel'®. Aquests els
podriem classificar en relacionats amb el fenomen de transicié epiteli-
mesénquima (EMT), citocines proinflamatories, alteracié de la dinamica dels
microtubuls o altres mecanismes de resisténcia com I'expulsié del farmac de la

cél-lula, autofagia, etc.

4.1. Transici6 epiteli-mesénquima (EMT)

El fenomen d’EMT és un procés fisioldgic que participa en el desenvolupament
o la curacié de ferides perd també esta implicat en processos patologics com la

fibrosis dels teixits o el cancer'83,

Aquest procés consisteix en una reprogramacio cel-lular reversible i transitoria
que fa que les cél-lules epitelials perdin les seves caracteristiques epitelials
(p.ex. polaritat apical-basal, unions intercel-lulars, marcadors epitelials com
CDH1 o EPCAM, etc.) i n’adquireixin de mesenquimals (p.ex.: polaritat antero-
posterior, motilitat i capacitat d’invasio, expressido de marcadors mesenquimals
com n-cadherina, vimentina, etc.) podent arribar a un fenotip completament
mesenquimal o, a formes parcials o intermédies d’aquest. D’altra banda,
aquestes ultimes poden patir el procés invers retornant a un fenotip epitelial a

través de la transicio mesénquima-epitelial (Fig. 8)183.184,
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En general, s’han descrit multiples vies de senyalitzacié que poden induir aquest
procés (p.ex.: TGFB, WNT, NOTCH, etc.), aixi com la implicacié de diferents
factors de transcripcio (p.ex.: ZEB1/2, SNAI1/2 o TWIST1/2) (Fig. 9). En el
cancer, aquestes vies de senyalitzacio es poden activar, a través de la secrecid
de citocines i factors de creixement, pels diferents tipus cel-lulars que
constitueixen el microambient tumoral (p.ex.: fibroblasts associats al cancer,

limfocits T, macrofags o cél-lules mieloides supressores)'83,

Diferents treballs han demostrat també com hi ha una intima relacié entre
I'activacio del procés d’EMT i 'adquisicié d’'un fenotip i comportament de cancer
stem cells (CSC). Les mateixes vies de senyalitzacié que poden induir el primer
procés faciliten I'adquisicié d’aquest fenotip stem i indueixen els canvis
corresponents com son l'expressio de determinats marcadors de membrana
(sobreexpressio de CD44 i infraexpressio de CD24), major capacitat

tumorogénica i quimioresisténcia’®.
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En els tumors primaris, I'activacié d’aquest programa i la consequent adquisicio
del fenotip mesenquimal, ja sigui complet o parcial, permet que les cél-lules
tumorals envaeixin I'estroma i puguin arribar a la circulacié sistémica. Després
de la seva extravasacio i a través del procés invers poden adquirir un altre cop
un fenotip més epitelial i implantar-se en teixits a distancia formant les metastasis
(Fig. 10)".
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Figura 10. El fenomen d'EMT durant la progressio del cancer. Modificat de Shibue T. i col."®.
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A més a més, sembla que aquest procés, a través de l'activacio de diferents
mecanismes (p.ex.: inhibicié de la senyalitzacié proapoptotica, bombes d’eflux,
etc) esta implicat en la resisténcia a les terapies farmacoldgiques, incloent els
agents citotoxics (p.ex.: cisplati o doxorrubicina), els agents anti-diana (p.ex.:
inhibidors de EGFR o PI3K) o la immunoterapia (p.ex.: anticossos contra
CTLA4)'8,

En el CP, el grau de Gleason es pot interpretar com I'evidéncia del fenomen
d’EMT a nivell morfologic. A mesura que el grau de Gleason augmenta, es va
perdent I'arquitectura epitelial de les glandules i la polaritat apical-basal, i es
comenga a observar un patré d’invasié del estroma proper3"'8. A nivell
molecular, sembla clar que al voltant del 18-50% de les peces de prostatectomia
expressen CDH1 i que la seva pérdua s’associa amb un Gleason més elevat,
major expressio de N-cadherina, i pitjor pronostic. Perd I'expressié de CDH1 en
metastasis no és consistent, ja que s’ha descrit tant infraexpressada com
expressada a nivells normals. Una possible explicacié d’aquestes troballes és la
reversié de la EMT un cop establertes les cél-lules cancerigenes en el teixit

distant!86.187,

L’estudi del fenomen d’EMT en mostres d’arxiu té certes limitacions que dificulten
la confirmacié de la seva preséncia i establir realment quina és la seva
rellevancia clinica. Primer de tot, no hi ha un marcador especific i caracteristic
de la EMT com tampoc una definicié exacte d’aquest procés. D’altre banda, hi
ha dificultats en la interpretacio dels estudis d'immunohistoquimica per diferents
motius com soén la heterogeneitat de la malaltia, la preséncia de tumors
multifocals i la tincié del component estromal pels anticossos utilitzats. Per ultim,
una altre limitacié és I'abséncia d’estudis longitudinals on s’avalui l'aparicio

d’aquest procés al llarg del temps'86,

Addicionalment, sembla que en el CP el AR també esta implicat en la EMT perd
existeixen dades contradictories. Per una part, alguns estudis exposen que els
androgens tenen la capacitat d’inhibir I'expressié de CDH1 i potenciar I'expressio

de marcadors mesenquimals'®® a través de I'activacié de Snail'®. D’altre banda,
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en altres estudis s’assenyala que tant la supressié androgénica com una

reduccié en els nivells del AR indueixen aquest procés'-193,

Tal i com s’ha esmentat anteriorment, el fenotip mesenquimal induit pel fenomen
d’EMT esta implicat en la resisténcia al tractament sistémic'®. En el CP aquest
fenomen també esta implicat en la resisténcia al docetaxel. El procés d’EMT esta
intimament regulat per multiples factors, entre ells microRNAs (p.ex.: miR-143,
miR-145, miR-29b, miR-34b, etc)'%4. Alguns d’aquests, com miR-200b, miR-200c
o miR-205, s’han relacionat amb la resisténcia al docetaxel'%'%_ En estudis in
vitro s’ha vist que el tractament amb docetaxel indueix el fenotip EMT a través
de la infraexpressié de miR-200c i miR-205, i la conseguent sobreexpressio dels
factors de transcripcio ZEB1 i ZEB2 que es troben regulats per aquests
microRNAs. A més a més, la transfeccid d’aquests microRNAs genera la
infraexpressio d’aquests factors de transcripcid i la sobreexpressié de del
marcador epitelial CDH1. Confirmant-se aixi la reversiéo del procés d’EMT i
I'adquisicid d’ un fenotip epitelial novament'®. Altres grups han confirmat
aquestes troballes i també impliquen aquests microRNAs en la regulacié de
I'expressio d’ EPCAM'®’. S’han descrit resultats similars respecte el miR-200b'%.
La sobreexpressié d’aquest microRNA provoca la infraexpressié de BMI-1 i com
a consequéncia la recuperacié del fenotip epitelial. A més a més també
incrementa la sensibilitat de les cél-lules de CP al docetaxel, pel que és un

possible diana terapéutica’®.

També s’ha descrit que la inhibici6 d’EPCAM indueix la sobreexpressid d’altres
marcadors epitelials, com CDH1, i la infraexpressié de marcadors mesenquimal,
com VIM, conjuntament amb la inactivacié de la via de PISBK/AKT/mTOR. Alhora,
la inhibicié ’'EPCAM també incrementa la quimiosensibilitat i la radiosensibilitat.
Per tant, EPCAM no és simplement un marcador epitelial sind que regula el

procés d’EMT i s’ha descrit com a marcador de CSC en diferents tumors'%,

Altres molécules, com MIC-1 o les variants de splicing de OPN, també s’han
relacionat amb el fenomen d’EMT i la resisténcia al docetaxel'%%2%° E| tractament
de cél-lules de CP amb la citocina MIC-1 indueix un fenotip mesenquimal aixi

com major capacitat d’invasié i resisténcia al docetaxel, mentre que la inhibicié
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d’aquesta citocina té I'efecte contrari. En aquest treball els autors identifiquen
una poblacié de cél-lules amb caracteristiques de CSC que s’indueix amb el
tractament amb docetaxel perd que és sensible a aquest un cop s’inhibeix
I'expressio de MIC-1'%. D’altre banda, les variants de splicing de OPN, OPNb i
OPNc, es troben sobreexpressades en les cél-lules PC-3 tractades amb

docetaxel i aquestes cél-lules tenen un fenotip mesenquimal?®.

4.2. Inflamacio i citocines

Es ben conegut que tots els tumors estan infiltrats per cél-lules del sistema
immunologic innat i del adaptatiu. Inicialment aquest fet es va considerar una
resposta antitumoral per a eradicar el cancer pero en les ultimes dues decades
s’ha descobert que, en part, la infiltracié immunologica promou la tumorogénesis
i la progressio de la malaltia?®’. Aixd ho aconsegueix aportant tot un conjunt de
biomolécules, com sén factors de creixement, factors proangiogénics o altres
molécules, que facilitaran els processos d’angiogénesis, invasio i metastasis, i
també induiran el fenomen I’EMT. La importancia de la inflamacié ha fet que es

consideri una de les caracteristiques fonamentals del cancer.201202,

Hi ha multiples factors que contribueixen a la inflamacio en la glandula prostatica,
des de factors dietétics, infeccions, hormonals o el reflux urinari, entre d’altres?%3.
| fins i tot en el 80% de les mostres de prostata d’individus sans amb un elevat
risc de desenvolupar CP s’ha trobat algun grau d’inflamacié®®*. Aquest fet

constata la importancia que també té la inflamacié en aquesta patologia.

En el CP s’ha associat la inflamacié amb el desenvolupament de la malaltia i la
seva progressit?93295, Principalment, la inflamacié en el CP és cronica i esta
constituida per limfocits i macrofags, mentre que la infiltracié per cél-lules
plasmatiques i eosindfils és menys frequent. De forma menys frequent també es
pot trobar inflamacié aguda constituida per neutrofils?®3. Aquestes cél-lules
immunologiques perdo també altres cel-lules del microambient tumoral i les
propies cel-lules tumorals segregaran diferents citocines proinflamatories,
quimiocines i metaloproteinasas de la matriu que acabaran afavorint el

creixement de les cel-lules tumorals, la invasio, I'angiogénesis i la infiltracié
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immunologica amb el fi de facilitat el desenvolupament i la progressid del

tumor20:206,

Els limfocits, juntament amb els macrofags, son els principals tipus cel-lulars que
infiltren els tumors?®3. La infiltracié per limfocits T CD4+ s’ha associat amb una
pitjor supervivéncia en pacients afectes de CP?%’. Els limfocits T reguladors
(Tregs) participen en la homeostasis immunologica suprimint I'activitat dels
limfocits T i, per tant, poden facilitar la proliferacié tumoral?®®. En tumors primaris
de CP s’ha trobat infiltracié per aquest tipus de limfocits?® i sembla que estan
implicats en la progressié de la malaltia?'°. Els limfocits B que infiltren el tumor
també s’han associat a la progressio tumoral del CP?'1. Aquest limfocits a través
de la produccié d’'una citocina anomenada limfotoxina promou la proliferacié i la
supervivencia del CP i afavoreix el desenvolupament de la resisténcia a la

castracio?'2,

Tal com s’ha esmentat anteriorment els macrofags son un dels tipus cel-lulars
que es troben infiltrants els tumors. Podem distingir dos fenotips de macrofags,
els M1 i els M2. Els primers tenen activitat microbicida i antitumoral, mentre que
els segons participen en processos de remodelacid tissular, tolerancia
immunologica perd també en la progressiéo tumoral. En CP la infiltracié per
macrofags s’ha associat a un pitjor prondstic i en tumors amb un estadiatge més
elevat o un Gleason més alt s’ha descrit una major infiltracié per macrofags
M22'3, Els macrofags M1 segreguen diferents citocines (p.ex.: IL1B, IL6 0 IL12) i
quimiocines (p.ex.: TNFa) que participen en la iniciacié tumoral. Pero després de
I'exposicié dels macrofags a diferents citocines i quimiocines (p.ex.: IL4, CSF1,
GM-CSF o TGFB) segregades per les cél-lules canceroses aquests es polaritzen
a un fenotip M2 i indueixen la immunosupressiéo del microambient tumoral a

través de la secrecio de 1L4, IL10 o TGFf, entre d’altres molécules.

Diferents quimiocines com CXCL1, CXCL2, CXCL5, CXCL6 o IL8, segregades
per les cél-lules tumorals atreuen els neutrofils cap al microambient tumoral®'4.
En aquest tipus cel-lular també s’han descrit dos fenotips, N1 i N2, sent els
segons els que tenen activitat protumoral. La polaritzacié dels neutrofils cap a

aquest fenotip s’aconsegueix principalment per l'acci6 de G-CSF i IL62™.
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Existeixen poques dades sobre el paper protumoral dels neutrofils en CP perd
se sap que una elevada ratio neutrofils-limfocits en sang periférica s’associa a
un Gleason elevat i és un factor de mal prondstic. En pacients afectes de CPRC
i tractats amb docetaxel i abiraterona aquesta ratio també és un factor de mal

pronostic?'4.

Les cél-lules supressores derivades de mieloides (MDSCs) inhibeixen la
resposta dels limfocits T a través de la via ARG1, INOS i d’espécies reactives del
oxigen, i estimulen els Ilimfocits T reguladors, que tenen funci6
immunosupressora, a través de IL10 i TGFB. La secrecié de CXCL5 per les
cél-lules tumorals atrau aquestes cél-lules?™. En models animals de CP s’ha
trobat que aquestes cél-lules, a través de la secrecio de IL23, activen la via del
AR i indueixen la resisténcia a la castracié?'®. En pacients afectes de CP s’ha
trobat que els nivells elevats de MDSCs en sang s’associen a una pitjor
supervivéncia global?'”. Aquestes cél-lules s’acumulen en la sang a mesura que

la malaltia progressa i inhibeixen la proliferacié i activitat els limfocits T CD8+218,

Altres tipus cel-lulars del sistema immunologic innat com els mastocits o les
cél-lules Natural Killer (NK) també participen en el desenvolupament tumoral. Els
primers sén necessaris en fases inicials del desenvolupament tumoral degut a la
secrecio de MMP9 que facilitara els processos d’invasi6 i angiogénesis, i sembla
que aquest tipus cel-lular evita la diferenciacié neuroendocrina del tumor?'®. En
canvi, les cel-lules NK tenen principalment activitat citotoxica perd també regulen
la funcié d’altres cél-lules immunologiques a través de la secrecid de citocines o
quimiocines, o per una interaccio directa amb elles. Sembla que tant la infiltracid
inicial per ceél-lules NK com pels mastocits provoca la disrupciod de la capsula

tumoral, i la proliferaci6 i invasio de les CSC?20.

Tal com hem vist, els tumors estan infiltrats per cél-lules immunologiques i hi ha
una intensa comunicacio entre totes les cel-lules que composen el tumor a través
de la secrecidé de citocines i la preséncia dels corresponents receptors en els
diferents tipus cel-lulars. Dins de la familia de les citocines trobem les

quimiocines que es caracteritzen per induir quimiotaxis en les cél-lules que tenen
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els corresponents receptors perd també tenien altres funcions com estimular la

proliferacio, supervivéncia i regular 'angiogénesi??8221,

Diverses citocines s’han relacionat amb el CP entre les que destaca la
[L6203:206.222 | 3 unid de IL6 amb el seu receptor provocara I'activacié de les vies
de senyalitzacié JAK/STAT, MAPK/ERK i PI3K. IL6 acabara induint la
transcripcié de diversos factors de creixements i citocines (p.ex.: HIF1a, MMP2,
MMP9, BCL-X,BCL-2 o VEGFA)??. En diferents estudis s’ha trobat que IL6 es
segregada tant per les cél-lules del CP??3224 com per les del estroma??5226,
Aquesta interleuquina també indueix el fenomen d’EMT??’ i promou el
desenvolupament de metastasis 0ssies per una accio directa sobre les cél-lules
del CP pero també sobre el microambient tumoral???. En pacients afectes de CP
metastasic s’han trobat nivells més elevats de IL6 en sérum respecte controls
sans o pacients amb malaltia localitzada??, i en CPRC uns nivells més elevats

s’associen a una pitjor supervivéncia global??°.

IL8 també s’ha associat amb el CP i en concret esta implicada en la progressio
de la malaltia i incrementa el risc de desenvolupar metastasis. IL8 pot estar
segregada tant per les cél-lules tumorals com per les immunologiques?30231 |
estimula la secrecidé de metaloproteases (p.ex.. MMP2 i MMP9). Aquestes
degraden components de la matriu extracel-lular i faciliten la extravasacio i la
invasio®®'. IL8 té altres funcions entre les que destaquen la funcid
proangiogénica, I'atraccié de neutrofils i MDSCs?%2. En estudis clinics, IL8

s’associa a valors de Gleason més elevats i amb malaltia metastasica?®.

TGFp és una citocina que regula la supervivéncia i el creixement tant de cél-lules
normals com de tumorals pero de diferent manera. Sobre les primeres exerceix
un efecte inhibitori de la proliferacié i sobre les segones 'estimula. Les cél-lules
epitelials prostatiques poden secretar TGFp i aquesta pot activar la via de NF-
kB, estimulant aixi directament la supervivéncia de les cél-lules tumorals?3.
S’han trobat uns nivells més elevats de TGFf en sérum de pacients afectes de

CP metastasic234:235,
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Altres citocines també s’han relacionat amb el CP. TNFa esta implicada en la
secrecio de metaloproteases al medi extracel-lular i per tant facilita la progressio
tumoral. IL17 estimula la secrecié de TNFa i IL1B pels macrofags pero també té
un efecte proangiogénic. IL1 s’ha descrit com a factor prometastatic i també té

efecte proangiogénic?®.

Respecte a la resisténcia al docetaxel, s’ha descrit com linies cel-lulars resistents
a aquest, a través de I'activacié de NF-kB, secreten més quantitat de IL6 i la seva
determinacio en sérum de pacients afectes de CPRC s’associa amb una menor
resposta a docetaxel i pitjor supervivéncia global?®®. A més a més, els pacients
amb nivells més alts en sérum tenien una major activacié de la via de NF-xB en
el tumor?¥. La inhibici6 de la via de NF-kB redueix els nivells de IL6 i
resensibilitza les cél-lules a docetaxel?36:238, D’altre banda, la inhibicio de IL6
disminueix els nivells de IGF-1R a través de la regulacié de SOD2 i STAT3%°. A
meés a més, el tractament amb IL6, perd també amb IL3 i IL11, disminueix la

sensibilitat al docetaxel en CP240,

En un altre treball, s’han estudiat les variacions en I'expressié de diferents
citocines induides per docetaxel, i s’han identificat canvis en els nivells
d’aquestes en funcio de la linia cel-lular (sensible o resistent a docetaxel), de si
es co-cultiva amb monocits o del temps d’incubacié amb docetaxel. A nivell clinic,
es van identificar un conjunt de citocines en sérum que es trobaven
sobreexpressades en els pacients refractaris a docetaxel, entre les que s’inclou
IL6 pero també la IL4, IL12 o INFy?*'.

CCL2 també té un paper important en la resisténcia al docetaxel'9242, Aquesta
quimiocina participa en el reclutament dels macrofags perd alhora s’ha associat
amb la proliferacio i la supervivéncia en el CP. En mostres de pacients s’ha trobat
sobreexpressié de diferents quimiocines, entre elles CCL2 perd també IL6. En
linies cel-lulars, la sobreexpressié de CCL2 promou la proliferacio cel-lular i la
resisténcia al docetaxel mitjangada per I'activacié de la via de ERK/MAP
quinases i PIBK/AKT?*2,
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4.3. Alteracioé de la dinamica dels microtubuls
4.3.1. Alteracio de la tubulina

S’ha descrit com [lalteraci6 en [I'expressié dels isotips de p-tubulina i
especialment una elevada expressio del isotip Blll de la tubulina s’associa amb

resisténcia a paclitaxel en models in vitro?43244,

En mostres de pacients tractats amb docetaxel s’associa I'expressié d’aquest
isotip amb una pitjor supervivencia global, i en tumors localitzats, I'expressio de
Blll-tubulina, s’associa amb una malaltia més agressiva i major risc de
recaiguda®*®. A més a més, també s’ha trobat una major expressié de lll-
tubulina en la progressio a la resisténcia a la castracié?*®. En models in vitro el
silenciament de Blll-tubulina mitjangant siRNA reverteix la resisténcia al
docetaxel?®®. La sobreexpressio de Blll-tubulina també s’ha associat amb la

resisténcia al cabazitaxel?*’.

Es creu que el motiu pel que la sobreexpressio de BllI-tubulina genera resisténcia
a taxans és que els microtubuls constituits per aquests s6n menys estables i, per

tant, la dindmica dels microtibuls és aberrant244.248

D’altra banda, s’ha descrit com la preséncia de mutacions a a-tubulina i B-
tubulina estan associades amb el desenvolupament de resisténcia al

docetaxel?44.249.250

4.3.2. Kinesines

Les kinesines son proteines motores que es mouen al llarg dels microtubuls
gracies a la hidrolisis d’ATP i estan involucrades en el transport intracel-lular i la

mitosis, entre d’altres processos?'2%2,

En diferents bases de dades genomiques s’ha trobat com la mitotic centromer-
associated kinesin (MCAK) es troba sobreexpresada en CPRC respecte al
hormonosensible, i també en mostres de pacients resistents a docetaxel®.

D’altra banda, la inhibici6 d’aquesta proteina atura el creixement en linies
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cel-lulars, suggerint que és una potencial diana terapéutica?3. Addicionalment,
en altres models cel-lulars, s’ha descrit com aquesta mateixa proteina esta

implicada en la resisténcia a paclitaxel?>42,

La sobreexpressio d’'altres membres d’aquesta familia, com la kinesin family
membre C1 (KIFC1), també s’ha associat amb un pitjor prondstic en pacients
que han rebut docetaxel per malaltia resistent a la castracio i la seva inhibicio,

en models cel-lulars, augmenta la sensibilitat a aquest farmac?°.

Malgrat aquests resultats, s’han trobat dades contradictories respecte altres
proteines d’aquesta mateixa familia. Per exemple, la inhibicié de la kinesina
Xenopus kinesin-like protein 2 (TPX2) no sensibilitza les cél-lules a docetaxel®®’.
Per contra, I'expressié nuclear de la kinesina EG5 s’associa a una major resposta

a docetaxel?%8.

4.3.3. TMPRSS2-ERG

TMPRSS2-ERG és un gen de fusié especific del CP constituit per ERG i
TMPRSS2%%°. ERG és un factor de transcripcié que pertany a la familia E26
transformation-specific (ETS) i en condicions normals participa en el
desenvolupament embrionari, la proliferacié, 'angiogénesis o la inflamacio, entre
d’altres funcions??. D’altre banda, TMPRSS2 pertany a la familia de serina
proteases i codifica per a una proteina de membrana cel-lular que regula les
interaccions tant intercel-lulars com amb la matriu cel-lular. Alhora, aquest gen
es troba sota la direccidé d’'un promotor que es regulat per androgens i, per tant,

aquests promouen la seva expressio de forma constitutiva®’.

TMPRSSZ2 i ERG es troben situats en la banda g22 del cromosoma 21 i separats
per unes 3Mb?®'. Tot i estar separats, els androgens i el AR afavoreixen
'apropament intracromosdmic d’aquests dos gens i un agent genotoxic pot
provocar el trencament de la cadena de DNA desencadenant aixi la formacié
d’aquest gen de fusié?62-264, BDR4, proteina que pertany a la familia BET,
participa en la reparacio del trencament de doble cadena del DNA i en la formacid

d’aquesta alteracié molecular mitjangant la via de reparacié no homologa del
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DNA2%5. A més a més, la hiperglucémia pot promoure el desenvolupament

d’aquest gen de fusio a través de la proteina IGFBP-22¢6.

Cal destacar que hi ha dos mecanismes de formacio d’aquesta fusio. El Edel que
consisteix en una deleci6 de la regid que separa els dos gens i com a
consequéncia trobarem infraexpressio dels gens situats en aquesta regio (p.ex.:
ETS2, HMGNT1). L'altre mecanisme s’anomena Esplit i consisteix en la insercid
d’aquesta regié6 de 3Mb en un altre cromosoma, en aquest cas no hi haura
infraexpressid dels gens continguts en aquesta regié. Una variant de la primera
és la 2+ Edel en que es detecten 2 o més copies de 3’-ERG en abséncia de la

regi¢ 5267269,

S’han descrit més de 20 tipus de fusions diferents entre TMPRSS2 i ERG en
funcié dels exons implicats en la fusié de cada gen (Fig. 11). La més frequent és
la constituida per I'ex6 1 de TMPRSS2 amb I'exé 4 de ERG. Aquesta codifica
una proteina de ERG truncada per I'extrem amino-terminal?’%271, A més a més,
s’han descrit, encara que de forma molt menys frequent, altres gens de fusid
constituits en I'extrem 5’ per altres gens de la familia ETS (p.ex.: ETV1, ETVA4,
ETV5 o ELK4) o per altres gens en I'extrem 3’ (p.ex.. SLC45A3 o C150rf21).
Aquest ultim sera el que dictara si el gen situat en I'extrem 5’ estara regulat per
androgens, com en el cas de TMPRSS2, o per contra no hi haura regulacié per
androgens (p.ex.: HNRNPA2B1) o, fins i tot, aquesta sera negativa provocant la
repressio de ERG (p.ex.: C150rf21)?%8272_ D’altra banda, en abséncia d’activitat
del AR TMPRSS2-ERG es pot regular per altres mecanismes o fins i tot pel

receptor d’estrogens?’® o pel propi ERG?"4.
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Figura 11. Diverses formes del gen de fusi6 TMPRSS2-ERG, incloent-se la forma Ill que és la
més frequient, modificat de Wang i col.?7°.

L’aparicié d’aquesta fusio és un fet prematur en la patogénesis del CP, ja que
s’ha trobat en la neoplasia intraepitelial prostatica d’alt grau (HGPIN), perd no és
suficient per al desenvolupament d’'un carcinoma. En cél-lules epitelials
prostatiques transfectades amb TMPRSS2-ERG si que s’ha vist una modificacio
en el seu programa transcripcional, afavorint 'expressio de gens relacionats amb
la invasio, perd no s’ha trobat un increment en la proliferacié cel-lular?’®. Per tant,
es requereixen altres alteracions moleculars, a més a més d’aquest gen de fusié,
per al desenvolupament del cancer. Recentment, s’ha descrit com la pérdua de
FOXO1 juntament amb la sobreexpressio d’ERG indueixen la tumorogenesis i la

invasio cel-lular?’s,

En diferents cohorts de pacients, tant en malaltia localitzada com avancada, al
voltant del 50% dels tumors presenten aquest gen de fusi6?’%277:278  |a
prevalenca dels gens de fusio constituits per TMPRSSZ2 i per altres membres de
la familia ETS diferents de ERG oscil-la entre el 2 i el 25%, en funci6 de la série

de pacients?’2.
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En diferents estudis preclinics s’ha trobat com TMPRSS2-ERG indueix un fenotip
agressiu en el CP?°, A través de l'activacio de les vies de TGFB i de WNT,
TMPRSS2-ERG indueix el fenomen d’'EMT?"%281, A més a més, ERG també
s’uneix de forma directa al promotor de ZEB1 i de forma indirecta influeix sobre
I'expressio ZEB2 promovent també aquest fenomen?®?. Les vies de NOTCH i
EZH?2 també s’activen per TMPRSS2-ERG, promovent la proliferacié i la invasio
de les cél-lules de CP?60.283 D’altre banda, les diferents isoformes de TMPRRS2-
ERG poden activar de diferent manera NF-xB i aix0 podria explicar les
diferéncies biologiques entres les diferents isoformes del gen de fusié?4. A més
a més, la proteina ERG codificada pel gen de fusié s’uneix al propi locus de ERG

natiu provocant la sobreexpressio d’aquesta®’“.

A nivell clinic existeixen dades contradictories respecte el paper prondstic que té
aquest gen de fusié. Hi ha estudis que I'associen amb una malaltia més agressiva
(p.ex.: major estadiatge i nivells de PSA), amb un major risc de recurréncia i pitjor
supervivéncia global. Perd en altres estudis s’ha associat amb un grau de
Gleason més baix i una major supervivencia global, o no s’ha trobat relacié amb

aquests parametres?’2,

Tal com s’ha mencionat anteriorment, el gen TMPRSS2-ERG, en |la majoria dels
casos, es troba regulat pels androgens. Per aquest motiu s’ha postulat com un
possible biomarcador predictiu de resposta a la supressié androgénica. En un
primer treball es va trobar com la preséncia d’aquest gen no prediu la resposta a
la supressio androgénica en una cohort de 80 pacients afectes de CP hormono-
sensible amb extensié ganglionar?®. En un altre treball que es va determinar la
preséncia de TMPRSS2-ERG per FISH tampoc es va trobar cap correlacié amb

la supervivéncia lliure de progressio al tractament de supressié androgénic?®8.

Aquesta alteracié genética també s’ha estudiat en relacié al benefici dels nous
inhibidors del AR. En un primer estudi, en el que es van incloure 89 pacients
afectes de CPRC tractats amb abiraterona, es va trobar que els pacients positius
per aquest gen de fusié responien més al tractament que els negatius?®’. Danila
D. i col. van estudiar la preséncia d’aquest gen, mitjangant qRT-PCR, en mostres

de cél-lules tumorals circulants (CTCs) de 41 pacients i no van trobar una relacié
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amb la resposta a abiraterona?®. Finalment, també s’ha estudiat aquest gen en
un subgrup de pacients (32%) inclosos en I'estudi COU-AA-302%°. En aquest
treball es van estudiar els diferents tipus de fusi6 I’ERG, mitjangant FISH, en
mostres de teixit i es va veure com els que tenen un tipus 2+Edel es beneficiaven
més de I'abiraterona (rPFS 22 vs. 5.4 mesos) que els que tenien altres tipus de

fusions, com Edel o Esplit, o els que no en tenien.

També s’ha estudiat com influeix la preséncia d’aquest gen de fusio en relacié a
la sensibilitat a la quimioterapia. En els estudis inicials es va veure com
I'expressio estable de les formes Il i VI de TMPRSS2-ERG en les linies cel-lulars
PC-3 incrementava la sensibilitat a paclitaxel pero, en la linia cel-lular DU-145

només la transfeccio de la forma Ill sensibilitzava a aquest farmac?%.

Més recentment, Galletti i col. han publicat que la sobreexpressio d’ ERG, tant in
vitro (DU-145 i VCaP) com in vivo, s’associa amb una menor sensibilitat als
taxans. Mecanisticament, es descriu com ERG interacciona amb els dimers de
tubulina i impedeix la polimeritzacié dels microtubuls, per tant dificultant I'accio
tant de docetaxel com de cabazitaxel (Fig. 12). Aquests resultats preclinics els
confirmen en una petita cohort de 34 pacients afectes de CPRC tractats amb

docetaxel?°'.
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Figura 12. Mecanisme d’accié proposat per a explicar la resisténcia als taxans mitjangada per
ERG en CP; extret de Galletti i col.?%".

61



D’altre banda, també s’ha utilitzat la deteccié de TMPRSS2-ERG en la fraccié de
cél-lules mononuclears de la sang periferica (PBMCs) com a marcador dinamic
de resposta al tractament sistémic. En un treball es va veure que, en el 86% dels
casos, el tractament amb docetaxel provocava una reduccio en els nivells de

deteccid d’aquest gen en sang, aixi com dels nivells de KLK3 i de PCA3%°2,

Donada I'elevada frequéncia de les alteracions d’ERG en CP i la seva rellevancia
en la patogenesis d’aquesta malaltia, s’estan de desenvolupant a nivell preclinic

inhibidors especifics d’aquest gen?932%4,

4.4. Altres mecanismes de resisténcia
4.4.1. Fenotip de resisténcia a multiples farmacs

Un dels mecanismes classics de resisténcia a farmacs és la sobreexpressié de
gens de resisténcia a multiples farmacs (MDR o ATP-binding cassette [ABC]
transporter genes). Aquests codifiquen proteines de membrana que actuen com
a transportadors expulsant el farmac i, per tant, disminuint la seva concentracié

al interior de les cél-lules tumorals29°,

En el CP s’ha trobat sobreexpressio de diferents d’aquests gens, entre ells de
ABCB1 [MDR1]%°%-2%8_ S’ha descrit que la sobreexpressio d’aquest gen en CP
genera resisténcia al docetaxel®® com aixi també la de ABCB5°°° 0 ABCC43°".
Cal destacar que algunes variants al-léliques del gen ABCB1 s’associen a un

pitjor pronostic i major toxicitat neurologica i hematologica al docetaxel3®2.

En base a aquests resultats, s’han estudiat els nivells de ABCB1 en exosomes i
s’ha trobat que els pacients resistents al docetaxel tenien uns nivells més elevats
respecte els pacients que no havien rebut el tractament3°3, En un altre estudi es
van identificar tant ABCB1 com ABCB4 [MDR-3] sobreexpressats en exosomes
de linies cel-lulars resistents a docetaxel i es van validar aquestes troballes en

mostres d’exosomes de pacients3%4,

D’altre banda, la resisténcia al cabazitaxel no esta mitjancada per ABCC4 ja que

la seva sobreexpressio no influeix en I'activitat del farmac3°'. ABCB1 si que
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influeix en la resisténcia a cabazitaxel encara que de forma menys important que
per docetaxel?*’3%3, En part, es deu a una afinitat menor de ABCB1 pel
cabazitaxel que pel docetaxel®®. Tot i aix0d, s’ha vist que en linies cel-lulars
resistents al docetaxel es genera resisténcia creuada a cabazitaxel a través de

la sobreexpressio de ABCB1305,

4.4.2. Variants de splicing del AR

En el CP s’han descrit diverses variants de splicing del AR (AR-Vs) que estan
implicades en el desenvolupament, la progressié metastatica del CP i en la
resisténcia a la castracié. Aquestes son isoformes truncades del AR que no
disposen del domini d’'unié del lligand i, per tant, estan constitutivament
activades3®. En estudis preclinics s’ha vist que la ARv567 i la ARv7 s’associen
de forma diferent amb els microtubuls. La primera s’'uneix als microtubuls a través
del domini frontissa mentre que la segona, que no disposa d’aquest domini, no
s’hi uneix. D’acord amb aquests resultats, les linies cel-lulars que expressen
ARV567 son sensibles a docetaxel, mentre que les que expressen ARv7 son

resistents®*. En un altre treball aquests resultats no es van poder reproduir3?’.

Aquests resultats no s’han pogut reproduir a nivell clinic. Antonarakis i col. han
analitzat la preséncia de la ARv7 en mostres de CTCs de pacients tractats amb
taxans, tant docetaxel com cabazitaxel, i no han trobat cap correlacié entre la
preséncia d’aquesta variant i la resisténcia al tractament3%®. En la mateixa linia,
Onstenk i col. ho han estudiat en una cohort de pacients tractats amb cabazitaxel
i els resultats han sigut similars3%. En un altre treball s’ha estudiat la preséncia
proteica de ARv7, també en CTCs, i no s’ha trobat cap relacido amb la resposta
als taxans, pero si que s’ha associat amb una pitjor supervivéncia global*'®. A
meés a més, els mateixos autors han descrit que la preséncia de la ARv7 a nivell
nuclear, que és on actua, tampoc s’associa amb la resisténcia als taxans i, en
canvi, si que s’associa amb la resisténcia a enzalutamida i abiraterona3'!. D’altre
banda, en un estudi en que s’analitzen mostres sequencials de sang també s’ha
vist que els taxans, perd no els nous antiandrogens, poden negativitzar
I'expressio de la ARv7 en les CTCs3'2, Per tant, a nivell clinic no sembla que la

ARV7 estigui relacionada amb la resisténcia al tractament amb taxans.
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4.4.3. Factors de creixement i vies de senyalitzacio intracel-lulars

GATA2 és un factor de transcripcid que regula el desenvolupament i la
diferenciacié en organismes eucariotes. En el CP aquest factor de transcripcio
és pioner’ i necessari per a que el AR es pugui unir als amplificadors de diferents
gens (p.ex.. PSA, TMPRSS2, etc)3'® i alhora participar en el manteniment de la
senyalitzacié a través de la via del AR en la malaltia resistent a castracio®'4. En
linies cel-lulars resistents a docetaxel i en mostres de pacients que han rebut
quimioterapia, aquest factor de transcripcié s’ha trobat sobreexpressat. A més a
més, en estudis amb linies cel-lulars i amb xenografts s’ha descrit com la inhibicio
de GATAZ restaura la sensibilitat als taxans. La resisténcia als taxans sembla
que esta mitjangada per IGF-2, que es regulat per GATAZ2, i aquest activa una
xarxa de quinases entre les que destaquen AKT, JNK o ERK1/2, que conferiran

la agressivitat i la resisténcia a la quimioterapia3®.

Més recentment, s’ha descrit que diferents nucleoporines, entre les que destaca
POM121, es troben sobreexpresades en el CP avancat respecte els tumors
primaris. Aquestes proteines formen els complexes dels porus nuclears que
regulen el transport entre el citoplasma i el nucli, aixi com la transcripcio i la
integritat del genoma. POM121 facilita la importacié al nucli de diferents factors
de transcripcio, entre els que destaca AR, MYC o GATAZ2, i s’associa amb la

resisténcia al docetaxel en linies cel-lulars i xenografts3'6,

Les vies de Notch i Hedgehog també estan implicades en la resisténcia al
docetaxel en CP315317 En estudis in vitro i en models in vivo s’ha identificat una
subpoblacié cel-lular que presenta pérdua de marcadors de diferenciacio epitelial
(CK18 i CK19), antigens especifics de prostata (PSMA i PSA) i molécules
presentadores d’antigens (HLAI) pero té un increment en I'expressio de diferents
elements de les vies de senyalitzacié de Notch (NOTCH?2) i Hedgehog (HEST).
Aquesta subpoblacié cel-lular esta involucrada en la resistencia a la
quimioterapia perd també té una elevada capacitat d’iniciar tumors. En mostres

de pacients, tant de tumor primari com metastatic, s’ha trobat aquesta

" Un factor de transcripcio pioner és un factor de transcripcio que té la capacitat d’unir-se a la
cromatina condensada i facilita el reclutament d’altres factors de transcripcio.
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subpoblacié de cél-lules HLAI/CK" i s’ha associat a un pitjor pronostic. La
inhibicié de les vies de Notch i Hedgehog en aquestes cél-lules reverteix la
resisténcia al docetaxel i, per tant, és una estratégia terapéutica prometedora3'’.
A més a més, s’ha descobert que hi ha una relacié entre la via de Notch i GATA2,
sent NOTCH2 un regulador de I'expressio de GATA2 a través de I'activacio de
AKT?315,

La via de PISBK/AKT/mTOR també és rellevant en el CP. Entre el 30 i el 50% dels
tumors tenen sobreexpressié de components d’aquesta via que condueixen a
una senyalitzacié aberrant3'8. Aquesta via s’ha associat amb resisténcia a la

quimioterapia i a la radioterapia’®®.

En el CP és frequent la péerdua de funcié de PTEN, que actua regulant
negativament aquesta via, i condueix a 'activacio constitutiva de AKT i mTOR318,
En mostres de pacients tractats amb docetaxel neoadjuvant es va trobar que la

pérdua de PTEN s’associava a una pitjor supervivéncia lliure de progressio3®'°.

La inhibici6 de mTOR mitjancant everolimus sensibilitzava les ceél-lules a
docetaxel mentre que el tractament sol amb everolimus no aconseguia una
mortalitat significativa3?°. Resultats similars es van observar amb un inhibidor
dual de PI3K i mTOR®?",

4.4.4. Autofagia

L’autofagia és un procés catabdlic essencial i altament conservat evolutivament
que permet mantenir la homeodstasi cel-lular a través de la generacié de vesicules
de doble membrana, els autofogosomes. Aquests segresten components
intracel-lulars, com el citoplasma o els organuls, tant aquells que estiguin
deteriorats com els que siguin aberrants, com aixi les toxines intracel-lulars.
Aquestes vesicules son alliberades dins del lisosoma per a la seva
descomposicié i el reciclatge de les macromolécules resultants. Aquests procés
esta implicat en processos normals com el desenvolupament i el creixement
cel-lular perd també s’ha relacionat amb la resisténcia al tractament sistémic3?2.
Els estudis inicials van aportar dades contradictories sobre si els taxans podien

induir o inhibir I'autofagia®??. Posteriorment, s’ha establert que I'efecte dels
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taxans sobre I'autofagia depén del context (p.ex.: durada del tractament, hipdxia,

etc)3%.

En el model cel-lular hormonosensible LNCaP s’ha vist com el tractament amb
bicalutamida indueix autofagia i disminueix I'eficacia del docetaxel, perd quan
s'inhibeix farmacologicament I'autofagia es potencia I'accié del docetaxel?*. En
models resistents a castracié, com les linies cel-lulars PC-3 i DU-145, la inhibicio
de l'autofagia també incrementa I'accio del docetaxel®?°. Aquesta inhibicid es pot
aconseguir a través de la actuacioé sobre diferents molécules com mTOR3%,
STAT33%%6, LKB1/AMPK3?” 0 TNFAIP8328 entre d’altres.

Addicionalment, l'autofagia també s’ha relacionat amb la resisténcia a la
supressio androgénica, a la radioterapia i amb el desenvolupament de la

resisténcia a la castraciod?2.

D’acord amb lo anteriorment exposat, hi ha multiples mecanismes de resisténcia
al docetaxel i sovint aquests es troben intimament interrelacionats. A més a més,
en alguns estudis hi ha una gran discordanga entre les dades precliniques i els
resultats clinics, basant-se aquests ultims, normalment, en cohorts de pacients
retrospectives i amb un numero limitat de pacients. Aquests factors han dificultat
immensament el desenvolupament de biomarcadors i terapies personalitzades
en el CP.
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5. Biopsia liquida en CP

Es ampliament conegut que el CP és heterogeni ja que en un mateix pacient les
diferents lesions metastasiques i el tumor primari poden tenir alteracions
genétiques i un comportament biologic diferent®?°, A mes a més, al llarg del
temps i sota la pressio del tractament sistémic la malaltia pot evolucionar de
manera diferent3®. Per tant, la biologia d’una Unica lesié cancerosa biopsiada
pot no traduir correctament la biologia de la malaltia en el moment de requerir un

tractament sistémic3?°.

La biopsia liquida és una eina que ens permetria superar les limitacions
anteriorment esmentades. Aquesta técnica consisteix en I'analisi de qualsevol
material biologic (p.ex.: DNA, RNA, proteines, cél-lules) en els fluids corporals,
ja sigui en la sang perd també en orina, liquid pleural o, fins i tot en liquid
cefaloraquidi®®'. A més a més, en el CP, pel propi patré de disseminacio de la
malaltia a nivell ossi i pel baix rendiment de les bidpsies Ossies, encara resulta

una técnica més interessant d’aplicar3®?.

5.1. Cél-lules tumorals circulants (CTCs)

Les CTCs es desprenen del tumor primari o de les metastasis i poden entrar al
torrent circulatori, arribant a altres drgans o localitzacions i implantar-se alla,
donant lloc a noves lesions metastasiques. Per tant, la deteccio i caracteritzacié
molecular de les CTCs sera un subrogat de la biologia del tumor primari i de les

metastasis333.

El procés de colonitzacié metastasica és complex (Fig. 13). Aquest s’inicia amb
la invasio i migracié local de les cél-lules tumorals fins que troben un vas sanguini
i s’introdueixen en la circulacié. En aquesta, les ceél-lules tumorals poden circular
aillades o formant grups de cél-lules tumorals revestides per plaquetes. Un cop
arriben les CTCs als capil-lars dels organs diana aquestes es poden extravasar
i arribar al parenquima del organ. En aquest s’iniciara la etapa final del procés
colonitzacié que podra culminar amb la formacié de metastasis clinicament

significatives o amb I'eliminacié d’aquestes pel sistema immunologica del hoste.
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Cal destacar que aquest és un procés altament ineficient i només una minoria de

les CTCs acabara generant metastasis334.
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Figura 13. Etapes de la colonitzacié metastasica. Extret de Massagué i col-1*34,

En la ultima década, s’han desenvolupat multiples tecnologies per a detectar i
capturar les CTCs. Aquestes es poden basar en diferents propietats biofisiques
de les cél-lules (p.ex.: mida, deformabilitat, etc.) perd6 també en métodes de
immunoafinitat®®. Aquests Ultims utilitzen anticossos contra molécules
expressades en la membrana cel-lular de les cél-lules (p.ex.: EPCAM) i s6n els

que han demostrat una major utilitat clinica3.

En el CP s’ha aplicat el métode CellSearch® que es basa en la deteccio de la
molécula de membrana EPCAM. En diferents cohorts de pacients, afectes de
diferents tipus de tumors, s’ha establert que els pacients amb =25 CTCs per 7.5mL
de sang tenen un pitjor pronostic, mentre que el pronostic dels que en tenen <4
és millor33”. A més a més, el recompte de CTCs considerat com una variable
continua manté el seu poder pronodstic®38. El canvi en el recompte d’aquestes

cél-lules al llarg del tractament també té implicacié pronostica, sent els pacients
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que tenen un increment en el seu nombre els que tenen una pitjor

supervivéncia®3®,

També s’ha vist com el canvi en el numero de CTCs durant el tractament és més
informatiu que la reduccid en un 50% del PSA, i permet predir millor la
supervivéncia®3%34, Aquests resultats han permés que el recompte de CTCs
s’'incorporés com a objectiu secundari en nombrosos assajos clinics fase Il [113%.
En tots ells, tot i els diferents tractaments utilitzats en els respectius assajos
clinics, els pacients amb =5 CTCs tenien una supervivéncia de 10.5 a 14 mesos
mentre que els que en tenien < 4 la supervivéncia era de 21.7 a 27.2 mesos>3.
En diferents assajos clinics també s’ha establert que el recompte de CTCs a les
13 setmanes de tractament i la seva negativitzacié sén un bon subrogat de la

supervivéncia global**'.

Aquesta tecnologia no només permet el recompte de les CTCs, sind que també
permet el seu aillament, i aixi poder-les utilitzar per a realitzar estudis biologics.
Els estudis moleculars realitzats en les CTCs es correlacionen amb les troballes
en bidpsies de tumor, com a minim pel que fa a 'amplificacié del AR342. En les
CTCs s’ha estudiat el AR i les seves variants de splicing, tant a nivell de mRNA
com a nivell proteic, i en aquest ultim cas també la seva localitzacié intracel-lular.
La deteccio d’aquests biomarcadors s’ha intentat correlacionar amb la resposta

i/o resisténcia a diferents terapies, com als taxans i als nous antiandrogens336,

5.2. Altres tipus de biopsia liquida en CP

Una de les principals limitacions, en funcié de la tecnologia utilitzada, en la
deteccio i aillament de les CTCs és que les cél-lules que estiguin patint un procés
d’EMT poden perdre els marcadors epitelials, entre ells EPCAM, i no detectar-se
com a cél-lula tumoral circulant®18, Per aquest motiu els estudis en sang total
o0 en la capa de PBMCs poden aportar més informacio, tot i la contaminacio

inherent per cél-lules hematologiques.

En sang total de pacients afectes de CPRC s’han desenvolupat diferents
signatures géniques pronostiques que permeten estratificar els pacients en grups

amb diferents supervivéncia®*33*4. També s’ha estudiat I'expressio de ARv7 per
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a predir la resisténcia als nous antiandrogens tot i que s’han obtingut resultats

discordants345:346,

Al realitzar un gradient de sang total amb el reactiu Ficoll, les CTCs es situen en
la capa de PBMCs i aillant aquesta capa s’obté una mostra més enriquida en
CTCs respecte a la sang total. Aquesta estratégia s’ha utilitzat en altres tipus de
tumors per a estudiar les CTCs**’. En el CP també s’ha utilitzat el RNA provinent

d’aquesta capa per a desenvolupar signatures pronostiques348-34°,

Un altre dels camps que esta en desenvolupament és l'estudi d’alteracions
genétiques en el DNA lliure circulant3®. Aquest es pot aillar a partir del plasma o
sérum de mostres de sang. En el CP s’han estudiat diferents alteracions
geniques en DNA lliure circulant, com per exemple mutacions o amplificacions

del AR, i s’han correlacionat amb la resposta als tractaments°.

En conclusid, la biopsia liquida pot permetre, d’'una manera poc invasiva, millorar
el diagnostic i establir el perfil molecular del CP, obviant la heterogeneitat intra-
pacient. Aquest tipus de mostra també pot ser util per a realitzar un seguiment in
vivo dels canvis moleculars que pateix el tumor al llarg del temps i detectar de

forma precog 'aparicié de mecanismes de resisténcia al tractament33".
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Les hipotesis plantejades sén que el procés d’EMT esta implicat en la resisténcia
al docetaxel en models in vitro de CP, aixi com en pacients afectes de CP
localitzat d’alt risc i s’associa a un major risc de recaiguda de la malaltia. D’altra
banda, I'estudi de I'expressié génica en sang periférica en pacients afectes de
CPRC i metastatic permet detectar alteracions associades al cancer sense
necessitar una bidpsia de teixit tumoral i, en aquestes mostres, és possible
identificar un perfil transcripcional associat a una evolucié agressiva del cancer.
Finalment, la deteccio de l'alteracié genica TMPRSS2-ERG en sang periférica
i/o en teixit prediu la resisténcia als taxans en pacients afectes de CPRC

metastatic.

Basant-nos en aquestes hipotesis ens plantegem els seglents objectius:

Objectiu general:

Estudiar els mecanismes de resisténcia al docetaxel en el CP i desenvolupar

biomarcadors prondstics i predictius de resisténcia.

Objectius especifics:

1. Analitzar un conjunt de gens relacionats amb la resisténcia al docetaxel
en mostres de pacients afectes de CP localitzat d’alt risc inclosos en un
assaig clinic de quimioterapia i hormonoterapia neoadjuvant i comparar-

ho amb mostres de pacients tractats amb cirurgia unicament.

2. Estudiar el paper del procés d’EMT i la seva relacié amb la resisténcia al

docetaxel en models in vitro de CPRC.
3. Analitzar el perfil transcripcional en les PBMCs de pacients afectes de
CPRC metastatic, i correlacionar-ho amb el recompte de CTCs i amb

dades in silico de I'expressio génica en tumors.

4. Desenvolupar una signatura pronostica a partir de I'expressié génica de
la capa de PBMCs.
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5. Determinar la preséncia de TMPRSS2-ERG en mostres de sang periférica
de controls sans i de pacients afectes de CPRC metastatic, i en aquests

ultims correlacionar-ho amb la seva deteccio en teixit tumoral.

6. Analitzar el valor prondstic i predictiu de resisténcia al tractament de la
deteccio de TMPRSS2-ERG en sang periférica de pacients afectes de

CPRC metastatic tractats amb docetaxel i/lo amb cabazitaxel.
7. Explorar el valor pronostic i predictiu de resisténcia al docetaxel de la

deteccié de TMPRSS2-ERG en el teixit tumoral de pacients afectes de
CPRC metastatic.
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En aquest apartat es descriuen els métodes i resultats del projecte de tesis

mitjangant la inclusié dels seglents articles publicats:

1.

Epithelial-to-Mesenchymal Transition Mediates Docetaxel Resistance and
High Risk of Relapse in Prostate Cancer.

Marin-Aguilera M, Codony-Servat J, Reig O, Lozano JJ, Fernandez PL,
Pereira MV, Jiménez N, Donovan M, Puig P, Mengual L, Bermudo R, Font
A, Gallardo E, Ribal MJ, Alcaraz A, Gascoén P, Mellado B.

Molecular Cancer Therapeutics 2014; 13(5): 1270-84.

Factor d'impacte: 5,579

Molecular profiling of peripheral blood is associated with circulating tumor
cells content and poor survival in metastatic castration-resistant prostate
cancer.

Marin-Aguilera M, Reig O, Lozano JJ, Jiménez N, Garcia-Recio S, Erill N,
Gaba L, Tagliapietra A, Ortega V, Carrera G, Colomer A, Gascén P, Mellado
B.

Oncotarget 2015; 6(12): 10604-16.

Factor d’'impacte: 5,008

TMPRSS2-ERG in Blood and Docetaxel Resistance in Metastatic Castration-
resistant Prostate Cancer.

Reig O, Marin-Aguilera M, Carrera G, Jiménez N, Paré L, Garcia-Recio S,
Gaba L, Pereira MV, Fernandez P, Prat A, Mellado B.

European Urology 2016;70(5): 709-13. Factor d'impacte: 14,976
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Primer Treball

Epithelial-to-Mesenchymal Transition Mediates Docetaxel Resistance and

High Risk of Relapse in Prostate Cancer

ElI CP és el cancer més frequent i el segon amb més mortalitat en els homes. En
el CPRC metastaticel tractament quimioterapic de primera linia és el docetaxel.
Toti que s’han trobat diferents mecanismes de resisténcia a aquest farmac (p.ex.
expressio de isoformes de p-tubulina, activaci6 de bombes d’expulsié de
farmacs, pérdua de PTEN o activacié de diferents vies de senyalitzacio com
PIBK/AKT, MTOR, NF-xB entre d’altres) actualment no es disposa de
biomarcadors per a predir quins pacients es podrien beneficiar més d’aquest

tractament.

En aquest treball s’ha estudiat I'expressié d’'un conjunt de gens relacionats amb
la resisténcia al docetaxel seleccionats a partir dels resultats d’un treball previ®®’.
En aquest treball previ es van utilitzar linies de CPRC, DU-145 i PC-3, i es va
generar resisténcia al docetaxel mitjangant un tractament amb dosis creixents
del farmac. En aquestes linies cel-lulars es va realitzar un estudi de tot el
transcriptoma mitjangant microarrays de cDNA trobant-se més de 243 gens

comuns entre els dos models cel-lulars implicats en la resisténcia al docetaxel.

Una seleccié d’aquest conjunt de gens s’ha estudiat, en el present treball, en
mostres de prostatectomia radical de pacients afectes de CP localitzat d’alt risc
tant tractats amb supressié androgénica i docetaxel de forma neoadjuvant en el
context d’ un assaig clinic'>® com en pacients tractats Unicament de forma
quirurgica. Posteriorment s’ha realitzat una validacié per immunohistoquimica en
aquestes mateixes mostres i estudis funcionals en linies cel-lulars de CP

resistents a docetaxel.
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Aquesta aproximacio es basa en que el tumor residual després d’administrar un
tractament sistémic probablement estara enriquit en cél-lules tumorals resistents
al tractament i el seu estudi, a nivell molecular, pot proporcionar informacié

rellevant sobre els mecanismes de resisténcia al tractament sistemic.

Pacients i Métode:

S’han analitzat les mostres de prostatectomia radical d’un total de 28 pacients
afectes de CP localitzat d’alt risc tractats en un assaig clinic fase Il de supressio
androgénica i docetaxel neoadjuvant seguit de prostatectomia radical'?3. Dels 57
pacients tractats en aquest assaig clinic, 29 no es van poder incloure en I'estudi
molecular per diversos motius perd principalment perqué no van consentir a
realitzar 'estudi molecular. D’altre banda, com a grup control, es van incloure les
mostres de prostatectomia radical de 36 pacients afectes de CP localitzat d’alt

risc tractats de forma assistencial.

En aquestes mostres s’ha estudiat I'expressié d'un total de 93 gens
potencialment implicats en la resisténcia al docetaxel seleccionats a partir d’'un
treball previ del grup®’'. S’ha realitzat un analisis d’expressi6 diferencial entre els
pacients que havien rebut tractament sistémic previ i els controls. També s’ha
correlacionat I'expressio d’aquests gens amb la supervivéncia lliure de
progressid en un analisi univariat i multivariat, incloent en aquest ultim les
variables cliniques pronostiques. A més a més, s’ha estudiat 'expressié d’'una
seleccio de proteines per immunohistoquimica (VIM, RELA i AR) i per

immunofluorescencia (CD44 i ZEB1).

També s’han estudiat diversos gens relacionats amb el procés d’'EMT i amb
propietats CSC en linies cel-lulars de CP resistents a docetaxel (DU-145R i PC-
3R) i en les seves parentals sensibles (DU-145 i PC-3). Per a revertir el fenotip
EMT i la resisténcia al docetaxel s’ha inhibit I'expressié de ZEB1 mitjangant
siRNA.

Resultats:
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En aquest treball s’han inclds un total de 64 pacients afectes CP localitzat d’alt
risc 28 d’aquests tractats de forma neoadjuvant amb docetaxel i supressio
androgeénica i posteriorment amb prostatectomia radical, aixi com 36 pacients
tractats només amb prostatectomia radical. Cal destacar que els pacients que
van rebre tractament neoadjuvant tenien tendéncia a tenir un estadi clinic més
avangat, una puntuacio de Gleason en la biopsia diagnostica i uns nivells de PSA
més alts. Aquest subgrup de pacients també van tenir una major incidéncia de

recaigudes bioquimiques i cliniques, i aquestes van ser més precoces.

En l'estudi d’expressio diferencial entre les mostres de tumors tractats amb
supressio androgénica i docetaxel previ a la cirurgia respecte als no tractats
farmacologicament s’han identificat un total de 63 gens diferencialment
expressats, incloent la sobreexpressio de gens de la via de NF-xB (NF-xB1, REL
i RELA), AR i gens implicats en el procés d’EMT (ZEB1, VIM, CDH2 i TGFBR3),
i la infraexpressio de gens reguladors del fenotip EMT (ST74) o CSC (ESRP1),
molécules d’adhesié (EPCAM) o el gen supressor de metastasis (NDRG1). En
I'analisi de supervivencia s’ha trobat associacié de diversos d’aquests gens amb
la supervivéncia lliure de recaiguda bioquimica i/o radioldgica (p.ex.. AR,
TGFBR3, ZEB1 o VIM), i alguns d’ells mantenien el valor prondstic en I'analisi
multivariat (p.ex.: CLDN11, CDH1 o CD24).

També s’ha estudiat I'expressio de diferents proteines per immunohistoquimica
i s’ha identificat com els tumors tractats tenien una elevada expressié de RELA i
de AR a nivell citoplasmatic, mentre que no s’han trobat diferéncies en la seva
expressio nuclear ni en I'expressio de VIM. A més a més, una elevada expressio
citoplasmatica de AR i nuclear de RELA s’ha associat amb una pitjor

supervivéncia lliure de recaiguda radiologica.

A més a més s’han realitzat estudis funcionals en linies cel-lulars de CP parentals
i en les corresponents resistents a docetaxel. En els models resistents, tant a
nivell proteic com de mRNA, s’ha observat la pérdua de marcadors epitelials
(CDH1) i un guany en marcadors mesenquimals (VIM i ZEB1) i CSC (CD44). En
aquest mateix model s’ha trobat una poblacié de cél-lules que coexpressaven

CD44 i ZEB1. Aquesta mateixa poblacio s’ha trobat en els models parentals pero
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amb una frequéncia molt menor. Del model parental PC-3 s’ha aillat una clona
cél-lules CD44", mitjangant FACS, i s’ha confirmat que té una elevada expressio
de VIM i ZEB1 i infraexpressio de CDH1, i també una major resisténcia al

docetaxel respecte les linies parentals.

En experiments dosis — resposta s’ha vist com I'exposicié a dosis creixents de
docetaxel, depenent del model cel-lular utilitzat, provoca una sobreexpressio de
VIM, ZEB1, SNAL1, TWIST1 i CD44. Pel que fa CDH1, no s’han trobat
diferéncies en la seva expressio independentment de les dosis del farmac
utilitzades i del model cel-lular. D’altra banda I'expressié de CD24 va resultar
inconsistent donat que en funcié del model utilitzat aquesta augmentava o

reduia.

Posteriorment, s’ha inhibit I'expressié de ZEB71 mitjangant siRNA. Al inhibir
aquest gen s’ha observat com les cél-lules tornaven a expressar marcadors
epitelials (CDH1) i infraexpressaven els mesenquimals (CD44). Aquests canvis
foren més pronunciats en les linies cel-lulars resistents a docetaxel que en les
parentals. Al revertir el procés d’EMT, mitjangant la inhibicié de ZEB1, les linies
cel-lulars han presentat una major sensibilitat a docetaxel i més apoptosis

respecte les no inhibides.

Finalment, s’ha analitzat I'expressio de ZEB1 i CD44 per immunofluorescéncia
en les mostres dels pacients. En tots els casos s’ha trobat expressio de CD44
mentre que I'expressié de ZEB1 només s’ha trobat en el 46.7% i 31.8% dels
controls i dels pacients tractats, respectivament. En 3 (13.6%) pacients dels que
van rebre tractament neoadjuvant s’ha trobat coexpressié d’ambdues proteines,
mentre que aixo no s’ha evidenciat en cap dels controls. La coexpressio de ZEB1
i CD44 s’ha associat amb una major agressivitat de la malaltia encara que en
l'analisi de supervivencia les diferencies no van ser estadisticament

significatives.
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Epithelial-to-Mesenchymal Transition Mediates Docetaxel
Resistance and High Risk of Relapse in Prostate Cancer

Mercedes Marin-Aguilera’, Jordi Codony-Servat', Oscar Reig’, Juan José Lozano?, Pedro Luis Fernandez®®,
Maria Verdnica Pereira’, Natalia Jiménez', Michael Donovan®, Pere Puig®, Lourdes Mengual®,
Raquel Bermudo®7, Albert Font®, Enrique Gallardo®, Maria José Ribal*, Antonio Alcaraz®*, Pere Gascén '+, and

Begona Mellado+®

Abstract

Molecular characterization of radical prostatectomy specimens after systemic therapy may identify a gene
expression profile for resistance to therapy. This study assessed tumor cells from patients with prostate cancer
participating in a phase II neoadjuvant docetaxel and androgen deprivation trial to identify mediators of
resistance. Transcriptional level of 93 genes from a docetaxel-resistant prostate cancer cell lines microarray
study was analyzed by TagMan low-density arrays in tumors from patients with high-risk localized prostate
cancer (36 surgically treated, 28 with neoadjuvant docetaxel + androgen deprivation). Gene expression was
compared between groups and correlated with clinical outcome. VIM, AR and RELA were validated by
immunohistochemistry. CD44 and ZEB1 expression was tested by immunofluorescence in cells and tumor
samples. Parental and docetaxel-resistant castration-resistant prostate cancer cell lines were tested for
epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) markers before and after docetaxel exposure. Reversion of EMT
phenotype was investigated as a docetaxel resistance reversion strategy. Expression of 63 (67.7%) genes
differed between groups (P < 0.05), including genes related to androgen receptor, NF-kB transcription factor,
and EMT. Increased expression of EMT markers correlated with radiologic relapse. Docetaxel-resistant cells
had increased EMT and stem-like cell markers expression. ZEB1 siRNA transfection reverted docetaxel
resistance and reduced CD44 expression in DU-145R and PC-3R. Before docetaxel exposure, a selected CD44 ™"
subpopulation of PC-3 cells exhibited EMT phenotype and intrinsic docetaxel resistance; ZEB1/CD44"
subpopulations were found in tumor cell lines and primary tumors; this correlated with aggressive clinical
behavior. This study identifies genes potentially related to chemotherapy resistance and supports evi-
dence of the EMT role in docetaxel resistance and adverse clinical behavior in early prostate cancer. Mol

Cancer Ther; 13(5); 1270-84. ©2014 AACR.

Introduction

Prostate cancer is the most common malignancy in the
Western world and the second most common cause of
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cancer-related mortality in men (1). Although most pat-
ients with metastatic prostate cancer respond to androgen
deprivation therapy, virtually all of them eventually
develop castration-resistant prostate cancer (CRPC). In
2004, the combination of docetaxel and prednisone was
established as the new standard of care for patients with
CRPC (2). More recently, two hormonal agents, abirater-
one and enzalutamide, and a new taxane, cabazitaxel,
have been approved for the treatment of CRPC (3-5).
However, current therapies are not curative and research
isneeded to identify predictors of benefit and mechanisms
of resistance for each agent.

To date, several factors have been associated with
docetaxel resistance, including expression of isoforms of
B-tubulin (6), activation of drug efflux pumps (7), PTEN
loss (8), and expression and/or activation of survival
factors (i.e., PI3K/AKT1 and MTOR; refs. 9, 10). Previous
work by our group and others correlated the activation
of NF-xB/interleukin (IL)-6 pathways with docetaxel
resistance in CRPC models and in patients (11-13).
Other studies support a role of JUN/AP-1, SNAI1, and
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NOTCH2/Hedgehog signaling pathways in the devel-
opment of resistance to docetaxel or paclitaxel (14, 15).
Moreover, it has been shown that the inhibition of andro-
gen receptor (AR) nuclear translocation and AR activity
may be an important mechanism of taxane action in
prostate cancer (9).

In previous work, we identified 243 genes with dif-
ferential expression in CRPC docetaxel-sensitive versus
docetaxel-resistant cell lines (16). In the present study,
73 genes from that study together with 20 genes from
the literature were tested in tumor specimens of patients
with high-risk localized prostate cancer included in a
clinical trial of neoadjuvant hormone chemotherapy
(17), and compared with nontreated specimens with
similar clinical characteristics. This approach was based
on the notion that residual tumor cells in prostatectomy
specimens after neoadjuvant systemic therapy are likely
enriched for resistant tumor cells and their molecular
characterization may provide important information on
mechanisms of resistance (18). Our key findings were
then tested in two models of docetaxel-resistant prostate
cancer cell lines.

Patients and Methods

Patients and samples

The study included 28 patients with high-risk localized
prostate cancer from a previously published, multicenter,
phase II trial of neoadjuvant docetaxel plus androgen
deprivation followed by radical prostatectomy (17) and
36 control patients with high-risk prostate cancer treated
with radical prostatectomy without neoadjuvant treat-
ment. Of the 57 participants in the clinical trial (17), 29
were not included in this study: 23 patients did not
consent to participation in the molecular substudy and
insufficient material for molecular analysis was available
for 6 patients, 3 of whom had a pathologic complete
response (pCR) and 3 had microscopic residual tumor
(near pCR) in the prostate specimen.

Inclusion criteria were histologically confirmed adeno-
carcinoma of the prostate with any of the following three
risk criteria: (i) clinical stage T3; (ii) clinical stage T1c or T2
with serum prostate-specific antigen (PSA) >20 ng/mL
and/or Gleason score sum of 8,9, or 10; or (iii) a Gleason
sum of 7 with a predominant form of 4 (i.e., Gleason score
4 + 3). Clinical characteristics are shown in Table 1.

Treatment consisted of three cycles every 28 days of
docetaxel 36 mg / m?on days1,8,and 15 concomitant with
complete androgen blockade, followed by radical pros-
tatectomy. Patients were followed from the time of study
inclusion until death or last visit. Median follow-up time
was 82 months (range, 10-135). PSA relapse was defined
as two consecutive values of 0.2 ng/mL or greater (19).
Radiologic progression was defined as the progression in
soft tissue lesions measured by computed tomography or
MRI, or by progression to bone (20).

The study was approved by the Institutional Ethics
Committee of each participating hospital and written

informed consent was obtained from all participants.
Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) specimens
were collected after radical prostatectomy. A representa-
tive tumor area was selected for each block and, according
to its size, between 2 and 12 sections were cut, 10-um-
thick, and used for RNA isolation. Hematoxylin and eosin
(H&E)-stained sections from tumors and adjacent tissues
were prepared to confirm the histologic diagnosis.

RNA extraction

Total RNA was isolated from tumor specimens using
the RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Life
Technologies) according to the manufacturer’s protocol.
Total RNA was quantified with a spectrophotometer
(NanoDrop Technologies).

Gene selection

In total, 93 target genes that could potentially be related
to docetaxel resistance and two endogenous control
genes (ACTB and GUSB) were selected for further anal-
ysis in tumors. A set of 73 target genes was selected for
their relative expression in docetaxel-resistant cells
(DU-145R and PC-3R) versus parental cells (DU-145 and
PC-3; ref. 16) using DAVID (21) and Ingenuity Pathway
Analysis software (http://www.ingenuity.com). Twen-
ty genes highlighted in the literature as potential targets
of docetaxel resistance were also selected.

Reverse transcription and preamplification

A High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies) was used to reverse transcribe 1 ug of total
RNA in a 50 puL reaction volume. cDNA preamplification
was performed by multiplex PCR with the 93 selected
genes (Supplementary Table S1) and the stem-like cell
markers CD24 and CD44, following the manufacturer’s
instructions for the TagMan PreAmp Master Mix Kit (Life
Technologies), except that final volume of the reaction was
25 uL.

Gene expression analysis in FFPE samples

Preamplified cDNA was used for gene expression anal-
ysis using 384-Well Microfluidic Cards (Life Technolo-
gies). Preamplified samples were diluted 1:20 in TE 1X
buffer before use. Each card was configured into four
identical 96-gene sets (95 selected genes plus an endog-
enous control gene, RNA18S, by default). The reaction was
carried out following the manufacturer’s instructions on
an ABI 7900HT instrument (Life Technologies). Array
cards were analyzed with RQ Manager Software for
manual data analysis.

Gene expression of CD24 and CD44 markers was studied
by amplifying with TagMan Gene Expression Master Mix
in a StepOnePlus Real-Time PCR system (Life Technolo-
gies), according to the manufacturer’s recommendations.

Relative gene expression values were calculated on the
basis of the quantification cycle values obtained with SDS
2.4 software (Life Technologies). Expression values were
relative to the GUSB endogenous gene. Samples from
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Table 1. Clinical characteristics of patients

Neoadjuvant
All treatment Control
Total number 64 28 36

Median age, y 64 (range, 46-74)
Clinical Stage
T1 19 (29.7%)
T2 33 (51.6%)
T3 12 (18.8%)
Pathologic stage
TO 1(1.6%)
T1 1(1.6%)
T2 26 (40.6%)
T3 36 (56.3%)
Gleason score (biopsy)
<6 10 (15.6%)
73+ 4) 22 (34.4%)
74 +3) 16 (25%)
7 (N/A?) —
8 1(17.2%)
9 4 (6.3%)
Gleason score (prostatectomy)
N/AP 18 (28.3%)
<6 7 (15.2%)
73+ 4) 3 (20.3%)
74 +3) 7 (26.6%)
8 2 (4.3%)
9 7 (15.2%)
Median PSA (ng/mL) 8.7 (range, 2.01-41)
PSA (ng/mL)
<20 56 (87.5)
>20 8 (12.5%)

Postoperative radiotherapy
No

35 (58.3%)

Yes 24 (40%)

N/A? 1(1.7%)
Biochemical relapse

No 30 (46.9%)

Yes 34 (563.1%)

Median biochemical relapse—free survival (mo)

Clinical relapse
No
Yes

Median clinical relapse—free survival (mo)

Follow-up (mo)

31.7 (range, 4-81)
58 (90.6%)

6 (9.4%)

51.2

82 (

range, 31-84)
range, 10-135)

64 (range, 48-70)

4 (14.3%)
14 (50%)
10 (35.7%)

1 (3.6%)
1 (3.6%)
13 (46.4%)
13 (46.4%)

2 (7.1%)
7 (25%)
8 (28.6%)

8 (28.6%)
3 (10.7%)

8 (64.3%)
7 (25%)
1 (3.6%)
0
2 (7.1%)
12.2 (range, 4.7-41)

0 (71.4%)
8 (28.6%)

13 (54.2%)
10 (41.7%)
1 (4.2%)

11 (39.3%)
17 (60.7%)
29.3 (range, 4-59)

2

—

78.6%)
21.4%)
range, 31-84)
range, 81-96)

_

51.

2
6
2
91

—_—

64.5 (range, 46-74)

15 (41.7%)
18 (50%)
3 (8.3%)

0
0

13 (36.1%)

23 (63.9%)

8 (22.2%)

15 (41.7%)
8 (22.2%)
1 (2.8%)

36 (100%)
0 (0%)

22 (61.1%)
14 (38.9%)
0 (0%)

19 (562.8%)
17 (47.2%)
34.1 (range, 8-81)

36 (100%)
0 (0%)

69 (range, 10-135)

Abbreviation: N/A, not available
@Missing information.

®In some cases Gleason score could not be assessed because of tissue changes related to neoadjuvant treatment.

patients who did not receive neoadjuvant treatment were
used for calibration.

Cell culture conditions

The CRPC cell lines DU-145 and PC-3 were purchased
from the American Type Culture Collection in October
2009. The docetaxel-resistant cell lines DU-145R and

PC-3R were developed and maintained as previously
described (12). No further authentication of the cell lines
was done by the authors.

Cell proliferation assays
Cell viability in response to docetaxel was assessed by
an MTT assay with the CellTiter 96 Aqueous Proliferation
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Assay Kit (Promega) and by the trypan blue exclusion
method using a Neubauer hemocytometer chamber.

Western blot analysis

Whole-cell extracts were prepared and Western blot
analysis performed as described previously (22). Antibo-
dies used were anti-PARP. Antibody was purchased from
Roche (ref. 11835238001); B-catenin (6B3; CTNNB1) anti-
body (ref. 9582), CD44 (156-3C11) Mouse mAb (monoclo-
nal antibody; ref. 3570), E-cadherin (CDH1) antibody (ref.
4065), Snail (C15D3) Rabbit mAb (ref. 3879), TCF8/ZEB1
(D80D3) Rabbit mAD (ref. 3396), and Vimentin (R28; VIM)
antibody (ref. 3932) were purchased from Cell Signaling
Technology. Monoclonal anti—o-tubulin clone B-5-1-2 (ref.
T5168) was purchased from Sigma-Aldrich.

Real-time qRT-PCR in cell lines

Total RNA was isolated from cell lines using the
RNeasy Micro Kit (Qiagen), and quantified with a spec-
trophotometer (Nanodrop Technologies). cDNA was gen-
erated from 1 ug of total RNA using the High Capacity
cDNA Archive Kit (Life Technologies), following the
manufacturer’s instructions. Real-time quantitative rev-
erse transcription PCR (qQRT-PCR) was carried out in a
StepOnePlus Real-Time PCR system (Life Technologies)
according to the manufacturer’s recommendations. Data
were acquired using SDS Software 1.4. Amplification
reactions were performed in duplicate. Expression values
were relative to the ACTB endogenous gene. Target genes
were amplified using commercial primers and probes
(Life Technologies; Supplementary Table S1).

Immunohistochemistry

Tissue sections were deparaffinized in xylene and rehy-
drated in graded alcohols. For AR and VIM staining, the
sections were placed in a 97°C solution of 0.01 mol/L
EDTA (pH 9.0) for antigen retrieval. Primary mouse
mononuclear antibody for AR (DAKO; Agilent Technol-
ogies) was applied for 20 minutes at room temperature at
dilution 1:150. FLEX Monoclonal Mouse anti-VIM, Clon
V9 (DAKO) was used for VIM staining. Detection was
accomplished with the DAKO Envision System followed
by diaminobenzidine enhancement. For RELA, the sec-
tions were placed in a 97°C solution of 0.01 mol/L sodium
citrate (pH 6.0) for antigen retrieval. Then, samples were
incubated with a rabbit polyclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) at dilution 1:400. Detection was per-
formed with Bond Polymer Refine Detection (DAKO;
Agilent Technologies) for the automated Bond system.

AR and RELA were evaluated throughout the semi-
quantitative method histologic score (H-score), which
measures both the intensity and proportion of staining.
The H-score for each sample was calculated by multiply-
ing the percentage of stained tumor cells by the intensity
(0, nonstained; 1, weak; 2, moderate; 3, strong). VIM was
evaluated in the same way but scoring the percentage of
staining on a scale of 0 to 4 (0, 0; 1, <1%; 2, 1%-9%; 3, 10%—
50%; 4, >50%). Nuclear and cytoplasmatic stains were

scored separately for AR and RELA proteins. The assess-
ment of all samples was done by a senior pathologist (P.L.
Fernandez) who was blinded to all clinical information.

Immunofluorescence staining in cell lines and tumor
samples

Cell pellets were collected in a 1% agarose solution,
fixed in 4% PBS-buffered formaldehyde, and then FFPE.
Sections of 5 pm were analyzed with a multiplex immu-
nofluorescent assay. They were stained with H&E for
histopathologic assessment and stained using immuno-
fluorescence with Alexa fluorochrome-labeled antibo-
dies. Briefly, both control and resistant prostate cancer
cell lines were evaluated with a series of simplex and
duplex immunofluorescence assays to quantify the level
of selected antibody-antigen complexes from specific
regions of interest (ROI).

The FFPE prostate tissue sections also were assessed by
immunofluorescence using a single multiplex assay with
two differentially labeled antibodies (ZEB1 and CD44).
For all specimens the H&E images were used to guide and
register immunofluorescence image capture with a max-
imum of four ROIs per cell pellet and six per tissue section.
Alexa fluorochrome dyes were Vimentin (ref. MO725;
Dako), CD44 (ref. 156-3C11; Cell Signaling Technology),
ZEBI (ref. sc-25388; Santa Cruz Biotechnology). The ROIs
were acquired from the cells and tumor tissue sections,
blinded to outcome, with a CRI Nuance imaging system,
and then analyzed with fluorescent image analysis soft-
ware to derive quantitative features from cellular/tissue
compartments. Quantitative assessment was performed
using a pixel-area function, normalized to the ROI under
investigation.

siRNA transfection

Dharmacon SMART pool control and ZEBI siRNA
were used with lipofectamine according to the manufac-
turer’s protocol (Thermo Scientific) to inhibit ZEB1 in DU-
145/R cells. Commercial Silencer Select siRNA of ZEB1
(s229971; Life Technologies) was transfected to PC-3/R
cell lines. Cells were incubated with the siRNA complex
for 24 hours, treated with docetaxel, then harvested to
study protein expression changes of ZEB1 and CDH1 by
Western blot analysis. Apoptosis was studied at 24 and 48
hours by PARP analysis (Western blot analysis), and cell
viability was measured by MTT at 72 hours as described
before.

Fluorescence-activated cell sorting

For flow cytometry, cells were dissociated with Accutase
(Invitrogen) and washed twice in a serum-free medium.
Cells were stained live in the staining solution containing
bovine serum albumin and fluorescein isothiocyanate-con-
jugated monoclonal anti-CD44 (15 min at 4°C). A minimum
of 500,000 viable cells per sample were analyzed on a
cytometer. For fluorescence-activated cell sorting (FACS),
2t05 x 107 cells were similarly stained for CD44 and used
to sort out CD44" and CD44~ cells. For the positive
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0.263 EPSS8L1 ns

bPFS
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CCPG1

(0.118-0.585)

0.446

0.032

ns rPFS

SERPINA1

bPFS

ns

IGF1R

bPFS

ns

CDH1

(0.002-0.632)

(0.217-0.917)

ns rPFS

TP53INPL

rPFS

ns
ns

LOC401093

MALAT1

rPFS
rPFS

ns
ns

CDK19
CLDN7

0.361

rPFS, bPFS

0.054

(0.141-0.921)

rPFS

(0.004-0.699)

NOTE: False discovery rate for differentially expressed genes was <0.074 in all cases.

Abbreviations: bPFS, biochemical progression-free survival; FC, fold change; rPFS, radiologic progression-free survival.

Significant Cox regression analysis; HR (95% confidence interval, Cl); P < 0.05.

population, only the top 10% mostly brightly stained cells
were selected. The CD44 ™ cells selected were cultured as an
individual clone in 96-well plates and expanded.

Statistical analysis

TaqMan low-density arrays (TLDA) gene expression
data were evaluated by the Wilcoxon rank-sum test and
receiver operating characteristic (ROC) analysis. Time to
PSA progression and radiologic progression were calcu-
lated from the time of prostate cancer diagnosis until PSA
or radiologic progression, respectively. The log-rank test
was used in univariate survival analyses. Multivariate
analysis of gene expression was evaluated by Cox pro-
portional hazards regression, including stage, Gleason,
PSA, and neoadjuvant treatment as clinical covariates;
backward stepwise likelihood was used for selection.
Real-time qRT-PCR experimental data were expressed as
mean + SEM and were analyzed by the Student ¢ test. All
the statistical tests were conducted at the two-sided 0.05
level of significance.

Results

Differential gene expression between treated and
nontreated tumors

Among the 93 genes analyzed (Supplementary Table
S1), we observed differential expression (P < 0.05) in 63
(67.7%) genes (Table 2); 53 genes were overexpressed and
10 underexpressed in tumor specimens from patients
treated with neoadjuvant docetaxel plus androgen depri-
vation. Genes of the NF-xB pathway (such as NFKB1, REL,
and RELA), AR, and epithelial-to-mesenchymal transition
(EMT)-related genes (such as ZEB1, VIM, CDH2, and
TGFBR3) were overexpressed in treated tumors. Among
the downregulated genes in treated tumors, were the
metastasis-suppressor gene NDRGI (23) and the adhesion
molecule EPCAM, a regulator of the alternative splicing of
CD44 (ESRP1; ref. 24) and ST14 (a negative regulator of the
EMT mediator ZEB1; Table 2; Fig. 1A; ref. 25).

Gene expression and clinical outcome

We tested the possible prognostic impact of the 93 genes
studied by TLDAs (Supplementary Table S1). Individu-
ally, the expression of several genes was related to time-to-
PSA and/or clinical relapse (Table 2). Time to radiologic
progression and PSA progression curves are shown
in Fig. 1B and C and Supplementary Figs. S1 and S2. Of
note, the overexpression of AR, and the EMT-related
genes TGFBR3, ZEB1, and VIM was correlated with a
shorter time of radiologic progression (Fig. 1B).

We then performed a multivariate analysis, including
the genes with individual prognostic value, clinical prog-
nostic factors (PSA, Gleason, and clinical stage), and
neoadjuvant treatment. Results are shown in Table 2A
and B. In the multivariate analysis, the reduced expression
of CLDN7 was an adverse-independent prognostic factor
for clinical relapse. Loss of CLDN7 has been correlated
with adverse prognostic variables in prostate cancer and
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with EMT (26). Of note, the low expression of CDH1 was
an independent prognostic factor for time to PSA relapse.

We also analyzed the prognostic impact of the stem-like
cell markers CD24 and CD44, which were underexpressed
and overexpressed, respectively, in treated tumors (FC
CD24: 0.59, P = 0.07; FC CD44: 1.63, P < 0.000; Supple-
mentary Table S1 and Supplementary Figs. S1 and S2). Of
note, low expression of CD24 was correlated with shorter
time of biochemical progression (Fig. 1C).

Immunohistochemistry in treated versus nontreated
tumors

We explored the expression of VIM and both cytoplas-
matic and nuclear RELA and AR in tumor samples from
neoadjuvant-treated and -nontreated patients. Staining of
cytoplasmatic RELA was significatively higher in the trea-
ted versus nontreated patients [immunohistochemistry
(IHC) score 181.9 vs. 148.3, respectively; Fig. 1D and F].
Moreover, nuclear RELA was significantly related to worse
clinical relapse (Fig. 1E). Vimentin expression was nonsig-
nificantly higher in treated tumors (IHC score 2 vs. 1,
respectively; Fig. 1D). No differences were found in the
expression of nuclear AR; however, cytoplasmatic AR
expression was significantly higher in the treated tumors
(IHC score 102.5 vs. 14.5) and correlated with radiologic
progression survival (Fig. 1D-F).

Docetaxel-resistant prostate cancer cells express
EMT and stem-like cell markers

On the basis of the results described above, we studied
the link between EMT and docetaxel resistance in four
prostate cancer cell lines models (parental DU-145 and
PC-3R cells, and their docetaxel-resistant partners DU-
145R and PC-3R, respectively). As shown in Fig. 2A and B,
the docetaxel-resistant cells phenotype was consistent
with EMT, i.e., decreased expression of epithelial markers
(CDH1 and CTNNBI1) and increased expression of mes-
enchymal markers (VIM and ZEB1) at the protein level.
Consistent results were found at mRNA level, except for
CTNNBI1 (data not shown).

Recent studies have shown that cells with EMT pheno-
type share characteristics of stem-like cancer cells (14, 27).
For that reason, we tested the expression of stem-like cell
markers and showed that docetaxel-resistant cells, both
DU-145R and PC-3R, exhibit transcriptional features of
cancer-stem cells, such as increased expression of CD44
and the loss of CD24 (Fig. 2C).

Moreover, in cell lines, we detected by immunofluores-
cence analysis a subset of cells coexpressing CD44 and
ZEBI. Scattered cells with these features were detectable
in the parental cell lines; however, this population was
highly enriched in the resistant cells (Fig. 2D). By FACS,
we then isolated from the parental PC-3 cells a subpop-
ulation of cells with high expression of CD44. We selected
a derived CD44"/PC-3 clone that showed an increased
expression of VIM and ZEB1 and decreased CDH1 expres-
sion (Fig. 2E). This clone from the parental cells was
significantly more resistant to docetaxel than the parental
cell line, PC-3 (Fig. 2F).

Dose-response experiments in both parental and resis-
tant cells showed that docetaxel exposure significantly
increased the expression of VIM in PC-3 and PC-3R cells,
of ZEB1 in PC-3 cells, and of SNAI1 in DU-145, PC-3 and
PC-3R cells. TWIST1 expression increased in all cell lines
after docetaxel treatment. In contrast, no significant dif-
ferences were observed in the expression of SNAI2 and
CDH]1 with docetaxel exposure (Fig. 3A). About stem-like
cell markers, inconsistent results were obtained for CD24
expression after docetaxel exposure because CD24 exp-
ression increased in PC-3 cells but decrease in DU-145
cells. In contrast, CD44 significantly increased in PC-3
cells with docetaxel treatment (Fig. 3B).

EMT mediates docetaxel resistance in prostate
cancer cells

To test whether inhibition of EMT could revert doce-
taxel resistance, we downmodulated the expression of
ZEB1, a key inducer of EMT. siRNA ZEB1 transfected DU-
145R and PC-3R cells had an increased expression of
CDHI1 (Fig. 4A) and decreased CD44 (Fig. 4B), confirm-
ing the link between EMT and stem-like cell phenotype.
Moreover, siRNA ZEB1 transfected cells showed signif-
icantly increased sensitivity to docetaxel compared with
control cells (P < 0.05; Fig. 4B and C). The magnitude of
the reversion of chemoresistance was more pronounced
in DU-145R and PC-3R cells than in the parental cells.
Docetaxel-induced apoptosis was more pronounced in
the ZEB1-siRNA transfected cells (Fig. 4B).

ZEB1/CD44 expression in tumor samples

On the basis of preclinical findings, we decided to
investigate whether CD44" /ZEB1™" cells were present in
primary prostate cancer specimens. Twenty-two FFPE
tumors from patients with high-risk prostate cancer

Figure 1. The gene expression profile and related outcome of patients treated with neoadjuvancy versus nontreated patients. A, heatmap of differentially
expressed genes in tumor samples from neoadjuvant-treated patients, compared with those without treatment (P < 0.05). Rows, genes; columns,
samples. Red pixels, upregulated genes; green pixels, downregulated genes. B, radiologic progression-free survival analysis of patients according to gene
expression of AR and the EMT-related markers TGFBR3, ZEB1, and VIM. High and low expression was established according to receiver operating
characteristic (ROC) curve analysis. The log-rank test was used to assess the statistical difference between the two groups (P < 0.05). C, Kaplan-Meier curve
representing biochemical progression-free survival analysis of patients according to gene expression of the stem-like cell marker CD24. High and low
expression was established according to ROC curve analysis. The log-rank test was used to assess the statistical difference between the two groups
(P<0.05). D, IHC of VIM and nuclear and cytoplasmatic RELA and AR. Box plot, IHC scores for each protein. *, P < 0.05. E, Kaplan—Meier graphs representing
radiologic progression-free survival analysis of patients according to cytoplasmatic AR and RELA nuclear staining by IHC. The log-rank test was used
to assess the statistical difference between the two groups (P < 0.05). F, images show representative immunohistochemical staining for nuclear RELA and
cytoplasmatic AR protein in prostate cancer tumors. Magnifications illustrate high and low staining of cells.

www.aacrjournals.org

Mol Cancer Ther; 13(5) May 2014



1278

Marin-Aguilera et al.

O-Tubulin —— —

w

154

Fold change
(compared with parental cells)

2
o
EMT markers
C @l DU-145 D
31 == pu-145R
© £5 PC-3
© ,| caPCc3R
£
o
T T
I?- 1-]_- E E
o) all 10|
N >
) o
g &
Stem cell markers
E F 150
2
o S| Z 100
Ithelial markers [}
VIM — 5
o
ZEB1 -| Mesenchymal marker X 50
CD44 -| Stem cell marker
O-TUDULIN o s 0

PC-3 Clon

A DU-145 DU-145R PC-3  PC-3R DU-145 DU-145R PC-3  PC-3R
CDH1 | VIM s

L, — — :  —n —_
L@ o]
E% D ——— CTNNB! e g%‘“_j_ ZEB1 )
= [0}
g E g E

=

S — -TUDUIIN  — q—

o

nCaCaCnCnC

On

Docetaxel (nmol/L)

Figure 2. EMT and stem cell
markers in parental and docetaxel-

@ DU-145

&3 DU-145R resistant cell lines. A, Western blot
analysis in DU-145, DU-145R, PC-

&9 PC- ’ ’

= PSS?R 3, and PC-3R cell lines of epithelial

markers (CDH1 and CTNNB1) and
* mesenchymal markers (VIM and
ZEBH1). Tubulin was used as a load
control. B, gene expression of EMT
markers by gRT-PCR in DU-145,
DU-145R, PC-3, and PC-3R cell
lines. Data shown are the

mean + SEM of cell lines from
triplicate experiments (*, P < 0.05;
“*,P<0.001). C, gene expression of
stem cell markers by gRT-PCR

in DU-145, DU-145R, PC-3, and
PC-3R cell lines. Data, mean +
SEM of cell lines from triplicate
experiments (**, P < 0.001). D,
confocal immunofluorescence of
CD44 (red) and ZEB1 (green) in
DU-145, DU-145R, PC-3, and PC-
3R lines. Colocalization of ZEB1
and CD44 results are in yellow.
Nuclei are stained with 4',6-
diamidino-2-phenylindole (blue). E
Western blot analysis in parental
PC-3 and a subpopulation of
parental PC-3 cells (clone) sorted
by CD44 marker. Tubulin was used
as a load control. F, viability assay
of PC-3 and PC-3 clone under
docetaxel treatment performed by
the Tripan blue method (*, P < 0.05).

DU-145R

CDA41ZEB1T

CDA44ZEB1

= )

1 18 25 5 10

treated with docetaxel and androgen suppression and 15
control patients with sufficient remaining material were
available for immunofluorescence studies. All samples
were positive for CD44 staining but only 7 of 15 controls
(46.7%) and 7 of 22 treated patients (31.8%) had a ZEB1
signal. Overall, there were no differences between the
control and treated groups in the expression of ZEB1
(0.0059 vs. 0.013 mean intensity, respectively) or CD44
(1.27 vs. 1.01 mean intensity, respectively). Tumor cells
that coexpressed ZEB1 and CD44" were observed in 3
(13.6%) of the 22 patients in the neoadjuvant group.
However, none of the control patients presented with
coexpression of both markers (Fig. 4D). Notably, ZEB1/
CD44 coexpression was associated with aggressive clin-
ical behavior: At the time of outcome analysis, all patients

had relapsed, 2 had developed liver metastasis, and 1 had
died due to disease progression (Fig. 4E).

Discussion

In this study, we confirm that some of the molecular
alterations associated with docetaxel resistance in a pre-
viously described in vitro model of CRPC cell lines are
present in residual cells of prostatectomy specimens trea-
ted with neoadjuvant docetaxel plus androgen depriva-
tion. Our findings may be especially relevant in clinical
practice because most patients receive androgen depriva-
tion prior and concomitantly to the administration of
docetaxel. The observed deregulated pathways may trans-
late common mechanisms of resistance to both therapies.
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Different neoadjuvant studies have been designed to
identify pathways involved in resistance to androgen
deprivation or chemotherapy in prostate cancer. In one
study of neoadjuvant androgen deprivation, the authors
observed that many androgen-responsive genes, includ-
ing AR and PSA, were not suppressed; this suggests that
suboptimal suppression of tumoral androgen activity
may lead to adaptive cellular changes to allow prostate
cancer cells survival in a low-androgen environment (28).
Another group analyzed prostate tumors removed by
radical prostatectomy after 3 months of androgen depri-
vation. Gene expression analysis revealed that PSA and
other androgen-responsive genes were overexpressed in
tumors from patients who relapsed (29). Our data are in
concordance with these reports. We observed that the
expression of AR and several AR-regulated genes (i.e.,
ZEBI1, IL6, TGFBR3, KLF9) increased in treated tumors,
even though serum PSA levels decreased under therapy
in most cases, as we previously reported (17). Moreover,
high levels of AR correlated with high risk of clinical
relapse. These data suggest that persistence of AR signal-

ing may be related to treatment resistance and/or to
eventual disease progression.

We observed no differences in AR nuclear staining
between treated and nontreated samples. However, cyto-
plasmatic expression was significantly higher in residual
tumor cells after androgen deprivation and docetaxel
exposure. Prior reports have shown that taxanes inhibit
AR nuclear translocation and that patients treated with
taxanes may have lower nuclear expression than treat-
ment-naive patients (30). This was not observed in our
study, likely because our patients were treated with com-
bined therapy. Prior studies have shown that androgen
deprivation increased full-length AR protein levels in
CRPC cells, but decreased its nuclear localization (31).

Other studies have used a similar approach in patients
treated with neoadjuvant chemotherapy alone (32,33). One
group performed microarray analysis of tumor specimens
from 31 patients treated with docetaxel plus mitoxantrone
(33). The comparison of pre- and posttreatment samples
showed increased expression of cytokines regulated by the
NEF-«xB pathway. These data are in concordance with our
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results showing an increased expression in treated tumors
of NF-xB subunits and NF-kxB-regulated cytokines, such as
IL-6, adding support to a body of evidence on the involve-
ment of this pathway in resistance to chemotherapy in
prostate cancer (11). On the other hand, NF-xB activation
may induce EMT in prostate cancer (34). Although our
study did not investigate the potential causal relationship
between NF-«B activation and EMT, this last phenomenon
was found to be highly relevant in resistance to therapy.
Moreover, increased nuclear NF-xB (RELA staining) cor-
related with a shorter time to clinical relapse, confirming
the prognostic value of this pathway activation in prostate
cancer (22).

In the present study, we analyze the transcriptional
profile of residual tumor cells after combined neoadjuvant
androgen deprivation and docetaxel treatment. Because
macrodissected tumor tissues were used for gene expres-
sion studies, our results may translate expression patterns
from both tumor and surrounding nontumor cells. How-
ever, a prior study using the macrodissection strategy
reported only minor interference of nontumor cells with
the overall gene expression profile (35). Moreover, we
considered stroma and benign cells contamination to be
homogeneous in both the treated and nontreated patient
groups. Among the 93 genes analyzed, we observed
differential expression between treated and nontreated
tumors in 63 (67.7%) genes. Of note, the over expression of
the EMT genes correlated with a shorter time to clinical
relapse.

In the EMT process, cells lose epithelial characteristics
and gain mesenchymal properties to increase motility and
invasion, allowing tumor cells to acquire the capacity to
infiltrate surrounding tissues and to metastasize in distant
sites. EMT is typically characterized by the loss of epithe-
lial (i.e., CDH1) and the gain of mesenchymal (i.e., VIM,
CDH?2) markers expression (36). Several reports suggest
that AR activation, as well as androgen deprivation ther-
apy, may induce changes characteristic of EMT that may
be involved in prostate cancer progression (37-39). The
expression of the transcription factor ZEBI may be
induced by dihydrotestosterone and is mediated by two
androgen-response elements (40). Recently, Sun and
colleagues showed that androgen deprivation causes
EMT in animal models and in tumor samples of patients
treated with hormone therapy (41). Moreover, the pres-
ence of AR-truncated isoforms, which are increased in
the castration-resistant progression, regulate the expres-
sion of EMT (42).

On the other hand, there are molecular similarities
between cancer stem-like cells and EMT phenotypic cells.

Moreover, cells with an EMT phenotype induced by
different factors are rich sources for stem-like cancer cells
(14, 27). We observed in the DU-145 in vitro model that
docetaxel-resistant cells expressed high levels of the stem
cell marker CD44 and decreased levels of CD24. More-
over, docetaxel treatment increased CD44 expression in
tumor cells. Likewise, RT-PCR results in tumor samples
showed an increased expression of CD44 and a decreased
expression of CD24 in tumors treated with neoadjuvant
androgen deprivation plus docetaxel. Our results are in
accordance with those of Puhr and colleagues, who
detected an increased CD24'*¥-CD44"&" cell population
in docetaxel-resistant prostate cancer models (43). Simi-
larly, Liand colleagues detected CD24'*"~CD44"8" breast
cancer cells that were resistant to neoadjuvant chemo-
therapy (44). In a preclinical study, CD44 and CD147
enhanced metastatic capacity and chemoresistance of
prostate cancer cells, potentially mediated by activation
of the phosphoinositide 3-kinase and mitogen-activated
protein kinase pathways (45).

In the present work, we identified a population of
prostate cancer cells exhibiting an EMT phenotype that
are primarily resistant to docetaxel. The presence of an
intrinsic resistant cell population was supported by the
isolation of docetaxel-resistant clonal cells in the paren-
tal cell line PC-3, before docetaxel exposure, with a high
expression of CD44 and EMT markers and the loss of
CDH1. ZEB1%/CD44™ cells were identified at a very low
frequency in the two parental cell lines, DU-145 and
PC3, before docetaxel exposure but their frequency
massively increased in docetaxel-resistant cells. Simi-
larly, a small percentage of ZEB1"/CD44" cells were
also observed in primary high-risk localized prostate
cancer tumors. ZEB1"/CD44™" cells were present only in
tumors that had previously received neoadjuvant
androgen deprivation plus docetaxel (13.6%). Both
in vitro and tumor sample findings support the presence
of primary resistant cells harboring EMT /stem cell-like
characteristics and suggest that the exposure to doce-
taxel may eliminate sensitive cells resulting, however, in
the selective out-growth of this resistant cell population.

In our model, docetaxel also induced EMT changes in
the parental and resistant cell lines. On the basis of our
findings, both mechanisms, the existence of a primary
resistant cell with an EMT phenotype and the induction of
EMT changes induced by docetaxel, are possible. In recent
work on docetaxel-resistant PC-3— and DU-145-derived
cell lines, the authors reported that docetaxel-resistant
cells underwent an EMT transition associated with a
reduction of microRNA (miR)-200c and miR-205, which

Figure 4. Inhibition of ZEB1 in parental and docetaxel-resistant cell lines. ZEB1-CD44 staining in prostate tumor specimens. A, Western blot analysis
of CDH1 and ZEBH1 in the four cell lines (DU-145, DU-145R, PC-3, and PC-3R) when ZEB1 was inhibited by siRNA. B, Western blot analysis of CD44
and PARP in the four cell lines (DU-145, DU-145R, PC-3, and PC-3R transfected cells) treated with docetaxel; the band of CD44 in PC-3 and PC-3R
corresponds to the variant CD44v6. C, MTT of ZEB1-siRNA transfected cells. Data, mean 4+ SEM of triplicate experiments. *, P < 0.05. D, CD44 and ZEB1
immunofluorescence image of a prostate tumor biopsy from a patient treated with neoadjuvant docetaxel and androgen deprivation. E, Kaplan-Meier
according to immunofluorescence intensities of CD44-ZEB1 colocalization and clinical/biochemical relapse of patients treated with neoadjuvant docetaxel
and controls without neoadjuvant treatment. C, nontrasnfected cells; Lipo, control lipofectamine; si, sSiRNA-ZEB1.
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regulate the epithelial phenotype. Their study also
showed reduced CDHI1 expression in tumors after neoad-
juvant chemotherapy (43). Another study showed that
paclitaxel DU-145-resistant cells have greater ZEB1, VIM,
and SNAII expression (46).

We tested whether EMT played a causal role in
docetaxel chemoresistance by interfering with the
expression of the transcription factor ZEB1, a key medi-
ator of EMT, in prostate cancer cell lines. We observed
that ZEB1 genetic downmodulation restored CDH1 but
suppressed CD44 expression, which was consistent
with a reversion of EMT and stem-like cell features.
We also observed that ZEB1 inhibition caused prostate
cancer cell mortality independently of docetaxel. This
effect was previously described and is consistent with
the known role of ZEB1 in cell proliferation related,
which is related to the expression of cell cycle inhibitory
cyclin-dependent kinase inhibitors (47). Furthermore,
ZEBI1 inhibition restored sensitivity to docetaxel, sup-
porting a mechanistic role of EMT and stem-like cell
phenotype in resistance to therapy. In a previous study
of an adenocarcinoma lung cancer model, inhibition of
ZEBI1 significantly enhanced the chemosensitivity of
docetaxel-resistant cells in vitro, and in vivo the ectopic
expression of ZEB1 increased chemoresistance (48).

Several reports have provided evidence that EMT is
critical for invasion and migration and is involved in tumor
recurrence, which is believed to be tightly linked to cancer
stem cells. CD44 and VIM expression in primary tumors
has been correlated with adverse prognosis (34, 49). Nota-
bly, the few patients in our series with ZEB1*/CD44"
tumor cells in primary tumors showed extremely aggres-
sive clinical behavior.

In summary, we observed a differential expression of
NF-xB, AR, EMT, and stem-like cell markers between
treated and nontreated tumors. Moreover, they were
related to a higher risk of PSA and/or clinical relapse.
Because the neoadjuvant population may be of higher risk
than the surgical patients, we cannot exclude the possi-
bility that the expression of these markers is more related
to the characteristics of the disease than to the therapy.
However, none of the clinical factors (PSA, Gleason,
clinical stage, or the presence of prior neoadjuvant ther-
apy) correlated with clinical outcome in the univariate or
multivariate analysis in our series.

Overall, our findings supportarole of EMT in resistance
to prostate cancer therapy and progression. Our clinical
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Segon Treball

Molecular profiling of peripheral blood is associated with circulating
tumor cells content and poor survival in metastatic castration-resistant

prostate cancer

En la progressio del cancer s’alliberen cél-lules tumorals al torrent circulatori, les
CTCs. Aquestes poden arribar a territoris anatdomics distants, niar i proliferar
generant les metastasis. S’han utilitzat diferents sistemes per aillar aquestes
cél-lules basant-se en caracteristiques fisiques, com la mida o la forma, o en
caracteristiques biologiques, com I'expressié de determinats marcadors en la

membrana3®2,

En CP, i en altres tumors, el numero de CTCs detectades mitjangant el sistema
CellSearch, basat en anticossos contra el marcador epitelial EPCAM, s’associa
a un pitjor pronostic3393%3 A més a més, un descens d’aquestes durant el

tractament s’associa amb una millor supervivéncia34°.

L’us d’anticossos contra marcadors epitelials per aillar les CTCs té la limitacié de
que no es poden aillar les cél-lules tumorals que hagin perdut aquests
marcadors, per exemple a través del procés d’EMT, o altres cél-lules, com poden
ser les hematopoétiques, que poden tenir un paper important en la progressio

tumoral®®,

Una altra estratégia emprada és I'estudi de la capa de PBMCs, on es troben les
CTCs envoltades de cél-lules de la linia blanca, principalment limfocits i
monocits. Per tant, aquesta técnica permet estudiar de forma indirecta les CTCs

aillades en aquesta capa.

L’objectiu d’aquest treball és descriure un perfil transcripcional en la capa de

PBMCs associat amb el recompte de CTCs en pacients afectes de CPRC
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metastatic, i identificar i validar una signatura génica en PBMCs associada amb

la supervivéncia global d’aquests pacients.

Pacients i Métode:

En aquest treball es van incloure de forma prospectiva pacients afectes de CPRC
metastatic en el moment de la progressié o abans d’iniciar un tractament
oncologic. La supervivéncia global que es va definir com el temps des de la data
de I'extraccié de la sang per a I'estudi de les CTCs fins la data de la mort o 'tlltima

visita.

En una primera fase del treball es va obtenir en paral-lel un mostra de sang
periféerica per al comptatge de CTCs mitjangant el métode CellSearch i una altra
mostra per aillar les PBMCs. Aquesta ultima mostra es va processar mitjangant
el métode de Ficoll i es va extreure el RNA per a realitzar estudis d’expressio
genica. Posteriorment, en una segona fase es va obtenir Unicament la mostra
per a l'aillament de PBMCs. En tots els casos els primers 5mL de sang es van
descartar per evitar la contaminacioé per cél-lules epitelials cutanies pel propi

procediment de venopuncio.

El RNA extret de les mostres de PBMCs dels pacients inclosos en la primera
fase es va utilitzar per analitzar I'expressié génica de tot el transcriptoma
mitjangant el chip Human Gene 1.1 ST array (Affymetrix). Es va realitzar un
analisis d’expressio diferencial entre els pacients amb menys de 5 CTCs i els
pacients amb 5 o més CTCs. També es van correlacionar les dades d’expressio
génica amb la supervivéncia global. Es van seleccionar els 10 gens més
diferencialment expressats i els associats amb la supervivencia global per a
validar-los per gRT-PCR en les mostres de pacients inclosos en la primera fase

i en la cohort completa de pacients.

Resultats:

En aquest estudi es van incloure un total de 74 pacients de forma prospectiva

perd 4 d’ells es van excloure de I'analisi per diferents motius (un no complia els
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criteris d’inclusio i tres no complien els criteris de qualitat de la mostra). En 43
pacients es va realitzar el recompte de CTCs i I'estudi de tot el transcriptoma, i
en 27 pacients addicionals es va realitzar només la validacié de I'expressio

genica per qRT-PCR.

En 23 pacients (53.4%) es van trobar menys de 5 CTCs i en 20 pacients (46.5%)
en tenien 5 o més CTCs, amb una mitjana de 1 i 126 CTCs, respectivament. En
aquesta cohort de pacients es va confirmar que el numero de CTCs (< 5vs. 25
CTCs) estava associat amb una pitjor supervivencia global (HR 5.5, 95% CI 2 —
15.3; p<0.001) i amb una elevada precisio per a predir la supervivéncia global
(AUC =0.790).

En l'analisi no supervisat es va veure com els perfils d’expressio s’agrupaven en
funcié del numero de CTCs, =2 o0 < de 5, i també es va trobar una correlacio

positiva entre les dades d’expressié i el recompte de CTCs (r=0.67, p<0.001).

En I'analisi d’expressié diferencial segons el punt de tall de 5 CTCs es van trobar
282 gens expressats diferencialment. El 60% dels gens sobreexpressats en les

mostres amb =25 CTCs s’havien descrit préviament com a relacionats amb el CP.

A més a més, es van trobar un total de 1788 gens associats amb la supervivéncia
global, dels quals 840 es van associar amb un mal pronostic i 948 amb prondstic
bo. Agquest gens estaven implicats en diferents processos cel-lulars (p.ex.:
metabolisme, apoptosis, reparacio i dany al DNA, etc). D’aquests gens, 100 es
van trobar alhora expressats diferencialment en funcié del nombre de CTCs, 78

associats amb un pitjor prondstic i 22 amb un bon pronostic.

D’entre els gens diferencialment expressats i els associats a supervivéncia global
es van seleccionar 10 gens per a validar per gRT-PCR. Set d’aquest gens es van
correlacionar amb una pitjor supervivéncia global tant en els pacients inclosos
en la primera fase del estudi com en la cohort global de 70 pacients. En base a
aquestes dades, es va identificar que I'expressié conjunta de SELENBP1 i MMP9
era la millor signatura per a predir la supervivéncia global en els dos grups de
pacients (AUC=0.79 i AUC=0.77). Al afegir el recompte de CTCs a l'anterior
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model el poder de prediccié millorava (AUC=0.87) respecte qualsevol dels dos
models per separat, els dos gens o unicament el recompte de CTCs. En I'analisi
multivariat tant 'expressié d’aquest dos gens com el recompte de CTCs van

esdevenir factors pronostics independents.
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ABSTRACT

The enumeration of circulating tumor cells (CTCs) in peripheral blood correlates
with clinical outcome in castration-resistant prostate cancer (CRPC). We analyzed
the molecular profiling of peripheral blood from 43 metastatic CRPC patients with
known CTC content in order to identify genes that may be related to prostate cancer
progression. Global gene expression analysis identified the differential expression
of 282 genes between samples with =5 CTCs vs <5 CTCs, 58.6% of which were
previously described as over-expressed in prostate cancer (18.9% in primary tumors
and 56.1% in metastasis). Those genes were involved in survival functions such as
metabolism, signal transduction, gene expression, cell growth, death, and movement.
The expression of selected genes was evaluated by quantitative RT-PCR. This
analysis revealed a two-gene model (SELENBP1 and MMP9) with a high significant
prognostic ability (HR 6; 95% CI 2.61 - 13.79; P<0.0001). The combination of the
two-gene signature plus the CTCs count showed a higher prognostic ability than CTCs
enumeration or gene expression alone (P<0.05). This study shows a gene expression
profile in PBMNC associated with CTCs count and clinical outcome in metastatic CRPC,
describing genes and pathways potentially associated with CRPC progression.

INTRODUCTION

Prostate cancer (PC) is the second leading cause of
death from cancer in men [1]. During the progression of
the disease, subgroups of cancer cells reach the circulation
and are able to proliferate in distant tissues [2].

Interest has been growing in recent years about
circulating tumor cells (CTCs) as leaders in the metastatic
process. Because of its great accessibility, the expression

profile of peripheral blood is of interest for determining
molecular alterations that may justify a more aggressive
clinical behavior in patients with higher CTCs count.
Studies mostly have focused on the capability of CTCs
as biomarkers but also their potential utility in diagnosis,
prognosis, and as a marker of treatment effectiveness [3].
These studies are supported by technologies that allow the
reproducible detection and quantification of CTCs. These
cells can be separated from other hematopoietic cells
by physical characteristics such as size and shape, or by
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biological characteristics such as expression of epithelial
or cancer-specific markers. The CellSearch System
(Veridex, LLC) is the most widely used CTC-isolation
technology in clinical testing. This semi-automated
method received U.S. Food and Drug Administration
approval for the enumeration of CTCs in whole blood [4,
5]. In castration-resistant PC (CRPC), the quantification
of CTCs by CellSearch system has been proved to be
clinically relevant. Studies have used this technology to
define groups with unfavorable and favorable prognosis
among patients with metastatic prostate cancer [6] and
for molecular studies of CTCs [6-10]. Furthermore,
the decline in the number of CTCs under treatment is a
stronger prognostic factor for post-treatment survival
than a 50% decline in prostate-specific antigen (PSA)
[11]. However, the detection of CTCs by the expression
of epithelial specific markers, may have as a consequence
that CTCs with different molecular characteristics cannot
be detected.

In addition to CTCs, non-tumoral epithelial and
circulating hematopoietic cells may also be involved in
tumor progression [12]. Indeed, two recently published
studies described transcriptional profiles in peripheral
blood associated with prognosis in patients with CRPC
[13,14].

The detection of tumor or epithelial markers by
reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR) in the mononuclear cell fraction of peripheral blood
(PBMNC) have been widely use as a strategy to detect
CTCs in patients with cancer [15]. In the present work
we describe a transcriptional profile associated with CTCs
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count in the PBMNC of patients with metastatic CRPC
and molecular pathways that may be associated with
CRPC progression. Notably, most of the detected genes
in patients with >5 CTCs were previously described as
over expressed in PC, and specifically 56.1% were over-
expressed in PC metastasis. RT-PCR expression of two
genes, SELENBP1 and MMP9, together with the CTC
count showed a significant prognostic ability in CRPC
patients. Overall, our findings support that expression
studies in PBMNC in metastatic CRPC patients may
translate the biology of the CTCs and may be used to
identify patients with a more aggressive clinical behavior.

RESULTS

Patients and CTCs count

Seventy-four patients were included in the study.
Four of them were excluded from the analysis: one patient
that did not accomplish the inclusion criteria and three
samples that failed the quality control were discarded for
being analyzed. The clinical characteristics of the 70 final
patients are shown in Table 1. Patients were prospectively
followed from the time of inclusion in the study.

PBMNC from 43 patients were tested for CTC count
and microarrays analysis. All the 70 samples were studied
by qRT-PCR. Clinical characteristics between patients
with >5 CTCs and <5CTCs were well balanced (Table 1).

The median number of CTCs per patient sample
was 59 (range 1-899). Specifically, 23 patients (53.4%)
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Figure 1: Survival analysis according to CTC count. A) Kaplan-Meier curves that estimate the probabilities of overall survival
(OS) of CRPC patients with <5 and >5 CTCs. The log-rank test was used to assess the statistical difference between the two groups
(P<0.001); B) Receiver operating characteristic (ROC) curve for prediction accuracy of >5 CTCs content in OS of CRPC.
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Table 1: Clinical characteristics of patients and CTC count; !CTCs: circulating tumor cells; 2PSA: prostatic specific

antigen; *AP: Alkaline phosphatase; ‘LDH: Lactate dehydrogenase; >“events” refer to number of deaths.

Patients' characteristics

CTC! load <5 CTCs >5 CTCs CTCs non-eval Total
Number of patients 23 20 27 70
Age (years)
Median (range) 72 (40.1-78.3) 73.5 (49-83) 67.5 (51-79.8) 66.5 (40.1-83.1)
Gleason N (%)
<7 9 (39.1) 7 (35) 13 (48.3) 29 (41.5)
8-10 12 (52.2) 10 (50) 12 (44.4) 34 (48.6)
Unknown 2(9) 3 (15) 2(7.4) 7 (10)
PSA? (ng/mL)
Median (range) 24.3 (1.3-1,375) 40.4 (1.8-1,002) 47.5 (1.8-445.6) 57.9 (1.3-1,375)
AP3 (U/L)
Median (range) 180.5 (71-679) 401 (121-5797) 265 (91-1143) 253 (71-5797)
LDH* (U/L)
Median (range) 408 (253-628) 588 (336-1569) 351 (232-604) 408 (232-1569)
Hemoglobin (g/dL)
Median (range) 127 (86-153) 112.5 (74-144) 129 (96-156) 127 (74-156)
Previous chemotherapy (%)
Yes 9(39.1) 7 (35) 6(22.2) 22 (31.4)
No 14 (60.9) 13 (65) 21(77.8) 48 (68.6)
Metastasis
Bone 18 (46.1) 20 (64.5) 22 (51.2) 60 (53.1)
Visceral 5(12.8) 1(3.2) 7 (16.3) 13 (11.5)
Lymph nodes 15 (38.5) 10 (32.3) 12 (27.9) 37 (32.7)
Local relapse 1(2.6) 0 2(4.7) 3.7
CTC number (%)
0-2 20 (46.5) - - -
3-4 3(6.9) - - -
5-20 - 6(13.9) - -
21-50 - 9(20.9) - -
>51 - 5(11.6) - -
Follow-up (months)
Median (range) 12 (1.9-36.8) 12.23 (1.2-35.3) 12 (3.3-26.2) 12 (1.2-36.8)
Number of events® (%) 14 (60.9) 18 (90) 4(14.8) 36 (51.4)

presented <5 CTCs (average 1 cell) and 20 patients
(46.5%) had >5 CTCs (average 126 cells). During a
median follow-up period of 12 months, 32 of the 43
patients (74.4%) died. Univariate Cox proportional
hazards regression analysis assessed the number of CTCs
as a risk factor for overall survival (OS). Patients with
<5 CTCs had longer survival relative to patients with >5
CTCs by log-rank analysis (Cox HR 5.5; 95%CI, 2-15.3;
log-rank P<0.001) (Fig. 1A). The predictive accuracy of
the number of CTCs (=5 CTCs vs <5 CTCs) for OS was

assessed by the ROC curve (area under curve=0.790) (Fig.
1B).

Gene expression profiling in peripheral blood
mononuclear cells is associated with CTC count

Hierarchical clustering and principal component
analysis algorithms were used to examine the sample
groupings in the expression data. Expression profiles
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Table 2: Genes differentially expressed between >5 CTCs and <5 CTCs and also between primary tumor/metastasis
and normal prostate tissue according to previous data in the literature [16];*qRT-PCR validated genes.

Over-expressed in metastasis vs primary tumor tcl)l‘rfrf(l)'-re\’fspll:)srsrflgl pirl(l)stalzitl?s 2{% Over-expressed in metastasis vs normal prostate tissue
Gene symbol Gene symbol Gene symbol
ABCAI13* HBD SIGLEC14 AGAPI ABCA13* ESCO2 OLRI
ABCC13 HEPACAM?2 SLC22416 ANKRD18A4 ABCCI3 FAMI151B OR2W3
AFF2 HISTIHIB SLC25439 BUBIB AGAP1 FAM204 ORG6NI
AHSP HISTI1H3B SLC2648 Cl5orf42 AHSP FAR?2 OSBP2
ALAS2 HISTIH3G SLC441 C170rf66 ALAS2 FCAR PADI4
ANK] HLX SLC6A48 CASCS ANK1 FCRL6 PGLYRP]
ANLN HMBS SOX6 CCDC125 ANLN FOLR3 PHOSPHOI
ASPM IFITIB SPTAI CCNB2 ARG1 FOXM1 PLK]
AZUI INHBA SPTB CCNE?2 ASPM GLRXS5 PPEF]
BCL2L15 KEL SYTL2 CCRN4L AZUI GNLY PRCI
BMX KIAA0101 TCLIA CD24 BCL2L15 GPR160 PRRI13
BPI KIF11 TCN1 CEACAM3 BMX GPR84 PRTN3
BUBI KIF14 TNFAIP6 CENPF BPI GPRY7 PTGDR
BUBIB KIF15 TOP24 CHI3LI BUBI GYPA PTH2R
Cl50rf42 KIF204 TPX2 CHITI BUBIB GZMH PVALB
C170rf66 KIF23 TRBV28 CKAP2L Cl50rf42 HBD RAPIGAP
C190rf59 KLRD1 TYMS CLECS54 Cl50rf54 HBM RETN
C19orf77 LOC285696 UHRF1 CRISP2 C170rf66 HEPACAM?2 RHAG
CAMK2N1 LRRC4 YODI1 CRISP3* C190r159 HISTIHIB RRM?2
CAMP LRRN1 ZNF788 DLGAPS C19orf77 HISTIH3B RUNDC3A4
CASCS MGAM ERG* CAl HISTIH3G S100P
CCNA2 MKI67 FAM151B CAMP HLA-DRBS5 SERPINBI0
CCNB2 MLNR FOXM1 CASCS HLX SERPINB?2
CCNE?2 MMP8E* FZDS5 CCNA2 HMBS SIGLEC14
CD160 MMP9* GCA CCNB2 HP* SIGLECS
CDK1 MPO GPR160 CCNE2 HPR* SLC22416
CEACAMS3 MS4A3 GPRS84 CCRN4L HTRA3 SLC25439
CEACAMA4 MYL4 GZMH CD160 IFIT1B SLC26A48
CEACAMS MYO6 HISTIH3B CD3G INHBA SLC2742
CENPF NLRC4 HP* CDK1 KEL SLC2843
CIT NUSAPI HPR* CEACAM3 KI440101 SLC4A1
CKAP2L OR2W3 1CAl CEACAMA4 KIF1] SLC6AS
CRISP2 ORG6NI KIF11 CEACAMS KIF14 SLC6A49
CTSG OSBP2 KIF204 CENPF KIF15 SOX6
CYP4F3 PADI4 MBOAT?2 CHI3LI KIF204 SPTAI
DEFA4 PGLYRP] MKI67 CHITI KIF23 SPTB
DHRS9 PHOSPHOI MMP9* CIT LIN7A SUCNRI1
DLGAPS PIWIL4 MYB CKAP2L LOCI100289137 SYTL?2
DTL PLK] MYO6 CLEC54 LRRC4 TCLI1A
E2F2 PPEF1 NUSAPI CRISP2 LRRNI TCNI
E2F8 PRCI1 OLRI CRISP3* MBOAT2 TNFAIP6
ECRP PRTN3 PPEF1 CTSG MGAM TNFRSF10C
EPB42 PTCHI PRCI CYP4F3 MKI67 TOP24
ESCO2 PTGDR PRRI3 DEFA4 MLNR TPX2
FAM151B PVALB PTH2R DHRS9Y MMPS8* TRBV28
FAR2 RETN RAPIGAP DLGAPS MMP9* TRIMS5S
FCAR RHAG RRM?2 DTL MPO TYMS
FOXM1 RNASE?2 SIGLEC14 E2F2 MS443 UHRF1
GNLY RRM?2 SIGLECS E2F8 MYL4 VSTM1
GPRS84 RUNDC3A4 SLC2742 ECRP MYO6 YODI
GPRY7 SAMD3 SLC2843 ELANE NCALD ZNF788
GYPA SERPINBI0 TOP24 EPB42 NLRC4
GZMH SERPINB?2 TPX2 ERG* NUSAPI
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grouped samples in >5 CTCs and <5 CTCs (Fig. 2A). We
found good correlation in the comparison of microarrays
results and CTC count (r=0.67, P<0.001, Fig. 2B).
Microarrays analysis revealed 282 differentially
expressed genes (fold change [FC] >| 1.5 |) between
samples with >5 CTCs vs <5 CTCs. Most of these genes
were involved in cellular metabolism, gene expression
regulation, and cell morphogenesis, signaling and
transport, and were significantly up-regulated in samples
with >5 CTCs. Genes down-regulated in this group of

A

samples were mostly involved in signal transduction
and metabolic process (Supplementary Table S1). The
50 most differentially expressed genes between both
groups (FDR<0.001) are showed at Figure 3. Among the
overexpressed genes in samples with >5CTCs, 58.6% have
previously described as been over-expressed in prostate
cancer, specifically 18.9% in primary tumor and 56.1%
in metastasis in comparison with normal prostate tissue
[16]. The complete list of these genes is shown in Table
2. Reactome pathways analysis revealed significantly
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Figure 2: Correlation between gene expression data in PBMNC and CTC count. A) Unsupervised clustering grouping
patients according to gene expression data; B) Principal component analysis. The Y-axis represents the log2 of the CTC number plus one,

and the X-axis is PC1 (Spearman correlation P<0.001).
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Table 3: Reactome pathways analysis showing significantly deregulated pathways between samples with

>5 CTCs vs <5 CTCs (P<0.05).

Genes involved N pgflrllveviy at REACT_ID Name of the event

511757?2 HZZ:S:I};AZ’ 103 REACT 22172 Chromosome Maintenance
IglggigAj\llG ST 138 REACT 13433 Biological oxidations

}C)';Z%A L 49 REACT 13567 Cytochrome P450 - arranged by substrate type
HIST2H2AA44 56 REACT 7970 Telomere Maintenance
Z}S"S{’]{lZZI,—U{ﬁIZCZ, 57 REACT 75792 Meiotic Synapsis

deregulated pathways between samples with > or <5 CTCs
(P<0.05) (Table 3).

Gene expression profiling in peripheral blood
mononuclear cells is associated with overall
survival

Differential expression analysis revealed a large
set of genes (False Discovery Rate (FDR)<S; signal
expression median >7) that were significantly up- (840
genes) and downregulated (948 genes) and significantly
correlated with lower survival. The most frequent
biological functions in which overexpressed genes were
involved were cell movement, transport, metabolism
and signaling. Pathways analysis revealed a set of up-
(162) and downregulated (239) pathways related to OS
(Supplementary Table S2). The identified pathways can be
grouped into a limited number of categories: metabolism,
apoptosis, DNA damage and repair, protein degradation,
immune system, signal transduction, cell transport,
cell growth, gene expression, protein organization and
homeostasis. Among those associated with lower survival,
100 genes were also deregulated in samples with >5 CTCs
(78 overexpressed and 22 downexpressed) (Supplementary
Table S3).

Expression data from selected genes were
validated by qRT-PCR

To determine the robustness of cDNA microarrays,
we performed qRT-PCR of a selected group of ten genes
among the top 40 more differentially expressed between
samples with >5 and <5 CTCs count and/or related
to lower OS. These genes were HP, CRISP3, MMP?9,
ABCA13, MMPS, OLFM4, SELENBPI, CEACAMI,
HPR and ERG. Differential gene expression determined
by microarrays was confirmed in all genes except for HP
(90%).

A two-gene signature predicts overall survival in
metastatic CRPC

QRT-PCR data from the 9 out of 10 technically top
differentially expressed validated genes was used to test,
individually and combined, selected genes as predictors
of OS. This initial analysis revealed that the expression of
CRISP3, MMP9, ABCA13, MMPS8, OLFM4, SELENBPI
and CEACAM] significantly correlated with lower OS
(P<0.05) (Table 4A). These significant genes were tested
in a set of PBMNC RNA samples from additional 27
patients. A global OS analysis was performed in the whole
series (N=70) confirming the predictive value of these
genes in the univariate analysis (Table 4B).

The combination of SELENBPI and MMP9 gene
expression data was the best gene signature to indicate
poorer prognosis, since elevated expression of both
markers significantly correlated with a lower OS (Fig.
4). The predictive accuracy of the two-gene signature for
OS was assessed by the ROC curve (AUC: 0.79) (Fig. 5).
Taking into account the whole series of patients (N=70),
the predictive accuracy of the two-gene expression model
was similar than in the subset of 43 initial patients (AUC:
0.77; data not shown).

Cox regression models of SELENBPI and MMP9
gene expression, and of the dicotomic CTCs count (>5 and
<5-CTCs) were compared and not statistically significant
differences were found between both models (P=0.47).
A combined model including both two-gene expression
and CTCs count resulted to be a better predictive model
for OS (AUC: 0.87) than individually by ROC analysis
(Fig. 5). Statistically significant differences between the
combined model and the individual parameters were found
(MMP9+SELENBP1 vs MMP9+SELENBP[+CTCs count
P<0.05; CTCs count vs MMP9+SELENBPI+CTCs count
P<0.05).

In a multivariable Cox model adjusted
for the expression of the two-gene signature
(MMPY+SELENBPI), CTCs count and clinical
characteristics of high risk progression (PSA, alkaline
phosphatase, lactate dehydrogenase, hemoglobin levels
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Figure 3: Heatmap representing expression profile of the S0 most differentially expressed genes in samples from
castration-resistant prostate cancer patients with >5 CTCs compared to those with <5 CTCs (FDR<0.001). Rows
represent genes and columns represent hybridized samples. Red pixels: upregulated genes; Green pixels: downregulated genes. The
intensity of each color denotes the standardized ratio between each value and the average expression of each gene across all samples.
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Table 4: Univariate analysis of RT-PCR validated genes for predicting OS in: A) the cohort of patients with
known CTCs count (N:43); B) the whole series of patients (N:70).

A OS-initial series (N:43)
Hazard ratio (95% CI) P-value Odds ratio (95% CI) P-value
ABCAI3 1.40 (1.15 - 1.70) 0.000673 1.60 (1.16 - 2.20) 0.004
CEACAM 1.47 (1.18 - 1.82) 0.000556 1.73 (1.18 - 2.53) 0.005
CRISP3 1.40 (1.16 - 1.68) 0.000339 1.53 (1.15 - 2.03) 0.003
MMPS8 1.44 (1.19 - 1.74) 0.000187 1.60 (1.18 - 2.17) 0.002
MMP9 1.38 (1.15 - 1.65) 0.000593 1.52 (1.15 - 2.00) 0.003
OLFM4 1.46 (1.20 - 1.78) 0.000167 1.64 (1.18 - 2.28) 0.004
SELENBPI 1.21 (1.06 - 1.39) 0.00501 1.44 (1.09 - 1.90) 0.009
B 0OS-global series (N:70)
Hazard ratio (95% CI) P-value Odds ratio (95% CI) P-value
ABCAI3 1.23 (1.08 - 1.41) 0.00224 1.40 (1.13 - 1.81) 0.00399
CEACAM 1.26 (1.09 - 1.47) 0.00232 1.49 (1.17-1.98) 0.0027
CRISP3 1.18 (1.04 - 1.33) 0.00771 1.29 (1.07 - 1.61) 0.0138
MMPS8 1.22 (1.09 - 1.37) 0.000655 1.41 (1.16 - 1.77) 0.00152
MMP9 1.34 (1.15 - 1.57) 0.000151 1.47 (1.19 - 1.86) 0.000644
OLFM4 1.26 (1.10 - 1.44) 0.00102 1.38 (1.13 - 1.73) 0.00278
SELENBPI 1.23 (1.09 - 1.39) 0.000907 1.36 (1.14 - 1.69) 0.00184
A B
T S HR: 9.72, 95% CI 3.62 - 26.06 Q HR: 6.00, 95% Cl1 2.61 - 13.79
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Figure 4: Survival analysis according to SELENBPI and MMP9 expression. A) Kaplan-Meier curves in patients with known
CTCs count (N=43); B) Kaplan-Meier curves in the whole series of patients (N=70).
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Table 5: Multivariable Cox models adjusted for CTCs (circulating tumor cells),
SELENBPI+MMP9 expression, PSA (prostatic specific antigen), AP (Alkaline

phosphatase), LDH (Lactate dehydrogenase) and presence of visceral metastases.
Patients with CTC count (N=43) |
HR 95% CI P-value
MMP9 - SELENBP1 14.53 1.91 110.75 0.0098
Number of CTC (= or <5) 6.95 1.76 27.34 0.0056
PSA 0.99 0.99 1 0.7737
FA 1 1 1 0.02
LDH 0.99 0.99 1 0.3725
Hb 0.97 0.94 1 0.1001
Visceral metastases 2.89 0.45 18.63 0.2638
All patients (N=70)
HR 95% CI P-value
MMP9 - SELENBP] 3.42 1.11 10.52 0.0321
PSA 1 0.99 1 0.6633
FA 0.99 0.99 1 0.237
LDH 1 0.99 1 0.2737
Hb 0.96 0.93 0.99 0.0146
Visceral metastases 1.08 0.34 3.47 0.8901

at time of the sample extraction), the expression of the
two-gene signature remained independently predictive of
shorter OS (HR 14.53; 95% CI, 1.91 - 110.8; P<0.01); the
CTCs count was also predictive of shorter OS (HR 6.94;
95% CI, 1.76 - 27.34; P<0.01). In the global series CTCs
count was not included in the multivariate model, because

of the lack of data in 27 samples, and the two-gene
signature remained independently predictive of shorter OS
(HR 3.42; 95% CI, 1.11 - 10.52; P<0.05) (Table 5).
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Figure 5: Receiver operating characteristic (ROC) curves illustrating CTCs count and two-gene signature
(MMPY9+SELENBPI) alone and combined for the prediction of OS.
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DISCUSSION

The CTCs are a fundamental prerequisite to the
spread of solid cancers, however, the metastatic process
appears to be inefficient since only a subpopulation of
CTCs has the potential to initiate clonal metastatic lesions,
which leads ultimately to the death of patients [17]. The
study of the biological characteristics of cells responsible
for tumor aggression is one of the challenges for CTC
research.

The current study identified genes and molecular
pathways that represent biological differences between
groups of metastatic CRPC patients with different
CTC load and prognosis by using comprehensive gene
expression analysis of blood samples. We observed
differential expression of 282 genes between samples
with >5 CTCs and <5 CTCs (FC > | 1.5 | ). It is important
to point out that most of the differential expressed genes
had been previously described as associated with PC [16],
supporting that molecular alterations present in tumors
may be also detected in peripheral blood. Those genes
were involved in survival functions such as metabolism,
signal transduction, gene expression, and cell growth,
death, and movement. Specifically, among the pathways
deregulated we found chromosome and telomere
maintenance, which is a hallmark of cancer cells compared
to normal cells. Also it is of note the involvement of
biological oxidation which constitutes the basis for
obtaining energy during tumor growth and metastasis
process [18]. The deregulation of these pathways is
consistent with a previously reported gene expression
meta-analysis that identified biological pathways involved
in metastasis of breast cancer [19].

We also describe genes and pathways related to
lower OS, which are involved in cell survival functions
such as metabolism, signal transduction, transport,
and movement, providing biological information that
may be relevant in the understanding of the process on
CRPC progression. Thus, in the RT-PCR validation study
we identified seven differentially expressed genes that
correlated with lower OS: CRISP3, MMP9, ABCAI3,
MMPS8, OLFM4, SELENBPI and CEACAM]1. Of note,
high levels of CRISP3 expression have been previously
found in CRPC and metastases [20]. Moreover,
metallopeptidases are known, not only to contribute to
cancer progression and invasion, but also to signaling
pathways that control cell growth, inflammation, or
angiogenesis [21]. Specifically, MMP9 is a known
ERG target [22], which is one of the genes significantly
upregulated in samples with >5 CTCs. Further, ABCA13
gene belongs to the ATP-binding cassette (ABC) family of
transmembrane transporters and has been observed to be
significantly deregulated in the castration-resistant human
cell lines DU-145 that are resistant to docetaxel [23].
OLFM4 promotes S phase transition in cancer cells as
well as being associated with cell adhesion and metastasis

[24]. SELENBPI gene is expressed in LNCaP cells and
is reversibly downregulated by androgen. However, it
is not expressed by either of two androgen-insensitive
human lines, PC-3 and DU-145 [25]. The exact function
of SELENBPI remains unknown. Finally, CEACAM1
epithelial marker has been related with increased
vascularization of prostate cancer [26].

The validation of this seven-gene model in a wider
cohort demonstrated the strong prognostic significance
of the combination of SELENBPI and MMP9 gene
expression. Although the described gene signature did not
increase the prognostic significance of CTCs enumeration
alone, it adds prognostic ability when it was used in
combination with CTCs count. Interestingly, MMP9 and
SELENBPI were also upregulated in PBMCs from the
short-term survivors patients included in a microarrays
study from Komatsu et al. [27]. Authors suggested the
relevance of the immune system in CTCs load and,
consequently, in clinical and biological behavior of
prostate cancer.

Two studies described whole-blood RNA transcript-
based prognostic models in metastatic CRPC. Ross et
al. described a six-gene signature (consisting of ABL2,
SEMA4D, ITGAL, and CIQA, TIMPI, CDKNIA) that
separated patients with CRPC into two risk groups: a low-
risk group with a not reached median survival (more than
34.9 months) and a high-risk group with a median survival
of 7.8 months (P<0.0001), that was validated in an
independent series of 140 patients. The authors concluded
that the six-gene model suggests a possible deregulation of
the immune system, a finding that warrants further study
[13]. On the other hand, Olmos et al. identified a nine-gene
signature associated with worse OS. Expression profiles
were analyzed with Bayesian latent process decomposition
(LPD) and patients were stratified into distinct prognostic
groups, with different survival: the LPD1, with a median
OS of 9.2 months vs 21.6 months in the non-LPD1 [7.5-
35.6]; P=0.001).

In conclusion, we describe a transcriptional
profile in PBMNC associated with CTCs count that
shows deregulated pathways that may contribute to PC
progression. The knowledge of the molecular alterations
associated with CTC load in peripheral blood has
revealed genes, which are likely to be responsible for
tumor aggressiveness and are potential targets for the
development of future treatments.

METHODS

Patients and samples

Inclusion criteria was histologically or citologically
documented prostate cancer diagnosis, stage IV, that
where considered to be in a CRPC status defined as the
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Prostate Cancer Clinical Trials Working Group (PCWG2)
criteria [28]. Patients were included at the time of
progression or before starting a new antitumor therapy.
Disease progression was defined as rising levels of PSA or
radiographic criteria, following the PCWG?2 criteria [28].

The study was designed as a prospective study.
Patients were prospectively followed from the time of
study inclusion until death or last visit. OS was determined
from the date of CTC determination to the date of death or
last follow-up visit. The institutional committee on human
experimentation approved this study and written informed
consent was obtained from all patients.

The design of this study comprised a first stage,
were an initial cohort of patients were tested for CTCs
count and microarrays analysis, and a second stage, were
a selected set of genes were validated by RT-qPCR in
the same cohort plus in a new series of patients. Gene
expression data were correlated with clinical outcome.

CTCs enumeration

CTCs were counted and isolated as described
previously [6, 29]. Briefly, 7.5 mL of peripheral blood was
collected in CellSave Preservative Tubes (Veridex, LLC)
following manufacturer’s instructions. The first 5 mL of
blood were discarded to avoid epithelial contamination by
the skin during venipuncture. Samples were kept at room
temperature for up to 96 hours until processing. CTCs
were enriched by immunomagnetic isolation based on
the expression of epithelial cellular adhesion molecules
(EpCAM) using the CellSearhc Circulating Tumor
Cell Kit with an automated cell processor (CellTracks
Analyzer II; Veridex, LLC). The ferromagnetic reagent
was conjugated with a phycoerythrin fluorochrome.
Labeled cells were resuspended in a Cell Tracks Magnetic
cartouche and analyzed by a semi-automated fluorescence
cell reader (CellTracks Analyzer II; Veridex, LLC). CD45
was used to determine potential contamination of blood
cells with leucocytes. The CTCs were identified by their
DAPI (nuclear) and EpCAM expression in the absence of
CD45-staining.

Total RNA extraction

Five mL of peripheral blood samples were collected
into Monovette EDTA—containing Vacutainers (Sarstedt).
Blood specimens were layered onto 4 mL of Ficoll-
Paque (GE Healthcare Life Sciences). Mononuclear cells
were isolated and total RNA was extracted using Trizol
Reagent (Invitrogen Life Technologies) according to
manufacturer’s instructions. RNA was quantified by ND-
1000 Spectrophotometer (Nanodrop Technologies).

c¢DNA Microarray

For microarrays hybridization, RNAs were purified
using the RNeasy Micro kit (Qiagen), and quality
were measured by Bioanalyzer technology. cDNA was
generated from 300 ng of total RNA using the Ambion
WT Expression Kit (Applied Biosystems) and according
to manufacturer’s instructions.

Fragmented, labeled and amplified cDNA was
hybridized to the Human Gene 1.1 ST Array (Affymetrix),
which represents approximately 33,000 probe sets. Wash,
rinse and scanning of the arrays was performed according
to manufacturer’s instructions. Quality of the microarray
was assessed by dChip [30] and Expression Console
(Affymetrix) softwares.

Raw expression data from microarrays were
normalized using the robust multiarray algorithm [31]
with a custom probe set definition that mapped probes to
Entrez Gene IDs (HuGenellstvl Hs ENTREZG) [32].
To identify differentially expressed genes between the
different microarray study groups we employed Significant
Analysis of Microarray [33]. One thousand permutations
of the data were used to estimate the False Discovery Rate
(FDR) and to select differentially expressed genes.

The CEL files and RMA values were deposited on
Gene Expression Omnibus (GSE66532).

qRT-PCR

One pg of total RNA was reverse transcribed using
the High Capacity cDNA Archive Kit (Life Technologies)
following manufacturer’s instructions. A real-time
quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) was
performed in a StepOnePlus Real-Time PCR system
(Life Technologies) according to the manufacturer’s
recommendations. Data was acquired using SDS Software
1.4. Amplification reactions were performed by duplicate.
Expression values were based on the quantification
cycle (Cq) from target genes relative to the Cq of ACTB
endogenous gene. Relative expression with respect to
each reference group studied was reported as LogRatio.
Commercial codes for primers and probes were used to
amplify target genes (Life Technologies).

Differential gene expression analysis and
validation

The number of CTCs was correlated with
transcriptomic profile of genes with a median log2
intensity of 6 (9509 genes, 48.5% of total genes). Patients
were clustered using spearman correlation and complete
distance method. Principal Component Analysis (PCA)
was used to test variability of gene expression according
to CTC number. Pathways analysis was performed using
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Reactome, an open source, peer-reviewed database of
human pathways and processes [34].

Ten among the forty most differentially expressed
genes between the <5 and >5 CTCs groups were selected
for further validation in PBMNC samples from the same
patients studied by microarrays. Among them, those who
significantly predict OS were analyzed in a new series of
samples, using qRT-PCR.

Statistical analysis methods

Continuous CTC counts data were converted to
a binary classification (=5 CTCs vs <5 CTCs). Kaplan-
Meier survival curves were generated and evaluated by
log-rank test. For multivariate logistic regression, the
Akaike information criterion (AIC)-based backward
selection was used to drop insignificant terms [35].

The CTC count data were further analyzed with
a receiver operating characteristic (ROC) curve to
estimate a cut-off value that maximized sensitivity and
specificity. The relation between gene expression and
clinical outcome was analyzed with Cox proportional
hazard model. The stepwise Cox regression model
for multivariate analysis was used to evaluate such
association. P-value <0.05 was considered. The best
combination of two genes was selected. The resulting
two-gene model was tested on the initial set of 43 patients
(training set) and with additional 27 patients. This analysis
was done on a masked basis. Individual model risk scores
were computed for each individual patient according to
the prespecified coefficients established in the training set
for the two-gene model. We developed a cutpoint value
(Youden Index derived from Risk scores and status) in
the training set that was applied to split the samples into
two groups according to prognostic risk. Kaplan-Meier
survival curves were generated for the two groups on the
basis of the prespecified cutpoint. We use the dichotomous
variable representing the two risk groups being used as a
single covariate.

All computations were performed using R statistical
software [36].
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Tercer Treball

TMPRSS2-ERG in Blood and Docetaxel Resistance in Metastatic

Castration-resistant Prostate Cancer

Els taxans, docetaxel i cabazitaxel, sén el tractament quimioterapic que han
demostrat una major eficacia en el CP. Perd degut a que no hi ha biomarcadors
per a predir I'eficacia d’aquests farmacs, un percentatge important de pacients
acaben rebent aquests tractaments sense obtenir-ne un benefici clinicament

rellevant.

El gen de fusi6 TMPRSS2-ERG és especific del CP i acaba produint la
sobreexpressié d’'una forma truncada d’'ERG, que segons dades precliniques,
s’uneix als dimers de tubulina i impedeix la interaccié entre els taxans i la
tubulina, i per tant 'accié d’aquests tipus de farmacs. A més a més, la preséncia
d’aquest gen de fusio s’ha associat amb el procés I’ EMT. Aquest fenomen també

esta implicat en la resisténcia als taxans en CP.

L’objectiu d’aquest treball és estudiar la preséncia del gen TMPRSS2-ERG en
mostres de sang de pacients afectes de CPRC tractats amb taxans i

correlacionar-ho amb I'eficacia del tractament.

Pacients i Métode:

Mitjangant qRT-PCR s’ha estudiat I'expressié génica de la variant Il de
TMPRSS2-ERG en mostres de RNA provinents de la fraccié de PBMCs. S’han
inclos tant pacients afectes de CPRC tractats amb taxans com controls sans i
s’han categoritzar els pacients com positius si el cicle de quantificacio de
TMPRSS2-ERG i del control endogen eren menors a 35 i per duplicat. En cas
contrari, al detectar-se unicament I'expressio del gen endogen s’han considerat
negatius per TMPRSS2-ERG. També s’han analitzat altres gens (AR,
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C10RF116 i KLK3) relacionats amb el CP com a marcadors indirectes de la
preséncia de CTCs. En 33 casos s’ha realitzat el mateix analisi perd en mostres

de RNA provinents de teixit tumoral.

Resultats:

En cap de les 24 mostres provinents de voluntaris sans s’ha detectat la preséncia
de TMPRSS2-ERG. Només en les mostres de pacients afectes de CPRC amb
més de 5 CTCs, provinents d’un estudi previ®*®, s’ha detectat aquest gen de fusio
(7 de 22 pacients). D’altra banda, els nivells de KLK3, com a marcador indirecte
de la preséncia de CTCs, han estat superiors en les mostres TMPRSS2-ERG
positives respecte a les negatives. El gen de fusié tampoc s’ha detectat en

mostres KLK3 negatives.

En la cohort de pacients tractats amb docetaxel, en el 16% dels casos s’ha
detectat la preséncia de TMPRSS2-ERG i aquests pacients han presentat una
menor taxa de respostes per PSA (12.5% vs. 68.3%, p=0.005) i una menor
reduccio en els nivells de PSA (-11.6% vs. -60.2%, p=0.002). A més a més, la
preséncia d’aquest gen s’ha correlacionat amb una pitjor supervivéncia lliure de
progressio bioquimica (3.12 vs. 7.47 mesos, p<0.001), clinica/radioldgica (3.08
vs. 8.23 mesos, p<0.001) i global (11.2 vs. 26.9 mesos, p=0.003). En l'analisi
multivariat, TMPRSS2-ERG ha esdevingut un factor pronostic independent, tant
per a la supervivéncia lliure de progressido bioquimica com per a la
clinica/radiologica, confirmant-se aquest resultats mitjancant una validacié

interna segons el métode de Brier.

D’altra banda, s’ha analitzat si la deteccié de KLK3, com a marcador indirecta de
CTCs, podia influir en I'evolucié dels pacients. Classificant els pacients en funcié
de la preséncia dels dos gens, TMPRSS2-ERG i KLK3, s’ha vist que els pacients
positius per ambddés gens presentaven una menor resposta al tractament i pitjor
supervivéncia, mentre que no s’han trobat diferencies en funcié de KLK3 entre
els pacients TMPRSS2-ERG negatius.
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En aquest treball també s’han analitzat 22 pacients tractats amb cabazitaxel. La
taxa de detecci6 de TMPRSS2-ERG ha estat superior en aquests pacients
respecte els pacients tractats amb docetaxel (22.7% vs. 16%). No s’han trobat
diferencies en la taxa de respostes perod els pacients positius van presentar una
pitjor supervivéncia lliure de progressioé bioquimica i una tendéncia a una pitjor

supervivéncia lliure de progressio clinica/radiologica i global.

A més a més, s’ha analitzat de forma sequencial la preséncia del gen TMPRSS2-
ERG en 68 mostres de sang provinents de 27 pacients. Es va veure com en un
41% dels casos que tenien una determinacié basal negativa s’acabava
positivitzant en el moment de la progressio de la malaltia, suggerint una possible
seleccié clonal de ceél-lules tumorals TMPRSS2-ERG positives i/o un increment

en el nombre de CTCs.

La deteccido de TMPRSS2-ERG en teixit ha estat del 48.5%, i la concordancga
entre la deteccié en mostres de sang i teixit ha estat del 69.7%. El valor predictiu
de resposta a docetaxel de TMPRSS2-ERG analitzat en mostres de teixit ha
estat similar al de la sang pel que fa a la supervivéncia lliure de progressio
bioquimica perd no aixi per la supervivéncia lliure de progressio

clinica/radiologica o la taxa de respostes.
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Article info Abstract
Article history: TMPRSS2-ERG rearrangement is a genetic alteration exclusive to prostate cancer, asso-
Accepted February 11, 2016 ciated with taxane resistance in preclinical models. Its detection in blood samples of
metastatic resistant prostate cancer (mCRPC) patients may indicate the presence of
Associate Editor: circulating tumour cells with this genetic alteration and may predict taxane resistance.
James Catto To test this hypothesis, we evaluated TMPRSS2-ERG expression using quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction in peripheral blood mononuclear cells
and tumour tissue from mCPRC patients treated with taxanes. We examined peripheral
Keywords: blood mononuclear cells from 24 healthy controls, 50 patients treated with docetaxel,
Biomarker and 22 with cabazitaxel. TMPRSS2-ERG was detected in 0%, 16%, and 22.7% of them,

Docetaxel respectively. In docetaxel-treated patients TMPRSS2-ERG detection correlated with
lower prostatic-specific antigen (PSA) response rate (12.5% vs 68.3%, p = 0.005), PSA-
Pro§tate cancer progression-free survival (PFS; 3.1 mo vs 7.5 mo, p < 0.001), clinical/radiological-PFS
Resistance (3.1 movs 8.2 mo, p < 0.001), and it was independently associated with PSA-PFS (hazard
TMPRSS2-ERG ratio 3.7; p = 0.009) and clinical/radiological-PFS (hazard ratio 6.3; p < 0.001). Moreover,
TMPRSS2-ERG also predicted low PSA-PFS to cabazitaxel. At progression, a switch from
negative to positive TMPRSS2-ERG was observed in 41% of patients with undetected
TMPRSS2-ERG at the baseline sample. Tissue TMPRSS2-ERG expression correlated with
lower PSA-PFS (p=0.02) to docetaxel. Our findings support the potential role of
TMPRSS2-ERG detection as a biomarker to tailor treatment strategies.
Patient summary: Taxanes are the most active chemotherapy agents in metastatic
resistant prostate cancer. However, not all patients respond to this therapy. In the
present study we show that the detection of TMPRSS2-ERG in blood from metastatic
resistant prostate cancer patients predicts resistance to docetaxel and it may be useful to
select treatment and to avoid possible toxicities in refractory patients.
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Recent advances have seen the introduction of new agents
for metastatic castration resistant prostate cancer (mCRPC).
Whilst taxanes are the most active chemotherapeutic
agents in mCRPC [1,2], cabazitaxel is approved for
docetaxel-resistant tumours [3]. As there are no clinical
biomarkers to predict taxane response, many nonresponding
patients receive these treatments without benefit. We
investigated whether the presence of the TMPRSS2-ERG fusion
could be used to guide taxane use. This gene fusion appears
specific to prostate cancer and leads to a high expression of
a truncated functional ERG protein [4], which may alter
taxane response. Galletti et al [5] demonstrated that ERG
binds to soluble tubulin and decreases the taxane-tubulin
interaction, leading to impaired taxane sensitivity. Further-
more, TMPRSS2-ERG induces epithelial-to-mesenchymal
transition, which is also associated with taxane resistance
in CRPC [6].

To test our hypothesis, we collected peripheral blood
from 50 men receiving docetaxel, 22 receiving cabazitaxel
(Supplementary Table 1 and 2), and 24 healthy volunteers
included as negative controls. Healthy volunteers were
nononcologic patients admitted for different surgical
treatments. This cohort is part of a larger prospective
collection (Supplementary Fig. 1). Sequential blood samples
were available from 27 (36.5%; interval from initial sample
collection 11.6 mo + 8.4 mo) and matching prostate cancer
formalin-fixed paraffin-embedded tissue from 33 (44.6%)
patients (Supplementary Fig. 1). We studied the peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) fraction from the blood, as
circulating tumour cells (CTCs) may miss epithelial markers
used for its isolation due to an epithelial-to-mesenchymal
transition phenomenon [7]. We measured TMPRSS2-ERG
mRNA expression by quantitative reverse-transcription poly-
merase chain reaction in each sample using Tagman assay
technology. Specifically, commercial primers for TMPRSS2-
ERG detected the most commonly reported fusion transcript
TMPRSS2 exon 1 fused to ERG exon 4. Patients were
categorized as TMPRSS2-ERG positive when both TMPRSS2-
ERG and housekeeping genes were detectable (quantification
cycle < 35) in duplicate samples. They were considered
TMPRSS2-ERG negative when housekeeping genes but not
TMPRSS2-ERG were detectable (quantification cycle > 35 or
undetermined). Additionally, the expression of prostate
specific genes (AR, C10RF116, and KLK3) was analyzed in
PBMC as indirect markers of CTCs. Full study methods are
described in the Supplementary material. The hospital’s
Institutional Ethics Committee approved the study (approval
number: 2012_7532). All participants provided written
informed consent.

No TMPRSS2-ERG was detected in the 24 healthy
volunteers. To confirm the prostatic origin of TMPRSS2-
ERG detection in PBMCs we tested 45 mCRPC patients with
known CTC count from a previous study [8]. TMPRSS2-ERG
was only detected in patients with >5 CTCs (seven of 22;
32%; p =0.004). Moreover, in the present study, we found
higher KLK3 levels in TMPRSS2-ERG-positive samples than in
negative ones. No TMPRSS2-ERG was detected in KLK3
negative samples (Supplementary Fig. 2). Our results
support the prostate cancer specificity of TMPRSS2-ERG

and enable its detection over a background of native mRNA
from other mononuclear cells apart from CTCs.

Among 50 docetaxel-treated patients, eight (16%) were
TMPRSS2-ERG-positive and 42 negative. TMPRSS2-ERG-
positive patients had a lower prostatic-specific antigen
(PSA) response rate than negative (12.5% vs 68.3%, p = 0.005,
respectively) and a lower PSA reduction (Fig. 1A and 1B).
TMPRSS2-ERG significantly correlated with lower PSA-
progression free survival (PFS), clinical/radiological (C/R)-
PFS, and overall survival (Fig. 1C-E). Moreover, TMPRSS2-
ERG was independently associated with PSA-PFS (hazard
ratio 3.7; 95% confidence interval 1.4-10; p = 0.01) and C/R-
PFS (hazard ratio 6.3; 95% confidence interval 2.3-17.3;
p <0.001; Supplementary Table 3). We observed that
TMPRSS2-ERG-positive patients had more adverse prognos-
tic factors compared with TMPRSS2-ERG-negative (Supple-
mentary Table 1). However, only TMPRSS2-ERG was an
independent prognostic factor for PSA-PFS and C/R-PFS in
the multivariate analysis. An internal validation using
100 bootstrap samples and a Brier score was performed,
obtaining 0.1476 and 0.1572 scores for PSA-PFS and C/R-
PFS, respectively. This result supports a good accuracy of the
model as a predictor of docetaxel outcome. A larger
multicentre independent prospective validation study is
ongoing.

We also analyzed if the detection of KLK3, as an indirect
marker of CTCs, may affect clinical outcome. TMPRSS2-ERG-
negative/KLK3-positive and TMPRSS2-ERG-negative/KLK3-
negative patients had a better PSA response, PSA-PFS, and
C/R-PFS than TMPRSS2-ERG-positive/KLK3-positive patients
(Supplementary Fig. 3; Supplementary Table 4).

Among the 22 cabazitaxel-treated patients, five (22.7%)
were TMPRSS2-ERG-positive. No differences in PSA response
rate or best PSA response according to TMPRSS2-ERG
detection were observed. However, TMPRSS2-ERG-positive
patients had poorer PSA-PFS and a trend to a poorer C/R-PFS
and overall survival compared with negative patients
(Fig. 2A-C; Supplementary Fig. 4A and 4B). A larger number
of patients are required to define the association between
TMPRSS2-ERG and cabazitaxel resistance.

Sixty-eight sequential PBMC samples were collected
from 27 (36.5%) of 74 patients that underwent systemic
treatment, 19 (63.3%) of them with docetaxel therapy.
Interestingly, seven (41.2%) of 17 negative baseline samples
switched to a positive expression at disease progression
(Fig. 2D). This may suggest a possible clonal selection of
refractory TMPRSS2-ERG-positive tumour cells and/or an
increase of TMPRSS2-ERG-positive CTC amount.

TMPRSS2-ERG expression in tumour tissue was detected
in 16 (48.5%) of the 33 patients with available tumour tissue
samples, a percentage similar to previously described in the
literature [5]. Among the 33 patients where both tumour
tissue and PBMC samples were available, we analysed the
concordance in TMPRSS2-ERG expression between samples
types. We considered concordant results when at least
one positive PBMC and a positive tumour tissue samples
were observed (n = 6), or when both were negative (n=17).
These were observed in 23 (69.7%) out of 33 patients. In
10 patients (30.3%) with positive TMPRSS2-ERG tumours,
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Fig. 1 - Docetaxel outcome according to TMPRSS2-ERG status in peripheral blood mononuclear cells samples. (A) Waterfall plot representing individual
prostate-specific antigen (PSA) response. Red line shows a >50% reduction in PSA level from baseline, indicating a PSA response (Fisher’s exact test).
(B) Boxplot representing percentage of change in best PSA response (Wilcoxon rank sum test). (C) Kaplan-Meier curves for PSA progression-free
survival (PSA-PFS); median PSA-PFS was 3.12 mo (95% confidence interval [CI], 2.07 to not reached) in TMPRSS2-ERG positive patients and 7.47 mo
(95% ClI, 5.83-8.27) in TMPRSS2-ERG negative patients. (D) Kaplan-Meier curves for clinical/radiologic PFS (C/R-PFS); median C/R-PFS was 3.08 mo

(95% ClI, 2.57-4.17) in TMPRSS2-ERG positive patients and 8.23 mo (95% CI, 7.1-10.03) in TMPRSS2-ERG negative patients. (E) Kaplan-Meier curves for
overall survival; median overall survival was 11.2 mo (95% CI, 4.67 to not reached) in TMPRSS2-ERG positive patients and 26.9 mo (95% CI, 21.17 to not

reached) in TMPRSS2-ERG negative patients.
HR = hazard ratio.

PBMCs were negative. No positive PBMCs were observed
among patients with negative tumours (Fig. 2D). The lack of
detection of TMPRSS2-ERG in PBMC from patients with
TMPRSS2-ERG positive tumours could be explained by the
limitations of quantitative reverse-transcription polymerase
chainreaction sensitivity, the absence of CTCs, and/or tumour
heterogeneity. Indeed, the presence of TMPRSS2-ERG rear-
rangement may be heterogeneous within the same primary
tumour, although its expression is consistent within the
different metastatic sites from the same patient [9].

Among 25 docetaxel-treated patients with available
tissue samples, 14 (56%) were TMPRSS2-ERG-positive,
finding that is correlated with a shorter PSA-PFS but
no statistical differences were found in PSA response rate or
C/R-PES (Fig. 2E-G). If the clinical utility of TMPRSS2-ERG
detection in blood or CTCs as a biomarker of taxane
resistance is superior to its determination in primary
tumours has to be determined.

In conclusion, the present study suggests that the
detection of TMPRSS2-ERG mRNA in blood may be a
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Fig. 2 - Cabazitaxel and docetaxel outcome according to TMPRSS2-ERG status in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) samples and tissue.

(A) Waterfall plot representing individual prostate-specific antigen (PSA) response of cabazitaxel-treated patients according to TMPRSS2-ERG status;
red line shows >50% reduction in PSA level from baseline, indicating a PSA response. (B) Kaplan-Meier curves for PSA-progression-free survival
(PSA-PFS) in cabazitaxel-treated patients; median PSA-PFS was 2.3 mo (95% confidence interval [CI], 1.6 to not reached) in TMPRSS2-ERG-positive
patients and 4.8 mo (95% CI, 3.5-6.3) in TMPRSS2-ERG-negative patients. (C) Kaplan-Meier curves for clinical/radiologic-PFS in cabazitaxel-treated
patients; median clinical/radiologic-PFS was 4.1 mo (95% CI, 2.1 to not reached) in TMPRSS2-ERG-positive patients and 5.9 mo (95% CI, 3.8-8.1) in
TMPRSS2-ERG-negative patients. (D) TMPRSS2-ERG expression in tissue and sequential PBMC samples. Concordance between TMPRSS2-ERG expression
in formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples and PBMC baseline sample (S-0) is shown on the left and right panel. Right panel includes
sequential PBMC samples (S-1, S-2, and S-3). Docetaxel-treated patients are represented with a blue box. (E) Waterfall plot representing individual PSA
response according to TMPRSS2-ERG expression on tissue. (F) Kaplan-Meier plot representing PSA-PFS in docetaxel-treated patients according to
TMPRSS2-ERG expression on tissue; median PSA-PFS was 4.7 mo (95% CI, 2.9-8.9) in TMPRSS2-ERG-positive patients and 10.1 mo (95% CI, 4.8-13.2) in
TMPRSS2-ERG-negative patients. (G) Kaplan-Meier plot representing C/R-PFS in docetaxel-treated patients according to TMPRSS2-ERG expression on
tissue; median C/R-PFS was 6.1 mo (95% CI, 2.9-8.1) in TMPRSS2-ERG-positive patients and 8 mo (95% Cl, 3.9-12.3) in TMPRSS2-ERG-negative patients.

HR = hazard ratio.
2 Samples collected on castration resistance status.

potential biomarker of docetaxel resistance in mCRPC
patients. The specificity of this biomarker in prostate
cancer and the noninvasive sample collection would
facilitate its clinical application.
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S’estima que al 2018 es van diagnosticar més de 1.3 milions de casos nous de

CP i aquest provocara la mort de més de 300.000 homes a nivell mundial’.

Tot i que en la malaltia localitzada les dades de curacié sén altes, en malaltia
localment avangada i, especialment en malaltia metastatica, aquestes empitjoren
de forma important, sent les curacions anecdotiques en aquesta ultima. Per tant,

cal seqguir treballant per tal de millorar el pronostic d’aquests pacients.

D’altre banda, moltes vegades la malaltia reapareix després d’un interval llarg de
temps respecte el diagnostic i tractament de la malaltia localitzada. Per aquest
motiu, la biologia del tumor primari no té per qué ser la mateixa que en la malaltia
metastatica. També cal destacar que el patré de disseminacio d’aquesta malaltia,
sent principalment a nivell ossi, dificulta encara més 'obtencié de teixit tumoral
que pugui ser util per a I'estudi de la biologia de la malaltia en fases més
avancgades d’aquesta. Tots aquests factors, entre d’altres, han impedit 'avang en
el desenvolupament de biomarcadors i nous tractaments per a la malaltia

avancada.

Per tal de superar aquestes limitacions hem optat per aplicar diferents
metodologies. Per una banda, hem estudiat els mecanismes de resisténcia a la
quimioterapia, docetaxel, i la supressié androgénica en CP localitzat d’alt risc
tractat de forma neoadjuvant amb aquests farmacs i els resultats s’han validat
en linies cel-lulars de CPRC (Treball 1). D’altra banda, hem estudiat de forma
indirecta les CTCs de pacients afectes de CPRC mitjangant I'estudi de la capa
de PBMCs. L’estudi d’expressio génica en les PBMCs ens ha permeés
desenvolupar un model per a predir la supervivencia global d’aquests pacients
(Treball 2) i establir TMPRSS2-ERG com a biomarcador en aquestes mostres

per a predir la resisténcia al docetaxel (Treball 3).

En el primer treball s’ha utilitzat el tumor residual d’espécimens de
prostatectomia radical tractats de forma neoadjuvant amb supressié androgénica

i docetaxel per a estudiar els mecanismes implicats en la resisténcia a aquests
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farmacs. Cal destacar que, per la propia natura d’aquest treball, els mecanismes

aqui descrits poden ser comuns en la resisténcia a ambdéds tractaments.

Aquesta estrategia, I'estudi de la pecga quirurgica després d’administrar-se un
tractament sistémic neoadjuvant, ha estat ampliament emprada per a estudiar
els mecanismes de resisténcia a farmacs en patologies en les que el tractament
neoadjuvant ha demostrat eficacia i s’utilitza en la practica clinica habitual com

en el cancer de mama3b.

En el CP, diferents grups han utilitzat aquesta metodologia, tant per a estudiar la
resisténcia a la supressié androgénica com al docetaxel, perd sempre en el
context d’assajos clinics ja que en aquesta patologia aquest no és un tractament

estandard®.

Per un banda, s’ha vist com el tractament amb supressié androgénica
neoadjuvant, tot i reduir en més del 75% els nivells d’androgen en teixit, no
redueix I'expressio de diferents gens de resposta a androgens, com el AR i PSA
de forma significativa®®’. Aixo s’ha vist de forma independent de la durada del
tractament de supressié androgénica neoadjuvant®’. Aquesta supressid
suboptima pot produir canvis adaptatius permetent la supervivencia de les

cél-lules de CP en un ambient pobre en androgens®®’.

Ryan CJ i col. van estudiar la peca de prostatectomia en una cohort de 21
pacients després de tres mesos de supressié androgénica neoadjuvant i en 23
pacients tractats només de forma quirurgica com a controls. Es va comparar
'expressid génica dels pacients que havien recaigut amb la dels que estaven
liures de malaltia. En els tumor dels pacients que havien recaigut, tot i rebre
tractament neoadjuvant els nivells d’expressié de gens regulats per androgens
com KLK3, FOLH1 o PAP, entre d’altres, eren superiors respecte als pacients
lliures de recaiguda. Per immunohistoquimica, aquests mateixos pacients
presentaven nivells més alts de PSA respecte els pacients tractats perd sense

recaiguda i alhora similars als pacients control®°8,

128



En altres treballs també s’ha trobat una major sobreexpressio de AR en pacients
tractats amb supressié androgénica abans de la cirurgia respecte pacients no
tractats, i s’han confirmat aquestes dades en experiments in vitro amb les linies

cel-lulars sensibles a androgens LNCaP3%°.

Els nostres resultats concorden amb aquests treballs ja que hem trobat
sobreexpressio de AR i de gens regulats per ell mateix, com ZEB1, IL6, TGFBR3
o0 KLF9, en els tumors dels pacients tractats, tot i que hi hagi resposta per PSA
en sérum. A més a més, uns nivells més elevats de AR tant a nivell de mRNA
com a nivell de proteina, en aquest ultim cas en la seva localitzacid
citoplasmatica, s’associen a un major risc de recaiguda en la nostra cohort de
pacients. Aquestes dades ens permeten concloure que una senyalitzacio
persistent a través de la via del AR pot associar-se amb la resisténcia al

tractament i un major risc de recaiguda de la malaltia.

Un altre mecanisme cel-lular induit per la supressié androgénica és la
senescéncia cel-lular3©361  Aquest és un procés irreversible en el que les
cél-lules perden la seva capacitat de replicacié com a resposta a diferents tipus
de noxes (p.ex.: escurcament dels telomers, estrés ambiental o induida per
oncogens)®?, La senescéncia s’ha descrit com un mecanisme protector contra
el cancer en etapes precoces perd també pot promoure el seu desenvolupament
a través de la secrecié de proteines com citocines proinflamatories o factors de
creixement que actuaran de forma paracrina en les cél-lules tumorals properes
afavorint la progressié tumoral®®3. En models in vitro de CP s’ha descrit com la
supressio androgénica pot afavorir el desenvolupament de senescéncia en les
cél-lules tumorals mitjangant la infraexpressi6 de Skp2 i, alhora, aquestes
cél-lules senescents segreguen factors que promouen la progressio tumoral36°.
En mostres de pacients tractats amb supressié androgénica neoadjuvant s’ha
descrit un increment de cél-lules tumorals senescents, mitjancant I'estudi de
GLB1, especialment en tumors amb un Gleason intermig (6 i 7) i després d’un

tractament neoadjuvant prolongat3®'.

En altres treballs s’ha intentat una supressié6 més potent de la via del AR

mitjangant el tractament combinat de supressié androgénica amb inhibidors de
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5-alfa-reductasa (dutasterida), CYP11A1/CYP17A1 (ketoconazol) i antagonistes
de AR (bicalutamida)®®* o amb agents hormonals de nova generacié com
I'abiraterona®®®. Mostaghel i col. van trobar que els pacients que rebien
tractament neoadjuvant combinat, tot i presentar una major reduccié en els
nivells d’androgens tumorals, mantenien I'activacié del AR de forma similar al
brag control de supressié androgénica®®*. S’han obtingut resultats similars en un
estudi de neoadjuvancia amb abiraterona®®. En els pacients tractats amb
abiraterona, s’ha vist que tot i trobar-se una reduccié significativa dels nivells
d’androgens tumorals, els nivells de AR nuclear eren elevats, traduint per tant
una persisténcia en I'activacié de la via de senyalitzacié del AR. A més a més,
sembla que el tractament neoadjuvant amb abiraterona pot reduir 'expressioé de

PD-L1 i la infiltracié per limfocits CD8+3,

A diferencia del descrit anteriorment, no hem trobat canvis en I'expressid nuclear
del AR entre els pacients tractats i els controls, perd si en els seus nivells
citoplasmatics sent més alts en els pacients tractats. Aquesta discordanca
respecte a la literatura pot ser deguda al fet que els nostres pacients no han rebut
supressio androgénica en monoterapia sind que s’ha combinat amb docetaxel.
S’ha descrit com els taxans inhibeixen la translocacié al nucli del AR i, per tant,
els seus nivells en aquesta localitzacié podrien ser menors®. En un altre treball,
s’ha trobat que sota supressié androgénica hi ha un increment en els nivells de
AR pero principalment en la seva localitzacié citoplasmatica respecte els

controls3%7,

D’altra banda, les variants d’splicing del AR no es veuen afectades per aquesta
inhibicid de la translocacié nuclear pels taxans, pel que poden mantenir actiu el
programa transcripcional del AR tot i la inhibicio del AR full-length®®8. Aquest fet
pot explicar les dades in vitro de resisténcia creuada entre taxans i agents
hormonals de nova generacié®, i les diferencies d’eficacia a nivell clinic dels
nous agents hormonals, enzalutamida i abiraterona, en pacients que no han

rebut quimioterapia préviament'’".3%° | després de la seva administracio'817°,

Altres grups han realitzat estudis similars perd unicament amb tractament

neoadjuvant de quimioterapia i sense supressié androgénica’'437%. En un d’ells
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s’ha descrit que els tumors dels pacients tractats presenten un sobreexpressio
de gens que codifiquen proteines que metabolitzen els androgens (p.ex.:
CYP11B1 0 HSD11B2) i, per contra, els que participen en la seva biosintesis es
troben infraexpressats (p.ex.. HSD11B1 0 CYP11B2)'. Aixo suggereix que una
de les respostes del tumor al docetaxel és reduir la biodisponibilitat dels

androgens'™4.

Un altre grup ha estudiat els canvis en el tumor abans i després de rebre
tractament neoadjuvant amb docetaxel i mitoxantrona. En aquest treball es va
trobar una sobreexpressié de citocines regulades per la via de NF-xB en les
mostres post-tractament®’?. Aquestes dades concorden amb treballs previs del
grup en els que es va trobar un increment en I'expressié de NF-xB i de IL6,
citocina regulada per aquesta via, associant-se aquests amb la resisténcia a la

quimioterapia en CP%%,

D’altra banda, la via de NF-xB també indueix el procés ' EMT en CP3"", El procés
d’EMT s’ha relacionat amb la resisténcia als tractaments' i en CP I'expressid
nuclear de NF-xB es correlaciona amb un temps més curt a la recaiguda després
del tractament quirtrgic®’?, confirmant-se el valor pronostic d’aquesta via en el
CP.

Beltran H. i col.3”® han estudiat la pega de prostatectomia d’'un subgrup de
pacients (52 de 788) inclosos en un assaig clinic de docetaxel i supressio
androgénica neoadjuvant en CP localitzat d’alt risc®’4. En aquest treball s’ha
descrit com el tractament neoadjuvant combinat pot donar lloc a la
sobreexpressid de gens relacionats amb EMT (p.ex.: ZEB2, SNAI1, TGFB2,
CDH2i VIM), la via NF-«xB (p.ej.: IL6), la sobreexpressié del AR, ARv7 i de gens
reprimits per ell (p.ej.: MET, CD200, MAPRE?); i també la infraexpressio de gens
induits pel AR (p.ej.: KLK3). Per tant, aquestes dades concorden i confirmen les

nostres troballes.

En lanalisi d’expressié diferencial hem trobat que un 67.7% dels gens es

trobaven diferencialment expressats entre els pacients tractats i els controls. A
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més a més, la sobreexpressié de gens relacionats amb el procés d’EMT

s’associava amb un temps a la recaiguda més curt.

El procés d’EMT és un procés fisioldgic que es dona durant el desenvolupament
i ’Themostasia, per exemple en la reparacié de ferides, perd també es déna en
condicions patologiques, especialment en cancer i fibrosis'18 [ ’activacid
d’aquest programa indueix multiples canvis en les cél-lules incloent la
reorganitzacio del citoesquelet, canvis en la seva morfologia, la dissoluci6 de les
unions intercel-lulars, la pérdua de la polaritat apical-basal i el guany de polaritat
frontal-posterior, i facilita la motilitat i la degradacié de la matriu extracel-lular,
afavorint finalment el procés d’invasio’. Aquest programa acaba modificant
I'expressio d’uns 250 gens3’®, entre ells indueix la pérdua de marcadors epitelials

(p.ex.: CDH1) i el guany dels mesenquimals (p.ex.: VIM i CDH2)'86,

Tant I'activacié del AR com la supressio androgénica3’%3’” poden induir el
procés d’EMT i la progressié del CP. A més a més, I'expressié de ZEB1, gen
implicat en EMT, és induida per la dihidrotestosterona i mitjangada per dos
elements de resposta a androgens®’8. Addicionalment, s’ha vist que les variants
de splicing del AR, que es troben constitutivament activades, també regulen el
procés d'EMT?"® a través de la interaccio directa amb el intré 1 de CDH238 j
induint la produccié de TGFB38'. Aquestes també indueixen I'expressié de gens
CSC382, Mecanisticament, s’ha vist com la inhibicié del domini N-terminal del AR,
que és el que interacciona amb la tubulina, reverteix el procés d’EMT i
incrementa la resposta al docetaxel en estudis in vitro®®3. Aquests resultats no
s’han vist reflectits a nivell clinic, ja que la determinacié de la ARv7 en CTCs no
s’ha associat amb la resisténcia primaria als taxans3® pero si amb els inhibidors
del AR384,

D’altre banda s’han descrit semblances moleculars entre les CSC i les cél-lules
que pateixen un fenomen d’ EMT, i també que la induccié del fenotip EMT
afavoreix I'expressido de marcadors de stem cellf>38, En el nostre model de
linies cel-lulars resistents a docetaxel hem trobat una elevada expressio del
marcador stem cell CD44 i infraexpressié de CD24, i que I'exposicié continuada

a docetaxel en dosis creixents indueix I'expressio del primer. Addicionalment, en
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les mostres de pacients tractats amb neoadjuvancia també veiem aquest mateix
patrd. Els nostres resultats son congruents amb els d’altres grups que han descrit
una poblacié CD24'°"—CD44"9" en models cel-lulars resistents a docetaxel tant
de CP'% com de cancer de mama3®®’. En estudis preclinics, s’ha vist com CD44
i CD147, a través de les vies de PI3K/AKT i MAPK, incrementen el potencial

metastasic i atorguen resisténcia a la quimioterapia en CP38,

En les nostres linies cel-lulars de CP s’ha identificat una subpoblacio de cél-lules,
ZEB1*/CD44*, que tenen un fenotip EMT i que soén intrinsecament resistents a
docetaxel. Aquestes cél-lules s’han identificat amb molt baixa frequiéncia en les
linies cel-lulars parentals i després de I'exposicio a docetaxel la seva frequéncia
augmenta de forma important. D’altre banda, un 13.6% de les mostres de
pacients que havien rebut tractament neoadjuvant presentaven co-localitzacio
d’ambdds marcadors, ZEB1*/CD447, perd aquests no es va detectar en cap dels
controls. Totes aquestes troballes recolzen l'existéncia d’'una poblacié de
cél-lules amb caracteristiques EMT/stem cell-like que son intrinsecament
resistents al tractament. El tractament amb docetaxel pot produir una seleccié
clonal, eliminant la poblacié de ceél-lules sensible al farmac i permetent el

creixement de les resistents.

En el nostre model, el docetaxel indueix un fenotip d’EMT, tant en les linies
cel-lulars parentals com en les resistents. Per tant, tant I'existéncia de cél-lules
amb un fenotip EMT, que presenten resisténcia intrinseca al tractament, com la
induccié d’aquest fenotip pel docetaxel sén possibles mecanismes de resisténcia
al farmac. En un altre treball’® s’ha descrit com els microRNAs miR-200c i miR-
205, que regulen el fenotip epitelial, es troben infraexpresats en les linies
cel-lulars PC-3 i DU-145 resistents a docetaxel. En aquest mateix treball s’ha
descrit com hi ha una reduccié en I'expressiéo de CDH1 en els tumors que han
rebut un tractament neoadjuvant previ respecte els no tractats. En un altre treball
s’ha vist com les linies cel-lulars DU-145 resistents a paclitaxel presenten una
major expressio de ZEB1, VIM i SNAI 1389,

Degut a l'existéncia d’aquestes dades que recolzen al procés d'EMT com a

causal de la resisténcia al docetaxel, es va optar per interferir en I'expressio del
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factor de transcripcié ZEB1, que és un dels principals mediadors dEMT. La
inhibicié de ZEB1 mitjancant la transfeccié d’un siRNA restaura I'expressié de
CDH?1 i suprimeix CD44, aix0 és consistent amb una reversié del procés ’'EMT
i de les caracteristiques CSC. D’altra banda, la inhibici6 de ZEB17 indueix
mortalitat en les linies cel-lulars independentment del tractament amb docetaxel.
Aquest fet ja s’ha descrit anteriorment3® i és consistent amb el paper que té
ZEB1 en la proliferacio cel-lular, degut a que indueix I'expressio de inhibidors del
cicle cel-lular. A més a més, la inhibici6 de ZEB1 restaura la sensibilitat a
docetaxel, recolzant el paper dEMT i el fenotip CSC en la resisténcia al
tractament. En altres models de cancer, concretament en cancer de pulmg, la
inhibicid de ZEB1 incrementa la sensibilitat a la quimioterapia in vitro i la seva

sobreexpressio, in vivo, afavoreix la resisténcia a la quimioterapia3®'.

Diversos treballs recolzen el procés ’EMT com un element fonamental en la
invasio i migracio tumoral aixi com també en la recurréncia tumoral, que sembla
que esta associada amb les CSC. Se sap que I'expressié de CD44 i VIM en els
tumors primaris és un factor pronostic advers®’'392, En el nostre treball, els pocs
pacients que co-expressaven ZEB1*/CD44* en els tumors primaris han tingut

una evolucio clinica molt desfavorable.

En resum, en el primer treball s’ha descrit un patré d’expressié diferencial de
diferents marcadors relacionats amb NF-«B, AR, EMT i CSC entre els tumors
dels pacients tractats amb neoadjuvancia i els no tractats. | molts d’aquests gens
s’han relacionat amb un major risc de recaiguda clinica i/o bioquimica. Degut a
que la poblacio tractada amb quimioterapia neoadjuvant té unes caracteristiques
cliniques desfavorables respecte la poblacié quirurgica, no podem excloure que
la expressié diferencial d’aquest gens sigui degut a les caracteristiques de la
propia malaltia i no pel tractament neoadjuvant administrat. No obstant, cap de
les variables cliniques (PSA, Gleason, estadi clinic o tractament neoadjuvant
previ) s’ha correlacionat amb I'evolucié dels pacients en I'analisi univariat o en el

multivariat.

En general, els nostres resultats recolzen el paper del procés dEMT en la

resisténcia al tractament i en la progressio del CP. Aquests resultats s’han derivat
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del estudi d’'una cohort de pacients amb malaltia localitzada i que ha rebut
tractament neoadjuvant i, per tant, no es poden extrapolar a malalts amb CPRC.
Malgrat aix0, tant les dades cliniques com les derivades dels models in vitro
resistents a la castracid recolzen la relacié entre EMT i la resisténcia a la
quimioterapia en el CP. Tant evitar aquest procés com revertir-lo mitjangant
estratégies innovadores pot permetre millorar els resultats dels pacients amb

CPRC o les opcions de curacié en pacients amb malaltia localitzada d’alt risc.

La preséncia de CTCs és un requisit fonamental per a la disseminacio dels
tumors solids. Tot i aix0, el desenvolupament de metastasis sembla un procés
ineficient degut a que només una subpoblacié de CTCs té el potencial suficient

per a iniciar el procés de metastatitzacid, que conduira a la mort del pacient3®3.

En el present treball, mitiancant 'analisi de I'expressidé génica en mostres de
sang, s’ha identificat un conjunt de gens i de vies moleculars diferencialment
expressades entre pacients amb diferent carrega de CTCs, i amb valor pronostic.
En total s’han identificat 282 gens expressats diferencialment entre mostres amb
=25 CTCs i <5 CTCs. Cal destacar que la majoria d’aquest gens s’han descrit
com associats al CP3%, recolzant aixi que les alteracions presents en els tumors
també es poden detectar en sang. Aquests gens estan involucrats en diferents
funcions implicades en el metabolisme, la transduccié de senyals, I'expressid
genica, el creixement cel-lular, la mort cel-lular i la motilitat. Una de les vies
especialment alterades esta relacionada amb el manteniment dels telomers i els
cromosomes, el qual ja és conegut com un dels processos distintius del
cancer??'202_ Una altre d’aquetes vies alterades és I'oxidacid biologica, que es
suposa una de les fonts d’energia per al creixement tumoral i el desenvolupament
de metastasis®®. Les alteracions en aquestes vies sén consistents amb les

trobades en altres models tumorals, com per exemple en cancer de mama3°.

A més a més de descriure gens relacionats amb el numero de CTCs, hem descrit
els gens i les vies moleculars associades amb un pitjor pronostic en aquesta
poblacio de pacients. Les principals vies estan relacionades amb el metabolisme
cel-lular, la transduccid6 de senyals, el transport i la motilitat cel-lular. El

coneixement d’aquesta informacié bioldgica pot ser rellevant per a entendre
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també la progressié del CPRC. Set gens (CRISP3, MMP9, ABCA13, MMPS,
OLFM4, SELENBP1 i CEACAM1) es van validar per qRT-PCR i es van associar

a una pitjor supervivéncia global.

CRISP3 es troba sobreexpressat en el CP respecte el teixit prostatic benigne3*”.
A més a més, s’han trobat nivells elevats d’aquest gen tant en metastasis de CP
com en CPRC i, s’ha vist com un tractament curt amb supressié androgénica no
altera la seva expressio3®. Aquest gen també s’ha descrit com a factor de risc
per a la recaiguda bioquimica després de la prostatectomia radical3®%-492,
CRISP3 es troba sobreexpressat en el subgrup de cancers de prostata que tenen
la fusi6 TMPRSS2-ERG*%3, i especialment en els que alhora tenen deleccié de
PTEN?0401 A nivell funcional s’ha descrit com CRISP3 interacciona directament

amb ERG*%, i esta implicat en la invasio cel-lular®4,

A la literatura s’ha descrit com les metalopeptidades no només estan
involucrades en la progressié i la invasio del cancer, siné també influeixen en el
creixement tumoral, la inflamacié i I'angiogénesis*®>. MMP9 es una diana de
ERG?’>. Aquest regula la seva expressié de forma directa, perd no s’ha trobat
una relacido amb la migraci6 i la invasié tumoral*%®4%7 Altres estudis presenten
dades contradictories respecte el seu paper en la invasio tumoral*984%, Kato i
col. han descrit com ETST regula a MMP9 i alhora estan implicats en la
resisténcia a paclitaxel en el model cel-lular PC-34%, Addicionalment, MMP9 esta
implicat en la promocié de I'angiogenesis*'®4'', D’altre banda, es disposen de
poques dades sobre el paper de MMP8 en CP perd sembla que, en part, regula
'extravasacio de cél-lules tumorals al torrent sanguini a través de la seva

interaccié amb p1 integrines*12,

Un altre dels gens associats a una pitjor supervivéncia és ABCA13, aquest
pertany a la familia de transportadors transmembrana ATP-binding cassette
(ABC) i s’ha trobat diferencialment expressat en el model cel-lular DU-145

resistent a docetaxel3®'.

S’ha descrit també que la OLFM4 promou la transicio a la fase S en les cél-lules

tumorals, i s’ha associat amb I'adhesi6 cel-lular i el procés metastatic*'3.
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En les linies cel-lulars hormonosensibles LNCaP s’ha descrit I'expressié de
SELENBP1 perd no en les hormonoresistents, PC-3 i DU-145%% En les
primeres, s’ha trobat com els androgen inhibeixen I'expressio d’aquest gen*'4.
En estudis de CP localitzat s’ha vist que determinats polimorfismes d’aquest gen
s’associen a una malaltia més agressiva*'® i que uns nivells d’expressio més
baixos s’associen amb un major risc de recaiguda*'®. Tot i que la seva funcio no
és del tot coneguda, sembla que actuaria en part regulant negativament HIF-1a

a nivell post-transcripcional*'’.

Finalment, CEACAM1 és un marcador epitelial que regula negativament la
vascularitzacié en el CP*'8 i la seva pérdua s’associa a tumors amb un major

grau histologic i més proliferacio*'.

La validacié de la signatura formada per SELENBP1 i MMP9 en una cohort més
gran de pacients, juntament amb altres variables pronodstiques cliniques,
demostra la robustesa pronostica d’aquest model. Tot i que aquesta signatura
per si sola no millora el poder pronostic del recompte de CTCs, si que afegeix
habilitat prondstica quan s’analitzen conjuntament amb el recompte de CTCs. En
un altre estudi també s’han identificat aquests dos gens en les PBMCs de
pacients amb CPRC i també es van associar a una pitjor supervivéncia33,

recolzant aixi les nostres troballes.

En altres estudis també s’han descrit signatures pronodstiques derivades de RNA
de sang total**3344_ En I'estudi de Ross i col.3*4 es va descriure una signatura de
sis gens (ABL2, SEMA4D, ITGAL, C1QA, TIMP1 i CDKN1A) que permetia
estratificar els pacients en dos grups amb diferents mitjanes de supervivéncia (=
34.9 vs. 7.8 mesos, p<0.0001). Aquests resultats es van validar en una cohort
independent de pacients. En un altre estudi®**® es va derivar una signatura que
també va permetre distingir dos grups de pacients amb diferent supervivéncia
(21.6 vs. 9.2 mesos, p=0.001).

En conclusié, en el segon treball s’ha descrit un perfil transcripcional en PBMCs

associat amb el recompte de CTCs i s’ha derivat una signatura amb valor

pronostic. Aquest perfil transcripcional esta constituit per gens que s’han trobat
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desregulats en CP, que contribueixen a la progressié del cancer, que poden estar

relacionats amb 'agressivitat de la malaltia i sén potencials dianes terapéutiques.

TMPRSS2-ERG és un gen de fusio especific del CP i indueix una elevada
expressio d’'una forma truncada pero funcional d’ERG?¢'. En models animals s’ha
descrit com ERG s’uneix als dimers de tubulina i impedeix la interaccio entre els
taxans i aquests, de tal forma que es redueix la sensibilitat a aquests farmacs?®'.
A més a més, també s’ha descrit com aquest gen de fusio indueix el fenomen
d’EMT a través de la unio directa amb el promotor de ZEB1 i indirectament a
través de ZEB2%%? que, com hem vist préviament, també s’associa amb la
resisténcia als taxans®'. Per altre banda, TMPRSS2-ERG s’uneix al promotor
d’ERG induint la seva propia expressio?’4. Per conseglient, tant la forma
truncada de ERG com la forma wild-type poden disminuir I'eficacia dels taxans i
aquest gen de fusié és un potencial biomarcador de resisténcia a aquests

farmacs en CP.

En aquest treball s’ha estudiat el valor predictiu de resposta a docetaxel del gen
de fusi6 TMPRSS2-ERG en la sang de pacients afectes de CPRC metastatic. En
els pacients TMPRSS2-ERG positius es va observar una menor reducci6 de la
xifra de PSA i una menor taxa de respostes al tractament, respecte els negatius.
A més a més, els pacients positius van tenir una pitjor supervivéncia lliure de
progressid per PSA i clinic/radioldgica. En una petita cohort de 22 pacients

tractats amb cabazitaxel es van trobar resultats similars.

Cal destacar que els pacients positius tenien més factors de mal prondstic, com
un major nombre de metastasis 0ssies, uns nivells més elevats de fosfatasa
alcalina, lactat deshidrogenasa i una concentracié d’hemoglobina més baixa.
Aquests, entre d’altres, son factors ben coneguts de mal pronostic*?° perd no son
predictors de resposta a la quimioterapia. En els nostres pacients, cap d’aquests
factors es va associar amb la supervivéncia lliure de progressio en I'analisi
multivariat, mentre que TMPRSS2-ERG si que va esdevenir un factor pronostic

independent.
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Com hem vist préviament, en la capa de PBMCs es poden detectar gens
corresponent al tumor®®, En el present treball només es va detectar el gen de
fusié en mostres provinents de pacients que tenien 25 CTCs (32%), mentre que
no es va detectar en mostres de pacients amb <5 CTCs o en controls sans. A
més a més, es va trobar una elevada concordanca entre la deteccidé en sang
d’aquest gen i en el tumor primari, sent tots els pacients positius en sang també

positius en el tumor primari.

Tot i que s’ha descrit que en un mateix tumor primari poden haver-hi focus
positius i negatius per TMPRSS2-ERG, un cop la malaltia s’ha disseminat hi ha
consisténcia en I'expressié de TMPRSS2-ERG entre les diferents metastasis
degut a I'expansio clonal de les cél-lules tumorals*?’. En el nostre treball, no s’ha
detectat el gen de fusié en mostres de sang provinents de 10 pacients (30.3%)
positius en el tumor primari. Aixd es pot explicar per la heterogeneitat tumoral
perd també per la sensibilitat de la técnica per a detectar aquest gen en mostres

de sang que contenen < 5 CTCs o en pacients amb baix volum de malaltia.

En 27 pacients es disposava de mostres de sang sequencials i només es va
observar positivitzacié del gen de fusié després de la progressié als taxans. La
seleccié clonal de les cél-lules tumorals TMPRSS2-ERG positives amb el

tractament quimioterapic podria explicar aquesta troballa.

En un altre treball, s’ha analitzat per immunohistoquimica I'expressio d’ERG en
una cohort de 70 pacients afectes de CPRC tractats amb docetaxel. S’ha trobat
que la deteccié d’aquest s’associa amb una taxa de respostes per PSA més
baixa, una pitjor supervivéncia lliure de progressid per PSA, radiologica i
supervivéncia global*??, Aquest treball recolza el nostre i el paper que té
TMPRSS2-ERG i ERG per a predir la resisténcia al docetaxel en CPRC.

D’altre banda, TMPRSS2-ERG també esta relacionat amb la senyalitzacié per
androgens?®'!, pel que s’ha postulat com a potencial biomarcador de resposta a
la hormonoterapia. En un estudi amb pacients afectes de CP hormona-sensible
i tractats amb terapia endocrina no es van trobar diferencies respecte I'eficacia

del tractament entre els pacients positius i negatius?®®. Possiblement, degut a la
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regulacio per androgens de TMPRSS2-ERG, el paper que té aquest gen com a
potencial biomarcador predictiu de resposta a docetaxel en la malaltia hormono-

sensible és menor.

En la malaltia resistent a la castracio, s’han trobat resultats discordants respecte
la preséncia d’alteracions en ERG i I'eficacia de abiraterona?®”-28, Aixo pot ser
degut a les diferents poblacions analitzades en aquests estudis, les técniques

utilitzades per a detectar el gen de fusio o el tipus de mostra analitzada.

En conclusid, en el tercer treball s’ha demostrat com la preséncia de TMPRSS2-
ERG prediu resisténcia al docetaxel en CPRC. Aquest resultats poden ajudar a
identificar de forma precog¢ els pacients que no respondran a docetaxel, evitar
'is d’'un farmac inefica¢ i potencialment toxic, i proposar altres opcions de
tractaments innovadores?®32%4, | ’especificitat d’aquest biomarcador i la facilitat
per a obtenir una mostra de sang poden facilitar la seva implantacio a la practica

clinica.
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CONCLUSIONS







. Els pacients afectes de CP d’alt risc tractats de forma neoadjuvant amb
supressio androgenica i docetaxel, respecte els que no han rebut
tractament sistémic previ, presenten sobreexpressio de gens implicats en
la via NF-xB, AR, EMT i CSC.

. Anivell proteic, els tumors tractats presenten uns nivells més alts de RELA
i AR, aquest ultim a nivell citoplasmatic, i s’associen a una pitjor

supervivéncia lliure de recaiguda radiologica.

. L’expressiéo de diferents gens en la pega de prostatectomia radical
s’associen amb la supervivéncia lliure de recaiguda bioquimica i/o

radiologica.

. Els models cel-lulars resistents al docetaxel adquireixen marcadors

mesenquimals i CSC, i perden els epitelials.

. Lainhibicié de ZEB1 en els models cel-lulars restaura el fenotip epitelial i

la sensibilitat al docetaxel.

. Tant en els models cel-lulars com en les mostres de pacients existeix una
poblacio de cél-lules tumorals ZEB1*/CD44" intrinsecament resistent a

docetaxel.

. El perfil transcripcional en les PBMC de pacients amb CPRC s’associa
amb el recompte de CTCs i és un biomarcador subrogat de la biologia del

tumor.

. Un model constituit per I'expressié de SELENBP1 i MMP9 en PBMCs
permet predir la supervivéncia global de pacients afectes de CPRC

metastatic.

. El gen de fusi6 TMPRSS2-ERG es detecta de forma especifica en les
PBMCS de pacients afectes de CPRC i té una elevada correlaciéo amb la

seva deteccio en el tumor primari.
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10.La detecci6 de TMPRSS2-ERG en PBMCs s’associa amb una
supervivéncia lliure de progressidé per PSA, clinica/radioldgica i
supervivéncia global més curta, i una menor taxa de respostes al

docetaxel.
11.La preséncia de TMPRSS2-ERG en PBMCs permet predir una pitjor
supervivencia lliure de progressié per PSA a cabazitaxel i una tendéncia

a pitjor supervivéncia lliure de progressio clinica/radiologica o global.

12. Respecte la deteccio de TMPRSS2-ERG en teixit s’ha associat amb una

supervivencia lliure de progressio per PSA més curta.
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ANNEX







Material suplementari del primer treball

Epithelial-to-Mesenchymal Transition Mediates Docetaxel Resistance and

High Risk of Relapse in Prostate Cancer

147



Supplementary table 1: Genes expression values by qRT-PCR in treated patients vs non-treated

patients; TLDA: TagMan Low Density Arrays; FDR: False Discovery Rate.

Gene Symbol Commertial code Fold Change Pvalue FDR
Genes included in TLDAs

ABCB1 Hs01067802_m1 2.4572 0.0000 0.0000
ABHD3 Hs01128757_m1 1.0725 0.4293 0.3358
ACTB Hs99999903_m1 1.4211 0.4271 0.9821
AlM1 Hs00413464_m1 -1.9834 0.0007 0.0029
AR Hs00907244_m1 1.7273 0.0000 0.0001
AREG Hs00950669_m1 3.4248 0.0017 0.0008
BCL2A1 Hs00187845_m1 3.0876 0.0000 0.0000
BRCA1 Hs00173237_m1 1.4671 0.0099 0.0178
BTBD11 Hs00537023_m1 -1.4123 0.0308 0.0732
Clorfl16 Hs00225127_m1 -6.0839 0.0000 0.0000
CALM1 Hs00237233_m1 1.0461 0.6553 0.6337
CBLB Hs00909784_m1 1.2915 0.4865 0.4846
CCNB1 Hs00259126_m1 -1.4172 0.0266 0.0598
ccPG1 Hs00393719_m1 1.0278 0.6282 0.6682
CDH1 Hs01023895_m1 -1.2535 0.0731 0.0953
CDH2 Hs00169953_m1 2.4546 0.0221 0.0393
CDK19 Hs00292369_m1 1.4748 0.0421 0.0884
CITED2 Hs00366696_m1 -1.2075 1.0000 0.7948
CLDN11 Hs00194440_m1 3.6935 0.0000 0.0000
CLDN7 Hs00600772_m1 -1.3041 0.0801 0.2668
CST6 Hs00154599_m1 4.1872 0.0019 0.0153
CXCL6 Hs00237017_m1 1.6935 0.0826 0.2396
CXCR7 Hs00604567_m1 1.7273 0.1113 0.1394
EFEMP1 Hs00244575_m1 2.3514 0.0000 0.0000
EGFR Hs01076092_m1 2.1104 0.0000 0.0000
EML1 Hs00270014_m1 1.7617 0.0000 0.0000
EPCAM Hs00901885_m1 -1.7315 0.0012 0.0021
EPS8L1 Hs00214645_m1 -1.0815 0.2986 0.3024
ERBB2 Hs00170433_m1 -1.0864 0.5028 0.4863
ESRP1 Hs00214472_m1 -1.4555 0.0008 0.0010
FAS Hs00907759_m1 1.9066 0.0001 0.0004
FBN1 Hs00171191_m1 2.0314 0.0000 0.0000
FBP1 Hs00983323_m1 -1.5263 0.0044 0.0224
FLI27352 Hs00419506_m1 -2.0900 0.0000 0.0029
FN1 Hs01549976_m1 1.2029 0.0169 0.0231
FRMD3 Hs00604157_m1 2.3214 0.0000 0.0000
FRMD4A Hs00216036_m1 1.3077 0.0088 0.0178
G0S2 Hs00274783_s1 2.7856 0.0000 0.0000
GALNT3 Hs01016512_m1 -1.0108 0.9398 0.6582
GJB2 Hs00955889_m1 -1.4211 0.8854 0.9990
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GOSR2 Hs03004084_m1 1.1639 0.0511 0.0250
GPR87 Hs00225057_m1 3.6528 0.0012 0.0134
GSPT2 Hs00250696_s1 1.2897 0.0183 0.0178
GUSB Hs99999908_m1 - - -
HTRA1 Hs01016151_m1 2.3142 0.0000 0.0000
D2 Hs00747379_m1 2.3751 0.0000 0.0000
IFI16 Hs00986755_m1 2.1473 0.0000 0.0000
IGF1R Hs99999020_m1 1.1173 0.7365 0.6885
IL6 Hs00174131_m1 2.6363 0.0092 0.0134
L8 Hs00174103_m1 1.7065 0.3319 0.3208
ITGB2 Hs00164957_m1 2.9191 0.0000 0.0000
JPH1 Hs00375313_m1 1.1712 0.9398 0.6337
KLF9 Hs00230918_m1 1.5037 0.0003 0.0002
KLHL24 Hs00214210_m1 1.7648 0.0000 0.0000
LAMC2 Hs00194345_m1 2.2168 0.0003 0.0013
LOC401093 Hs00416357_m1 2.4897 0.0000 0.0000
LTB Hs00242739_m1 2.3966 0.0000 0.0001
MALAT1 Hs00273907_s1 1.3315 0.2844 0.3465
MAP7D3 Hs00226257_m1 3.2299 0.0000 0.0000
MPZL2 Hs00170684_m1 1.2561 0.1202 0.1475
NDRG1 Hs00608387_m1 -1.2658 0.0119 0.0456
NEAT1 Hs01008264_s1 1.2108 0.1210 0.1339
NFKB1 Hs00765730_m1 1.7581 0.0000 0.0000
PC Hs00559398_m1 1.1979 0.6752 0.5906
PLSCR4 Hs00924823_m1 3.0095 0.0000 0.0000
PPARA Hs00947539_m1 1.1208 0.6233 0.6337
PPP2R2C Hs00382256_m1 2.1705 0.0625 0.1166
PTPRM Hs00267809_m1 1.7136 0.0002 0.0002
RAB40B Hs00606459_m1 -1.0378 0.9398 0.9533
RBM47 Hs00219308_m1 -1.0755 0.4073 0.4526
REL Hs00231279_m1 1.6830 0.0103 0.0067
RELA Hs00153294_m1 1.8106 0.0000 0.0000
RNA18S51 Hs99999901_s1 - - -
S100A4 Hs00243202_m1 2.7992 0.0000 0.0000
SAMD12 Hs01377106_m1 2.8011 0.0000 0.0000
SAMD9 Hs00415836_m1 2.0936 0.0002 0.0422
SCARA3 Hs00939871_m1 3.0084 0.0001 0.0004
SCD5 Hs00227692_m1 3.3196 0.0000 0.0000
SCEL Hs01557103_m1 2.1833 0.1236 0.1652
SERPINA1 Hs01097800_m1 -1.0196 0.5755 0.5657
SERPINB5 Hs00985283_m1 4.4306 0.0001 0.0003
SLC1A3 Hs00188193_m1 2.1705 0.0000 0.0000
SLCO4A1 Hs00249583_m1 2.7482 0.0001 0.0002
SMAD4 Hs00693394_m1 1.3590 0.0021 0.0052
SNAI1 Hs00195591_m1 2.7141 0.0000 0.0000
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ST14 Hs01058386_m1 -2.1848 0.0000 0.0000
TACSTD2 Hs00242741_s1 1.8251 0.0002 0.0003
TGFBR3 Hs01114253_m1 4.4769 0.0000 0.0000
TIMP2 Hs01091319_m1 2.3842 0.0000 0.0000
TMEM45A Hs01046616_m1 3.3001 0.0000 0.0000
TMEM45B Hs00431155_m1 1.9588 0.0620 0.1080
TP53INP1 Hs01003820_m1 1.0385 0.9180 0.8220
TWIST1 Hs01675818 sl 1.2457 0.2388 0.3358
TXNIP Hs00197750_m1 1.7728 0.0030 0.0111
VIM Hs00185584_m1 3.2288 0.0000 0.0000
ZEB1 Hs01566407_m1 2.1555 0.0000 0.0000
Genes not included in TLDAs
CTNNB1 Hs00170025_m1 - - -
CD24 Hs02379687_s1 0.5905 0.076 -
CD44 Hs01075861_m1 1.6321 0.000 -
SNAI2 Hs00161904_m1 - - -
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Supplementary figure 1: Biochemical-relapse analysis according gene
expresssion levels of differentially expressed markers between treated and
non-treated patients
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Supplementary figure 2 (part A): Radiological-progression analysis according
gene expresssion levels of differentially expressed markers between treated
and non-treated patients
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Supplementary figure 2 (part B): Radiological-progression analysis according
gene expresssion levels of differentially expressed markers between treated

and

non-treated patients

]
CLDN11 Low expression s CLDN7
L - I . High expression
@
High expression 2
08 < 08
s
]
8
g
06+ 5 % Low expression
g
g
04+ S 04
5
3
4
bl
02+ g o0z
£
g
P=0.05 S P =0.005
004 . . . . r T oo . . . y T
0 2 50 75 100 125 o 25 50 75 100 125
Time (months) Time (months)
]
CDH1 . _ e C10RF116 High expression
Lo e oot High expression R —
2
08 Low expression ‘g 0 Low expression
@
8
=3
0.6- 2 o6
g
=)
8
0.4 S 04-
-}
g
o
Kl
02+ g 02
£
g
P=0.072 I3 P=0.009
00+ . . . . T T ooy r . . y '
0 25 EY 75 100 125 0 25 50 75 100 125
Time (months) Time (months)
o R _ Low expression
High expression
08 e *
06
04 -
024
P=0.055
0.0 - . 3 "
0 25 100 125

50 7
Time (months)

Proportion of Radiological progression-Free Survival

Proportion of Radiological progression-Free Survival

153

it

CDK19

50 75
Time (months)

AR

Low expression

High expression

100

P=0.044

125

Low expression

50 75
Time (months)

High expression

100

P=0.015

125

Proportion of Radiological progression-Free Survival

Proportion of Radiological progression-Free Survival

2

CDH2

Low expression

High expression

50 75
Time (months)

50

ZEB1

P=0.059
125

Low expression

High expression

75
Time (months)






Material suplementari del segon treball

Molecular profiling of peripheral blood is associated with circulating
tumor cells content and poor survival in metastatic castration-resistant

prostate cancer

155



Molecular profiling of peripheral blood is associated with
circulating tumor cells content and poor survival in metastatic
castration-resistant prostate cancer

Supplementary Material

Supplementary Table S1: Genes differentially expressed between 25 CTCs and <5
CTCs and their corresponding Fold change; FC: Fold change; FDR: False discovery

rate.
Probe ID Gene symbol Gene name FC FDR
(%)
3240 _at HP haptoglobin 4.093 0.3916
1116_at CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein- 3.580 0.3916
39)
4973 at OLR1 oxidized low density lipoprotein (lectin-like) 3.482 0.3916
receptor 1
10321_at CRISP3 cysteine-rich secretory protein 3 3.418 1.0624
4318 _at MMP9 matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 3.288 0.7929
92kDa gelatinase, 92kDa type IV
collagenase)
6521 _at SLC4A1 solute carrier family 4, anion exchanger, 3.283 2.5934
member 1 (erythrocyte membrane protein
band 3, Diego blood group)
57126_at CD177 CD177 molecule 3.271 0.6156
2993 at GYPA glycophorin A (MNS blood group) 3.243 2.5934
2994 at GYPB glycophorin B (MNS blood group) 3.192 2.3410
154664 _at ABCA13 ATP-binding cassette, sub-family A 3.124 1.0624
(ABC1), member 13
383 _at ARG1 arginase, liver 3.116 1.0624
51327 _at AHSP alpha hemoglobin stabilizing protein 3.110 2.5934
820 at CAMP cathelicidin antimicrobial peptide 3.090 0.3916
439996 at IFIT1L interferon-induced protein with 3.066 2.3410
tetratricopeptide repeats 1-like
4317 _at MMPS8 matrix metallopeptidase 8 (neutrophil 3.007 1.7031
collagenase)
6590_at SLPI secretory leukocyte peptidase inhibitor 2.917 0.6156
4051_at CYP4F3 cytochrome P450, family 4, subfamily F, 2.890 0.6156
polypeptide 3
10562_at OLFM4 olfactomedin 4 2.852 2.2070
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759 _at

1118_at

212_at

306_at

8991_at

4057 _at

6947 _at

5273 _at

5004_at

634_at

2038_at

7111_at

57633_at

1991_at

8993 _at

1088_at

3250_at

2078_at

671 _at

222487 _at

1511_at

4680_at

81442_at

3624 _at

CAl

CHIT1

ALAS2

ANXAS3

SELENBP1

LTF

TCN1

SERPINB10

ORM1

CEACAM1

EPB42

TMOD1

LRRN1

ELANE

PGLYRP1

CEACAMS

HPR

ERG

BPI

GPR97

CTSG

CEACAMG6

ORG6N2

INHBA

carbonic anhydrase |
chitinase 1 (chitotriosidase)
aminolevulinate, delta-, synthase 2
annexin A3
selenium binding protein 1
lactotransferrin
transcobalamin | (vitamin B12 binding

protein, R binder family)

serpin peptidase inhibitor, clade B
(ovalbumin), member 10

orosomucoid 1

carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 1 (biliary glycoprotein)

erythrocyte membrane protein band 4.2
tropomodulin 1
leucine rich repeat neuronal 1
elastase, neutrophil expressed
peptidoglycan recognition protein 1
carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 8
haptoglobin-related protein
v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene
homolog (avian)
bactericidal/permeability-increasing protein
G protein-coupled receptor 97

cathepsin G

carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 6 (non-specific cross
reacting antigen)
olfactory receptor, family 6, subfamily N,
member 2

inhibin, beta A

2.843

2.839

2.836

2.818

2.807

2.782

2.761

2.732

2.716

2.694

2.645

2.620

2.576

2.545

2.511

2.506

2.501

2.493

2.449

2.437

2.437

2.396

2.391

2.374

4.4952

1.0142

4.0068

1.0624

2.5934

1.9145

1.1053

0.6156

0.7929

1.0142

2.5934

1.1053

0.3916

1.1053

1.1053

2.3410

0.3916

0.3916

1.7031

0.3916

1.9145

2.5934

0.3916

0.3916
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5657_at

566_at

100133941_at

1669_at

4353 _at

653198_at

6286_at

3680_at

3934 _at

3045_at

3042_at

8972_at

391114_at

5909_at

56729 _at

128372_at

6037_at

116369_at

932_at

284422 _at

26499 _at

2334 _at

148534 _at

10900_at

PRTN3

AZU1

CD24

DEFA4

MPO

NA

S100P

ITGA9

LCN2

HBD

HBM

MGAM

ORG6K3

RAP1GAP

RETN

OR6N1

RNASES

SLC26A8

MS4A3

C19orf77

PLEK2

AFF2

TMEM56

RUNDC3A

proteinase 3
azurocidin 1
CD24 molecule
defensin, alpha 4, corticostatin
myeloperoxidase
NA
S100 calcium binding protein P
integrin, alpha 9
lipocalin 2
hemoglobin, delta
hemoglobin, mu
maltase-glucoamylase (alpha-glucosidase)
olfactory receptor, family 6, subfamily K,
member 3
RAP1 GTPase activating protein
resistin
olfactory receptor, family 6, subfamily N,

member 1
ribonuclease, RNase A family, 3

(eosinophil cationic protein)
solute carrier family 26, member 8
membrane-spanning 4-domains, subfamily
A, member 3 (hematopoietic cell-specific)
chromosome 19 open reading frame 77
pleckstrin 2
AF4/FMR2 family, member 2

transmembrane protein 56

RUN domain containing 3A

2.372

2.371

2.361

2.330

2.319

2.317

2.299

2.298

2.282

2.271

2.257

2.238

2.227

2.199

2.171

2.165

2.155

2.123

2.119

2.119

2.118

2.113

2.106

2.095

0.6156

1.5110

1.0142

4.0068

1.9145

0.3916

1.0624

0.3916

1.0142

2.3410

4.0068

1.1053

0.3916

5.4721

0.3916

0.3916

1.5110

0.3916

1.7031

1.0142

1.5110

0.6156

1.7031

3.3639
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23601_at

7180_at

2235 _at

64078 _at

162466_at

4070_at

8218 _at

7298 at

11001_at

54443 at

118932_at

253012_at

1602_at

51312_at

4288 _at

688_at

660_at

643332_at

10112_at

9914 _at

23762_at

6708_at

25853 _at

CLECS5A

CRISP2

FECH

SLC28A3

PHOSPHO1

TACSTD2

CLTCL1

TYMS

SLC27A2

ANLN

ANKRD22

HEPACAM2

DACH1

SLC25A37

MKI67

KLF5

BMX

LOC643332

KIF20A

ATP2C2

OSBP2

SPTAl

DCAF12

C-type lectin domain family 5, member A
cysteine-rich secretory protein 2
ferrochelatase (protoporphyria)

solute carrier family 28 (sodium-coupled
nucleoside transporter), member 3

phosphatase, orphan 1

tumor-associated calcium signal
transducer 2

clathrin, heavy chain-like 1
thymidylate synthetase

solute carrier family 27 (fatty acid
transporter), member 2

anillin, actin binding protein
ankyrin repeat domain 22
HEPACAM family member 2
dachshund homolog 1 (Drosophila)
solute carrier family 25, member 37

antigen identified by monoclonal antibody
Ki-67

Kruppel-like factor 5 (intestinal)
BMX non-receptor tyrosine kinase

similar to Nonsecretory ribonuclease
precursor (Ribonuclease US) (Eosinophil-
derived neurotoxin) (RNase Upl-2)
(Ribonuclease 2) (RNase 2)
kinesin family member 20A

ATPase, Ca++ transporting, type 2C,
member 2

oxysterol binding protein 2

spectrin, alpha, erythrocytic 1
(elliptocytosis 2)

DDB1 and CUL4 associated factor 12

2.090

2.068

2.051

2.050

2.050

2.043

2.028

2.026

2.003

2.001

1.998

1.997

1.997

1.994

1.971

1.971

1.965

1.955

1.937

1.936

1.934

1.931

1.930

0.6156

0.3916

2.9821

0.3916

6.4318

1.0624

0.3916

0.3916

0.3916

0.6156

1.7031

8.3194

0.3916

1.5110

0.6156

0.3916

1.0142

0.3916

0.3916

0.3916

3.3639

2.5934

1.5110
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54682_at

8987_at

6005_at

6535_at

7153 _at

23569 _at

55553 _at

51629 _at

440603 _at

6518_at

7357 _at

253650_at

9768_at

84418 _at

2335_at

6319_at

55137 _at

85413 _at

53831 _at

669_at

5475_at

22974 at

115330_at

79895 _at

MANSC1

STBD1

RHAG

SLC6A8

TOP2A

PADI4

SOX6

SLC25A39

BCL2L15

SLC2A5

UGCG

ANKRD18A

KIAA0101

Chorf32

FN1

SCD

FIGN

SLC22A16

GPR84

BPGM

PPEF1

TPX2

GPR146

ATP8B4

MANSC domain containing 1
starch binding domain 1
Rh-associated glycoprotein
solute carrier family 6 (neurotransmitter
transporter, creatine), member 8
topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa
peptidyl arginine deiminase, type IV
SRY (sex determining region Y)-box 6
solute carrier family 25, member 39
BCL2-like 15
solute carrier family 2 (facilitated

glucose/fructose transporter), member 5

UDP-glucose ceramide
glucosyltransferase

ankyrin repeat domain 18A
KIAA0101
chromosome 5 open reading frame 32
fibronectin 1
stearoyl-CoA desaturase (delta-9-
desaturase)
fidgetin
solute carrier family 22 (organic
cation/carnitine transporter), member 16
G protein-coupled receptor 84
2,3-bisphosphoglycerate mutase
protein phosphatase, EF-hand calcium

binding domain 1

TPX2, microtubule-associated, homolog
(Xenopus laevis)

G protein-coupled receptor 146

ATPase, class |, type 8B, member 4

1.919

1.914

1.910

1.907

1.906

1.900

1.898

1.898

1.897

1.895

1.890

1.889

1.877

1.876

1.851

1.846

1.840

1.840

1.840

1.832

1.807

1.805

1.801

1.794

1.7031

0.3916

3.4989

2.9821

0.3916

0.6156

4.9964

2.5934

0.3916

0.6156

0.3916

0.6156

0.3916

0.3916

2.9821

0.3916

2.2070

0.3916

0.7929

4.4952

0.3916

0.6156

4.9964

0.3916
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7130_at

200132_at

286_at

4635_at

3145_at

7102_at

29128 _at

1870_at

701 _at

6036_at

2862_at

8358 _at

6536_at

8825 _at

2200_at

94031_at

3554 at

6241_at

5872 _at

7052 _at

11240_at

6622_at

143689_at

8447 at

TNFAIP6

TCTEX1D1

ANK1

MYL4

HMBS

TSPAN7

UHRF1

E2F2

BUB1B

RNASE2

MLNR

HIST1H3B

SLC6A9

LIN7A

FBN1

HTRA3

IL1IR1

RRM2

RAB13

TGM2

PADI2

SNCA

PIWIL4

DOC2B

tumor necrosis factor, alpha-induced
protein 6

Tctex1 domain containing 1
ankyrin 1, erythrocytic
myosin, light chain 4, alkali; atrial,
embryonic
hydroxymethylbilane synthase
tetraspanin 7
ubiquitin-like with PHD and ring finger

domains 1

E2F transcription factor 2

budding uninhibited by benzimidazoles 1

homolog beta (yeast)
ribonuclease, RNase A family, 2 (liver,

eosinophil-derived neurotoxin)
motilin receptor
histone cluster 1, H3b
solute carrier family 6 (neurotransmitter
transporter, glycine), member 9
lin-7 homolog A (C. elegans)
fibrillin 1
HtrA serine peptidase 3
interleukin 1 receptor, type |
ribonucleotide reductase M2

RAB13, member RAS oncogene family

transglutaminase 2 (C polypeptide,
protein-glutamine-gamma-
glutamyltransferase)
peptidyl arginine deiminase, type Il

synuclein, alpha (non A4 component of
amyloid precursor)

piwi-like 4 (Drosophila)

double C2-like domains, beta

1.794

1.793

1.792

1.788

1.784

1.772

1.771

1.756

1.749

1.745

1.739

1.734

1.733

1.733

1.729

1.729

1.728

1.727

1.726

1.724

1.718

1.718

1.713

1.713

2.5934

1.7031

4.9964

6.4318

1.7031

6.9774

0.3916

2.2070

0.3916

0.3916

1.1053

1.0142

4.0068

0.3916

0.3916

0.3916

0.3916

1.0624

0.3916

4.4952

0.7929

2.5934

0.3916

0.3916
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9787_at

645_at

1063_at

51514 _at

202243 _at

29899 _at

983 _at

129642_at

2996_at

58528 _at

3832_at

55711_at

1084_at

84078 _at

56992_at

4602_at

8778 _at

250266 _at

5746_at

2305_at

1193_at

54855 _at

343171_at

4784 at

DLGAPS

BLVRB

CENPF

DTL

CCDC125

GPSM2

CDK1

MBOAT2

GYPE

RRAGD

KIF11

FAR2

CEACAMS3

KBTBD7

KIF15

MYB

SIGLECS

ASPM

PTH2R

FOXM1

CLIC2

FAM46C

OR2W3

NFIX

discs, large (Drosophila) homolog-
associated protein 5

biliverdin reductase B (flavin reductase
(NADPH))

centromere protein F, 350/400ka (mitosin)
denticleless homolog (Drosophila)
coiled-coil domain containing 125

G-protein signaling modulator 2 (AGS3-
like, C. elegans)

cyclin-dependent kinase 1

membrane bound O-acyltransferase
domain containing 2

glycophorin E (MNS blood group)
Ras-related GTP binding D
kinesin family member 11
fatty acyl CoA reductase 2

carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 3

kelch repeat and BTB (POZ) domain
containing 7

kinesin family member 15

v-myb myeloblastosis viral oncogene
homolog (avian)

sialic acid binding Ig-like lectin 5

asp (abnormal spindle) homolog,
microcephaly associated (Drosophila)

parathyroid hormone 2 receptor
forkhead box M1
chloride intracellular channel 2

family with sequence similarity 46, member
C

olfactory receptor, family 2, subfamily W,
member 3

nuclear factor I/X (CCAAT-binding
transcription factor)

1.712

1.707

1.700

1.699

1.697

1.697

1.695

1.695

1.692

1.691

1.690

1.689

1.688

1.687

1.686

1.680

1.677

1.675

1.675

1.675

1.668

1.667

1.662

1.660

0.3916

1.0142

0.3916

1.1053

0.7929

0.3916

0.3916

1.0624

4.9964

0.3916

0.7929

0.6156

1.0624

0.6156

0.3916

1.0624

0.6156

0.6156

0.3916

0.3916

4.0068

6.4318

9.0379

1.0624
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284415_at

90381_at

5055_at

692087 _at

5337_at

58484 _at

890_at

79733_at

54458 _at

3792_at

199675_at

55859 _at

5347 _at

51203 _at

26577 _at

3009_at

8395 _at

6710_at

51218_at

9928 at

3382_at

55432_at

57556_at

26996_at

VSTM1

C15o0rf42

SERPINB2

SNORD49B

PLD1

NLRC4

CCNA2

E2F8

PRR13

KEL

C190rf59

BEX1

PLK1

NUSAP1

PCOLCE2

HIST1H1B

PIP5K1B

SPTB

GLRX5

KIF14

ICAl

YOD1

SEMAGA

GPR160

V-set and transmembrane domain
containing 1
chromosome 15 open reading frame 42
serpin peptidase inhibitor, clade B
(ovalbumin), member 2
small nucleolar RNA, C/D box 49B
phospholipase D1, phosphatidylcholine-
specific
NLR family, CARD domain containing 4
cyclin A2
E2F transcription factor 8
proline rich 13
Kell blood group, metallo-endopeptidase
chromosome 19 open reading frame 59
brain expressed, X-linked 1
polo-like kinase 1 (Drosophila)
nucleolar and spindle associated protein 1

procollagen C-endopeptidase enhancer 2

histone cluster 1, H1b

phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase,

type |, beta
spectrin, beta, erythrocytic

glutaredoxin 5
kinesin family member 14
islet cell autoantigen 1, 69kDa

YOD1 OTU deubiquinating enzyme 1
homolog (S. cerevisiae)

sema domain, transmembrane domain
(TM), and cytoplasmic domain,
(semaphorin) 6A
G protein-coupled receptor 160

1.658

1.655

1.654

1.654

1.653

1.653

1.652

1.648

1.646

1.645

1.639

1.638

1.631

1.626

1.626

1.619

1.617

1.617

1.616

1.613

1.610

1.610

1.609

1.609

2.9821

0.3916

0.3916

4.0068

0.3916

0.7929

0.6156

0.3916

0.3916

9.0379

0.3916

1.0624

0.7929

0.6156

0.7929

0.7929

1.0624

7.6147

2.9821

0.3916

0.3916

2.5934

0.6156

1.0624
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25801_at GCA

54757 _at FAM20A
116159 _at CYYR1
272_at AMPD3

100289137_at LOC100289137

64101_at LRRC4
8355_at HIST1H3G
2204 _at FCAR
116151_at C200rf108
11113_at CIT
1089_at CEACAM4
25893_at TRIMS58
3772_at KCNJ15
150468_at CKAP2L
9493 _at KIF23
51734 _at SEPX1
10158_at PDZK1IP1
2352_at FOLR3
2995 _at GYPC
9134 _at CCNE2

100049587_at SIGLEC14

199221 _at DZIP1L
7855_at FZD5
253827 _at MSRB3

grancalcin, EF-hand calcium binding
protein

family with sequence similarity 20, member

A

cysteine/tyrosine-rich 1
adenosine monophosphate deaminase 3
similar to hCG2010820
leucine rich repeat containing 4
histone cluster 1, H3g
Fc fragment of IgA, receptor for
chromosome 20 open reading frame 108
citron (rho-interacting, serine/threonine

kinase 21)
carcinoembryonic antigen-related cell

adhesion molecule 4
tripartite motif-containing 58
potassium inwardly-rectifying channel,
subfamily J, member 15
cytoskeleton associated protein 2-like
kinesin family member 23
selenoprotein X, 1
PDZK1 interacting protein 1
folate receptor 3 (gamma)
glycophorin C (Gerbich blood group)
cyclin E2
sialic acid binding Ig-like lectin 14
DAZ interacting protein 1-like

frizzled homolog 5 (Drosophila)

methionine sulfoxide reductase B3

1.603

1.603

1.601

1.596

1.592

1.583

1.579

1.579

1.577

1.571

1.570

1.570

1.563

1.562

1.561

1.561

1.558

1.555

1.553

1.551

1.551

1.550

1.549

1.546

0.3916

9.9658

1.0624

0.3916

3.3639

1.5110

1.9145

0.7929

4.4952

0.7929

1.0142

4.4952

5.4721

1.0624

0.3916

0.3916

3.4989

9.0379

4.4952

1.0624

1.1053

0.3916

0.3916

1.1053
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9133_at

9055_at

2934 _at

150000_at

6196_at

221184 _at

167555_at

6035_at

338811_at

285696_at

25819 _at

388507 _at

10272_at

8613 _at

56670_at

157570_at

140803_at

699_at

85462_at

9086_at

3142_at

57082_at

2766_at

598 _at

CCNB2

PRC1

GSN

ABCC13

RPS6KA2

CPNE2

FAM151B

RNASE1

FAM19A2

LOC285696

CCRN4L

ZNF788

FSTL3

PPAP2B

SUCNR1

ESCO2

TRPM6

BUB1

FHDC1

EIF1AY

HLX

CASC5

GMPR

BCL2L1

cyclin B2
protein regulator of cytokinesis 1
gelsolin (amyloidosis, Finnish type)

ATP-binding cassette, sub-family C
(CFTR/MRP), member 13

ribosomal protein S6 kinase, 90kDa,
polypeptide 2

copine Il

family with sequence similarity 151,
member B

ribonuclease, RNase A family, 1
(pancreatic)

family with sequence similarity 19
(chemokine (C-C motif)-like), member A2

hypothetical LOC285696

CCRA4 carbon catabolite repression 4-like
(S. cerevisiae)

zinc finger family member 788
follistatin-like 3 (secreted glycoprotein)
phosphatidic acid phosphatase type 2B

succinate receptor 1
establishment of cohesion 1 homolog 2 (S.

cerevisiae)

transient receptor potential cation channel,
subfamily M, member 6

budding uninhibited by benzimidazoles 1
homolog (yeast)

FH2 domain containing 1
eukaryotic translation initiation factor 1A,
Y-linked
H2.0-like homeobox
cancer susceptibility candidate 5

guanosine monophosphate reductase

BCL2-like 1

1.544

1.543

1.540

1.539

1.539

1.538

1.538

1.534

1.533

1.531

1.530

1.528

1.527

1.527

1.525

1.524

1.523

1.522

1.522

1.519

1.519

1.519

1.518

1.518

0.3916

1.0142

0.3916

4.9964

0.3916

0.3916

0.3916

1.9145

1.1053

0.3916

1.0624

0.7929

0.3916

0.3916

2.5934

1.1053

1.9145

1.1053

8.3194

4.9964

0.3916

0.3916

7.6147

5.4721
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22824 _at

966_at

8794 _at

3084 _at

2039 _at

1647_at

84628 _at

1053_at

10170_at

81563_at

3820_at

10578 _at

250292_at

917 _at

5243 at

9832_at

256957 _at

83988 _at

81794 _at

54843 at

83888 _at

116987 _at

59352_at

4646_at

HSPA4L

CD59

TNFRSF10C

NRG1

EPB49

GADDA45A

NTNG2

CEBPE

DHRS9

Clorf21

KLRB1

GNLY

TAS2R46

CD3G

ABCB1

JAKMIP2

C170rf66

NCALD

ADAMTSI10

SYTL2

FGFBP2

AGAP1

LGR6

MYO6

heat shock 70kDa protein 4-like 1.515
CD59 molecule, complement regulatory 1.513
protein
tumor necrosis factor receptor superfamily, 1.511
member 10c, decoy without an intracellular
domain
neuregulin 1 1.509
erythrocyte membrane protein band 4.9 1.508
(dematin)
growth arrest and DNA-damage-inducible, 1.508
alpha
netrin G2 1.504
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), 1.502
epsilon
dehydrogenase/reductase (SDR family) 1.501
member 9
chromosome 1 open reading frame 21 -1.501
killer cell lectin-like receptor subfamily B, -1.501
member 1
granulysin -1.502
taste receptor, type 2, member 46 -1.502
CD3g molecule, gamma (CD3-TCR -1.504
complex)
ATP-binding cassette, sub-family B -1.507
(MDR/TAP), member 1
janus kinase and microtubule interacting -1.509
protein 2
chromosome 17 open reading frame 66 -1.510
neurocalcin delta -1.510
ADAM metallopeptidase with -1.520
thrombospondin type 1 motif, 10
synaptotagmin-like 2 -1.520
fibroblast growth factor binding protein 2 -1.521
ArfGAP with GTPase domain, ankyrin -1.528
repeat and PH domain 1
leucine-rich repeat-containing G protein- -1.531
coupled receptor 6
myosin VI -1.534

1.7031

1.0624

4.4952

6.4318

9.9658

0.3916

1.9145

0.7929

1.7031

2.9821

3.4989

4.4952

2.9821

2.9821

2.5934

2.9821

2.9821

2.9821

2.5934

4.0068

3.4989

2.9821

2.9821

2.9821
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3127 _at

8115_at

22914 _at

5727 _at

5729 _at

4603_at

343413_at

154075_at

55450 _at

59084 _at

3824 _at

401124 _at

2999 _at

9289 _at

9254 _at

7049 _at

8302_at

22807 _at

51348 _at

3823 at

5816_at

11126_at

400360_at

28559 _at

HLA-DRB5

TCL1A

KLRK1

PTCH1

PTGDR

MYBL1

FCRL6

SAMD3

CAMK2N1

ENPP5

KLRD1

DTHD1

GZMH

GPR56

CACNA2D2

TGFBR3

KLRC4

IKZF2

KLRF1

KLRC3

PVALB

CD160

C150rf54

TRBV28

major histocompatibility complex, class I,
DR beta 5

T-cell leukemia/lymphoma 1A

killer cell lectin-like receptor subfamily K,
member 1

patched homolog 1 (Drosophila)
prostaglandin D2 receptor (DP)

v-myb myeloblastosis viral oncogene
homolog (avian)-like 1

Fc receptor-like 6
sterile alpha motif domain containing 3

calcium/calmodulin-dependent protein
kinase Il inhibitor 1

ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase 5
(putative function)
killer cell lectin-like receptor subfamily D,
member 1

death domain containing 1

granzyme H (cathepsin G-like 2, protein h-
CCPX)

G protein-coupled receptor 56

calcium channel, voltage-dependent, alpha
2/delta subunit 2

transforming growth factor, beta receptor
1]

killer cell lectin-like receptor subfamily C,
member 4

IKAROS family zinc finger 2 (Helios)
killer cell lectin-like receptor subfamily F,

member 1
killer cell lectin-like receptor subfamily C,

member 3
parvalbumin
CD160 molecule

chromosome 15 open reading frame 54

T cell receptor beta variable 28

-1.540

-1.542

-1.544

-1.554

-1.557

-1.561

-1.567

-1.576

-1.577

-1.582

-1.593

-1.594

-1.602

-1.605

-1.612

-1.618

-1.628

-1.672

-1.674

-1.688

-1.725

-1.813

-1.871

-2.021

3.4989

8.3194

2.5934

2.5934

3.4989

2.9821

3.3639

2.9821

2.5934

2.9821

2.5934

4.9964

3.3639

2.9821

3.3639

2.9821

2.9821

2.5934

2.5934

2.9821

5.4721

2.5934

2.9821

3.3639
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3123 _at HLA-DRB1 major histocompatibility complex, class I, -2.205 3.3639
DR beta 1
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Supplementary Table S2: Up- and downregulated pathways associated with low
overall survival, sorted by number of genes involved.

N genes
P-value .N genes at REACT_ID Name of the event
involved -
pathway
UP-REGULATED
Metabolism
0.015392694 19 200 REACT_13 Metabolism of amino acids and derivatives
6.30E-005 18 116 REACT 474 Metabolism of carbohydrates
0.000284586 13 77 REACT_1698 Metabolism of nucleotides
7.37E-006 11 40 REACT_1046 Pyruvate metabolism and Citric Acid (TCA) cycle
0.000353746 10 50 REACT_13565  Regulation of ornithine decarboxylase (ODC)
0.001542951 9 50 REACT_1221 CDK-mediated phosphorylation and removal of Cdc6
0.003932045 9 57 REACT_723 Glucose metabolism
0.000302809 6 18 REACT 21330  Synthesis and interconversion of nucleotide di- and
triphosphates
0.000422025 6 19 REACT_1785 Citric acid cycle (TCA cycle)
0.007633839 6 32 REACT_522 Purine metabolism
0.000693541 5 14 REACT_1008 Glycogen breakdown (glycogenolysis)
0.002467109 5 18 REACT_2071 Pyruvate metabolism
0.007701138 5 23 REACT_2002 Endosome acidification
0.007701138 5 23 REACT_25268  Acidification of Tf.TfR1 containing endosome
0.000292334 4 7 REACT_1859 Pentose phosphate pathway (hexose monophosphate
shunt)
0.00055902 4 8 REACT_1736 Glycogen synthesis
0.006118549 4 14 REACT_ 9431 Metabolism of porphyrins
0.022740197 4 20 REACT_ 16957  Peroxisomal lipid metabolism
0.000662594 3 4 REACT_1827 alpha-D-Glucose + ATP => alpha-D-glucose 6-phosphate
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0.000662594

0.011277931

0.015454102

0.015454102

0.026077985

0.047672127

0.047672127

0.047672127

0.047672127

0.003113249

0.003113249

0.003113249

0.003113249

0.008994111

0.008994111

0.008994111

0.008994111

0.008994111

0.017325627

0.017325627

0.017325627

0.017325627

0.017325627

10

10

12

15

15

15

15

REACT_1407

REACT_9465

REACT 2086

REACT 22099

REACT 1923

REACT_6759

REACT_190

REACT 1985

REACT_991

REACT_2164

REACT 605

REACT_939

REACT_9463

REACT_1865

REACT_66

REACT 375

REACT 2182

REACT 642

REACT_1053

REACT_1169

REACT_16882

REACT_14855

REACT_14839

170

Plasmalogen biosynthesis

Heme biosynthesis

Purine catabolism

Phosphorylation of L1 by ERK

Purine salvage

Formation of ATP by chemiosmotic coupling

ATP is synthesized from ADP and Pi by ATPase

Enzyme-bound ATP is released

ADP and Pi bind to ATPase

alpha-D-Glucose 6-phosphate <=> D-Glucose 1-
phosphate

D-Glucose 1-phosphate <=> alpha-D-Glucose 6-
phosphate

Insulin effects increased synthesis of Xylulose-5-
Phosphate

Succinyl CoA and glycine condense to form 5-
aminolevulinate (ALA)

alpha-ketoadipate + CoASH + NAD+ => glutaryl-CoA +
CO2 + NADH + H+

alpha-ketoglutarate + CoASH + NAD+ => succinyl-CoA +
CO2 + NADH + H+

NDP + reduced glutaredoxin => dNDP + oxidized
glutaredoxin + H20

NDP + reduced thioredoxin => dNDP + oxidized
thioredoxin + H20

NDP + reduced thioredoxin => dNDP + oxidized
thioredoxin + H20

8 UDP-glucose + ((1,4)-alpha-D-glucosyl)4 glycogenin =>
8 UDP + ((1,4)-alpha-D-glucosyl)8 glycogenin [GYS D
form]

8 UDP-glucose + ((1,4)-alpha-D-glucosyl}4 glycogenin =>
8 UDP + ((1,4)-alpha-D-glucosyl)8 glycogenin [GYS |
form]

Basigin binds MCT1, MCT3 and MCT4

lactate + H+ [extracellular] <=> lactate + H+ [cytosol]

lactate + H+ [cytosol] <=> lactate + H+ [extracellular]



0.027817417

0.027817417

0.027817417

0.001471786

0.00443228

0.007839346

0.002053978

0.002053978

0.003064646

0.003064646

0.00443228

0.007839346

0.047672127

0.047672127

0.002435364

0.002435364

0.001581725

0.001581725

0.002608064

0.002608064

0.002608064

17

11

11

10

10

10

10

10

137

58

52

52

55

55

58

15

15

74

74

60

60

64

64

64

REACT_983 pyruvate + CoASH + NAD+ => acetylCoA + CO2 +

NADH + H+

REACT_1623 glycogen phosphorylase (PYGL) dimer b + 2 ATP =>

glycogen phosphorylase (PYGL) dimer a + 2 ADP
REACT_13578  Antizyme inhibitor binds to OAZ and stablizes ODC

complex
Apoptosis
REACT_578 Apoptosis

REACT_ 13648  Regulation of Apoptosis

REACT_1213 Apoptosis induced DNA fragmentation

DNA damage/repair

REACT_2160 p53-Independent DNA Damage Response
REACT_1208 p53-Independent G1/S DNA damage checkpoint
REACT_1625 p53-Dependent G1 DNA Damage Response
REACT_85 p53-Dependent G1/S DNA damage checkpoint
REACT_2254 G1/S DNA Damage Checkpoints

REACT_13462  Activation of DNA fragmentation factor

REACT_378 Repair synthesis of patch ~27-30 bases long by DNA
polymerase

REACT_1993 Repair synthesis for gap-filling by DNA polymerase in
TC-NER

Protein degradation

REACT_9453 Vif-mediated degradation of APOBEC3G

REACT_9466 Proteosome-mediated degradation of APOBEC3G

REACT_6715 Degradation of multiubiquitinated Cdh1

REACT_6785 Autodegradation of Cdh1 by Cdh1:APC/C

REACT_6871 APC/C:Cdc20 mediated degradation of Securin

REACT_6777 Degradation of multiubiquitinated Securin

REACT_9035 APC/C:Cdh1-mediated degradation of Skp2
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0.0036828 10 67 REACT_6850 Cdc20:Phospho-APC/C mediated degradation of Cyclin

A
0.0036828 10 67 REACT_6937 Degradation multiubiquitinated Cyclin A
0.004110225 10 68 REACT_6826 Degradation of multiubiquitinated cell cycle proteins
0.004575942 10 69 REACT_6761 APC/C:Cdh1 mediated degradation of Cdc20 and other
APC/C:Cdh1 targeted proteins in late mitosis/early G1
0.004575942 10 69 REACT_6781 APC/C:Cdc20 mediated degradation of mitotic proteins
0.005082255 10 70 REACT_6954 Activation of APC/C and APC/C:Cdc20 mediated
degradation of mitotic proteins
0.011867326 10 79 REACT_6828 APC/C-mediated degradation of cell cycle proteins
0.001139438 9 48 REACT_13491  26S proteosome degrades ODC holoenzyme complex
0.001139438 9 48 REACT_75871 Proteasomal cleavage of substrate
0.001328894 9 49 REACT 1471 Ubiquitinated geminin is degraded by the proteasome
0.001328894 9 49 REACT 480 Ubiquitinated Orc1 is degraded by the proteasome
0.001328894 9 49 REACT_1210 Ubiquitinated Cdc6 is degraded by the proteasome
0.001328894 9 49 REACT_873 Proteolytic degradation of ubiquitinated-Cdc25A
0.001328894 9 49 REACT_2142 Proteasome mediated degradation of Cyclin D1
0.001328894 9 49 REACT_13413  Proteasome mediated degradation of PAK-2p34
0.001328894 9 49 REACT_ 13464  Regulation of activated PAK-2p34 by proteasome
mediated degradation
0.001328894 9 49 REACT_13505 Proteasome mediated degradation of PAK-2p34
0.001328894 9 49 REACT_20637  Proteasome mediated degradation of COP1
0.001542951 9 50 REACT 4 Ubiquitin-dependent degradation of Cyclin D1
0.001542951 9 50 REACT_938 Ubiquitin-dependent degradation of Cyclin D
0.00178386 9 51 REACT_20549  Autodegradation of the E3 ubiquitin ligase COP1
0.002053978 9 52 REACT_1614 Ubiquitin Mediated Degradation of Phosphorylated
Cdc25A
0.002053978 9 52 REACT_9034 Degradation of ubiquitinated p27/p21 by the 26S
proteasome
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0.002053978

0.002355762

0.002691768

0.002691768

0.003477132

0.003477132

0.024742631

0.024742631

0.015454102

0.048274995

0.047835111

0.003477132

0.034044476

0.015395034

0.026889844

0.003044842

0.020385123

0.032530817

0.047672127

0.017325627

0.017325627

0.017325627

18

12

52

53

54

54

56

56

76

76

10

212

126

56

44

27

21

11

13

15

REACT_9003

REACT_75842

REACT_6821

REACT 6878

REACT 11063

REACT_10017

REACT_9031

REACT 9018

REACT_25315

SCF(Skp2)-mediated degradation of p27/p21

Antigen processing: Ubiquitination & Proteasome
degradation

SCF-beta-TrCP mediated degradation of Emi1
SCF-mediated degradation of Emi1

Degradation of beta-catenin by the destruction complex
Degradation of ubiquitinated -beta catenin by the
proteasome

Vpu mediated degradation of CD4

Degradation of ubiquitinated CD4

Ubiquitination of AUF1 (hnRNP DO)

Signal transduction

REACT_11061

REACT_12056

REACT_11045

REACT_75913

REACT_12484

REACT_21399

REACT_21395

REACT 12435

REACT 12065

REACT 22240

REACT_12032

REACT_21375

REACT_21358

Signalling by NGF

NGF signalling via TRKA from the plasma membrane
Signaling by Wnt

Nucleotide-binding domain, leucine rich repeat containing
receptor (NLR) signaling pathways

EGFR downregulation

activated TAK1 mediates p38 MAPK activation
activated human MKK3/MKK6 phosphorylates p38
MAPK complexed with MAPKAPK2 or MAPKAPK3
Retrograde neurotrophin signalling

p38MAPK events

Phosphorylation of L1 by p90rsk

MAP kinase activates MAPKAPK2, MAPKAPK3 and
MSK1

Active p38 MAPK phosphorylates MAPKAPK2 or 3

Nuclear export of human p38 MAPK mediated by its
substrate MAPKAPK2 or 3

Cell Transport
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0.000681435

0.001985072

0.009107485

0.000100291

0.000532609

0.003819463

0.000993223

0.001379383

0.011097932

0.019006494

0.007839346

0.011277931

0.011277931

0.011277931

0.015454102

0.020385123

0.020385123

0.00063613

0.001923966

0.003469373

0.007275887

0.011273817

13

13

10

14

14

13

13

13

84

94

76

28

27

37

15

16

25

19

10

11

11

94

105

100

109

115

REACT_11123

REACT_6305

REACT 22393

REACT_27258

REACT 25283

REACT 25060

REACT_27290

REACT_27184

REACT 1109

REACT_12495

REACT_22118

REACT_12559

REACT_22103

REACT_22359

REACT_12397

REACT_12385

REACT 22136

Membrane Trafficking

Respiratory electron transport, ATP synthesis by
chemiosmotic coupling, and heat production by
uncoupling proteins.

Respiratory electron transport

Endosomal Sorting Complex Required For Transport
(ESCRT)

Transferrin endocytosis and recycling

Iron uptake and transport

MVB Vesicle Formation

ESCRT Disassembly

Insulin receptor recycling

Assembly in clathrin-coated vesicles (CCVs)

L1 binds to AP-2 Clathrin complex

Formation of clathrin-coated vesicle

Transport of L1 into endosomes

Formation of clathrin coated vesicle

Endocytosis (internalization) of clathrin-coated vesicle

Axonal transport of NGF:Trk complexes

Transport of L1 from C-domain to P-domain

Cell growth
REACT_2014 Synthesis of DNA
REACT_899 S Phase
REACT_1783 G1/S Transition

REACT_21267

REACT_1538
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Mitotic G1-G1/S phases

Cell Cycle Checkpoints



0.001290635

0.001290635

0.000712619

0.001203735

0.001203735

0.001538063

0.001538063

0.008306703

0.011867326

0.00443228

0.004980802

0.006234874

0.034499345

0.003113249

0.040203704

0.040203704

0.000857077

0.000151167

0.002053978

0.00303599

0.017909354

0.004568547

12

12

11

11

11

11

11

10

10

13

11

79

79

64

68

68

70

70

75

79

58

59

61

33

86

54

52

45

28

13

REACT_1725

REACT_734

REACT_2243

REACT 1156

REACT_2148

REACT_207

REACT 829

REACT 6837

REACT_21279

REACT 1949

REACT 9029

REACT_1574

REACT_7970

REACT_936

REACT_1303

REACT_6922

M/G1 Transition

DNA Replication Pre-Initiation

Assembly of the pre-replicative complex

Orc1 removal from chromatin

Switching of origins to a post-replicative state
Removal of licensing factors from origins

Regulation of DNA replication

Regulation of APC/C activators between G1/S and early
anaphase

Regulation of mitotic cell cycle

CDT1 association with the CDC6:0ORC:origin complex
Cyclin A:Cdk2-associated events at S phase entry
Cyclin E associated events during G1/S transition
Telomere Maintenance

Formation of Elongin BC complex

Mcm4,6,7 trimer forms and associates with the

replication fork
MCM2-7 mediated fork unwinding

Proteins organization
REACT_24994

REACT 25325

REACT_309

REACT_25343

REACT_75925

REACT_27319
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Regulation of mMRNA Stability by Proteins that Bind AU-
rich Elements

Destabilization of mMRNA by AUF1 (hnRNP DO)
Stabilization of p53

Destruction of AUF1 and mRNA

Amyloids

Cargo Sequestration



0.000172819

0.020385123

0.032530817

0.008994111

0.008994111

0.008994111

0.027817417

0.040203704

0.003197496

0.032530817

0.01065623

0.005841435

0.004950053

0.00229006

0.002076775

0.002076775

0.002076775

0.00667226

0.021759309

0.017379403

0.045583362

14

14

13

12

12

12

12

11

13

19

13

134

125

110

89

88

88

88

43

42

40

26

REACT_12073

REACT_22298

REACT_27272

REACT 51

REACT_24015

REACT_21266

REACT_75858

REACT_25267

Heterdimerization of CEACAMs

Reinsertion of L1 into the plasma membrane

Cargo Recognition And Sorting

Formation of elongin complex

Recruitment of PYK2 to pSIRP alpha

Surface deployment of platelet dense granule membrane
components

Serum amyloid P binds DNA and chromatin

Association of AUF1 with Translation and Heat Shock
Proteins

Inflamation

REACT_75900

REACT_75808

Inflammasomes

The NLRP3 inflammasome

DOWN-REGULATED

Metabolism

REACT_15550

REACT_11051

REACT_2085

REACT_1654

REACT 3

REACT 552

REACT 13617

REACT_15426

REACT_12640

REACT_12467

REACT_9000
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Insulin Synthesis and Processing

Rho GTPase cycle

GTP hydrolysis and joining of the 60S ribosomal subunit
GTP Hydrolysis by eRF3 bound to the
eRF1:mRNA:polypeptide:80S Ribosome complex
elF5B:GTP is hydrolyzed and released
Hydrolysis of eEF1A:GTP

MAFA-, NKX2-2-, PAX6-, and PDX1-dependent
synthesis of insulin precursor protein

PLC beta mediated events

Inactivation of Lck by Csk

Activation of Lck

Calmodulin induced events



0.045583362

0.040180791

0.030532081

0.030532081

0.049064325

0.025036396

0.015561521

0.015561521

0.012304399

0.015561521

0.015561521

0.008061587

0.015561521

0.000186556

3.23E-005

0.02307924

0.004224502

0.025267619

0.018738514

0.014500061

0.008885861

0.008247427

60

44

22

13

12

12

12

12

12

26

25

23

23

16

27

729

450

266

108

121

116

112

105

104

REACT_9053

REACT_24941

REACT_18274

REACT_24023

REACT_18342

REACT 16916

REACT 23956

REACT_75931

CaM pathway

Circadian Clock

I1?egulation of Insulin Secretion by Glucagon-like Peptide-
Regulation of Water Balance by Renal Aquaporins
Nucleotide-like (purinergic) receptors

PLC-gamma hydrolyses PIP2

PMCA extrusion of Ca2+

Trimming of N-ter extended precursor fragments by
cytosolic aminopeptidases

Apoptosis

REACT_964

REACT_12563

REACT_13427

REACT_75844

Intrinsic Pathway for Apoptosis

Interaction and oligomerization of MALT1 to Bcl10

NRAGE activates JNK

Bcl-2 and Bel-XL bind NLRP1

Immune system

REACT_6786

REACT_6900

REACT 75774

REACT 11152

REACT 13698

REACT 6167

REACT_6145

REACT_6152

REACT_9491

REACT_9514

177

Ubiquitin-dependent degradation controls basal levels of
R-SMAD

Immune System

Adaptive Immunity Signaling

Immunoregulatory interactions between a Lymphoid and
a non-Lymphoid cell

Regulation of beta-cell development

Influenza Infection

Influenza Life Cycle

Influenza Viral RNA Transcription and Replication

Viral mMRNA Translation

Viral Protein Synthesis



0.002076775

0.000624275

0.020191091

0.011636903

0.005093469

0.00037935

0.042758584

0.017561519

0.002593132

0.025036396

0.015561521

0.015561521

0.015561521

0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.002784626

0.001650096

1.22E-006

0.005841435

0.015027192

0.004950053

12

12

22

17

14

13

13

88

77

65

59

41

27

49

11

212

84

125

126

110

REACT_9524

REACT_19344

REACT 6835

REACT 11080

REACT 12596

REACT_19183

REACT 23853

REACT_19238

REACT_27145

REACT_11121

REACT_11119

REACT_14847

REACT_27278

REACT_11106

REACT_11140

REACT_11124

REACT 19295

Synthesis of PB1-F2
Costimulation by the CD28 family
The role of Nef in HIV-1 replication and disease

pathogenesis

TCR complex interacts with peptide antigen-presenting
MHC Class |

Translocation of ZAP-70 to Immunological synapse
CD28 co-stimulation

Interactions of the immunoglobulin superfamily (IgSF)
member proteins

CD28 dependent Vav1 pathway

Interleukin-2: IL2 receptor alpha:beta binds IL2 receptor
gamma subunit

C3d-complexed antigen binds to complement receptor
NKG2A-CD94 heterdimer interacts with HLA-E
Receptors CCR3, 4 and 5 bind CCL5 ligand
Interleukin-2 receptor alpha:lL2 binds Interleukin-2
receptor beta

MHC Class | interacts with CD160

KIR2DL1 interacting with HLA-C group 2 (Cw3)

KIR3DL2 interacting with HLA-A3

SEMAA4D interacts with CD45

Signal transduction

REACT_11061

REACT 12526

REACT_11044

REACT_12056

REACT_75891
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Signalling by NGF

TCR signaling

Signaling by Rho GTPases

NGF signalling via TRKA from the plasma membrane

Phosphorylated UPF1 Recruits SMG5, SMG7, SMG6,
and PP2A



0.003030769

0.002780132

0.000975634

0.005134165

0.004336652

0.004336652

0.000759184

7.65E-005

1.86E-005

0.039060641

0.00433298

0.003867925

0.000389117

0.018523772

0.010525854

0.002850499

0.001345375

0.009685997

0.007585877

0.00667226

0.005843087

0.005093469

0.005093469

13

13

13

12

12

12

11

11

11

104

103

92

98

96

96

68

53

46

87

61

60

44

64

58

47

42

46

44

43

42

41

41

REACT_75910

REACT_15421

REACT_12051

REACT 15358

REACT 15319

REACT_20565

REACT_12555

REACT_12623

REACT_12498

REACT_13776

REACT_18407

REACT_15295

REACT_12615

REACT_13720

REACT_10098

REACT_13638

REACT 12421

REACT 23837

REACT 15526

REACT_12582

REACT_19216

REACT_12538

REACT_12394
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SMG1 Phosphorylates UPF1 (Enhanced by Exon

Junction Complex)

Cleavage of the Signal Peptide of Preproinsulin

Cell surface interactions at the vascular wall

Interaction between SRP and SRP Receptor

Signal Recognition (Preproinsulin)

Signal Recognition (Preprolactin)

Downstream TCR signaling

Generation of second messenger molecules

Phosphorylation of PLC-gamma

p75 NTR receptor-mediated signalling

G alpha (12/13) signalling events

Opioid Signalling

Phosphorylation of SLP-76

Cell death signalling via NRAGE, NRIF and NADE

GEFs activate Rho GTPase:GDP

NRAGE signals death through JNK

Phosphorylation of TBSMs in LAT

Interleukin-3, 5 and GM-CSF signaling

G-protein mediated events

Phosphorylation of CD3 and TCR zeta chains

GEFs activate RhoA,B,C

Phosphorylation of ZAP-70 by Lck

Activation of ZAP-70



0.005093469

0.001672101

0.03262897

0.03262897

0.026830065

0.017379403

0.017379403

0.001556972

0.000155659

0.043360304

0.039123685

0.027980085

0.027980085

0.030532081

0.030532081

0.030532081

0.006557378

0.000778848

0.000778848

0.000105283

0.049064325

0.041437086

0.034461145

41

34

46

46

44

40

40

25

17

37

36

33

33

23

23

23

15

16

15

14

REACT_12446

REACT_12079

REACT_19146

REACT_19324

REACT 75913

REACT 12633

REACT 13694

REACT_2202

REACT 19358

REACT 20563

REACT_17025

REACT_1665

REACT_20593

REACT_12034

REACT_23832

REACT_24024

REACT_6844

REACT 19212

REACT 19274

REACT_19159

REACT_15530

REACT_19333

REACT_697
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Dephosphorylation of Lck-pY505 by CD45
PLC-gamma1 signalling

Dephosphorylation of CD3-zeta by PD-1 bound
phosphatases

PD-1 signaling

Nucleotide-binding domain, leucine rich repeat containing
receptor (NLR) signaling pathways

Phosphorylation of ITAM motifs in CD3 complexes
p75NTR indirectly activates RAC and Cdc42 via a
guanyl-nucleotide exchange factor

Effects of PIP2 hydrolysis

CD28 dependent PI3K/Akt signaling

Activation of NMDA receptor upon glutamate binding and
postsynaptic events

Down-stream signal transduction

Glucagon signaling in metabolic regulation

Post NMDA receptor activation events

Signaling by BMP

Nephrin interactions

Gab2 binds the p85 subunit of Class 1A PI3 kinases
Signaling by TGF beta

PI3K binds CD28

CD28 bound PI3K phosphorylates PIP2 to PIP3
Gads binds CD28

PKA activation

G alpha (z) signalling events

Activation of BH3-only proteins



0.034461145

0.022516538

0.022516538

0.013283338

0.006707393

0.006707393

0.006707393

0.006707393

0.006707393

0.006707393

0.006707393

0.004361389

0.004361389

0.004361389

0.004361389

0.004361389

0.002593132

0.002593132

0.002593132

0.049016684

0.049016684

0.049016684

0.036258028

14

12

12

10

REACT_22351

REACT_12519

REACT_18289

REACT_12013

REACT_19264

REACT_19243

REACT_19286

REACT_25061

REACT_27154

REACT_27183

REACT_27314

REACT_19316

REACT_27317

REACT_27150

REACT_27233

REACT_27313

REACT 19254

REACT_27274

REACT 27196

REACT_637

REACT_23839

REACT_23796

REACT_6744
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DCC mediated attractive signaling

PECAM1 interactions

P2Y receptors

I-Smad binds to type | receptor, preventing Smad1/5/8
from being activated

Phosphorylation of CD28

Activation of Rac1 by pVav1

Activation of Cdc42 by pVav1

Binding of CRY:PER Heterodimer to the
BMAL1:CLOCK/NPAS2 Heterodimer

Recruited STATS is phosphorylated

Phosphorylation of IL2RB Y338, Y392 or Y510 enables
STAT recruitment

Phosphorylated STATS5 is released

Activation of Vav1

Phosphorylation of IL2RB Y338 enables SHC recruitment
SHC1 bound to IL2 receptor is phosphorylated

SYKis a substrate for JAK1

Syk binds IL2RB

Grb2 binds CD28

Within the IL-2R complex JAK3 phosphorylates JAK1
JAK1 phosphorylates Y338, Y392 and Y510 of IL2RB
G12/13 activation by PAR

Thrombin-activated PAR binds G-protein G12/13

Dissociation of the PAR:G12/13 complex

Phospho-R-SMAD dissociates from the receptor complex



0.036258028

0.036258028

0.036258028

0.036258028

0.036258028

0.036258028

0.036258028

0.036258028

0.036258028

0.025036396

0.025036396

0.025036396

0.025036396

0.025036396

0.025036396

0.015561521

0.015561521

0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.008061587

REACT_6879

REACT_12070

REACT_12011

REACT_12408

REACT_16997

REACT 20653

REACT_20523

REACT_20507

REACT 23820

REACT 16998

REACT_12561

REACT_23958

REACT_23900

REACT_23781

REACT_18416

REACT_6887

REACT 23917

REACT 1144

REACT_12074

REACT_12573

REACT_18395

REACT_18335

REACT_18293
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Activated type | receptor phosphorylates R-SMAD
directly

Type |l receptor phosphorylates type | receptor
BMP2 binds to the receptor complex
Phoshorylation of PECAM-1 by Fyn or Lyn or ¢-Src
Nck binds to the active PDGF receptor

ADP signalling through P2Y purinoceptor 12
Activated P2Y purinoceptor 12 binds G-protein Gi
Gi activation by P2Y purinoceptor 12

Nephrin mediated activation of N-WASP
PLC-gamma binds to the active receptor

PI3K phosphorylates PIP2 to PIP3

Activation of beta-arrestin-1-bound Src kinase
Activated Src activates ERK

Beta-arrestin-1 acts as scaffold for a PAR1 signalling
complex

S1P-binding receptors bind S1P

SKI complexes with the SMAD complex, suppressing
TGF-beta signaling

Activation of Protein Kinase C novel isoforms
Binding of IP3 to IP3 receptor

Release of calcium from intracellular stores by IP3
receptor activation

Phosphorylation of CARMA1

Opening of ER calcium channels by activated PKA

Phosphorylation of FANCI by ATM/ATR

Phosphorylation of FANCD2 by ATR/ATM



0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.002784626

0.002784626

0.008061587

0.043587007

0.035911088

0.01276809

0.005438258

0.003201673

0.003201673

0.004950053

0.004950053

0.004575691

0.004575691

0.003895432

0.003030769

0.001940961

0.005134165

0.003329699

0.003329699

30

20

20

14

14

14

13

13

13

13

13

13

13

12

12

12

413

247

222

124

117

117

110

110

109

109

107

104

99

98

93

93

REACT_25029

REACT_23803

REACT_22135

REACT 23835

REACT_27175

REACT 12008

Phosphorylation and Nuclear Translocation of the
BMAL1:CLOCK/NPAS2 Heterodimer

Syk/Lck phosphorylate LAT

Inactive G alpha (z) reassociates with G beta:gamma
Activated PAR1 binds Beta-arrestin-1

IL2RB associates with JAK1

IP3 binds to the IP3 receptor, opening the endoplasmic
reticulum Ca2+ channel

Gene Expression

REACT_71

REACT_21257

REACT 20605

REACT_1014

REACT_2159

REACT_2099

REACT_75886

REACT_75822

REACT_79

REACT_1762

REACT_75787

REACT_75753

REACT 13819

REACT_1797

REACT_75917

REACT_75768
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Gene Expression

Metabolism of RNA

Metabolism of mMRNA

Translation

Eukaryotic Translation Initiation

Cap-dependent Translation Initiation

Nonsense-Mediated Decay

Nonsense Mediated Decay Enhanced by the Exon
Junction Complex

L13a-mediated translational silencing of Ceruloplasmin
expression

3' -UTR-mediated translational regulation

SMG6 Cleaves mRNA with Premature Termination
Codon

UPF 1 Binds an mRNP with a Termination Codon
Preceding an Exon Junction Complex

Regulation of gene expression in beta cells

Formation of a pool of free 40S subunits

Formation of UPF1:eRF3 Complex on mRNA with a
Premature Termination Codon and No Exon Junction
Complex

Nonsense Mediated Decay Independent of the Exon
Junction Complex



0.003039637

0.00229006

0.00229006

0.00229006

0.00229006

0.00229006

0.002076775

0.002076775

0.001880047

0.001880047

0.018513126

0.03262897

0.004980284

0.035164041

0.026282007

0.022408966

0.022408966

0.022408966

0.022408966

0.018906088

0.018906088

0.018906088

0.018906088

12

12

12

12

12

12

12

12

12

12

92

89

89

89

89

89

88

88

87

87

52

46

22

24

22

21

21

21

21

20

20

20

20

REACT_1477

REACT_1986

REACT 389

REACT_227

REACT_1404

REACT_1937

REACT 198

REACT_2075

REACT 928

REACT_1227

REACT 940

REACT_20639

REACT_20514

REACT_1309

REACT_1974

REACT_953

REACT_1074

REACT 513

REACT 211

REACT_139

REACT_373

REACT_1913

REACT_2228

184

Eukaryotic Translation Elongation
Eukaryotic Translation Termination
Polypeptide release from the eRF3-

GDP:eRF1:mRNA:80S Ribosome complex
GTP bound eRF3:eRF1 complex binds the peptidyl

tRNA:mRNA:80S Ribosome complex

Peptide chain elongation

Translocation of ribosome by 3 bases in the 3' direction
The 60S subunit joins the translation initiation complex
Aminoacyl-tRNA binds to the ribosome at the A-site
Release of 40S and 60S subunits from the 80S ribosome
Peptide transfer from P-site tRNA to the A-site tRNA
Dissociation of L13a from the 60s ribosomal subunit
Deadenylation-dependent mRNA decay

Deadenylation of mRNA

RNA Polymerase | Transcription

RNA Polymerase | Promoter Clearance

RNA Polymerase | Transcription Initiation

RNA Polymerase | Transcription Termination
Dissociation of PTRF:Polymerase |/Nascent Pre rRNA

Complex:TTF-I:Sal Box

PTRF Binds the Polymerase | Transcription
Complex/Nascent Pre rRNA Complex paused at the
TTF-I:Sal Box

Recruitment of Active RNA Polymerase | to
SL1:phos.UBF-1:rDNA Promoter

Loss of Rrn3 from RNA Polymerase | promoter escape
complex

RNA Polymerase | Promoter Escape

Polymerase | Transcription Complex/Nascent Pre rRNA
Complex pauses at the TTF-1:Sal Box



0.01576443

0.01576443

0.01576443

0.049016684

0.036258028

0.004224502

0.005093469

0.005093469

0.022516538

0.004361389

0.001349207

0.000561654

0.000561654

0.000561654

0.049016684

0.049016684

0.036258028

0.036258028

0.036258028

0.036258028

0.036258028

0.036258028

13

19

19

19

108

41

41

12

REACT_2204

REACT_872

REACT_20651

REACT_1173

REACT_1773

RNA Polymerase | Chain Elongation

Elongation of pre-rRNA transcript

Deadenylation of mMRNA by the CCR4-NOT Complex

Binding of Rrn3 to RNA Polymerase |

Assembly of RNA Polymerase | Holoenzyme (human)

Proteins organization

REACT_15520

REACT_12566

REACT_12642

REACT 22398

REACT_19244

REACT_25234

REACT_12506

REACT_12604

REACT_12525

REACT_549

REACT_15632

REACT 6923

REACT 11173

REACT 20630

REACT_22150

REACT_22380

REACT_22170
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Translocation of Preproinsulin to Endoplasmic Reticulum

Change of PKC theta conformation

Recruitment of ZAP-70 to phosphorylated ITAMs
Recruitment of ABLIM to the plasma membrane
Translocation of Vav1 to CD28

Stabilization of Unphosphorylated
BMAL1:CLOCK/NPAS2 Heterodimer by CRY Proteins
Recruitment of PLC-gamma1 to SLP-76

Recruitment of ITK to SLP-76

Disassociation of PLC-gamma1 from SLP-76
Activation of BAD and translocation to mitochondria
cAMP induces dissociation of inactive PKA tetramers
An anchoring protein, SARA, recruits R-SMAD
ICAMs 1-4 bind to Integrin LFA-1

Dissociation of the P2Y purinoceptor 12:Gi complex
Liganded Gz-activating GPCRs bind inactive
heterotrimeric G-protein Gz

Liganded Gz-activating GPCR acts as a GEF for Gz

The Ligand:GPCR:Gz complex dissociates



0.025036396

0.025036396

0.025036396

0.025036396

0.015561521

0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.008061587

0.002784626

0.002784626

0.002784626

0.01576443

0.008061587

0.000777173

0.002969268

0.002360124

0.020191091

38

23

22

19

426

236

218

65

REACT_12486

REACT_12448

REACT 12009

REACT 23852

REACT_701

REACT_11161

REACT_11199

REACT_12489

REACT_12040

REACT 13818

REACT_13516

REACT_13810

REACT_25402

REACT_12398

REACT_12570

REACT_12618

Recruitment of PI3K to plasmamembrane
Translocation of TRAF6 to CBM complex

Formation of a heteromeric BMP receptor complex
Nephrin binds NCK

Activation, myristolyation of BID and translocation to
mitochondria

VCAM-1interacts with VLA-4

MADCAM interacts with Integrin alphadbeta7
Recruitment of SLP-76 to Gads

VLA-4 binds JAM-B

Interaction of integrin alphadbeta1 with Fibronectin
I1nteraction of integrin alpha4beta1 with Thrombospondin-
Interaction of integrin alphadbeta1 with Osteopontin
Formation of BMAL1:CLOCK/NPAS2 Heterodimer
Recruitment of PLC-gamma1 to LAT

Recruitment of Gads to LAT

Disassociation of PLC-gamma1 from LAT

Inflamation

REACT_75900

REACT_75927

Inflammasomes

The NLRP1 inflammasome

Hemostasis
REACT_604 Hemostasis
REACT_20 Formation of Platelet plug
REACT 798 Platelet Activation
REACT_622 Platelet activation triggers
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0.010525854 8 58 REACT 23876  Platelet homeostasis

0.01576443 4 19 REACT 23905 Platelet calcium homeostasis
0.008061587 2 3 REACT_945 Transport of Ca++ from platelet dense tubular system to
cytoplasm
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Supplementary Table S3: Overexpressed common elements between samples with
25 CTCs and samples from patients with shortest survival.

Overexpressed common elements in samples with 25 CTCs and shortest survival

Expression in 25 Overall survival Expression in 25 Overall survival
CTCsvs <5 CTCsvs <5
CTCS CTCS

FC FDR HR FDR FC FDR HR FDR
ABCA13 3.12 1.06 1.64 0.000 HIST1H3B 1.73 1.01 3.50 0.000
AHSP 3.1 2.59 1.38 0.000 HLX 1.52 0.39 5.69 0.000
ALAS2 2.84 4.01 1.39 0.085 HP 4.09 0.39 1.68 0.000
AMPD3 1.60 0.39 5.58 0.000 LCN2 2.28 1.01 2.05 0.000
ANXA3 2.82 1.06 1.72 0.000 LIN7A 1.73 0.39 4.63 0.000
ATP8B4 1.79 0.39 3.96 0.000 LOC643332 1.96 0.39 3.39 0.000
BCL2L1 1.52 5.47 1.88 0.149 LTF 2.78 1.91 1.66 0.000
BLVRB 1.71 1.01 2.30 0.000 MBOAT2 1.69 1.06 2.95 0.000
BPGM 1.83 4.50 1.65 0.000 MGAM 2.24 1.1 1.80 0.000
BPI 2.45 1.70 1.82 0.000 MMP8 3.01 1.70 1.76 0.000
C190rf59 1.64 0.39 5.43 0.000 MMP9 3.29 0.79 1.59 0.000
Cborf32 1.88 0.39 3.42 0.000 MPO 2.32 1.91 1.91 0.000
CAl 2.84 4.50 1.41 0.149 MS4A3 2.12 1.70 2.08 0.000
CCDC125 1.70 0.79 3.04 0.000 NA 2.32 0.39 2.88 0.000
CD177 3.27 0.62 1.68 0.000 NLRC4 1.65 0.79 3.58 0.000
CD24 2.36 1.01 2.02 0.000 NTNG2 1.50 1.91 3.45 0.000
CEACAM1 2.69 1.01 1.80 0.000 OLFM4 2.85 2.21 1.69 0.000
CEACAMG6 2.40 2.59 1.80 0.000 PADI2 1.72 0.79 3.79 0.000
CEACAMS 2.51 2.34 1.77 0.000 PADI4 1.90 0.62 2.94 0.000
CHI3L1 3.58 0.39 1.71 0.000 PGLYRP1 2.51 1.1 1.90 0.000
CPNE2 1.54 0.39 6.66 0.000 PLD1 1.65 0.39 7.57 0.000
CRISP3 3.42 1.06 1.59 0.000 PRTN3 2.37 0.62 2.04 0.000
CTSG 2.44 1.91 1.87 0.000 RNASE?2 1.74 0.39 6.41 0.000
CYP4F3 2.89 0.62 1.70 0.000 RNASES3 2.16 1.51 2.10 0.000
DCAF12 1.93 1.51 1.77 0.000 RRAGD 1.69 0.39 5.33 0.000
DEFA4 2.33 4.01 1.83 0.000 S100P 2.30 1.06 2.06 0.000
EIF1AY 1.52 5.00 1.84 0.085 SELENBP1 2.81 2.59 1.40 0.000
ELANE 2.55 1.1 1.89 0.000 SEPX1 1.56 0.39 5.20 0.000
EPB49 1.51 9.97 1.74 0.542 SERPINB10 273 0.62 2.05 0.000
FAM151B 1.54 0.39 4.92 0.000 SIGLEC5 1.68 0.62 2.68 0.255
FAM46C 1.67 6.43 1.67 0.085 SLC25A37 1.99 1.51 1.76 0.000
FAR2 1.69 0.62 3.53 0.000 SLC25A39 1.90 2.59 1.69 0.000
FCAR 1.58 0.79 3.63 0.000 SLC4A1 3.28 2.59 1.36 0.000
GCA 1.60 0.39 5.76 0.000 SNCA 1.72 2.59 1.71 0.367
GMPR 1.52 7.61 1.74 1.544  TCN1 2.76 1.1 1.79 0.000
GSN 1.54 0.39 4.49 0.000 TRIM58 1.57 4.50 1.93 0.085
GYPC 1.55 4.50 1.94 0.000 UGCG 1.89 0.39 3.25 0.000
HBD 2.27 2.34 1.52 0.000 VSTM™M1 1.66 2.98 2.98 0.085
HIST1H1B 1.62 0.79 5.24 0.000 YOD1 1.61 2.59 1.98 0.000

Downexpressed common elements in samples with 25 CTCs and shortest survival
Expression in 25 Overall survival Expression in 25 Overall survival
CTCsvs <5 CTCsvs <5
CTCS CTCS

FC FDR HR FDR FC FDR HR FDR

ADAMTS10  -1.52 2.59 0.23 0.542 KLRC3 -1.69 2.98 0.52 1.125
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Clorf21
CD160
CD3G
FCRL6
FGFBP2
GNLY
GPR56
GZMH
IKZF2
KLRB1

-1.50
-1.81
-1.50
-1.57
-1.52
-1.50
-1.60
-1.60
-1.67
-1.50

2.98
2.59
2.98
3.36
3.50
4.50
2.98
3.36
2.59
3.50

0.33
0.40
0.37
0.44
0.50
0.48
0.47
0.48
0.23
0.27

0.255
0.367
0.255
0.754
1.544
0.754
0.367
0.754
0.097
0.097

KLRC4 -1.63
KLRD1 -1.59
KLRF1 -1.67
KLRK1 -1.54
MYBL1 -1.56
PTCH1 -1.55
PTGDR -1.56
PVALB -1.73
SAMD3 -1.58
TGFBR3 -1.62

2.98
2.59
2.59
2.59
2.98
2.59
3.50
5.47
2.98
2.98

0.44
0.40
0.38
0.25
0.32
0.36
0.50
0.50
0.31
0.39

0.754
0.542
0.367
0.149
0.149
0.754
1.125
0.367
0.149
0.255
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Material suplementari del tercer treball

TMPRSS2-ERG in Blood and Docetaxel Resistance in Metastatic

Castration-resistant Prostate Cancer
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Methods

Patients

Men with metastatic castration-resistant prostate cancer (CRPC) candidates for
systemic docetaxel or cabazitaxel therapy were eligible (23%). Patients were
treated with docetaxel (75 mg/m? intravenous [iv] every 3 wk) or cabazitaxel (25
mg/m? iv every 3 wk or 10mg/m? iv weekly in eight [36.4%)] trial participants
[ClinicalTrials.gov, NCT01518283]). Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) samples from 24 healthy volunteers (20 men, four women; mean age

45.2 yr [range, 23.8—-72.4]) were collected.

Patients’ follow-up and response evaluation

Prostate-specific antigen (PSA) levels were measured every 3—-6 wk, and
computed tomography and/or bone scan were performed every 2—4 mo or when
clinically indicated. Primary endpoint was PSA response rate, defined as at
least 50% decrease in PSA from baseline (maintained > 4 wk) at any time after
treatment initiation. Secondary endpoints included best PSA response, PSA
progression-free survival (PSA-PFS), clinical or radiologic PFS (C/R-PFS), and
overall survival (OS). PSA-PFS, C/R-PFS, and OS were calculated from the
date of treatment initiation to PSA progression, C/R progression, and death or
last follow-up visit, respectively. Treatment response criteria and progressive
disease definition followed Prostate Cancer Working Group 2 criteria [1]. Briefly,
PSA progression was defined as at least 25% increase above the nadir and
confirmed 3 wk later. Clinical progression was defined as appearance or

worsening of cancer symptoms, or increased analgesia requirements.
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Radiologic progression was defined as an occurrence of two or more new bone
lesions on bone scanning or progression by Response Evaluation Criteria in
Solid Tumours (v1.1) in computed tomography scanning [2]. Patients were

prospectively followed from inclusion until death or last visit.

Blood sample collection, PBMC isolation, and RNA extraction

PBMC samples were collected before treatment initiation (baseline), at the time
of progression, and/or before a subsequent therapy initiation. Baseline PBMC
sample was mandatory to be included in the study. Peripheral blood samples
(7.5 ml) were collected in Monovette ethylenediaminetetraacetic acid-containing
Vacutainers (Sarstedt, Germany). The first 5 ml of blood was discarded to avoid
epithelial contamination during venipuncture. Samples were kept at 4°C for up
to 2 h until processing. Mononuclear cells were isolated from blood samples by
Ficoll density-gradient centrifugation, and total RNA was extracted using Trizol
Reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) according to manufacturer

instructions.

At the time of the present analysis, 36.5% of patients had at least one
sequential PBMC sample available. Among the 31 patients without sequential
PBMC samples, seven (22.6%) patients had not progressed and/or not started
a subsequent therapy at the time of the analysis, seven (22.6%) patients
experienced clinical deterioration, or 11 (35.5%) patients died and no sequential
sample was taken. Six (19.4%) patients were withdrawn from the study for other

reasons (eg, inclusion in clinical trials, referred to other institutions, etc).
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Tumour sample processing

If available, formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) specimens were collected
from our hospital's Tumour Biobank. Tissues came from primary tumours
(diagnostic biopsy, radical prostatectomy, or transurethral resection) or
metastasis. From FFPE samples, hematoxylin- and eosin-stained sections from
tumours and adjacent tissues were prepared to confirm the histological
diagnosis. A representative tumour area was selected and, depending on its
size, at least two and up to 12 sections of 10-um thickness were cut and used
for RNA isolation. From FFPE samples, total RNA was isolated using the
RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Life Technologies) according to
manufacturer protocol. Tissue samples were available in 33 patients and in 25
(50%) patients treated with docetaxel. The main reasons for no availability were
that the pathologist considered that there was a low amount of tumour cells
and/or a low quality of tumour sample to perform molecular analysis (n = 16),

and the tumour samples were not in the tumour bank (n = 7).

Gene expression analysis

RNA was quantified by ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop Technologies,
Wilmington, DE, USA). Complementary DNA was synthesized from 500 ng of total
RNA in a 50-ul reaction volume, using the High Capacity Complementary DNA
Kit (Life Technologies). TMPRSS2-ERG and the housekeeping genes GUSB
and HPRT1 (for PBMC and prostate tissue, respectively) were preamplified for

14 cycles, following manufacturer instructions for the TagMan PreAmp Master
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Mix Kit (Life Technologies), except that the final volume of the reaction was

reduced to 25 pl.

The expression of TMPRSS2-ERG, prostate-specific markers (AR,
C100RF116, and KLK3) and housekeeping genes was evaluated by the
quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction method. We used
commercial primers and probes (Life Technologies; commercial codes:
Hs03063375_ft for TMPRSS2-ERG, Hs00907244_m1 for AR, Hs00225127_m1
for C100RF116, Hs03063374 _m1 for KLK3, Hs99999908 m1 for GUSB, and
Hs01003267_m1 for HPRT1). Specifically, primers for TMPRSS2-ERG
detected the most commonly reported fusion transcript TMPRSS2 exon 1 fused
to ERG exon 4. We performed singleplex reactions in duplicate, using TagMan
Fast Universal PCR Master Mix (Life Technologies), according to manufacturer
recommendations, except that the final volume of the reaction was reduced to
10 uL. Amplification was performed for 40 cycles in a Step One Plus Real-Time
Polymerase Chain Reaction system (Life Technologies). Data were acquired
using SDS Software v1.4 and processed with Step One v2.2.2 and Expression
Suite v1.0.3 software (Life Technologies). We used thresholds of 0.1 and 0.2 for
TMPRSS2-ERG and the other genes fluorescent emissions, respectively, to
record the quantification cycle. Patients were categorized as TMPRSS2-ERG
positive when both TMPRSS2-ERG and housekeeping genes were detectable
(quantification cycle [Cq] < 35) in duplicate samples. They were considered
TMPRSS2-ERG negative when housekeeping genes but not TMPRSS2-ERG

(Cg=35 or undetermined) were detectable.

Statistical analysis
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Fisher’s exact test was used to compare proportions between groups, including
PSA response rate between TMPRSS2-ERG-positive and TMPRSS2-ERG-
negative patients. Wilcoxon-Mann-Whitney test was used to compare
continuous variables between groups. PSA-PFS, C/R-PFS, OS were evaluated
by Kaplan-Meier analysis using log-rank test. Univariate analysis of TMPRSS2-
ERG status and other clinical variables was performed with Cox regression; p <
0.1 was required for inclusion in multivariate analysis. Bootstrap technique was
used to internally validate the association between TMPRSS2-ERG and PSA-
PFS or C/R-PFS. To assess the predictive performance of the model, the time-
dependent Brier score was calculated. This score represents differences
between the patient’s disease status and the predicted value, and it ranges from
0 to 1, with 0 being a perfect forecast, while the worst score is 1. All tests were
two-sided and p values < 0.05 were considered statistically significant.
Statistical analysis was done with the R software package (v3.1.1) [24] and

Brier score was calculated with ipred package.
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2. Figures

Supplementary Fig. 1 — Study diagram according to patient’s treatment.
(A) Diagram representing the number of patients and samples included in
the study according the different systemic treatments. (B) Venn diagram
representing set of patients across the three groups of systemic

treatments.

CRPC = castration resistant prostate cancer; CTC = circulating tumour
cells; FFPE = formalin-fixed paraffin-embedded; PBMC = peripheral blood

mononuclear cells.

Supplementary Fig. 2 — Boxplots representing gene expression of
prostate-specific genes (AR, C7100RF116, and KLK3) according to
TMPRSS2-ERG status. Differences in the expression between positive-
and negative-TMPRSS2-ERG peripheral blood mononuclear cell samples
were tested using a Wilcoxon Mann-Whitney test.

Cq = quantification cycle.

Supplementary Fig. 3 — Best prostate-specific antigen (PSA) response and
survival analysis according to TMPRSS2-ERG and KLK3 status in
peripheral blood mononuclear cell samples. (A) Boxplot representing
percentage of change in best PSA response according to TMPRSS2-ERG
and KLK3 status in docetaxel-treated patients (Wilcoxon rank sum test).
(B) Kaplan-Meier curves for PSA progression-free survival (PSA-PFS);

median PSA-PFS was 3.1 mo (95% confidence interval [CI], 2.07 to not
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reached) in TMPRSS2-ERG positive patients, 7.2 mo (95% CI, 5.7-8.3) in
TMPRSS2-ERG negative and KLK3 positive patients, and 8.3 mo (95% ClI,
4.8-13.2) in TMPRSS2-ERG/KLK3 negative patients. (C) Kaplan-Meier
curves for clinical/radiologic PFS; median clinical/radiologic-PFS was 3.1
mo (95% Cl, 2.6-4.2) in TMPRSS2-ERG positive patients, 7.9 mo (95% ClI,
6.4-10.7) in TMPRSS2-ERG negative and KLK3 positive patients, and 9.4

mo (95% ClI, 7.3-14.5) in TMPRSS2-ERG/KLK3 negative patients.

Supplementary Fig. 4 — Cabazitaxel outcome according to TMPRSS2-ERG
status in peripheral blood mononuclear cell samples. (A) Boxplot
representing percentage of change in best prostate-specific antigen (PSA)
response (Wilcoxon rank sum test). (B) Kaplan-Meier plot representing
overall survival in TMPRSS2-ERG positive and negative patients; median
overall survival was 13.4 mo (95% confidence interval [CI], 7.5 to not
reached) in TMPRSS2-ERG-positive patients and 42.6 mo (95% CI, 25.1 to

not reached) in TMPRSS2-ERG-negative patients.

HR = hazard ratio.
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3. Tables

Supplementary Table 1 — Baseline characteristics of docetaxel-treated

patients. The p value is based on Fisher’s exact test and Wilcoxon Mann-

Whitney test for categorical and continuous variables, respectively

TMPRSS2-ERG ~ TMPRSS2-ERG p
All patients negative positive value
No. of patients (%) 50 42 (84) 8 (16)
Age (yr)
Median (range) 71 (41-83) 70.1 (41-83) 73.3 (52-83) 0.35
Time since diagnosis (yr)
Median (range) 5.3 (0.6-23.5) 5.1(0.7-18.2) 6.2 (0.6-23.5) 0.86
Stage at diagnosis, N (%)
Il 11 (22) 11 (26.2) 0 0.15
1 10 (20) 7 (16.7) 3(37.5)
v 29 (58) 24 (57.1) 5 (62.5)
Gleason sum at diagnosis, N (%)
<7 23 (46) 21 (50) 2 (25) 0.26
>8 27 (54) 21 (50) 6 (75)
Type of local treatment, N (%)
Surgery 10 (20) 10 (23.8) 0 0.26
Radiation 14 (28) 12 (28.6) 2(2)
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None

No. of prior hormonal therapies

Median (range)

Time on ADT (mo)

Median (range)

No data

Presence of bone metastases, N

(%)

Yes

No

Number of bone metastases, N

(%)

>6

Presence of visceral metastases,

N (%)

Yes

No

ECOG performance status, N (%)

1or2

Baseline prostate-specific antigen

(ng/mL=l)

26 (52)

2 (1-5)

31 (2.6-91.4)

42 (84)

8 (16)

37 (74)

13 (26)

14 (28)

36 (72)

11 (22)

39 (78)

200

20 (47.6)

2 (1-5)

31.6 (2.6-91.4)

35 (83.3)

7 (16.7)

30 (71.42)

12 (28.6)

11 (26.2)

31 (73.8)

10 (23.8)

32 (76.2)

6 (75)

1 (1=3)

16 (6.6-91)

7 (87.5)

1 (12.5)

1 (12.5)

7 (87.5)

3(37.5)

5 (62.5)

1 (12.5)

7 (87.5)

0.40

0.18

0.003

0.67

0.67




Median (range)

Baseline haemoglobin

concentration (g/l)

Median (range)

Baseline alkaline phosphatase

(U/L=)

Median (range)

No data

Baseline lactate dehydrogenase

(U/L=1)

Median (range)

No data

Postchemotherapy use of

cabazitaxel, N (%)

Yes

No

Use of abiraterone, N (%)

No

Pre-chemotherapy

Postchemotherapy

91.7 (2.4-1057)

121 (81-151)

310 (63-4397)

441 (290-2954)

16 (32)

34 (68)

24 (48)

82.7 (2.4-1057)

125 (82-151)

260 (63-2503)

419 (290-1225)

14 (33.3)

28 (66.7)

19 (45.2)

1(2.4)

22 (52.4)

209.4 (72-955.1)

102.5 (81-136)

1048 (163-4397)

574 (413-2954)

2 (25)

6 (75)

6 (75)

2 (25)

0.05

0.019

0.009

0.010

0.71

0.37

ADT = androgen deprivation therapy; ECOG=Eastern Cooperative Oncology

Group.
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Supplementary Table 2 — Baseline characteristics of cabazitaxel-treated

patients. The p value is based on Fisher’s exact test and Wilcoxon Mann-

Whitney test for categorical and continuous variables, respectively

TMPRSS2-ERG

TMPRSS2-ERG

All patients negative positive p value
No. of patients (%) 22 17 (77.3) 5(22.7)
Age (yr)
Median (range) 66.7 (41-81) 66.2 (41-81) 69.2 (56.7-81) 0.88
Time since diagnosis (yr)
Median (range)| 5.8 (0.7-15.7) 5.8 (0.8-15.7) 4.8 (0.7-11.8) 0.76
Stage at diagnosis, N (%)
I 6 (27.3) 6 (35.3) 0 0.25
1 4 (18.2) 2(11.8) 2 (40)
v 12 (54.5) 9 (52.9) 3 (60)
Gleason sum at diagnosis, N
(%)
<7 10 (45.5) 8 (47.1) 2 (40) 1
>8 12 (54.5) 9 (52.9) 3 (60)
Type of local treatment, N (%)
Surgery 4 (18.2) 3(17.6) 1 (20) 1
Radiation 9 (40.9) 7 (41.2) 2 (40)
None 9 (40.9) 7 (41.2) 2 (40)

No. of prior hormonal
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therapies

Median (range)

Presence of bone

metastases, N (%)

Yes

No

Number of bone metastases,

N (%)
<5
>6
Presence of visceral
metastases, N (%)
Yes
No

ECOG performance status

score, N (%)

1or2

Baseline Prostate-specific

antigen (ng/ml)

Median (range)

Baseline haemoglobin

concentration (g/l)

Median (range)

2 (1-5)

20 (90.9)

2 (9.1)

8 (36.4)

14 (63.6)

4 (18.2)

18 (81.2)

2 (9.1)

20 (90.9)

110 (0.05-676.3)

12.7 (9.6-15.1)
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2 (1-5)

16 (94.1)

1(5.9)

7 (41.2)

10 (58.8)

4 (23.5)

13 (76.5)

2 (11.8)

15 (88.2)

141 (0.05-676.3)

12.4 (9.6-15.1)

1(1-3)

4 (80)

1 (20)

1 (80)

4 (20)

107.7 (24.9-161.3)

13.2 (10.4-14.2)

0.80

0.41

0.61

0.54

0.49

0.81




Baseline alkaline

phosphatase (U/l)

Median (range)

Baseline lactate

dehydrogenase (U/l)

Median (range)

272 (101-1735)

482 (256—2360)

256 (101-1735)

479 (256-2360)

314 (124-720)

483 (388—668)

ECOG = Eastern Cooperative Oncology Group.

204




Supplementary Table 3 — Univariate and multivariate Cox model adjusted

for clinically significant variables (p < 0.1) in univariate analysis

PSA-PFS Univariate Multivariate
Variable HR 95% CI p value HR 95% CI p value
TMPRSS2-ERG 4.15 1.72-10.01 0.002 3.72 1.38-10.02 0.009
PSA (>20 vs <20) 2.44 1.14-5.25 0.02 3.71 1.39-9.95 0.009
LDH (High vs normal) 2.09 1.11-3.94 0.02 0.83 0.39-1.77 0.62
AP (High vs normal) 1.75 0.93-3.30 0.08 1.75 0.86-3.55 0.12
C/R-PFS
Variable HR 95% CI p value HR 95% CI p value
TMPRSS2-ERG 5.45 2.31-12.85 < 0.001 6.34 2.33-17.29 <0.001
PSA (>20 vs <20) 2.55 1.12-5.82 0.03 1.99 0.71-5.56 0.19
Hb (Normal vs low) 2.52 1.37-4.65 0.003 1.56 0.76-3.17 0.22
LDH (High vs normal) 2.18 1.16-4.10 0.02 0.87 0.40-1.88 0.71
AP (High vs normal) 2.14 1.09-4.20 0.03 2.21 0.98-5.01 0.06
(OS]
Variable HR 95% CI p value HR 95% CI p value
TMPRSS2-ERG 412 1.53-11.14 0.005 2.35 0.78-7.10 0.13
Visceral metastases

2.06 0.94-4.52 0.07 2.20 0.95-5.13 0.07

(Yes vs no)
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Hb (Normal vs low) 3.37 1.53-7.41 0.003 2.17 0.89-5.28 0.09
LDH (High vs normal) 4.54 1.93-10.69 <0.001 2.50 0.84-7.43 0.10
AP (High vs normal) 2.41 1.01-5.74 0.05 1.33 0.44-4.06 0.61

AP = alkaline phosphatase; Cl = confidence interval; C/R =
clinical/radiologic; Hb = haemoglobin concentration; HR = hazard ratio; LDH
= lactate dehydrogenase; OS = overall survival; PSA = prostate-specific

antigen; PFS = progression-free survival.
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Supplementary Table 4 — Prostate-specific antigen (PSA) response rate

according to TMPRSS2-ERG and KLK3 status on docetaxel-treated

patients. The p value = 0.017 (Fisher’s exact test)

PSA response rate

95% CI (%)

TMPRRS2-ERG/KLK3 positive 12.5% (1 of 8 patients) 0.32-52.7
TMPRRS2-ERG negative and KLK3 positive 68.8% (22 of 32 patients) 49.9-83.8
TMPRRS2-ERG/KLK3 negative 66.6% (6 of 9 patients) 29.9-92.5

Cl = confidence interval.

Supplementary Table 5 — Baseline characteristics of docetaxel-treated

patients according to TMPRSS2-ERG expression in primary tumour. The p

value is based on Fisher’s exact test and Wilcoxon Mann-Whitney test for

categorical and continuous variables, respectively

TMPRSS2-ERG

TMPRSS2-ERG

All patients negative positive p value
No. of patients (%) 25 11 (44) 14 (56)
Age (yr)
Median (range) 71.36 (57.1-79.3) 72 (57.1-79.3) 69.7 (59.5-74.6) 0.5208
Time since diagnosis (yr)
Median (range) 5.5 (0.7-15.7) 5.9 (0.7-15.7) 5.0 (1-11.8) 0.8506




Gleason sum at diagnosis,
N (%)

<7

>8

No data

Type of local treatment, N
(%)

Surgery
Radiation
None

No data

No. of prior hormonal

therapies

Median (range)

Presence of bone
metastases, N (%)

Yes
No

No data

Number of bone
metastases, N (%)

<5

>6

No data

6 (24)

14 (56)

5 (20)

5 (20)

5 (20)

10 (40)

5 (20)

2 (1-5)

17 (68)

3 (12)

5 (20)

4 (16)

16 (64)

5 (20)

208

1(9.1)

7 (63.6)

3(27.3)

3(27.3)

2 (18.2)

3(27.3)

3(27.3)

2 (1-2)

6 (54.6)
2 (18.2)

3(27.3)

2 (18.2)

6 (54.5)

3(27.3)

5(35.7)

7 (50)

2 (14.3)

2 (14.3)

3(21.4)

7 (50)

2 (14.3)

2 (1-5)

11 (78.6)

1(7.1)

2 (14.3)

2 (14.3)

10 (71.4)

2 (14.3)

0.3245

0.6332

0.6209

0.5368




Presence of  visceral

metastases, N (%)
Yes
No

No data

ECOG performance status
score, N (%)

1or2

No data

Baseline prostate-specific

antigen (ng/ml)

Median (range)

Baseline haemoglobin

concentration (g/l)

Median (range)

No data

Baseline alkaline

phosphatase (U/l)

Median (range)

No data

Baseline lactate

dehydrogenase (U/l)

Median (range)

7 (28)

13 (52)

5 (20)

3(12)

16 (64)

6 (24)

96.7 (0.05-1949)

119.5 (94-151)

5

365.5 (63—4397)

5

467 (302-1225)

3(27.3)

5 (45.5)

3(27.3)

7 (63.6)

4 (36.4)

106.3 (0.05-1949)

122 (97-151)

3

249 (163-2503)

3

459.5 (302—1225)

4 (28.6)

8 (57.1)

2 (14.3)

3(21.4)

9 (64.3)

2 (14.3)

96 (2.4-445.6)

117.6 (94-151)

2

416.5 (63—4397)

2

467 (327-740)

0.2631

0.6867

0.6711

0.3347

0.5999




No data 6

ECOG = Eastern Cooperative Oncology Group.
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 3

PSA progression-free survival
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