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1. Background 
 

1.1 Lung cancer 
According to the World Health Organization, cancer is a group of diseases, initiated in almost 

any tissue and characterized by an uncontrollable cell growth that can also invade adjacent or 

distant organs during metastasis. This excessive growth is triggered by gene mutations involved 

in the control of the cell cycle, cell proliferation, survival, differentiation as well as DNA repairing. 

In this case, lung cancer can be defined as the aberrant growth of cells located in the tissues of 

the lung1.	

 

1.2 Epidemiology 
Lung  cancer  is  the most  frequent malignant  neoplasia  in  the world, with  an  increasing 

incidence each year2. Worldwide, 2.093.876 new  lung cancer cases were diagnosed  in 2018, 

representing the 21.5% of all new cancer cases (Figure 1). This neoplasia is also the leading cause 

of cancer related death, with 1.761.007 deaths in 2018, 30.5% of all cancer related deaths in the 

world (Figure 2). Divided by gender, it is the most frequent in men (14.5%) while the third most 

common carcinoma in women (8.4%), after breast (24.2%) and colorectal carcinoma (9.5%). 

          

Figure 1: Incidence of all cancers in the world in 20181.    Figure 2: Mortality of all cancers in the world in 20181.	

 

Lung cancer has one of  the  lowest survival  rates among all  type of cancers with a 5‐year 

survival rate of ~18% for all stages of  lung cancer. Due to the absence of validated screening 

procedures for large populations, most lung cancer patients are diagnosed at an advanced stage 

when the 5‐year survival rate is only 5%. 
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1.3 Etiology: 

Lung cancer is developed after genetic and epigenetic changes in the DNA of lung cells mainly 

caused by: 

Smoking:  Tobacco  smoking  is  the  number  one  risk  factor  for  developing  lung  cancer  and 

approximately 90% of all lung cancers are attributed to it. Nowadays, the association between 

tobacco consumption and lung cancer is evident; however, it was not until 1964 when the US 

Surgeon General reported that tobacco smoke was a direct cause of lung cancer3.  

Tobacco  smoke  contains  several  carcinogenic  components  such  as  polycyclic  aromatic 

hydrocarbons  (PAH),  N‐nitrosamines,  aromatic  amines,  aldehydes,  and  other  inorganic 

compounds  such  as  arsenic,  nickel  or  chromium,  that  are  enzymatically  transformed  into 

metabolites to be excreted. Cytochrome P450 is one of the enzymes involved in this process and 

probably  the most  studied  one.  The  resulting metabolites  can  react  and  bind  to  the DNA, 

forming intermediate compounds known as adducts4.  

DNA adducts are eliminated by the DNA repairing mechanisms but some of them may escape 

and lead to miscoding, causing permanent mutations during DNA replication. As a second line 

of protection, cells can undergo apoptosis or programmed cell death when the DNA has been 

altered. However, these permanent mutations can trigger the activation of oncogenes or the 

inactivation of tumor suppressor genes that aid the cells escape apoptosis mechanism. Finally, 

these cells can proliferate, accumulating sequential alterations and, ultimately, developing lung 

cancer4. 

Environmental  exposure:  The  remaining  10%  of  lung  cancer  cases  are  attributed  to  the 

exposure  to  other  environmental  carcinogens  such  as  radon,  asbestos,  air  pollution  or 

infections2.  

Genetic susceptibility: There is genetic susceptibility to lung cancer as it is estimated that only 

11‐12% of tobacco smokers will develop lung cancer5. Previous familiar history of lung cancer 

has been reported to an increased 1.7‐fold risk. According to genome‐wide association studies 

(GWAS), mutations  in  chromosome  regions 5p15, 6q21, and 15q25‐26, which  include genes 

involved  in  acetylcholine nicotinic  receptors  and  telomerase production, predispose  to  lung 

cancer6.  Other  genetic  alterations  have  been  associated  to  cancer  such  as  alterations  in 

oncogenes  and  tumor  suppressor  genes.  The  most  important  genetic  driver  mutations 

associated to lung cancer are the ones in the EGFR, the GTP‐ase Kirsten rat sarcoma virus gene 

(K‐RAS), HER2, TP53, PTEN, or EML4‐ALK7.  

 

1.4 Histopathology 
Lung cancer encompass a heterogeneous group of tumors with many histological subtypes8. 

Non‐small cell lung cancer (NSCLC) and small cell lung cancer (SCLC) are the most predominant, 

covering approximately 95% of all lung cancers cases. NSCLC, normally found in peripheral areas 

of  the  lung,  comprises  around  80%  of  all  lung  cancer  cases  and  is  mainly  divided  in 

adenocarcinoma (ADC) (40‐50%) and squamous cell carcinoma (SCC) (20‐30%). Other subtype 

of NSCLC, called large cell carcinoma (LCC) is characterized by undifferentiated large cells and 

comprise around 2% of all lung cancer cases. To the contrary, SCLC (10‐15%) is more common in 

the inner areas such as primary and secondary bronchi. 
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ADC is produced in glandular cells with papillary structures and mucin production while SCC 

are  characterized  by  keratin  pearl  formation,  intercellular  bridging,  and  an  associated 

inflammatory component. ADC and LCC usually grow in the peripheral areas while SCC tend to 

grow  in the central part of the  lungs.  In the past, the therapeutic management differed only 

from NSCLC and SCLC. To date the accurate histological classification has been proved crucial for 

the management, prognosis and screening efficacy in lung cancer subtypes9,10.  

Lung cancer rates by histological subtype have changed  in the  last decades, reflecting the 

changes in the smoking habits over time.  SCC used to be the most frequent subtype, particularly 

in men, however, in the recent years, ADC incidence has risen due to11:  

‐  The  increased  incidence  of  lung  cancer  in  non‐smokers  and women, where  ADC  is more 

predominant, and the decreased rates in men12.  

‐ The change in new cigarette composition, with lower amount of PAH (SCC inducers) but more 

N‐nitrosamines (ADC inducers). In addition, nicotine‐containing cigarettes make smokers inhale 

deeper what could lead to a more peripheral distribution of the smoke.  

‐ The risk of developing ADC after smoking cessation is reduced slower than in SCC. However, 

other studies reported that the risk of lung cancer is not reduced over the years after smoking 

cessation13.   

 

1.4 Clinical management 

1.4.1 Diagnosis 
From the clinical point of view, lung cancer is usually detected at an advanced stage, when 

the  tumor nodule may have grown  for a  long  time or even disseminated before  the patient 

presented any symptoms. As a consequence, most lung cancer patients are diagnosed with an 

unresectable  stage  and  20%  of  them  with  locally  advanced  disease.  It  is  estimated  that 

approximately only 20% of the patients are candidates for surgical treatment8.  

Computerized  tomography  (CT)  scan  is  the  gold‐standard  for  lung  cancer  diagnosis  and 

staging. The addition of positron‐emission tomography (PET) improved its accuracy, due to the 

high  sensitivity  for  the  detection  of  lymph  node metastasis  and  the  differentiation  of  lung 

fibrosis. Still, some trials have reported high false‐positive results due to the presence of benign 

pulmonary nodules13. Moreover, PET derived parameters such as the maximum standardized 

uptake value (SUVmax) have proven their prognostic value14. 

After  imaging, diagnosis  is  confirmed by  cytological or histological biopsy when possible. 

However, histological confirmation is only performed in ~30% of NSCLC tumors, and the rest are 

diagnosed from minimal biopsies or cytological specimens, what hinder the accurate staging and 

classification9.  

1.4.2 Staging 
Lung cancer patients have been traditionally classified into groups according to the biological 

behavior  of  the  tumor.  Staging  is  performed  according  to  the  TNM  system,  that  from  its 

introduction  in 1970 to the 8th edition published  in 2017, has been extensively reviewed and 

improved. This system is based on three descriptors: T, corresponding to the primary tumor size 

(Tx, T0‐T4); N, based on the presence of affected local and regional lymph nodes (Nx, N0‐N3); 

and M, defining the presence of metastasis beyond regional lymph nodes (M0‐M1c)15. 
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The  8th  edition  is  expected  to  help  in  the  classification  and management of  lung  cancer 

patients.  However,  this  classification  still  needs  to  be  improved  as  it  does  not  include 

information about the SUV value nor the molecular profile of individual tumors such as the EGFR 

mutational  status.  Thus,  this  model  lacks  important  prognostic  impact  that  should  be 

incorporated in future editions for a more personalized medicine. 

1.4.3 Treatment 

According to the tumor stage, lung cancer patients receive specific treatments that may vary 

from  surgical  resection  (when  possible),  neoadjuvant  and  adjuvant  treatments  based  on 

chemotherapy, radiotherapy, targeted therapies, and immunotherapy regimens. 

1.4.3.1 Surgical treatment 

Surgical  resection  is  the more effective  and  recommended  treatment  in  resectable early 

stage patients (stage I‐II and some IIIa). The surgical treatment with curative intent consists in 

the resection of the lung parenchyma, including the primary tumor and the locoregional lymph 

nodes. Throughout history, lung resection has evolved by diminishing the volume of the resected 

tissue. Moving from the extraction of a whole lung, or pneumonectomy, to the removal of a lung 

lobe,  or  lobectomy,  which  is  associated  with  better  outcome  and  the  standard  resection 

procedure. The introduction of important advances in the diagnosis and staging of NSCLC as well 

as the development of new minimally invasive surgical techniques, such as the video‐assisted 

thoracic surgery (VATS), have improved the management, treatment selection, and prognosis of 

NSCLC patients16. This way, complete resected patients have the best overall survival (OS) with 

a  5‐year  survival  rate  of  60%,  reflecting  the  importance  of  screening  programs  for  early 

detection17.  

1.4.3.2 Adjuvant chemotherapy 

Despite  complete  resection, many  of  these  patients  relapse  or  die.  For  this  reason,  to 

eliminate  any  tumor  remaining  and  improve  the  survival  of  these  patients,  adjuvant 

chemotherapy and/or radiotherapy treatments are administered. In this cases, cisplatin is one 

of  the most  recommended drugs since  the publication of  its benefits  in  the  first clinical  trial 

including stage I‐III patients18. Nevertheless, several studies have reported controversial results, 

most of them reporting a benefit only  in stage  II NSCLC patients. Others have even reported 

worse prognosis  in  stage  I  patients  treated with  cisplatin. As  a  consequence,  the American 

College  of  Chest  Physicians  recommends  the  administration  of  adjuvant  platinum‐based 

chemotherapy only in stage II patients with good performance status19.  

1.4.3.4 Adjuvant radiotherapy 

In some cases, after complete resection adjuvant chemotherapy is combined with thoracic 

irradiation.  The  role of  this  regimen has been evaluated  in  some multicenter  studies which 

reported no benefit or even a detriment  in N0 or N1 patients20 and  controversial  results  in 

patients with nodal metastasis (N2). Consequently, the application of this regimen is individually 

evaluated in each patient21. Meanwhile, stereotactic body radiation therapy (SBRT) is evolving 

as a new viable option in early stage unresectable patients22 or even in those after surgery23. To 

date,  some  clinical  aspects  are  still  uncertain  but  there  is  no  doubt  that  SBRT  is  a  strong 

candidate to lead the future treatments in early and advanced NSCLC. 
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1.4.3.5 Concomitant chemoradiotherapy 

Platinum based chemotherapy combined with thoracic  irradiation  is the standard first  line 

treatment for unresectable, locally advanced NSCLC. Several trials have evaluated the efficacy 

and safety of platinum drugs such as carboplatin and cisplatin. A recent meta‐analysis reported 

no difference in the survival between the two drugs, despite a slight benefit with the cisplatin24. 

Furthermore,  these platinum drugs  are usually  combined with other  such  as  vinorelbine or 

paclitaxel, which  target  the microtubules of  tumor cells  in different phases of  the cell cycle. 

Randomized studies have reported that cisplatin‐vinorelbine and taxol‐carboplatin have similar 

results, this way these regimens are all used to treat advanced NSCLC25,26.  

The chemotherapy treatment is combined with thoracic radiation where the drugs also act 

as radiation sensitizers, improving the effectivity of the radiation. Despite being the standard of 

care  in advanced NSCLC, survival  rates still  low and progression  is developed early27,28. Huge 

efforts  have  been made  to  identify  radiation modulators,  sadly with  unsatisfactory  results. 

Radiation resistance  is a complex mechanism that involves significant changes of hundreds of 

genes29.  This means that there must be molecules capable of regulating the expression of these 

genes  in  a  broad  and  rapid manner. micro‐RNAs  (miRNAs, miR)  could  be  those  potential 

regulators30.  

1.4.3.6 Targeted treatments 

Chemotherapy and radiotherapy have been the main stays of treatment of NSCLC patients 

for years. However, since the  identification of oncogene biomarkers, targeted therapies have 

become the standard of care in EGFR, MET, ROS, or, EML4‐ALK altered lung tumors. For instance, 

targeted therapies for EGFR or ALK mutated patients such as the tyrosine kinase inhibitor (TKI) 

erlotinib or crizotinib have shown improved survival vs. chemotherapy regimens. Nevertheless, 

resistances are still developed, patients will recur and chemotherapy will be applied31. 

1.4.3.7 Immunotherapy 

The  development  of  immune‐checkpoint  inhibitors  has  changed  the  paradigm  of NSCLC 

treatment. In comparison to oncogene targeted biomarkers, immunotherapy biomarkers, such 

as Cytotoxic T‐Lymphocyte Antigen 4 (CTLA‐4) or programmed cell death ligand 1 (PD‐L1), are 

continuous,  dynamic  through  time,  and  reliant  on  complex  interactions.  The  use  of 

immunotherapy treatments such as anti PD‐1 (pembrolizumab) or PD‐L1 (nivolumab) antibodies 

have showed a benefit in the survival of both, naive and treated NSCLC patients31.  The use of 

immunotherapy  as  a  neoadjuvant,  adjuvant  or  in  combination  with  targeted  therapy  or 

chemotherapy  is  still  under  on‐going  evaluation.  Nevertheless,  preliminary  results  show  a 

promising future in the treatment of NSCLC patients32.  

 

1.5 Autophagy 
The process of macroautophagy, referred from now on as autophagy, is defined as a catabolic 

pathway of auto‐proteolysis activated under stress conditions, by which eukaryotic cells recycle 

cellular components to maintain homeostasis. During autophagy, certain damaged organelles 

or  proteins,  pathogens,  and  other  components  are  engulfed  into  double‐membrane 

autophagosomes that will later fuse with lysosomes to degrade their content33.  
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Autophagy  can  promote  both,  cellular  adaptation  to  stress  conditions  and  cell  survival  or 

apoptosis when the cellular damage is too harsh34. In normal conditions, autophagy has a tumor 

suppressive  function,  leading  to  the  apoptosis  of  altered  and  potentially  malignant  cells. 

Conversely, autophagy can promote cancer cell survival under stress conditions or cell damage 

such as the one caused by chemotherapy and radiotherapy treatments35.  

There are controversial findings about how autophagy mediates tumor cell survival and lung 

cancer pathogenesis. Recent evidence has linked the upregulation of autophagy to an increased 

resistance to chemotherapy drugs as cisplatin36, vinorelbine37,	or radiation38 by the removal of 

damaged organelles.	 

 

1.5.1 Mechanism of autophagy  
The mechanism of autophagy is divided in initiation, vesicle nucleation, elongation, fusion, 

and  cargo  degradation  (Figure  3).  Autophagy  starts  after  a  starvation  or  stress  signal  that 
provoke the dissociation of the ULK1 complex from the mTOR1, what initiates the formation of 
the phagophore. During nucleation,  the ULK1  complex phosphorylate  and  activate Beclin‐1, 
which  is  included  in  the  PI3K  complex  and  facilitates  the  engulfment  of  the  cargo  during 
phagophore  nucleation.  Beclin‐1  is  inhibited  by  the  union  of  anti‐apoptotic  Bcl‐2  family 
members  such  as  Bcl‐2  and  Bcl‐xL  to  its  BH3  domain,  preventing  its  association  to  the 
autophagosome  inducing  complex.  To  the  contrary,  it  is  activated  by  the  association  of 
Ambra1/UVRAG/Atg14 to its central coiled‐coil domain, stabilizing the PI3K complex39. 

 

 
Figure 3: Mechanism of autophagy40.   
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During vesicle elongation, LC3A  is conjugated with phosphatidylethanolamine to form the 
lipidated form LC3B, which is recruited to the inner and outer surfaces of the autophagosome 
membrane.  Then, during  vesicle  fusion,  LC3B  from  the outer  surface  is dissociated  and  the 
autophagosome fuses with the lysosome to form the autophagolysosome. Finally, the acidic pH 
of the  lysosome causes the degradation of the autophagolysosome cargo as well as the LC3B 
from the inner surface. 

 
Autophagy  can  be  pharmacologically  targeted  at  several  steps,  preventing  phagophore 

elongation with ULK1 inhibitors, vesicle elongation by blocking Beclin‐1 activation, or lysosome 
fusion by chloroquine treatment40. We would like to outline the role of Beclin‐1 and LC3B as they 
are two of the most important proteins studied during autophagy. 
 

1.5.2 Beclin‐1 
Beclin‐1, known in mammals as the orthologue of yeast Atg6, is a member of the Bcl‐2 family 

of proteins directly related to the initiation of autophagy. Beclin‐1 is a Bcl‐2 homology 3 (BH3) 

only domain protein expressed  in most many human tissues.  Its cellular expression  is mainly 

distributed within cytoplasmic structures as the endoplasmic reticulum or the mitochondria but 

it can also be found within the plasma membrane, perinuclear membrane and the nucleus41.  

In NSCLC studies, Beclin‐1 has been vastly described as a biomarker of autophagy, in most of 

them acting as a  tumor  suppressor but also as a  treatment  resistance biomarker41. A meta‐

analysis from 2018, which analyzed a total of 1159 patients from 8 studies, reported that high 

levels  of Beclin‐1  predicted  better OS42. On  the  other  hand,  EGFR  and Beclin‐1  interaction, 

downregulating  autophagy, has been described  to  enhance  TKI  resistance  in  EGFR mutated 

NSCLC43.  

1.5.3 LC3B  
LC3B is found in the internal and external compartments of the autophagosome after LC3A 

lipidic  extension44  and  proposed  as  an  important  regulator  in  the  selection  of  the 

autophagosome cargo. Detection of LC3B commonly used to assess autophagy activity in in vitro 

and in vivo assays40.  

As well as Beclin‐1, many studies have reported a dual role in cancer. Higher expression of 

LC3B has been associated  to  tumor dissemination,  lymph node metastasis and metastasis  is 

several  solid  carcinomas45.  Interestingly,  the  upregulation  of  LC3B  and  Beclin‐1  has  been 

associated to radiotherapy resistance in NSCLC by the downregulation of specific miRNAs38.  

 

1.6 Metastasis 
Despite huge advances in lung cancer diagnosis and treatment, metastasis is present, either 

at diagnosis or during the course of the disease, in a high percentage of NSCLC patients, being 

responsible for most of their deaths. Metastasis, or the process of tumor dissemination, could 

be simply defined as the movement of tumor cells from a primary mass to a second site where 

they may form a second neoplasia.  

The metastasis process is classically divided in sequential steps. First, the enhanced growth 

of tumor tissues increases hypoxia and metabolic deficiencies in the central areas of the tumor. 

As a consequence, the process of angiogenesis is activated to support the blood supply in those 

areas. Then, tumor cells that detach from the mass can intravasate into these new blood vessels, 

reaching  the circulation where  they are known as circulating  tumor cells  (CTCs).  In addition, 
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tumor cells may leave the tumor via the lymphatic system, invading lymphatic nodes from where 

they can also reach the blood circulation.  

In the process of tumor dissemination, CTCs have to evade the attack of the immune system 

and  the  applied  treatments,  finally  extravasating  from  the  circulation  and  colonizing  the 

secondary organ. There, CTCs proliferate forming micrometastasis that could later develop the 

metastasic tumor46. In general, the metastatic process  is highly  inefficient. The  initial steps of 

hematogenous metastasis and extravasation are quite effective but the survival of CTCs in the 

circulation,  the micrometastasis  formation, growth  and angiogenesis are quite difficult. This 

way, to form a metastasis, CTCs must survive the selective forces applied during each step of the 

dissemination, starting from the primary tumor detachment to the survival in the media and the 

final metastasis formation47.  

In comparison to other solid tumors as breast or prostate carcinomas, lung cancer metastasis 

is a rapid process. In lung carcinomas, tumor cells often acquire a semi‐mesenchymal state that 

confers  them  increased  invasive properties. This allow  them  to  infiltrate and  colonize other 

organs in a short period of time, causing short relapse‐free survival (RFS)48. On the other hand, 

lung cancers principally metastasize to contralateral lung, brain, bones, adrenal gland, and the 

liver. The infiltration and homing into specific target organs can be partly explained by the blood 

circulation,  the  size and  structural  features of  the capillary walls  in different organs and  the 

plasticity of the cells to cross the endothelium in each organ48. However, there is also evidence 

of a preferential metastasis due to specific molecular interactions that promote the homing of 

CTCs into these organs. The most accepted explanation to this selective metastasis is the “seed 

and soil” hypothesis46. 

1.6.1 Seed and soil hypothesis: 
This theory was postulated by the English surgeon Stephen Paget  in 1889. He suggested that 

tumor cells would be  like seeds  liberated from a plant, which being carried everywhere, only 

those falling in compatible and fertile soil would grow. According to this theory, there are several 

factors  that  contribute  to  metastasis:  Extrinsic  factors  such  as  tumor‐secreted  factors  via 

extracellular vesicles (EVs), cytokines, etc. that modulate the extracellular matrix of the primary 

and secondary “soil”.  Intrinsic factors such as the epithelial‐mesenchymal transition (EMT) or 

the  autophagy  mechanism  that  are  involved  in  CTC  survival  and  colonization.  These  two 

processes have been associated to the acquisition of stem properties49. 

 

Figure  4:  Factors  involved  in  cancer  metastasis49.  Extracellular  matrix  (ECM),  tumor‐associated 

macrophage (TAM), mesenchymal stem cell (MSC), carcinoma associated fibroblast (CAF), mesenchymal‐

epithelial transition (MET).  
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1.7 Tumor heterogeneity  
We  know  that histologically  similar  tumors  can  show different  features  and behave  in  a 

completely different way, or even tumors found in the same patient may be very distinct, not 

responding to the same treatment. Cancer  is a dynamic and constantly evolving process that 

from  the  initial  genetic diversity during  tumorigenesis,  till  clonal  selection  and  expansion  is 

modulated by the microenvironment, what leads to tumor heterogeneity. 

Tumor heterogeneity can be defined as the divergence of the molecular profile from tumors 

either between individuals or within themselves. This term has been described for decades50 but 

it is nowadays with the recent advances in next‐generation sequencing  (NGS) technologies that 

we are really aware of its full extent, realizing how complex and different can tumors be. NGS 

had helped  to  change  the paradigm of  resistance mutations,  from  the old  idea of  a binary 

behavior of tumors towards the notion of intricated and dynamic tumors composed by different 

cell subpopulations.  

Tumor  heterogeneity  can  be  divided  into  intertumoral  and  intratumoral  heterogeneity. 

Intertumoral heterogeneity is defined by the differences found between patients with the same 

histological tumor subtype. To the contrary, intratumoral heterogeneity refers to the presence 

of  different  cells  within  one  neoplasm  (Figure  5).  Intratumoral  heterogeneity  may  be 

subclassified  into spatial or temporal heterogeneity. Spatial heterogeneity  is characterized by 

the uneven distribution of molecularly distinct cell subpopulations within a single neoplasia or 

across different locations in a single patient. Temporal heterogeneity would refer to the dynamic 

modifications of the molecular profile of a single neoplasia over time. For instance, intratumoral 

heterogeneity can be caused by the natural clonal evolution of the tumor or by the cells ability 

to adapt to a wide variety of exogenous and endogenous selective pressures. 

 

 

Figure 5: Tumor heterogeneity51  

Several mechanisms  as  genomic  instability  or  clonal  evolution  and  selection  have  been 

described to cause tumor heterogeneity. 

Genomic instability: In normal tissues, the cellular machinery is highly able to avoid and repair 

errors  during DNA  replication,  producing  a  low  rate  of  spontaneous mutations  that  appear 

during each cellular generation. However, during tumorigenesis, cancer cells  lose part of this 

mutational  resistance  by,  for  example,  compromising  TP53,  and  acquire  spontaneous 

alterations. TP53, commonly known as the “guardian of the genome”,  is a tumor suppressor 

gene  critical  for  cell  cycle arrest, DNA  repairing and apoptosis  initiation  in  response  to DNA 

damage52.  The  mutation  rate  of  cancer  cells  can  also  be  increased  due  to  exposure  to 

carcinogenic agents such as tobacco smoke, radiation or chemotherapy. Indeed, chemotherapy 
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and  other  therapies  are  associated  to  increase  genomic  instability  within  tumors  and  the 

emergence of new mutations that were not present before therapy53. 

Clonal  evolution  and  selection:  In  addition  to  genomic  instability,  tumors  have  other 

mechanisms  to maintain an promote  their heterogeneity. The most accepted model  for  the 

generation of clonal diversity is the model of clonal evolution and selection proposed by Peter 

Norwell in 197654. This model could be understood as a cellular example of the Natural Selection 

model of the best fit. The  initial alteration of a single or a bunch of non‐malignant cells could 

confer them a selective advantage over nearby cells that allows them to proliferate more. This 

growing  subpopulation  would  generate  additional  genomic  instability,  that  subjected  to 

evolutionary  selective  pressures,  creates  different  subpopulations  of  tumor  cells.  As  in  the 

natural selection models, we should not forget the important role of the microenvironment. The 

microenvironmental pressure of each cell within a single tumor might be different depending 

on the regional localization. For example, cells found in the inner region of the tumor are more 

exposed to hypoxia and nutrient deprived than those in the peripheral area what could trigger 

a transformation into a different phenotype.  

Intratumor  heterogeneity  is  the  keystone  of  tumor  evolution  and  important  in  the 

development of therapy resistances. In tumor characterization, the analysis of single‐site tissue 

biopsy  might  not  reflect  the  reality  of  the  clonal  spatial  heterogeneity  of  a  tumor.  In 

consequence, treatments might fail, finally giving room to tumoral progression and metastasis. 

Multiregional  and  sequential  sampling  could  be  the  solution  for  spatial  and  temporal 

intratumor heterogeneity, however, most cancers are diagnosed at an advanced stage, when 

multiple  tissue sampling might be  risky  for  the patient. Moreover,  longitudinal biopsies over 

time are not possible  in some cases or not well  tolerated by  the patient, being not accurate 

biomarkers for the administration of a targeted therapy51.  

1.8 Liquid biopsy  
Tissue  biopsies  have  been  clinically  used  for  centuries,  being  the  gold‐standard  for  the 

diagnosis and assessment of cancer patients. However, NSCLC patients presents one of the latest 

diagnosis among solid  tumors with high rates of  treatment  failure, metastasis and mortality. 

Tissue  biopsies  has many  drawbacks  caused  by  its  invasive  nature  and  also  due  to  tumor 

heterogeneity.  In  addition,  some  tumors might  be  not  accessible  or  impossible  to  perform 

multiple, accurate and sequential biopsies to follow the evolution during the treatment. 

In this scenario,  liquid biopsy emerged as the potential tool that could enable a real‐time 

longitudinal analysis of the tumors without the disadvantages of tissue biopsy. Liquid biopsy can 

be  defined  as  a  non‐invasive  and  dynamic  analysis  of molecular  biomarkers  in  body  fluids, 

normally peripheral blood. The use of liquid biopsy could address the challenges in treatment 

selection during the course of the disease thanks to its repeatable and harmless potential55.  The 

most studied biomarkers in liquid biopsy are circulating tumor cells, extracellular vesicles, and 

cell‐free nucleic acids such as circulating tumor DNA but, in this work, we only focused on the 

role of circulating tumor cells and extracellular vesicles. 

1.8.1 Circulating tumor cells 
Circulating tumor cells (CTCs) can be defined as those cells disseminated from the primary or 

metastatic  tumor  that can be  found  in  the blood  traveling  to a secondary organ  to establish 

metastasis56.  CTCs  were  described  for  the  first  time  by  Thomas  Ashworth  in  1869,  who 

postulated that “cells identical with those of the cancer itself being seen in the blood may tend 

to throw some light upon the mode of origin of multiple tumors existing in the same person”57. 
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(Ashworth TR (1869) A case of cancer in which cells similar to those in the tumors were seen in 

the blood after death. Australian Medical Journal 14: 146–147. As it has been reported in the 

metastasis section, we know that tumor dissemination can occur in different ways. Tumor cells 

can disseminate directly  through blood vessels  to a secondary organ or  they can  invade  the 

lymphatic circulation reaching the regional lymph nodes58 (Figure 6). 

 

Figure 6: Circulating tumor cell dissemination58.  

CTCs from the same patient can show different phenotypes as they can detach from different 

areas within the tumor and also suffer phenotypical changes in the circulation that make them 

survive,  such  as  the  EMT.  Thus,  CTCs  found  in  the  blood may  reflex  the  complex  tumor 

heterogeneity or indeed the nature of the potential metastasis.  

To date, the molecular diagnosis of cancer patients  is based on the biopsy of the primary 

tumor.  However, as it has been described above, the primary tumor is composed by different 

subpopulations  of  cells  and  only  some might  have metastatic  properties  that make  them 

clinically relevant. The CTCs found  in blood represent a pool of those cells that have at  least 

invasive properties  that  allowed  them  to migrate  to  the  circulation.  Thus,  these  cells  could 

represent a good surrogate of the tumor population that would clinically important for therapy 

selection. However,  several  studies have  reported dissimilarities between CTCs and primary 

tumors59.  

The detection and characterization of CTCs found in peripheral blood can contribute to the 

understanding of tumor evolution during its natural course or in response to therapies, as well 

as  of  the  spatial  and  temporal  heterogeneity.  In  a  recent  study,  sequential  CTC‐xenograft 

modeling revealed an organ‐specific gene signature for triple‐negative breast cancer as well as 

biomarkers of clinically available drugs. In this manner, combination of new therapies and CTC‐

targeted drugs could improve the clinical outcome of NSCLC patients60.   
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1.8.1.1 EMT 

The  phenotypical  differences  found  in  CTCs may  be  partially  caused  by  the  EMT.  The 

epithelial‐mesenchymal  transition  (EMT)  is  the  process  by  which  epithelial  cells  lose  their 

epithelial characteristics in exchange of mesenchymal ones. It plays a role not only during cancer 

progression and metastasis, but also along embryonic development, regulating organ formation, 

or wound healing61.  

Epithelial  cells  are  characterized by polygonal/epithelial morphology with  an  apical‐basal 

polarization,  strong  intercellular  and  cell‐matrix  adhesions. During  the EMT,  these  cells  lose 

these properties,  acquiring  a mesenchymal phenotype  characterized by higher  invasive  and 

migration ability associated to a morphological shift to a spindle/fibroblastic shape that aid them 

to detach from the tumor62 (Figure 7). 

The molecular analysis of EMT revealed a loss of epithelial markers such as E‐cadherin, the 

epithelial  cell  adhesion molecule  (EpCAM)  or  cytokeratin while  an  increase  of  vimentin, N‐

cadherin or fibronectin mesenchymal markers. The transformed cells can also express cancer 

stem cell markers as CD44, Bmi1 or aldehyde dehydrogenase that confer them auto‐repairing 

ability, high tumorigenicity and chemoradiotherapy resistance63,64.  

 

Figure  7:  Epithelial-mesenchymal  and  mesenchymal-epithelial  transition.  Mesenchymal‐epithelial 

transition (MET)65.  

EMT regulation: The EMT is regulated by EMT‐inducing transcription factors, which regulate the 

expression of  genes  that promote either  the mesenchymal or  the epithelial  state.  Evidence 

suggests that the EMT is orchestrated as an epigenetic mechanism and it cannot be determined 

by sequencing cancer cell genomes65. Thus, transcription factors are modulated in response to 

mechanism as hypoxia, cytokine and growth factor secretion by the tumor microenvironment, 

immune responses, and treatment with antitumor drugs, among others66. The transition in gene 

expression is modulated by the regulatory network including Snail, Slug, Twist, Zeb1, and Zeb2 

transcriptional  factors  and  also  several  miRNAs33.  Moreover,  within  the  tumor 

microenvironment, tumor‐associated macrophages, fibroblast and other blood components as 

platelets secrete TGF‐β, TNF‐α, miRNAs, etc. either alone or enclosed  in vesicles  that can be 
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absorbed by tumor cells and regulate the EMT. In the same way, tumor cells can interact and 

modulate the function of other cells from the tumor microenvironment67.  

EMT in tumor dissemination: In cancer, the EMT has been widely associated to the mechanism 

of metastasis, being essential for CTC detachment and dissemination68 and  it  is reported that 

CTCs must undergo at least partially the process or mesenchymal‐epithelial transition, acquiring 

cell  adhesion  and  proliferative  properties  that  allow  them  to  form  the  new  tumor65,69. We 

actually know that not all CTCs undergo complete EMT, indeed many lung cancer CTCs are found 

in  a  semi‐mesenchymal  state70.  Nevertheless,  the  role  of  the  EMT  in  the  consecution  of 

metastasis  has  been  recently  questioned  describing  that  some  types  of  tumors  might 

metastasize  in an EMT  independent way and EMT  is only  is associated  to CTC  resistance  to 

apoptosis,  immune  and  other  drug  treatments71.    However,  these  studies  have  potential 

limitations such as cell identification based on a single gene, what could lead to miss EMT events. 

In addition, when metastasis was developed in mouse models, the results were unable to fully 

demonstrate EMT inhibition49,72. Hence, further evidence is necessary to conclude if the EMT is 

dispensable during metastasis. 

Partial EMT or semi-mesenchymal CTCs: Hybrid CTCs with a semi‐EMT phenotype has been 

detected in several tumors including NSCLC and interestingly, some studies linked the presence 

of this phenotype, rather than the fully epithelial or mesenchymal, to poor prognosis70,73. During 

EMT, EpCAM experience a dramatic decrease in comparison to cytokeratin proteins74. Indeed, 

there is evidence that cytokeratin‐7 could not be reduced during EMT75.  

1.8.1.2 CTC clusters 

Circulating tumor cells can be found not only as single cells but also as aggregates of two of 

more cells, called clusters76. Clusters, or microemboli, have emerged as another way of CTC 

migration and metastasis in an EMT independent‐way. Recent studies have observed that these 

clusters do not  lose  their epithelial  characteristics and generally do not express vimentin or 

other EMT markers77. CTC clusters are oligoclonal tumor cell aggregates than are shred together 

from the primary tumor and not grouped within  intravascular circulation. This could enhance 

the intratumoral spatial heterogeneity of the metastasis in which several clones are present and 

more diversity is potentially developed, providing a potential survival advantage for metastasis 

colonization78.  

CTCs  can  also  form  cluster  with  other  non‐malignant  cells  such  as  leukocytes,  cancer‐

associated fibroblast, platelets and extracellular vesicles. These blood components can confer 

them  survival  advantage  versus  single  cells  in  the  blood.  In  a  novel  study,  CTC‐associated 

neutrophils expressed  IL‐6 and  IL‐1β while  the CTCs expressed  the  corresponding  receptors. 

CTCs that clustered with neutrophils expressed higher levels of cell‐cycle progression and higher 

proliferation  marker  protein  Ki67  compared  to  single  CTCs79.  In  clusters,  CTCs  might  be 

surrounded and protected  from  the  immune surveillance48.  In addition,  these cells may help 

during  extravasation  by  liberating  cytokines  that  induce  the  dissociation  of  cell  junctions, 

facilitating the infiltration of CTCs in the tissue through the vascular endothelium80. We know 

that these cytokines can also induce the EMT. For example, activated platelets secrete TNFα and 

TGFβ that regulates the EMT and are also associated with the inflammatory process81.  
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1.8.1.3 Clinical impact of CTCs in lung cancer: 

CTCs in early NSCLC: The prognostic value of CTCs in early NSCLC has been evaluated only in a 

few studies to date. Among them, one study in resectable in 210 NSCLC patients reported that 

preoperative CTCs,  isolated with CellSearch AssayTM and  the  Isolation by  size of  tumor  cells 

(ISET),  were  prognostic  factors  for  disease‐free  survival  (DFS)82.  Moreover,  our  group 

demonstrated  first  in  56  83  and  then  in  102 NSCLC  patients  that  CTCs  found  after  surgical 

resection were significantly correlated with shorter RFS84 

Interestingly, most studies performed in resectable NSCLC patients evaluated the presence of 

CTCs in the pulmonary vein, showing similar results85–88.  One study compared the CTCs and CTC 

clusters  found  in  the  pulmonary  vs.  peripheral  blood89.  This  study  showed  not  only  the 

prognostic value of CTC microemboli but also that CTC clusters display activated immune and 

invasion  pathways.  This  suggested  a  survival  advantage  in  the  circulation  and  an  enhanced 

therapeutic resistance.  

CTCs in advanced NSCLC: Similar studies have been conducted in locally advanced NSCLC, where 

there  is  further  evidence  of  the  prognostic  role  of  these  cells,  as  some meta‐analysis  have 

reported90.  CellSearch and ISET have been also compared in a cohort of 40 locally advanced and 

metastatic NSCLC patients. In this case, ISET detected higher number of CTCs including EMT CTCs 

and  clusters74.   Most  studies  several  studies have  evaluated  the presence  CTCs  in different 

populations  across  the  globe  and  its  association  to  chemotherapy  response  and  worse 

prognosis91–94.   

Methodological  issues: Most of  these  studies have  evaluated  the  role of CTCs  in  advanced 

NSCLC, reporting little evidence in early NSCLC. Moreover, high percentage of them rely on the 

CellSearch technology, which use has been approved by the US Food and drug administration in 

breast, prostate or colorectal cancers, is not so well accepted in NSCLC95. This system isolates 

CTCs by immunomagnetic selection of EpCAM expressing cells96. A membranous protein which 

levels are highly decreased during the EMT. Due to the common EMT phenotype in lung cancer, 

low EpCAM CTCs might escape this  isolation and as a result, highly different rates of CTC are 

observed in NSCLC patients93. As an EpCAM non‐reliant methodology, ISET has been reported to 

outperform CellSearch. This technology separate CTCs from white blood cells, which are smaller, 

based on size filtration of blood cells through 8μm pores97. CTC size have been usually reported 

to  range  from  10‐25μm  diameter98. However,  some  studies  have  reported  the  presence  of 

smaller CTCs with the same size as white blood cells93, or even CTCs of 4‐6μm diameter that 

could be lost during the ISET selection96,99.  

In consequence, there is a considerable need to perform further research in NSCLC, especially 

in early stages, as well as to improve CTC isolation technologies.  This would allow researchers 

to identify higher number of CTCs with a wider range of phenotypes to finally prove their clinical 

validity and utility. 

1.8.2 Extracellular vesicles 
The extracellular vesicles (EVs) are another interesting biomarker of the liquid biopsy family.  

EVs are double‐membrane structures of 20 – 2000 nm liberated by cells into the extracellular 

media. These vesicles are  involved  in  intercellular communication by the  transmission of the 

molecular  cargo  from  the donor  to  the  receptor  cell. Most  cells  are  able  to  release  EVs  of 

heterogeneous size, composition and intracellular origin. 



 

15 
 

Initially, EVs were simply considered as a mechanism by which cells would dispose waste and 

unwanted compounds or as vesicular remains of apoptotic cells. Now, we know that EVs are 

implicated in a wide spectrum of cellular processes in perfectly healthy cells, apart from other 

secretory vesicles of specialized cells100. EVs can be divided into two broad subgroups based on 

the mechanism of generation and their size. The major subgroup includes vesicles from 150 nm 

to 1‐2 µm  in diameter, commonly known as microvesicles (MVs) while the second comprises 

vesicles from 20 to 150 nm in diameter, referred as exosomes.  

1.8.2.1 EVs formation and release 

MVs are directly generated by outward budding of the plasma membrane while exosomes are 

formed as intraluminal vesicles (ILVs) by the invagination of the early endosome membrane and 

multivesicular  endosomes  (MVEs).  MVEs  can  fuse  either  to  the  lysosome,  for  content 

degradation, or to the plasma membrane for exosome release101.   MVEs are trafficked to the 

membrane in a Rab27 dependent manner while lysosome fusion is mediated by Rab7. This way, 

MVEs  can  be  regulated  by Rab7‐27  inhibitors  to  increase  or  reduce  exosome  production102 

(Figure 8).  

 

Figure 8: Origin and release of EVs100. 

1.8.2.2 Molecular composition of EVs and cargo: 

The content of EVs may vary with respect to the cells of origin and the conditions. EVs contain 

proteins,  lipids, and nucleic acids, usually reflecting the content of the cell. Commonly found 

proteins are Alix, Tsg101, and Hsp70  that are associated  to  the endosomal pathway and EV 

biogenesis,  tetraspanins  such as CD9 or CD63, or proteins  involved  in antigen presentation, 

including MHCI and MHCII. Normally,  lipid composition  is also shared with  the cell of origin, 

however,  it depends on  the  type of vesicle and  the mechanism of biogenesis. Exosomes are 

usually enriched in phosphatidylserine but have less phosphatidylcholine in comparison to the 

cell membrane103. EVs can also transport nucleic acids, in particular, EVs are enriched in small 

RNAs such as miRNAs. 
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In  general,  EVs  cargo  is  selectively  incorporated  by  an  active  incorporation  or  proteins, 

nucleic acids, or proteins  into  ILVs and MVEs104. Post‐transcriptional modifications of miRNAs 

also contribute to their packaging. Indeed, some studies have shown that miRNAs are packaged 

into  EVs  by mechanisms  that  rely  on  own miRNA  levels.  Thus,  reflecting  the  levels  of  the 

cytoplasmic content of the cell103. Moreover, EV composition  is known to regulate their own 

function and fate100. 

1.8.2.3 EV fate and cellular targeting: 

Once the EVs are charged and released they can travel  in the biological fluids to deliver their 

content into other cells. EVs uptake is not yet well understood but it is thought to rely on the 

ability of EVs to bind to target cells. EVs can attach to the surface or they can be uptaken into 

endosomes.  In  both  situations,  EVs  release  their  content  into  the  cytoplasm  by membrane 

fusion105. Exosome tropism to a specific type of cell has been related to the proteins enriched in 

the exosome and the cell plasma membrane such us tetraspanins, integrins, or proteoglycans.  

Evidence suggest  that  these molecules direct organ‐specific adhesion by mutual  recognition. 

Indeed, they have been related to the preformation of the metastatic niche, helping in the future 

colonization by CTCs106.  

1.8.2.4 EV as biomarkers in cancer: 

In cancer, EVs play a role in different aspects as tumor promotion, invasion, angiogenesis, or 

apoptosis resistance107. EVs production is increased due to instability of oncogenes, or as a result 

of  stress  responses  due  to  hypoxia,  acidosis  or  immune  inflammation.  In  addition, 

chemotherapeutic drugs and radiotherapy treatment increase the production of EVs in cancer 

cells102. As mentioned  above,  EVs  can modulate  the  tumor microenvironment  and  the  pre‐

metastatic  niche  by  the  specific  delivery  of  proteins,  cytokines,  or  miRNAs  that  regulate 

angiogenesis, EMT, or contribute to the tropism for the metastatic disease108.  

The clinical utility of EV miRNA as  lung cancer biomarkers has been extensively assessed 

during the  last decade as this review summarize109. For example, EVs miRNAs extracted from 

plasma  have  been  proposed  as  lung  cancer  diagnostic  and  prognostic  biomarkers  in many 

studies. One  of  the  largest,  including  141 ADC  and  124  healthy  controls,  found  differential 

expression of miR‐19, 21, 221, 30a between both populations, potentially acting as diagnostic 

biomarkers110. EVs can act as biomarkers of the tumor activity due to the specific selection of 

their cargo. High similarity was observed between the expression signature of miRNAs  in the 

tumor  tissue and  in circulating EVs, suggesting  that EVs might be useful  tissue surrogates111. 

Other study reported that expression of EV‐derived miR‐30e and Let‐7f identified patients with 

shorter survival112.  

Liquid biopsy  studies usually  study  circulating MVs  and exosomes  as  current purification 

methods and biomarkers do not fully discriminate between the two types101. This way, the term 

“exosomes” has been widely confused across the  literature, with studies reporting exosomal 

results when actually isolating general EVs. The exact origin of EVs is only determined when the 

molecular machinery required for formation or cargo is interfered102.  To fix these problems, the 

International Society of Extracellular Vesicles (ISEV) has elaborated a guide with rules for a good 

EVs classification.  These guidelines are an update from the ones from 2014 with the necessary 

considerations  to  perform  proper  EV  enrichment,  protein  characterization,  and  functional 

assays113. The publication of these guidelines and the standardization of the EV assays open the 

possibility for a promising use of EVs as liquid biopsy biomarkers in NSCLC. 
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1.9 Lung cancer biomarkers  
Many genes have been classically studied in NSCLC tissues due to their role in proliferation, 

invasiveness, EMT, metastasis or therapy resistance. In this work, we focus on four genes: 

Axl  receptor  tyrosine  kinase  (AXL):  AXL  is  involved  in  tumor  growth  and  invasiveness  by 

regulating  processes  as  the  EMT.  This  gene  is  overexpressed  in  solid  tumors  including  lung 

cancer114  and  it  has  been  linked  to  lymph  node  involvement  and more  advanced  stages115.  

Moreover, it plays an important role in the modulation of the antitumor immune response116. 

Interleukin-6 receptor (IL-6R): IL‐6 is an immune cytokine regulator that when binds the IL‐6R 

modulates  immune  and  inflammatory  responses. Moreover,  they  act  in  the  STAT3 pathway 

promoting proliferation and migration of lung cancer cells117 and it has been linked also to the 

activation  of  the  EMT118.  Its  up‐regulation  has  been  associated  to  the  progression,  therapy 

resistance and worse survival in NSCLC119.  

MET proto-oncogene  receptor  tyrosine  kinase  (MET): This  gene encodes  a  transmembrane 

receptor tyrosine kinase protein, activated by the hepatocyte growth factor (HGF)  ligand and 

involved  in  several  important  cancer  pathways  as  the  PI3K/AKT  or  the  STAT  signaling 

pathways120.  In  lung cancer,  its overexpression  increases proliferation, motility, angiogenesis 

and the EMT. In particular, overexpression of MET has been associated with poor prognosis in 

NSCLC patients121. MET signaling dysregulation in NSCLC occur through several mechanisms as 

MET  or  HGF  protein  overexpression,  MET  mutations,  amplification,  or  rearrangements. 

Targeting MET is a promising strategy to control the EMT and the metastasis in NSCLC tumors120.  

Glyceraldehide-3-phosphatase dehydrogenase (GAPDH): This gene plays an important role in 

glucose metabolism and had been classically used as a housekeeping gene in expression studies. 

Nevertheless, it is overexpressed in tumors such as NSCLC and it has been associated to worse 

survival  in  resected NSCLC patients122. GAPDH has  also been described  to  interact with  the 

transcriptional factor Sp1, enhancing Snail expression, thus boosting the EMT123.  

β2-Microglobulin  (B2M): B2M  is a well‐known housekeeping gene expressed  in all cells  that 

encodes one HLA‐I unit.  It has been extensively used as a housekeeping gene  in early NSCLC 

expression studies124,125.  

 

1.10 miRNAs 
microRNAs are small non‐coding RNAs of approximately 22 nucleotides in length. Genes that 

encode miRNAs represent around 1% of the genome and they can be found as individual genes 

or as groups that can encode up to hundreds of miRNAs. High percentage of miRNAs are located 

in fragile chromosomic sites, frequently deleted or amplified in cancer.  This way, the aberrant 

expression of miRNAs has been also associated to genomic changes caused by carcinogenesis, 

suggesting their potential role as cancer biomarkers.  

miRNAs are  important modulator of  cancer processes.  Indeed,  they are  involved  in most 

biological processes, from cell cycle or cellular differentiation up to autophagy and apoptosis. 

miRNAs regulate gene expression of genes at the post‐transcriptional level. They are predicted 

to regulate 60% of all human genes by binding to specific target sites126. When miRNAs targets 

oncogenes are called tumor suppressor miRNAs and if they target tumor suppressor genes are 

denoted oncomiRNAs127.  
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1.10.1 miRNA biogenesis 
In  general,  miRNAs  encoded  as  monocistronic,  polycistronic,  or  intronic  genes  are  first 

processed in the nucleus by the RNA polymerase II into primary miRNA (pri‐miRNA) transcripts 

containing a 5’ 7‐methilguanosine cap structure and the 3’ poli‐adenine tail (Figure 9). These 

transcripts are kilobases long and have a hairpin structure. Then, the pri‐miRNA is cropped by 

the RNase  III enzyme Drosha,  liberating  the  stem of  the hairpin. This enzyme  functions as a 

complex with the double‐stranded RNA‐binding protein DiGeorge critical region 8 (DGCR8), that 

recognizes the proximal 10 base pair of the pri‐miRNA. As a result, the complex  liberates the 

precursor  miRNA  (pre‐miRNA),  with  ≈65  nucleotides  long  that  it  is  characterized  by  a  5’ 

phosphate and a 3’ OH with overhanging 2‐3 nucleotides. These nucleotides are recognized by 

the Exportin‐5 and Ran‐GTP that enable the transport of the pre‐miRNA to the cytoplasm for its 

maturation (Figure 9)126.  

 

Figure 9: miRNA processing128. 

In the nucleus, the pre‐miRNA is processed into a ≈22 nucleotide double‐stranded miRNA by 

the RNase III enzyme Dicer that cleaves the stem close to the terminal loop. Dicer interacts with 

the transcriptional response RNA‐binding protein (TRBP), which contribute to the activity of the 

miRNA. Afterwards, Dicer  and  TRBP  also  associates with Argonaute  (Ago) proteins  that will 

separate the two strands of the miRNA duplex. One strand, deemed as the guide strand and 

mature miRNA, will be selected  to  form  the RNA‐induced silencing complex  (RISC) with Ago; 

while  the other  (known as passenger strand) will be degraded  (Figure 9)105. This selection  is 

partly based on the thermodynamic stability at the 5’ end of the miRNA duplex. Generally, the 

strand with lower 5’ stability or 5’ uracil is selected as the guide strand. This miRNA will guide 

the RISC to target sequences of mRNAs of imperfect complementarity129.  
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1.10.2 miRNA function 
There are four Ago proteins (Ago1‐4) in mammals, being Ago2 the most abundant and the 

only one able  to degrade  the mRNA when  the guide miRNA and mRNA  sequences are  fully 

complementary. The nucleotides 2‐8 in the 5’ end of the miRNA are called the “seed” and are 

considered the main criterion in the mRNA recognition. Moreover, nucleotides ≈13‐16 are called 

the “supplementary region” and generally add some complementarity to the mRNA. miRNAs 

target sites usually  located  in the 3’ UTR of the mRNA due to high complementarity with the 

seed region. The degree of complementarity between the two sequences determines the fate 

of the mRNA. When the miRNA‐mRNA complementarity  is full, Ago2 endonuclease activity  is 

enhanced  and  the  mRNA  is  cleaved.  However,  this  full  interaction  destabilizes  the  union 

between Ago2 and the miRNA guide 3’ end,  leading to the miRNA degradation. On the other 

hand, most miRNA‐mRNA interactions are not fully complementary due to central mismatches. 

In consequence, Ago2 endonuclease cleavage is scarce, the RISC complex can be formed by all 

Ago proteins, and mRNA translation is inhibited by blocking ribosome access105.  

miRNAs have a huge  impact on gene expression as a single miRNA can target hundreds of 

mRNAs. Thus, the modulation of a single miRNA can have a significant impact on processes as 

cancer by the post‐transcriptional regulation of specific related mRNAs130. The identification of 

miRNA targets is essential to the identification of its function. To date, the prediction of those 

mRNAs  is  still  challenging  since miRNA‐mRNA  interactions  are  highly  complex  and  further 

research is needed to fully understand how they are regulated129.  

1.10.3 miRNA subcellular compartmentalization   
Besides  their  location  in  the cytoplasm, miRNAs and RISC complexes can be  found  in  the 

nucleus  and  other  cellular  compartments.  As  reported  in  EVs  biogenesis,  miRNAs  can  be 

observed in MVEs and be exocytosed in EVs to mediate cell‐to‐cell communication105. miRNAs 

can be secreted and found in body fluids, either as free miRNAs due to passive liberation after 

cell death, encapsulated into EVs, or associated with proteins such as Ago or HDL131.   

1.10.4 miRNAs as biomarkers in lung cancer 
Most  studies  have  analyzed miRNAs  expression  in  the  tissue with  lesser  extent  in  free‐

miRNAs  and  EV miRNAs. We  know  about  the  disadvantages  of  tissue  sampling  but  no  real 

consensus  has  been  reached  if  free‐miRNAs  or  EV miRNAs  are  better  biomarkers.  To  the 

contrary, the lipid membrane is thought to exert more protection to miRNA from RNases found 

in the blood. EV production is a purpose‐driven communication process increased in cancer cells 

which involves the selective package of miRNAs, in contrast to free‐miRNAs that might just be 

released during apoptosis. For these reasons, we believe that EV miRNAs are more stable and 

tumor‐specific than circulating miRNAs to be used as liquid biopsy biomarkers in NSCLC. 

Here, we summarize the described roles of the selected miRNAs that will be studied in NSCLC 

patients (Table 1): 

miR-21:  This miRNA  is  one  of  the most  studied miRNAs  and  its  overexpression  has  been 

associated with poor survival132 and platinum  resistance  in  resected  tissues.  It has been also 

linked to the radioresistance mechanism by suppressing PTEN and PDCD4 signaling pathways, 

increasing migration,  proliferation  and  invasiveness  in  NSCLC  cell  lines30,133. Mouse models 

showed that EV miR‐21 binds to macrophages TLR‐8 and activate the  inflammatory response 

mediated by IL‐6 and TNF‐α, promoting tumor metastasis134.  

miR-222:  This  miRNA  has  been  linked  to  an  increased  resistance  to  EGFR  TKIs  by  the 

overexpression or amplification of MET and the  initiation of the EMT135. However, one study 
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reported an anti‐oncogenic role of this miRNA. In this study, miR‐222 reduced growth in NSCLC 

cell lines by inducing apoptosis or a S‐phase arrest during mitosis, also enhancing the sensitivity 

to s‐phase drugs such as cisplatin but not to M‐phase drugs as paclitaxel136.  

miR-24: The down‐regulation of this miRNA suppressed proliferation and invasion in NSCLC cell 

lines137.  Indeed,  its  down‐regulation  has  been  associated  to  enhanced  cisplatin 

chemosensitivity138.  

miR-30c: As miR‐222, miR‐30c was associated to EGFR TKIs resistance associated with MET135. 

On the other hand, other study attributed a tumor suppressive role to this miRNA, where  its 

down‐regulation promoted NSCLC invasion139.  

MiR-155: As miR‐21,  it has been associated  to worse prognosis, promoting proliferation and 

invasion in NSCLC tissues by targeting PDCD4140. It also plays a role in radioresistance, switching 

cell metabolism from normal oxidative metabolism to anaerobic glycolysis, even in the presence 

of oxygen141. Interestingly, other studies have reported a tumor‐suppressor role of miR‐155 in 

NSCLC142. miR‐155 expression  in  tissues was a prognostic biomarker of bad  response  in ADC 

while of good response  in SCC143. In addition, this miRNA plays an  important role  in different 

steps of innate and acquired immune responses144  

miR-218: miR‐218 is downregulated in lung cancer tissues and correlates with good prognosis, 

acting as a  tumor  suppressor by  targeting  the  IL‐6/STAT3 pathway145, HMGB1, an  important 

promotor  of  the  autophagic  process146,  and  EGFR147.  This way,  its  overexpression  has  been 

associated to the inhibition of proliferation, migration and invasion in NSCLC cell lines. It has also 

been associated  to carboplatin  resistance via  the  regulation of apoptosis  through Mcl‐1 and 

survivin148. 

miR-200c:  This miRNA,  as  other members  of  the miR‐200  family,  has  been  related  to  the 

repression of EMT by  targeting  Zeb1,  reducing  the  invasive  and metastatic  capacity of  lung 

cancer tumors149.  

miR-375: This miRNA have a tumor‐suppressive role with an associated good prognosis150.  

miR-129: miR‐129 is downregulated in NSCLC tissues and a prognostic factor for good prognosis, 

showing lower levels in patients with shorter OS. It has also been reported to target HMGB1 in 

lung cancer cells151.  

miR-186: The expression of this miRNA is reduced in NSCLC as well as in other solid tumors. The 

downregulation of this miRNA was associated to the  inhibition of proliferation and apoptosis 

induction in NSCLC152. To the contrary, it’s up‐regulation has also been associated to ADC and 

SCC  carcinoma  tissues and  the promotion of  tumor proliferation,  invasion and migration by 

targeting PTEN in ADC cell lines153.  

miR-16: miR‐16 has been widely used as a housekeeping in miRNA studies in several carcinomas 

and EV‐miRNAs including NSCLC154,155.  

As we can observe in the table 1, most miRNAs have been reported to have a dual role in 

lung cancer regarding the targeted gene. 
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Table 1: The role of miRNAs in NSCLC. 

miRNA  Role  OncomiRNA and tumor suppressor miRNA. 

miR‐21  Poor survival, platinum and  radio  resistance, 
and pro‐tumoral inflammatory response 

OncomiRNA 

miR‐222  ‐ Increased EGFR TKI resistance and EMT.  
‐ Growth suppression by S‐phase arrest. 

OncomiRNA and tumor suppressor miRNA. 

miR‐24  Enhanced proliferation and invasion. Cisplatin 
resistance. 

OncomiRNA 

miR‐30c  ‐ Increased EGFR TKI resistance. 
‐ Reduced cell invasion. 
Targets Beclin‐1, CDK1 and MAP1LC3B 

OncomiRNA and tumor suppressor miRNA. 

miR‐155  ‐  Poor  survival,  enhanced  radioresistance. 
Immune responses.  
‐ Predictor of good response  

OncomiRNA and tumor suppressor miRNA. 

miR‐218  Good prognosis by  inhibiting autophagy and 
EGFR. Carboplatin sensitivity. 

Tumor suppressor miRNA 

miR‐200c  EMT, invasion and metastasis inhibition.   Tumor suppressor miRNA. 

miR‐375  Good prognosis  Tumor suppressor miRNA. 

miR‐129  Reduced  proliferation  and  invasion  through 
autophagy inhibition. Good prognosis. Targets 
Beclin‐1, CDK1, HMGB1 and MAP1LC3B 

Tumor suppressor miRNA 

miR‐186  ‐ Reduced proliferation and metastasis  
‐ Promoting proliferation by targeting PTEN. 
Targets RAF1, CDK1, KIF11 

OncomiRNA and tumor suppressor miRNA. 

miR‐16  House‐keeping   
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2. Hypothesis 
 

Lung cancer is the most frequent neoplasia and the leading cause of cancer related death in 

the world. NSCLC  is  the most  common  form  covering 80% of all  lung  cancer  cases. Surgical 

techniques, chemotherapy, radiotherapy, targeted therapies and  immunotherapy treatments 

have evolved enormously during the last years. However, local progression and metastasis are 

still highly present and the survival rates of NSCLC patients are  low.  In order  to  improve  the 

survival, the current WHO guidelines recommend a more personalized strategy, starting from 

an accurate subclassification of NSCLC as well as the discovery and validation of new prognostic 

and predictive biomarkers that would stratify patients for a better management and treatment 

selection.  

New  NGS  studies  have  revealed  very  different molecular  behavior  between  histological 

subtypes and the importance of the intratumoral heterogeneity with its therapeutic potential. 

We know that tumors are composed by different subpopulations of cells and only some of them 

might have metastatic potential.  

CTCs have been described  to  contribute  to  the metastatic process  in many  solid  tumors, 

including NSCLC. We know that these cells, shred from different regions within the tumor and 

may suffer phenotypical changes as the EMT. As a consequence, heterogeneous populations of 

these cells can be  found  in a patient. This way, CTCs could act as surrogates of  the clinically 

relevant tissue subpopulations and face the challenges of tissue biopsies and both the spatial 

and  the  temporal  intratumoral  heterogeneity.  To  date,  many  studies  have  evaluated  the 

presence of CTCs and its association to chemotherapy resistance in advanced NSCLC. However, 

to the best of our knowledge, only a few have reported their prognostic role in early stages and 

none  in  advanced  patients  under  concomitant  ChT‐RT.  Thus,  further  evidence  is  needed  to 

validate the clinical use of CTCs in NSCLC. 

In fact, most of the reported studies were based on  immunomagnetic  isolation of EpCAM 

positive  cells. A membranous protein  lost during  the EMT. As a  result of  the EMT, which  is 

particularly common in NSCLC, CTCs lose epithelial markers in exchange of mesenchymal ones. 

However, there is evidence that the cytoplasmic cytokeratin‐7 is not reduced, or only in a lesser 

extent,  in  pulmonary  adenocarcinomas.  Thus,  we  thought  that  the  use  of  an  isolation 

methodology  based  on multi‐cytokeratin  antibodies,  such  as  the  one  from Miltenyi  Biotec, 

would be more appropriate. On the other hand, miRNAs are  important modulators of cancer 

processes, they regulate gene expression in a broad and fast way and are therefore responsible 

for phenotypical changes of tumor cells. miRNAs have been vastly studied in the tissue but they 

can also be selectively encapsulated and  found  in EVs circulating  in  the blood, also acting as 

tissue surrogates. This way, EV derived miRNAs are potential liquid biopsy biomarkers in NSCLC. 

In this context, this thesis encompasses two independent studies, one including early stage 

NSCLC patients undergoing  surgical  resection and a  second  study enrolling advanced NSCLC 

patients with concomitant ChT‐RT. 
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2.1 Early NSCLC patients 
 

In early  stages of NSCLC  (I‐IIIA)  surgery  is  the mainstay of  treatment and  the addition of 

adjuvant platinum‐based chemotherapy is associated with only  little benefit  in the survival of 

these patients. Even after  complete  resection,  relapse  is developed  in a high percentage of 

them. For these reason, new prognostic biomarkers are highly needed.  

Despite recent studies have revealed the different molecular behavior between ADC and SCC 

subtypes the reason of their differences in prognosis and progression are not clear yet. miRNAs 

are probably involved in this heterogeneity as they responsible for phenotypic changes in the 

tissue. Moreover, heterogeneous populations of CTCs can be found in the blood and they may 

have different metastatic ability and prognostic potential. Hence, we hypothesize that there are 

the specific genetic and miRNA profiles in ADC and SCC responsible of generating the diversity 

of  CTCs  found  in  these  patients.  Finally,  the  presence  of  specific  subtypes  of  CTCs will  be 

associated with the relapse, acting as prognostic biomarkers in early ADC and SCC patients.  

 

2.2 Advanced NSCLC patients 
 

Most NSCLC patients are diagnosed at an advanced stage, when surgery is not an option. In 

these cases, the standard first line treatment is platinum‐based chemotherapy combined with 

radiotherapy. However, treatments usually fail and PFS and OS rates are especially low. Then, 

there  is an urgent need to find and validate new prognostic biomarkers. Despite there  is still 

controversial evidence about how autophagy acts during tumor cell survival, recent evidence 

has linked the upregulation of autophagy to an increased resistance to cisplatin, vinorelbine or 

radiotherapy treatments.  

In this context, we hypothesize that the expression not only of autophagic proteins  in the 

heterogeneous populations of CTCs, but also of EV miRNAs will reveal the autophagy status and 

the molecular complexity of the tumors. This way, CTCs and EV miRNAs during the follow‐up will 

shed light upon the mechanism of resistance and act as as prognostic biomarkers in advanced 

NSCLC patients. 
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3. Objectives: 
3.1 Objectives study 1 (Early NSCLC population): 
 

Main objective: The main objective of  this sub‐study was  to  identify  tissue gene and miRNA 

signatures related to the release of different CTC subpopulations and their role as prognostic 

biomarkers in ADC and SCC patients undergoing surgical resection. 

Specific objectives: 

‐ Investigate the association between different subpopulations of CTCs before and after surgical 

resection and the clinical‐pathological characteristics. 

‐ Evaluate the CTC dynamics before‐after surgical resection and adjuvant treatment. 

‐  Identify  specific  tissue  gene  and miRNA  signatures  related  to  the  presence  of  different 

subpopulations of CTCs. 

‐ Evaluate the prognostic role of different subpopulations of CTCs along the treatment. 

‐ Evaluate the prognostic role of the expression of specific tissue genes and miRNAs.  

 

3.2 Objectives study 2 (Advanced NSCLC population) 
 

Main objective: The main objective of this second sub‐study was to identify miRNA signatures 

in extracellular vesicles related to the presence of different CTC subpopulations and their role 

as prognostic biomarkers in advanced NSCLC patients undergoing concomitant ChT and RT. 

Specific objectives: 

‐ Investigate the association between different subpopulations of CTCs before, during and after 

the ChT‐RT treatment and the clinical‐pathological characteristics. 

‐ Evaluate the CTC and dynamics along the follow‐up. 

‐ Evaluate the EV miRNA dynamics along the follow‐up. 

‐ Identify specific EV miRNA signatures related to the presence of different subpopulations of 

CTCs. 

‐ Evaluate the prognostic role of different subpopulations of CTCs along the treatment. 

‐ Evaluate the prognostic role of the expression of specific EV miRNAs.  
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4. Material and methods 
 

4.1 Study design and patient population 

4.1.1 Study 1: Early NSCLC population 
We  conducted  a  prospective  observational  cohort  study  in NSCLC  patients who  underwent 

anatomical pulmonary  resection and  systematic  lymph node dissection with  curative  intent. 

Lung tissue was extracted at tumor resection and peripheral blood was collected before surgery, 

one month later and 6 months later (Figure 10).  The study population consisted in early stage 

(I‐IIIA) NSCLC patients diagnosed with resectable tumors and who were subjected to a complete 

tumor resection  in  the Thoracic Surgery Unit of  the University Hospital Virgen de  las Nieves, 

Granada (Spain), between November 2012 and February 2015. The study also included a group 

of lung cancer initially suspicious patients, that were confirmed as non‐tumor lung malignances 

at the resection, and were considered as the control group for tissue characterization and CTC 

negative group. 

 

Figure 10: Study design 1. Early NSCLC population. The study 1 enrolled a cohort of ADC (n=47) and other 

of SCC  (n=50) patients with similar distribution by gender, stage and percentage of patients  receiving 

adjuvant treatment. Baseline blood samples (CTC1) were collected before the surgery, beside the tissue 

collection, one month after  (CTC2) and 6 months  later  (CTC3) during  the adjuvant  treatment  in  those 

susceptible cases. Presence of different subpopulations of CTCs and the tissue RNA and miRNA expression 

were statistically compared with the clinical variables and the prognosis [Created with BioRender] 156. 

This prospective study was approved by the Institutional Ethical Committee (Comité de Ética 

de la Investigación de Centro de Granada, CEI‐GRANADA) on July 26, 2012.  Written informed 

consent was signed by all patients prior  to  the  inclusion  in  the study. Clinical and  laboratory 

procedures were completed under good clinical practice and laboratory practice conditions in 

accordance with local standards. Inclusion criteria were patients older than 18 years old at the 

time  of  diagnosis,  stage  I‐IIIA NSCLC,  ECOG  Performance  Status  ≤2,  and  in which  complete 

resection was possible. Briefly, complete resection was defined as demonstrating cancer‐free 

surgical margins microscopically and systematic ganglionic dissection. Exclusion criteria were 

concurrent or previous tumor history, prior induction chemotherapy or radiotherapy, or death 

within 30 days from the surgery. 
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Study protocol 

Pathological stage was defined according to the international tumor‐node‐metastasis (TNM) 

system  seventh edition157  that was  the current version at  the  time of  sample collection and 

histological diagnosis was posed using the World Health Organization classification. Indication 

for  adjuvant  treatment was  evaluated  according  to  Local  Tumor  Committee  and  the  ASCO 

guidelines158  one month  after  the  surgery.  In  those  susceptible  cases,  adjuvant  treatment 

started  always  after  second CTC  evaluation  and  consisted  in  4  cycles of platinum  doublets. 

Follow‐up  schedule  was  usually  performed  for  this  type  of  patients,  consisting  in  a  first 

evaluating one month after surgery, then one every 3‐6 months with at least a positron emission 

tomography ‐ computed tomography (PET‐CT) of the thorax and abdomen per year. Recurrence 

was diagnosed based on  radiological  criteria and  (PET), with histological  confirmation when 

possible. Clinical outcomes were evaluated in terms of RFS and OS. RFS was defined as the time 

elapsed  from  surgical  resection until  first  recurrence  (loco‐regional or distant metastasis) or 

death due to any cause, while OS was the time elapsed from surgical resection until death due 

to any cause. 

Samples 

Samples  from every patient  consisted  in  fresh  tissue  from  the  tumor pulmonary  surgical 

resection, that was stored at  ‐80°C  in RNA  later Tissue Protect Tubes (Qiagen), and 15 mL of 

peripheral blood, collected in EDTA tubes, stored at room temperature, and processed within 4 

hours. 

 

4.1.2 Study 2: Advanced NSCLC population 
We  also  conducted  a  prospective  observational  cohort  study  in  unresectable  advanced 

NSCLC  patients.  In  this  case,  individuals  were  enrolled  and  subjected  to  concomitant 

radiotherapy and chemotherapy. Peripheral blood samples were collected before the initiation 

of the treatment, three weeks after  it (during the treatment), at the end of the treatment (2 

months), and finally 10 months later (Figure 11). The study population included locally advanced 

inoperable (IIIA‐IIIB) NSCLC patients and metastatic NSCLC patients (IV), who were treated with 

concomitant  radiotherapy  (RT)  chemotherapy  (ChT)  (vinorelbine  plus  cisplatin  or  taxol  plus 

carboplatin in the University Hospital Virgen de las Nieves, Granada (Spain) between July 2015 

and May 2019. Moreover, the study enrolled a group of 15 healthy donors, with no history of 

tumor malignances, who were used control branch for standard EV miRNA expression. 

Inclusion criteria were patients older than 18 years old at the time of diagnosis, unresectable 

stage  IIIA‐IV NSCLC confirmed by histology, ECOG Performance Status ≤2, and acceptance  to 

receive  concomitant  ChT  and  RT.  Exclusion  criteria  were  patients  susceptible  to  palliative 

treatment, resectable but medically  inoperable patients treated with radical radiotherapy.  In 

the same way, this prospective study was approved by the Ethical Committee of the University 

Hospital of Granada, Spain. Written  informed consent was signed by all patients prior to the 

inclusion in the study. Clinical and laboratory procedures were completed under good clinical 

practice and laboratory practice conditions in accordance with local standards. 
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Figure 11: Study design 2. Advanced NSCLC patients. The study 2 enrolled a cohort of unresectable NSCLC 
patients (n=41) receiving concomitant RT and ChT. Blood samples were collected before (CTC1), during 

(CTC2),  after  the  finalization  of  the  treatment  (CTC3)  and  10 months  after  the  initialization  (CTC4). 

Presence of different subpopulations of CTCs and the EVs miRNA expression were statistically compared 

with the clinical variables and prognosis [Created with BioRender]. 

Study protocol 

Pathological stage was defined according to the international TNM system seventh edition157  
that was  the current version at  the  time of  sample collection and histological diagnosis was 

posed  using  the  World  Health  Organization  classification.  Indication  for  radiotherapy 

chemotherapy treatment was evaluated according to the Multidisciplinary Thoracic Pathology 

Committee or the Oncology Committee. Eligible individuals were treated with total dose of 60 

Gy 3D radiotherapy (2Gy per day during 3 weeks from Monday to Friday) with concomitant 6 

cycles of chemotherapy with cisplatin & vinorelbine (80 & 15 mg/m2) or carboplatin & taxol (45 

mg/m2 & AUC 2). Follow‐up schedule consisted in weekly evaluation, with a 3‐week evaluation, 

a PET‐CT of  the  thorax and abdomen after  the end of  the  treatment and  then according  to 

standard recommendations. Clinical outcomes were evaluated in terms of RFS and OS. RFS was 

defined as  the  time elapsed  from  the  start of RT‐ChT  treatment until  first  recurrence  (loco‐

regional or distant metastasis or tumoral death, while OS was the time elapsed from the end of 

RT‐ChT treatment until tumoral death. 

Samples 

Samples consisted in 20 mL of peripheral blood that were collected in EDTA tubes, stored at 

room temperature, and processed within 4 hours. 

4.2 Cell culture 
The following human tumor cell lines were acquired from ATCC: Lung adenocarcinoma cell 

lines A549, H1975, H820, H1299 and the human epidermoid carcinoma A431 cell line. A549 and 

A431 cells were grown in DMEM culture medium (Biowest), while H1975, H820 and H1299 cells 

were grown in RPMI‐1640 with L‐Glutamine (Biowest). Both culture media were supplemented 

with 10% of  fetal bovine serum  (Biowest), 100 U/ ml penicillin and 100 ng/ ml streptomycin 

(Biowest) and cells were grown in a humidified incubator with 5% CO2 at 37°C. When needed, 

cells were detached using Tryple Express (ThermoFisher), which  is more delicate to cells than 
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trypsin  or  other  dissociation  reagents  and  better  preserves  the  extracellular  domains  of 

transmembrane proteins. 

 

4.3 CTC isolation and characterization 

4.3.1 CTC enrichment and isolation  
Blood samples were processed according to the density gradient centrifugation followed by 

CTC enrichment and characterization, stablished by our group83. Blood was diluted in 10 ml 1X 

phosphate‐buffered saline (PBS) and slowly added to a 50ml tube containing a bottom layer of 

10 ml Ficoll Histopaque®‐1119  (density=1.119 g/ml)  (Sigma‐Aldrich), observing  two different 

liquid phases. The tube was centrifuged at 700 x g for 45 minutes at 22°C with no brake, resulting 

in the formation of a cloudy  interphase between the plasma and the Ficoll phases. This  layer 

contained the mononuclear cells, granulocytes, and other cells of similar density as the CTCs 

(≈1.050  ‐ 1.070 g/ml). This  layer was carefully collected and washed with PBS1X  in a 350 x g 

centrifugation during 10 minutes. Following procedures were made according to the adapted 

protocol of the Carcinoma Cell Enrichment and Detection Kit with MACS Technology (Miltenyi 

Biotec). Resulting pellet was resuspended in 5ml of 1X Dilution buffer and permeabilized for 5 

min and fixed during 15 min with MACS CellPerm and MACS CellFix Solutions respectively. Then, 

the cell  fraction was centrifuged again at 350 x g,  for 10 minutes and  then washed with 1X 

CellStain Solution with a similar centrifugation. 

The cell pellet was resuspended in the approximately 100 µl remainder 1X CellStain Solution 

and incubated with 30 µl FcR Blocking Reagent and 30 µl of MACS Cytokeratin microbeads for 

45 min at room temperature. These magnetic microbeads were labeled with a multi‐cytokeratin‐

specific  antibody  (CK3‐11D5)  that  recognizes  the  cytoplasmic  cytokeratins  7,  8,  18  and  19.  

Afterwards,  to  detect  cytokeratin  positive  cells  by  immunocytochemistry  or 

immunofluorescence, 15 µl of Anti‐Cytokeratin‐FITC were added and the mix was incubated for 

additional 15 min in the dark. This suspension was washed with 4ml of 1X CellStain Solution and 

centrifuged again at 350 x g, for 10 minutes. Cell pellet was resuspended  in a final volume of 

≈150 µl and incubated with 2µl of Anti‐FITC Alkaline‐Phosphatase for another 15 min in the dark. 

Sample was adjusted with 1X CellStain Solution to a final volume of 500µl and passed through a 

previously  washed  MACS  Cell  Separation  magnetic  MS  column  that  was  supported  by  a 

MiniMACS separator. Then, the column was washed 3 times with 1X Dilution buffer, detached 

from the magnet separator and the enriched cell  fraction was eluted and spun down onto 2 

polylysine‐coated glass slides using a cytocentrifuge (Hettich).  

Samples  from  advanced NSCLC patients were processed  in  the  same way until magnetic 

microbeads  incubation. However,  in this case, the sample was divided  in two parts; one was 

processed as early NSCLC patients resulting in the called “slide 1”, while the other was processed 

in absence of Anti‐Cytokeratin‐FITC and Anti‐FITC Alkaline‐Phosphatase, resulting in called “slide 

2”.  Finally,  all  slides were  air  dried  for  at  least  2  hours  at  room  temperature  before  being 

maintained  at  4°C  for  short  term  or  ‐80°C  for  long  term  storage.  Furthermore,  in  baseline 

samples  (CTC1), MACS  column  elutes  during washing,  containing  non‐epithelial  cells.  These 

elutes were  first centrifuged at 350 x g  for 10 min and washed  in 1X CellStain with another 

centrifugation. The pellets were incubated with primary Mouse Anti‐Vimentin‐FITC (Santa Cruz 

biotech®  sc‐6260)  antibody  in  dark  at  4°C  overnight.  Next  day,  cells  were  washed  with 

CellStain1X and incubated with secondary Anti‐FITC Microbeads (Miltenyi Biotec 130‐048‐701). 

Finally, each sample was eluted, as described above, through a MACS Cell Separation magnetic 

MS column, spun down on a new slide.   
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4.3.2 Immunocytochemical and chromogenic characterization: 
In early NSCLC slides and slide 1 of advanced NSCLC, the area of interest containing the cells 

was surrounded with a hydrophobic pen (DAKO). Subsequently, it was washed in 1X PBS for 1 

min and 100 µl of freshly prepared Fast Red TR/Naphthol AS‐MX Substrate Solution was added 

to cell spot, incubating 15 minutes in humidity chamber. This was the base for CTC visualization, 

as  the  Fast‐Red  TR/Naphthol  produced  an  insoluble  red  precipitate  in  reaction  to Alkaline‐

Phosphatase. The slide was washed again, incubated with Mayer’s hematoxylin for 30 seconds 

and  finally washed  in double‐distilled water  for 30  seconds and  in  tap water  for another 30 

seconds as a bluing reagent.  

4.3.3 Microscopy 
Early  NSCLC  slides  and  slide  1  of  advanced  NSCLC,  which  had  been  prepared  for 

immunocytochemical  and  chromogenic  visualization,  were  observed  under  a  direct  light 

microscope.  After  the  identification  of  CTCs,  positive  slides  were  subjected  to 

immunofluorescence methods.  

4.3.3.1 Immunofluorescence microscope 

Slides  from  early  NSCLC  patients  (study  1)  were  characterized  by  immunofluorescence 

protocols (Nadal et al 2013) to check expression of EGFR. In summary, slides from epithelial CTCs 

destined  to EGFR characterization were blocked  in 1X CellStain with 10% Donkey serum and 

incubated with primary Goat Anti‐EGFR (C‐20) (Santa Cruz biotech® sc‐31157) and secondary 

antibody  Donkey  anti‐Goat  350  (Invitrogen  A‐21081).  Finally,  they  were  mounted  with 

SlowFade™ Antifade Kit (Invitrogen S2828) and visualized under fluorescence microscope. EMT 

slides from early NSCLC patients were also  incubated with primary Goat Anti‐EGFR (C‐20) but 

using Donkey anti‐Goat 555  (Invitrogen A‐21432) as a secondary antibody and VECTASHIELD 

mounting medium with DAPI (Vector Labs) to be visualized under fluorescence microscope. 

4.3.3.2 Confocal microscope 

Slides 1 from advanced NSCLC patients (study 2) were characterized by similar methods to 

evaluate the expression of Beclin‐1. Previously described, they were blocked in 1X CellStain with 

10% Goat serum and incubated with rabbit polyclonal anti‐Beclin‐1 (N‐terminal) (Sigma‐Aldrich 

B6061)  and with Goat  anti‐Rabbit  405  (Invitrogen  35551).  Finally,  they were mounted with 

SlowFade™ Antifade Kit (Invitrogen S2828) and visualized under under confocal microscope. 

Slides 2  from  advanced NSCLC patients  (study 2) were blocked  in 1X CellStain with 10% 

Donkey  serum  and  incubated  with  primary  antibodies  Goat  Anti‐EGFR  (C‐20)  (Santa  Cruz 

biotech® sc‐31157) and Rabbit Anti‐LC3B (ThermoFisher Scientific PA1‐16930). Then, they were 

stained with secondary antibodies Donkey anti‐Goat 555 (Invitrogen A‐21432) and Donkey anti‐

Rabbit 647  (Invitrogen A‐31573). They were mounted with VECTASHIELD mounting medium 

with DAPI (Vector Labs) and visualized under confocal microscope. 

EMT slides from advanced NSCLC patients were processed as the same way as those from 

early NSCLC patients but observed under confocal microscope. 
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4.4 EVs isolation and characterization 
EVs from cell cultures and patients were extracted by previously established protocols from 

our group159,160. Briefly, culture supernatants were collected and centrifuged at 3000 x g for 15 

min, while blood samples were centrifuged at 1500 x g for 15 min for plasma collection. Then, 

supernatants were centrifuged at 10.000 x g during 30 min to eliminate cellular debris. They 

were transferred into 6ml polyallomer ultracentrifuge tubes, that were filled up with 1X PBS and 

ultracentrifuged (Thermo Scientific) in a TFT 80.4 Rotor (Thermo Scientific, UK) at 100.000 x g 

for 3 h at 4°C. After that, supernatants were removed and cultured EV pellets were directly lysed 

by adding ice‐cold 1X Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology) into the tube for western blot 

analysis or resuspended in 1X PBS for transmission‐electron microscopy (TEM) and nanoparticle 

tracking analysis (NTA). EVs from advanced NSCLC patients were lysed with the Maxwell® RSC 

miRNA Tissue or Plasma and Serum Kit (AS1680) for subsequent miRNA analysis in patients.  

According to the ISEV recommendations at that time161, we characterized the nature of the 

EVs isolated by electron microscopy, NTA and the identification of specific markers by western 

blot analysis.  

4.4.1 Transmission‐electron microscopy characterization 
EVs  from  culture  cells were washed  using  1% paraformaldehyde/PBS  solutions  and  kept 

overnight at 4°C. Then, they were mounted onto carbon‐coated electron microscopy grids and 

washed twice during 3 min with 1X PBS. EVs were stained with 2% uranyl acetate for 5 min, 

washed  twice again and  finally visualized  in  the LIBRA 120 PLUS Carl Zeiss SMT  transmission 

electron microscope at the Centre for Scientific Instrumentation (University of Granada, Spain). 

4.4.2 Nanoparticle tracking analysis 
EVs  size distribution and  concentration were measured using a NanoSight NS300  system 

equipped with an LM14 violet 405nm laser module (Malvern Panalytical). EVs were diluted  in 

PBS (1:500) for appropriate analysis and visualized at camera level 9 under control of a script, 

which included acquisition of 3 movies for 1 min at a fixed temperature of 22°C. Analysis was 

performed using NTA 3.2 software (Malvern Panalytical). Detection threshold was set at 2 and 

other settings were kept at default. 

4.4.3 Western blot characterization 
A549 and H1975 cells were washed with 1X PBS and lysed with ice‐cold Cell Lysis Buffer (Cell 

Signaling Technology). EVs and cell lysates were sonicated for 30 seconds, centrifuged at 14.000 

x g for 10 min at 4°C and supernatants were collected and stored for protein determination. 

Protein  concentration was  quantified  by  Pierce™ BCA  Protein Assay  Kit  (Thermo  Scientific), 

according with manufacturer’s  instructions  in  the  Infinite® 200 PRO NanoQuant plate reader 

(TECAN).Thirty μg of protein  from each sample were  loaded  into Mini‐PROTEAN TGX 4–20% 

precast  gels  (Bio‐Rad)  and  run  at  120  mV  until  optimal  separation.  Then,  proteins  were 

transferred  to  nitrocellulose membranes  in  the  X‐Cell  II  Blot  module  (Invitrogen).  Plotted 

membranes were blocked with 5% non‐fat dry milk in Tris‐buffered saline +1% Tween 20 for 1 

hour and incubated with primary antibodies at 1:1000 dilutions in 3% non‐fat dry milk in Tris‐

buffered  saline  +1%  Tween  20  at  4°C  overnight.  Primary  antibodies  used  were:  mouse 

monoclonal anti‐CD9  (Thermo Fisher Scientific  ‐ 10626D), mouse monoclonal anti‐Hsp70  (BD 

Biosciences  ‐ 554243), mouse monoclonal anti‐GM‐130  (BD Biosciences – 610822). The next 

morning, the membranes were incubated in blocking buffer with secondary antibody Goat anti‐

mouse HRP‐conjugated (Abcam ‐ ab97023) at 1:5000 for 1 hour at room temperature. Finally, 

membranes were revealed using Clarity Max™ Western ECL Substrate  (Bio‐Rad) according to 

manufacturer protocol in the ImageQuant LAS 4000 (GE HealthCare Life Sciences).  
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4.5 Molecular characterization of genetic expression 

4.5.1 Tissue Total RNA extraction  
Frozen tissues were thaw on ice and a portion with the size of a rice grain was cut and used 

for  total  RNA  extraction  with  TRIzolTM  Reagent  (Invitrogen),  according  to  manufacturer’s 

instructions. Briefly, the tissue fraction was  incubated for 5 minutes  in 400 µl of TRIzolTM and 

sonicated  afterwards  for 3  cycles of  30  seconds  for  tissue disruption  in  individual  cells  and 

homogenization. Mixture was incubated with 160 µl chloroform for 3 minutes and centrifuged 

at 12.000 x g for 15 min at 4°C, resulting in the separation into a lower red‐chloroform phase, 

an interphase, and a colorless upper aqueous phase containing the RNA. The latter was mixed 

with 400 µl of  isopropanol  in a new tube that, when centrifuged again, will allow the RNA to 

pellet.  This  pellet was  resuspended  in  1ml  70%  ethanol  and  centrifuged  again  to  eliminate 

impurities. Supernatant was discarded, the pellet was air‐dried and the RNA was resuspended 

in 50µl of RNase‐free water. Finally, it was incubated at 55°C for 15 minutes and stored at ‐80°C 

until further applications. 

4.5.2 EVs miRNA extraction 
EVs miRNAs were  also  extracted  and  analyzed  according  to previous publications of our 

group159,160. Briefly, EV pellets were directly treated in the ultracentrifuge tubes according to the 

Maxwell® RSC miRNA Tissue or Plasma and Serum Kit (AS1680). This kit can also be used to purify 

total RNA, including miRNA, from EVs. Its methodology is based on the EV lysis and RNA binding 

to magnetic beads that allow the RNA extraction from the sample, with enhanced enrichment 

of miRNAs.  Furthermore,  it  includes  treatments with  proteinase  K  and DNase  to  eliminate 

protein and DNA contamination. 

4.5.3 Gene and miRNA retrotranscription 
Total  RNA  concentration  and  purity  were  determined  using  NanoDrop  2000c 

Spectrophotometer  (ThermoFisher  Scientific).  Samples  were  considered  pure  when  a  ≈2 

A260/A280 ratio was found. 1µg of total RNA was converted to cDNA according to QuantiTect 

Reverse Transcription Kit (Qiagen) for subsequent RNA expression analysis. This kit includes a 

first  step  for genomic DNA elimination and  the  standard  reverse  transcription  reaction  that 

results in cDNA synthesis. For the miRNA analysis, 10ng of total RNA was converted to miRNA‐

cDNA according  to TaqManTM Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit  (ThermoFisher Scientific). 

This kit uses a first step of 3’ poly‐A tailing and 5’ adaptor ligation to extend the mature miRNA. 

In addition,  the  last  step  consists  in an amplification using Universal miR‐Amp Primers,  that 

recognize  the  universal  sequences,  added  to  all mature miRNA,  to  uniformly  increase  the 

amount of miRNA‐cDNA, in this way, improving detection of low‐expression miRNA targets. 

4.5.4 Gene and miRNA selection and primer design 
In the study 1, genes and miRNAs genes were selected based on their previously reported 

association with tumor migration, aggressiveness, treatment resistance, immune response and 

progression  in  NSCLC  tumors.  Genes  were  AXL,  IL6R,  MET  and  GAPDH,  with  B2M  as 

housekeeping control while miRNAs were miR‐21‐5p, 222‐3p, 24‐3p, 30c‐5p and 155‐5p using 

16‐p as endogenous control.  

In the study 2 including advanced NSCLC patients, some miRNAs were selected by previously 

reported NSCLC tumor association or by the identification of mRNA targets in important genes 

of  the autophagy and vinorelbine  radiotherapy  resistance  such as BECN1, MAP1LC3B, CDK1, 

RAF1, or KIF11. miRNAs were selected with the computation algorithm ENCORI, that predicts 

miRNA targets162.  
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EVs studied miRNAs were miR‐21‐5p, 222‐3p, 155‐5p, 218‐5p, 200c‐3p, 375‐3p, 129‐5p, 186‐

5p and 30c‐5p using miR‐16‐5p as endogenous control. Primers were designed spanning exon‐

exon boundaries (Sigma‐Aldrich) while specific miRNA probes were acquired from ThermoFisher 

Scientific. Sequences can be found in table 2. 

Table 2: Primers and probes sequences: 

Gene  Primer or probe sequence 

AXL  F: CAATGGGGACTACTACCGCC  R: GAAGGACCACACATCGCTCT 

MET  F: CTGACTTGCTGAGAGGAGGC  R: GGTTTATCTTTCGGTGCCCAG 

IL6R  F: TCAGTGTCACCTGGCAAGAC  R: GGAGGTCCTTGACCATCCAT 

GAPDH  F: ATCACCATCTTCCAGGAGCGAGA  R: CATGGTTCACACCCATGACGAACA 

β2M  F: TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT  R: TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT 

miR‐21‐5p  UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA  miR‐218‐5p  UUGUGCUUGAUCUAACCAUGU 

miR‐222‐3p  AGCUACAUCUGGCUACUGGGU  miR‐200c‐3p  UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA 

miR‐24‐3p  UGGCUCAGUUCAGCAGGAACAG  miR‐375‐3p  UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA 

miR‐30c‐5p  UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC  miR‐129‐5p  CUUUUUGCGGUCUGGGCUUGC 

miR‐155‐5p  UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU  miR‐186‐5p  CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU 

miR‐16‐5p  UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG     

 

4.5.5 Quantitative Real Time PCR for mRNA and miRNA expression 
Gene expression was measured using the PerfeCta® SYBR® Green FastMix®, ROXTM (Quanta 

Biosciences) on an Applied Biosystems 7900HT Fast Real‐Time PCR System (Applied Biosystems). 

Expression  levels  of miRNAs were  analyzed  using  TaqManTM MicroRNA  assays  probes  and 

GoTaq® Probe qPCR Master Mix (Promega) in the same PCR system. In this case, the kit includes 

a CXR reference dye that acts as the ROX dye, maximizing the effectiveness of the reaction. PCR 

cycling protocol consisted in 2 minutes at 95°C initial denaturation and enzyme activation and 

40 cycles including 15 seconds at 95°C for denaturation and 30 seconds at 60°C for annealing 

and extension. Each test was run in triplicates and included non‐template controls (NTC). B2M 

was selected as the endogenous control for gene expression  in resected tissue samples while 

miR‐16 for miRNA normalization  in tissue and EVs using Normfinder version 20163. Expression 

levels were calculated by the 2‐ΔΔCt method164.  

 

4.6 Statistical methods 
Statistical  analyses  and  graphs were performed using  SPSS  [SPSS  Statistics  for Windows, 

Version 22.0 (IBM Corp.) and GraphPad Prism Version 7.00 or 8.02 (GraphPad Software). CTCs 

and  miRNAs  were  assessed  as  continuous  (absolute  number)  and  dichotomous  (CTC: 

presence/absence and miRNA: high/low) variables. Gene and miRNA expression cut‐offs were 

calculated with  the  Evaluate Cutpoints  application  for R165.  The  association between  genes, 

miRNAs and clinical characteristics or CTCs was evaluated using non‐parametric Mann‐Whitney 

U  and  Kruskal‐Wallis  tests.  Dynamics  in  paired  samples  were  evaluated  by  Friedman  test 

(continuous  variables)  and  Cochran’s  Q  test  (binary  variables).  Categorical  variables  were 

compared  by  the  Fisher’s  exact  test  and  correlations  were measured  by  Spearman’s  rank 
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correlation. Prognostic biomarkers for OS and RFS were evaluated with the univariate Kaplan–

Meier (log‐rank test) and univariate and multivariate Cox Proportional‐Hazards Regression. We 

applied the criterion of more than a 10% change in the coefficient estimate166. p values < 0.05 

were considered statistically significant. 
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5. Results 
5.1 Study 1: Early NSCLC population 

This prospective study enrolled a total of 97 consecutive early NSCLC patients, including 47 
ADC  (median  follow‐up 30.5 months,  range 3‐50) and 50 SCC patients  (median  follow‐up 32 
months,  range 3‐49). All patients were anatomo‐pathologically diagnosed as  resectable non‐
small  lung  cancer  (stages  I,  II  or  IIIA) with  no  history  of  previous malignancy  nor  previous 
neoadjuvant treatment.  

Clinical‐pathological, treatment‐related and prognostic characteristics of all the 97 NSCLC 
patients and divided by histological subtype are summarized in Table 3. Both groups had similar 
distribution of patients by age, smoking habits, and stage. However, the SCC was less common 
between  women  (p=0.005),  presented  larger  tumor  size  (p=0.007)  and  consequently  high 
positron emission tomography – maximum standardized uptake values (PET SUVmax) (p=0.002). 
This way,  pneumonectomy was more  common  in  SCC  than  in  ADC  as  the  type  of  surgical 
resection applied (p=0.024). After surgery, adjuvant chemotherapy was administered in 19 ADC 
and  in 19 SCC patients, while adjuvant radiotherapy only  in 3 patients  in each group. Finally, 
during this study, 23 ADC and 19 SCC patients relapsed while 18 ADC and 19 SCC died. 

Table 3: Clinical-pathological, treatment-related and prognostic characteristics in early NSCLC patients 

by histological type. 

    NSCLC n = 97 (%)  ADC n = 47 (%)  SCC n = 50 (%)  p 

Gender 
Men  84 (86.6%)  36 (76.6%)  48 (96%) 

0.005* 
Women  13 (13.4%)  11 (23.4%)  2 (4%) 

Age (years) 

Mean ± SD  66.13 ± 8.65  65.49 ± 9.64  66.7 ± 7.6  0.646 

<70  58 (59.8%)  28 (59.6%)  30 (60%) 
0.966 

≥70  39 (40.2%)  19 (40.4%)  20 (40%) 

Smoking habits 

Never smoker  9 (9.3%)  7 (14.9%)  2 (4%) 

0.168 Ex‐smoker  62 (63.9%)  11 (23.4%)  15 (30%) 

Current smoker  26 (26.8%)  29 (61.7%)  33 (66%) 

Stage 

I  44 (45.4%)  23 (48.9%)  21 (42%) 

0.700 II  25 (36.1%)  15 (31.9%)  20 (40%) 

III  18 (18.6%)  9 (19.1%)  9 (18%) 

N status 

N0  71 (73.2%)  34 (72.3%)  37 (74%) 

0.909 N1  15 (15.5%)  8 (17%)  7 (14%) 

N2  11 (11.3%)  5 (10.6%)  6 (12%) 

Tumor size (cm) 

Mean ± SD  4.03 ± 2.13  3.52 ± 2.1  4.5 ± 2.1  0.007* 

≤4 cm  54 (55.8%)  31 (57.4%)  23 (42.6%) 
0.048* 

>4 cm  43 (44.3%)  16 (37.2%)  27 (62.8%) 

PET (SUVmax) 

Mean ± SD  11.05 ± 5.67  9.16 ± 5.06  12.74 ± 5.69  0.002* 

≤9.4  47 (49.5%)  30 (66.7%)  17 (34%) 
0.002* 

>9.4  48 (50.5%)  15 (33.3%)  33 (66%) 

Surgical approach 
Thoracotomy  57 (58.8%)  23 (48.9%)  34 (68%) 

0.057 
VATS  40 (41.2%)  24 (51.1%)  16 (32%) 
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p:  p‐value  of  Fisher’s  exact  (Categorical  variables)  and Mann‐Whitney  U  test  (Continuous  variables) 

between ADC and SCC156. 

5.1.1 Circulating tumor cells detection and characterization 
The  applied methodology  allows  a  10.000‐fold  enrichment of  tumor  cells  vs.  leucocytes, 

making possible to detect and quantify CTCs. MACS® are nanosized microbeads that allow an 

efficient  isolation and characterization of epithelial cells due to  its minimal  labeling, ensuring 

cellular integrity and without bead aggregation. This way, we were able to identify CTCs due to 

the red staining and their typical cytomorphology, with an elevated nucleus/cytoplasm ratio167  

and differentiate them from leukocytes due to blue hematoxylin counter‐staining168.  

CTCs were analyzed in baseline samples (CTC1) and after surgery samples (CTC2) from the 97 

enrolled patients. However, due to exitus,  loss during follow‐up or technical  issues, CTCs at 6 

months (CTC3) could be analyzed in 70 patients. EMT CTCs (EMT CTC1) were analyzed only in 

baseline samples from 54 patients (Table 4). No differences were observed in the percentage of 

patients with CTC positivity, nor the number of CTCs, between the two histological subtypes. 

Table 4: Circulating tumor cells in early NSCLC and by histological type. 

    NSCLC n = 97 (%)  ADC n = 47 (%)  SCC n = 50 (%)  p 

CTC1 

Mean (SD) Range  2.13 (± 8.7) 0‐84  1.3 (± 2.6) 0‐11  2.92 (± 11.9) 0‐84  0.178 

Absence  57 (48.8%)  32 (68.1%)  25 (50%) 
0.071 

Presence  40 (41.2%)  15 (31.9%)  25 (50%) 

CTC2 

Mean (SD) Range  0.74 (± 1.6) 0‐10  0.74 (± 1.9) 0‐10  0.74 (± 1.2) 0‐4  0.525 

Absence  70 (72.2%)  35 (74.5%)  35 (70%) 
0.624 

Presence  27 (27.8%)  12 (25.5%)  15 (30%) 

CTC3 

Mean (SD) Range  0.7 (± 1.8) 0‐9  0.88 (± 2.1) 0‐9  0.55 (± 2.8) 0‐8  0.665 

Absence  57 (81.4%)  25 (78.1%)  32 (84.2%) 
0.514 

Presence  13 (18.6%)  7 (21.9%)  6 (15.8%) 

    NSCLC n = 54 (%)  ADC n = 22 (%)  SCC n = 32 (%)   

CTC1 EMT 

Mean (SD) Range  0.3 (± 0.44) 0‐3  0.14 (± 0.4) 0‐1  0.41 (± 0.8) 0‐3  0.249 

Absence  43 (79.6%)  19 (86.4%)  24 (75%) 
0.308 

Presence  11 (20.4%)  3 (13.6%)  8 (25%) 

p: p‐value of Fisher’s exact (Presence vs. Absence) and Mann‐Whitney U (Number of CTCs) tests between 
ADC and SCC.  
 

Type of resection 
Lobectomy  80 (82.5%)  43 (91.5%)  37 (74%) 

0.024* 
Pneumonectomy  17 (17.5%)  4 (8.5%)  13 (26%) 

Chemotherapy 
No  59 (60.8%)  28 (59.6%)  31 (62%) 

0.807 
Yes  38 (39.2%)  19 (40.4%)  19 (38%) 

Radiotherapy 
No  91 (93.8%)  44 (93.6%)  47 (94%) 

0.938 
Yes  6 (6.2%)  3 (6.4%)  3 (6%) 

Relapse 
No  55 (56.7%)  24 (51.1%)  31 (62%) 

0.189 
Yes  42 (43.3%)  23 (48.9%)  19 (38%) 

Death 
No  60 (61.9%)  29 (61.7%)  31 (62%) 

0.571 
Yes  37 (38.1%)  18 (38.3%)  19 (38%) 
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5.1.2 Circulating tumor cells dynamics  
We  analyzed  the dynamics of  the presence  and  the  absolute number of CTCs  along  the 

treatment in our 97 NSCLC patients. As a result, we observed not only a reduction in the number 

of patients presenting CTCs during the follow‐up (CTC1‐CTC2‐CTC3) (p=0.001) (Cochran Q test), 

but also in the absolute number of CTCs (p=0.001) (Friedman test).  

Moreover, when we evaluated this according to the histological subtype, the decrease in the 

percentage of CTC positive patients was only observed in SCC subtype (p=0.0001), but not in the 

ADC  (p=0.607)  cohort.  In  like manner, when  analyzing  total  number  of  CTCs, ADC  patients 

showed non‐statistically significant differences  (p=0.378) while significant dynamics could be 

observed in SCC patients (p=0.001) (Figure 12. A & B). 

 

Figure 12: Circulating  tumor  cells dynamics  in ADC and SCC: CTCs dynamics were evaluated  in paired 

samples along the follow‐up in the different subtypes. (A) ADC patients experienced no significant change 

in the number of CTCs during follow‐up, while a significant dynamic was observed in SCC patients. When 

evaluating the impact of adjuvant ChT, ADC patients showed no significant dynamics neither in the treated 

group nor the untreated group (C & D). To the contrary, an almost significant variation was observed in the 

number of CTCs in untreated SCC patients (E) and a significant one in the treated group (F). p: p‐value of 

Friedman test. 

Deeper analyses were performed to determine the role of the adjuvant ChT treatment in the 

CTC  dynamics.  Subgroups were  also  divided  into  patients  receiving  and  non‐receiving  ChT 

treatment.  As  previously  reported,  ADC  patients  showed  no  significant  variations  in  the 

percentage of patients who had CTCs during the follow‐up, neither in the group non‐receiving 

(p=0.607) nor in the group receiving ChT treatment (p=0.607). In the same way, no changes were 

observed in the absolute number of CTCs in both groups (p=0.211 & p=0.325) (Figure 12. C & D). 

On the other hand, significant reduction in the percentage of CTC positive SCC patients was 

observed  in  those  receiving adjuvant ChT after  surgery  (p=0.038) and also  in  those without 

adjuvant ChT (p=0.006). When the dynamics of the number of CTCs were analyzed, an almost 

significant reduction could be observed  in the non‐adjuvant ChT group (p=0.067) and a clear 

decrease in the adjuvant group (p=0.002) (Figure 12. E & F). No differences were found in the 

number  of  patients  receiving  adjuvant  treatment  between  the  two  histological  subtypes 

(p=0.807) (Table 3).  
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5.1.3 Circulating tumor cells EGFR expression 
EGFR  expression was  analyzed  in  epithelial  and  EMT  CTCs  (Figure  13 &  14).  The  A431 

epidermal  (known as highly positive WT EGFR cell  line) and  the  lung adenocarcinoma H1975 

(known as a mutated EGFR cell line) cell lines were used as positive and negative controls for 

EGFR determination. Vimentin expression was also tested in these cell lines, as A431 is a highly 

epithelial cell line while H1975 is known to have some semi‐mesenchymal properties. The EGFR 

expression of CTCs was considered as positive (EGFR+) or negative (EGFR‐) based on those cell 

line used settings. 

 

Figure 13: Epithelial CTC characterization in early NSCLC patients. The upper row depicts the epidermal 

A431 cancer cell line, with high cytokeratin (green and red) and EGFR (blue) expression.  Mid row shows 

the lung H1975 cancer cell line, with high cytokeratin but low EGFR expression. Lower row represents an 

epithelial  CTC  from  an  early NSCLC  patient with  high  cytokeratin  and  EGFR  expression.  Last  column 

represents merged green, red and blue channels. Images taken with the Zeiss Epifluorescence Axio Imager 

A.1 microscope at 63x magnification156. 

In slides from epithelial CTC characterization, which had been previously incubated with Anti‐

Cytokeratin FITC – Alkaline Phosphatase and then enzymatically revealed with Fast Red (red), 

EGFR  expression was observed  in blue.  EGFR+ CTCs  showed blue  signal  located only  in  the 

plasmatic  membrane  (Figure  13).  In  slides  from  mesenchymal  CTC  characterization,  EGFR 

expression was observed in red due to the availability and the better signal of this fluorophore. 

(Figure 14).   

The frequency of patients with EGFR positive epithelial and EMT CTCs are reported in Table 

5. At baseline status, 25  (62.5%) of NSCLC patients had EGFR positive epithelial CTCs and 11 

(100%)  EGFR  positive  EMT  CTCs.  Surprisingly,  all  EMT  CTCs  had  high  EGFR  expression.  No 

significant differences were found in the presence of EGFR CTCs between ADC and SCC at CTC1 

(p=0.572), EMT CTC1 (p=0.253), CTC2 (p=0.185) or CTC3 (p=0.617).  
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Figure 14: EMT CTC characterization in early NSCLC patients. The upper row depicts the epidermal A431 

cancer cell line, showing low vimentin (green) expression but high levels of EGFR (red). Mid row depicts 

the EGFR mutated  lung H1975 cancer cell  line, with high vimentin expression while  low expression of 

EGFR.  Lower  row  represents  an  EMT CTC  from  an  early NSCLC patient with high  vimentin  and EGFR 

expression and some PBMCs. Last column represents merged green, red and blue channels. Images taken 

with the Zeiss Epifluorescence Axio Imager A.1 microscope at 63x magnification156.  

 

Table 5: EGFR expression in CTCs156 

  NSCLC  ADC  SCC 

CTC (+) patients  EGFR+  EGFR‐  EGFR+  EGFR‐  EGFR+  EGFR‐ 

CTC1 (+) (n=40)  25 (62.5%)  15 (37.5%)  12 (80%)  3 (20%)  13 (52%)  12 (48%) 

EMT CTC1 (+) (n=11)  11 (100%)  0 (0%)  3 (100%)  0 (0%)  8 (100%)  0 (0%) 

CTC2 (+) (n=27)  10 (37%)  17 (63%)  3 (25%)  9 (75%)  7 (46.7%)  8 (53.3%) 

CTC3 (+) (n=13)  6 (46.2%)  7 (53.8%)  3 (42.9%)  4 (57.1%)  3 (50%)  3 (50%) 
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5.1.4 Circulating tumor cells and their clinical association 
The presence of epithelial CTCs along the follow‐up (CTC1, CTC2, CTC3) was correlated to the 

clinical‐pathological,  treatment‐related  and  the  prognostic  variables  in  both  histological 

subtypes.  In ADC,  the  presence  of  CTC1  showed  non‐statistical  association  to  any  of  those 

variables. However,  the presence of CTC2 was  associated  to higher  clinical  stage  (p=0.006), 

thoracotomy vs. VATS as surgical approach (p=0.038), and the relapse (p=0.038). The presence 

of CTC3 in these patients correlated with N1 lymph node status (Table 6). 

In the same way, the presence of CTC1  in SCC patients was not associated to any clinical‐

pathological nor other variable. Nevertheless, the presence of CTC2 in these patients was related 

to higher PET (SUVmax) values (p=0.007) and interestingly, lobectomy versus pneumonectomy 

as the type of resection (p=0.039). No correlation was found between the presence of CTC3 and 

these variables in SCC patients (Table 7). 

The presence of EMT CTCs before surgery  (EMT CTC1) was also correlated  to  the clinical‐

pathological, treatment‐related and the prognostic variables in both histological subtypes (Table 

8). However, no significant associations with other variables were obtained and the table only 

represents  the  comparison with  stage  and  N  status.  The  presence  of  EMT  CTC1 was  only 

correlated with higher N stage (p=0.007). 
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Table 6: Association between CTCs and clinical-pathological, treatment-related and prognosis characteristics in early ADC. 

 

ADC 

CTC1  CTC2  CTC3 

N (%) ‐  N (%) +  p  N (%) ‐  N (%) +  p  N (%) ‐  N (%) +  p 

Gender 
Men  23 (63.9%)  13 (36.1%) 

0.232 
27 (75%)  9 (25%) 

0.582 
20 (80%)  5 (20%) 

0.489 
Women  9 (81.8%)  2 (18.2%)  8 (72.7%)  3 (27.3%)  5 (71.4%)  2 (28.6%) 

Age (years) 
<70  22 (78.6%)  6 (21.4%) 

0.061 
20 (71.4%)  8 (28.6%) 

0.410 
16 (84.2%)  3 (15.8%) 

0.281 
≥70  10 (52.6%)  9 (47.4%)  15 (78.9%)  4 (21.1%)  9 (69.2%)  4 (30.8%) 

Smoking habits 

Never smoker  7 (100%)  0 (0%) 

0.145 

7 (100%)  0 (0%) 

0.208 

5 (100%)  0 (0%) 

0.351 Ex‐smoker  7 (63.6%)  4 (36.4%)  7 (63.6%)  4 (36.4%)  6 (66.7%)  3 (33.3%) 

Current smoker  18 (62.1%)  11 (37.9%)  21 (72.4%)  8 (27.6%)  14 (77.8%)  4 (22.2%) 

Stage 

I  15 (65.2%)  8 (34.8%) 

0.783 

20 (87%)  3 (13%) 

0.006* 

15 (83.3%)  3 (16.7%) 

0.721 II  10 (66.7%)  5 (33.3%)  12 (80%)  3 (20%)  5 (71.4%)  2 (28.6%) 

III  7 (77.8%)  2 (22.2%)  3 (33.3%)  6 (66.7%)  5 (71.4%)  2 (28.6%) 

N status 

N0  24 (70.6%)  10 (29.4%) 

0.443 

28 (82.4%)  6 (17.6%) 

0.089 

20 (83.3%)  4 (16.7%) 

0.017* N1  4 (50%)  4 (50%)  5 (62.5%)  3 (37.5%)  1 (25%)  3 (75%) 

N2  4 (80%)  1 (20%)  2 (40%)  3 (60%)  4 (100%)  0 (0%) 

Tumor size 
≤4 cm  22 (71%)  9 (29%) 

0.393 
25 (80.6%)  6 (19.4%) 

0.159 
19 (86.4%)  3 (13.6%) 

0.115 
>4 cm  10 (62.5%)  6 (37.5%)  10 (62.5%)  6 (37.5%)  6 (60%)  4 (40%) 

PET (SUVmax) 
≤9.4  20 (66.7%)  10 (33.3%) 

0.635 
25 (83.3%  5 (16.7%) 

0.090 
17 (77.3%)  5 (22.7%) 

0.623 
>9.4  10 (66.7%)  5 (33.3%)  9 (60%)  6 (40%)  6 (75%)  2 (25%) 

Surgical approach 
Thoracotomy  16 (69.6%)  7 (30.4%) 

0.540 
14 (60.9%)  9 (39.1%) 

0.038* 
11 (73.3%)  4 (26.7%) 

0.424 
VATS  16 (66.7%)  8 (33.3)  21 (87.5%)  3 (12.5%)  14 (82.4%)  3 (17.6%) 

Type of resection  Lobectomy  28 (65.1%)  15 (34.9%)  0.202  32 (74.4%)  11 (25.6%)  0.734  23 (76.7%)  7 (23.3%)  0.605 
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Pneumonectomy  4 (100%)  0 (0%)  3 (75%)  1 (25%)  2 (100%)  0 (0%) 

Chemotherapy 
No  18 (64.3%)  10 (35.7%) 

0.363 
22 (78.6%)  6 (21.4%) 

0.327 
16 (76.2%)  5 (23.8%) 

0.544 
Yes  14 (73.7%)  5 (26.3%)  13 (68.4%)  6 (31.6%)  9 (81.8%)  2 (18.2%) 

Radiotherapy 
No  31 (70.5%)  13 (29.5%) 

0.235 
33 (75%)  11 (25%) 

0.596 
23 (76.7%)  7 (23.3% 

0.605 
Yes  1 (33.3)  2 (66.7%)  2 (66.7%)  1 (33.3)  2 (100%)  0 (0%) 

Relapse 
No  18 (75%)  6 (25%) 

0.234 
21 (87.5%)  3 (12.5%) 

0.038* 
12 (80%)  3 (20%) 

0.576 
Yes  14 (60.9%)  9 (39.1%)  14 (60.9%)  9 (39.1%)  13 (76.5%)  4 (23.5%) 

Death 
No  21 (72.4%)  8 (27.6%) 

0.311 
24 (82.8%)  5 (17.2%) 

0.096 
18 (85.7%)  3 (14.3%) 

0.162 
Yes  11 (61.1%)  7 (38.9%)  11 (61.1%)  7 (38.9%)  7 (63.6%)  4 (36.4%) 

p: p‐value of Fisher’s exact test. 
 

Table 7: Association between CTCs and clinical-pathological, treatment-related and prognosis characteristics in early SCC. 

  SCC 

CTC1  CTC2  CTC3 

N (%) ‐  N (%) +  p  N (%) ‐  N (%) +  p  N (%) ‐  N (%) +  p 

Gender 
Men  23 (47.9%)  25 (52.1%) 

0.245 
34 (70.8%)  14 (29.2%) 

0.514 
32 (86.5%)  5 (13.5%) 

0.158 
Women  2 (100%)  0 (0%)  1 (50%)  1 (50%)  0 (0%)  1 (100%) 

Age (years) 
<70  16 (53.5%)  14 (46.7%) 

0.387 
19 (63.3%)  11 (36.7%) 

0.173 
20 (83.3%)  4 (16.7%) 

0.615 
≥70  9 (45%)  11 (55%)  16 (80%)  4 (20%)  12 (85.7%)  2 (14.3%) 

Smoking habits 

Never smoker  0 (0%)  1 (100%) 

0.584 

0 (0%)  1 (100%) 

0.172 

0 (0%)  1 (100%) 

0.184 Ex‐smoker  8 (53.3%)  7 (46.7%)  9 (60%)  6 (40%)  9 (69.2%)  4 (30.8%) 

Current smoker  16 (48.5%)  17 (51.5%)  25 (75.8%)  8 (24.2%)  22 (91.7%)  2 (8.3%) 

Stage 
I  9 (42.9%)  12 (57.1%) 

0.490 
16 (76.2%)  5 (23.8%) 

0.450 
12 (85.7%)  2 (14.3%) 

0.280 
II  10 (50%)  10 (50%)  12 (60%)  8 (40%)  12 (75%)  4 (25%) 
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III  6 (66.7%)  3 (33.3%)  7 (77.8%)  2 (22.2%)  8 (100%)  0 (0%) 

N status 

N0  18 (48.6%)  19 (51.4%) 

0.658 

24 (54.9%)  13 (35.1%) 

0.174 

22 (81.5%)  5 (18.5%) 

0.579 N1  3 (42.9%)  4 (57.1%)  7 (100%)  0 (0%)  5 (83.3%)  1 (16.7%) 

N2  4 (66.7%)  2 (33.3%)  4 (66.7%)  2 (33.3%)  5 (100%)  0 (0%) 

Tumor size 
≤4 cm  11 (47.8%)  12 (52.2%) 

0.500 
17 (73.9%)  6 (26.1%) 

0.404 
14 (82.4%)  3 (17.6%) 

0.560 
>4 cm  14 (51.9%)  13 (48.1%)  18 (66.7%)  9 (33.3%)  18 (85.7%)  3 (14.3%) 

PET (SUVmax) 
≤9.4  8 (47.1%)  9 (52.9%) 

0.500 
16 (94.1%)  1 (5.9%) 

0.007* 
10 (90.9%)  1 (9.1%) 

0.429 
>9.4  17 (51.5%)  16 (48.5%)  19 (57.6%)  14 (42.4%)  22 (81.5%)  5 (18.5%) 

Surgical 
approach 

Thoracotomy  18 (52.9%)  16 (47.1%) 
0.381 

23 (67.6%)  11 (32.4%) 
0.428 

22 (81.5%)  5 (18.5%) 
0.429 

VATS  7 (43.8%)  9 (56.2%)  12 (75%)  4 (25%)  10 (90.9%)  1 (9.1%) 

Type  of 
resection 

Lobectomy  17 (45.9%)  20 (54.1%) 
0.260 

23 (62.2%)  14 (37.8%) 
0.039* 

21 (77.8%)   6 (22.2%) 
0.107 

Pneumonectomy  8 (61.5%)  5 (38.5%)  12 (92.3%)  1 (7.7%)  11 (100%)  0 (0%) 

Chemotherapy 
No  16 (51.6%)  15 (48.4%) 

0.500 
20 (64.5%)  11 (35.5%) 

0.225 
17 (81%)  4 (19%) 

0.440 
Yes  9 (47.4%)  10 (52.6%)  15 (78.9%)  4 (21.1%)  15 (88.2%)  2 (11.8%) 

Radiotherapy 
No  24 (51.1%)  23 (48.9%) 

0.500 
33 (70.2%)  14 (29.8%) 

0.666 
30 (83.3%)  6 (16.7%) 

0.706 
Yes  1 (33.3%)  2 (66.7%)  2 (66.7%)  1 (33.3%)  2 (100%)  0 (0%) 

Relapse 
No  15 (48.4%)  16 (51.6%) 

0.500 
22 (71%)  9 (29%) 

0.546 
21 (91.3%)  2 (8.7%) 

0.152 
Yes  10 (52.6%)  9 (47.4%)  13 (68.4%)  6 (31.6%)  11 (73.3%)  4 (26.7%) 

Death 
No  14 (45.2%)  17 (54.8%) 

0.280 
22 (71%)  9 (29%) 

0.546 
19 (82.6%)  4 (17.4%) 

0.556 
Yes  11 (57.9%)  8 (42.1%)  13 (68.4%)  6 (31.6%)  13 (87.6%)  2 (13.3%) 

p: p‐value of Fisher’s exact test. 
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Table 8: Association between EMT CTC1 and stage and N status in ADC and SCC. 

    EMT CTC1 

    ADC SCC 

    N (%) ‐  N (%) +  p  N (%) ‐  N (%) +  p 
Stage  I  9 (100%)  0 (0%) 

0.112 

8 (66.7%)  4 (33.3%) 

0.638   II  7 (87.5%)  1 (12.5%)  10 (76.9%)  3 (23.1%) 

III  3 (60%)  2 (40%)  6 (85.7%)  1 (14.3%) 

N status  N0  15 (100%)  0 (0%) 

0.007* 

16 (69.6%)  7 (30.4%) 

0.363   N1  3 (75%)  1 (25%)  5 (100%)  0 (0%) 

N2  1 (33.3%)  2 (66.7%)  3 (75%)  1 (25%) 

p: p‐value of Fisher’s exact test. 
 

5.1.5 Genetic and miRNA tissue characterization of ADC and SCC 
Data from tissues expression was available in 87 patients. AXL, IL6R, MET and GAPDH showed 

no differences between early NSCLC tissues and non‐tumor lung tissues. However, early NSCLC 

tissues expressed higher  levels of miR‐21 and miR‐155 than non‐tumor  tissues  (p<0.001 and 

p=0.001, respectively). (Figure 15). 

As  we  divided  our  analysis  by  histological  subtypes,  we  also  evaluated  the  differences 

expression profiles of ADC and SCC. As a result, we observed no differences in the tissue miRNA 

expression of both subtypes. On  the other hand, higher  levels of MET were  found  in ADC  in 

comparison with SCC patients (Figure 16). 

Figure 15: Gene and miRNA tissue expression in early NSCLC and non-tumor patients. NSCLC tissues 

(dark gray) showed higher expression of miR‐21 and miR‐155 than tissues from non‐tumor lung resected 

patients (light gray). Data are presented as violin plots (min to max) (median value is represented by a 

thick black line). Mann‐Whitney U test: *** p < 0.001, ns: no significant differences.  
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Moreover, the analysis of the gene and miRNA correlations revealed specific patterns in ADC 

and SCC tissues. Besides finding common positive correlations between miR‐21, miR‐222 and 

miR‐24 in both histological subtypes (p<0.0001), we observed ADC‐specific miRNA interactions. 

Thus, miR‐155 was positively correlated with miR‐21 (p<0.0001), and miR‐222 (p=0.018), and 

negatively with miR‐30c  (p=0.03)  only  in ADC.  The  latter  positively  correlated with miR‐24. 

Regarding gene expression,  there were no  specific  correlations, as AXL,  IL6R and MET were 

positively correlated with each other in both ADC and SCC tissues (Figure 17. A).  

On the other hand, we also found specific gene interactions between genes and miRNAs. So, 

miR‐155 was inversely correlated with AXL (p=0.034) and IL6R (p=0.003), while MET was directly 

correlated with miR‐24 (p=0.005) and miR‐30c (p=0.04) only in ADC tissues. Finally, a negative 

correlation was observed between miR‐21 and GAPDH (p=0.048) (Figure 17. A). 

5.1.6 CTCs subpopulations and tissue genetic expression  
The presence of different CTC  subpopulations  and  the molecular  tissue  expression were 

compared  in order to  identify the specific miRNA‐gene pathways  involved  in the presence of 

these  CTCs. miRNAs manifested  no  statistical  relation with  epithelial  or mesenchymal  CTC 

phenotypes in ADC or SCC patients. However, in ADC patients, the presence of EMT+ CTC1 was 

correlated with higher levels of IL6R, AXL and GAPDH (p=0.004, p=0.014 & p=0.021, respectively) 

(Figure 17. B). 

 

 

 

Figure 16: Gene and miRNA tissue expression in early ADC and SCC patients. ADC (blue) and SCC (red) 

tissues showed similar miRNA expression, while higher levels of MET were observed in ADC patients. 

Data are presented as violin plots (min to max) (median value is represented by a thick black line). 

Mann‐Whitney U test: * p < 0.05, ** p < 0.01, ns: no significant differences. 
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Figure 17: Genetic and miRNA tissue profiling and CTC correlation in ADC and SCC. (A) Heat‐map matrix 

plot displaying  correlation between  selected miRNAs and genes  in ADC  (top‐right  corner) and  in SCC 

(bottom‐left corner). Data represent Spearman’s rho and (p‐value). p < 0.05 in bold. Squares in pink tones 

represent  positive  correlations,  yellow  tones  neutral  correlations  while  green  tones  show  negative 

correlations. (B) Blox‐plot of gene tissue expression correlation with CTC phenotypes in ADC. Pattern fill 

colors represent presence of CTC vs. plain colors showing absence. U Mann Whitney test. * p < 0.05, ** p 

< 0.01156. 

5.1.7 Prognostic markers of relapse‐free survival 
During the follow‐up of this study, 23 (48.9%) ADC and 19 (38%) SCC patients relapsed (Table 

3). ADC patients who  relapsed had a median RFS of 11 months vs. 32 months  in  those who 

experienced no recurrence. In SCC patients, median RFS were 7 vs. 33 months respectively. With 

a median RFS of 28 months in ADC and 27.5 months in SCC, the RFS was statistically similar in 

both cohorts (p=0.911). 

We analyzed the presence of CTCs along the follow‐up  in both cohorts with Kaplan‐Meier 

analysis. Presence of CTC1 and CTC3 were not related to the relapse of the patients, however, 

the presence of CTC2 was associated with worse RFS in ADC patients, with a HR of 4.34 (p=0.037) 

(Figure 18. A). To the contrary, the presence of these CTCs was not associated to the RFS in the 

SCC cohort (p=0.731) (Figure 18. B). 
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Figure 18: CTCs and  tissue AXL expression as prognostic biomarkers  for  relapse-free  survival  (RFS). 

Presence of CTC 2  identified patients with higher relapse risk  in the ADC cohort (A) but not  in SCC (B). 

Kaplan‐meier plots of the RFS according to high/low levels of tissue AXL in ADC (C) and SCC (D) cohorts. 

High AXL expression identified patients with shorter RFS in ADC (C) but not in SCC.  p: p‐value of log‐rank 

(Mantel‐Cox) test156.  

We also analyzed the association between high/low  levels of genes and miRNAs and their 

association with  the  relapse.  In  this  case, ADC patients with high expression of AXL  showed 

shorter RFS in comparison with those with lower levels of this gene (HR=4.54, p=0.033) (Figure 

18. C). In SCC patients, the expression of AXL was not associated to the RFS (p=0.230) (Figure 18. 

D). Furthermore, high expression of GAPDH correlated with shorter RFS (HR=6.27, p=0.012) in 

ADC patients (Figure 19). 

 

Figure 19: Tissue GAPDH expression as prognostic biomarkers for ADC relapse-free survival (RFS). High 

expression of GAPDH correlated with shorter RFS in ADC patients. p: p‐value of log‐rank (Mantel‐Cox) test. 
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In contrast to ADC patients, where miRNAs were not associated to the prognosis, we found 

that miR‐222 and miR‐30c were associated to the RFS of SCC patients. High  levels of miR‐222 

(HR=4.72, p=0.030)  (Figure 20.A) and  low  levels of miR‐30c  (HR=0.16, p=0.011)  (Figure 20.B) 

correlated with shorter RFS. 

5.1.7.1 Univariate Cox’s proportional hazard regression analysis for RFS 

The  univariate  Cox’s  proportional  hazard  regression  was  performed  on  every  clinical‐

pathological variable, as well as the studied biomarkers in CTCs and tissue in order to find the 

potential risk factors involved in the relapse of these patients (Table 9). The univariate analyses 

revealed  that several clinical variables as  the clinical stage,  tumor size, node  status, and  the 

resection type were associated with worse relapse prognosis.  

From all the CTC extraction points and phenotypes, the presence of CTCs at 1 month after 

surgery (CTC2) was the only CTC variable associated with the relapse risk in our patients, and 

specifically in the ADC cohort. Patients with positive CTC2 had 2.4 times higher risk to relapse 

(95% CI=1.03‐6.81, p=0.044). As reported in the Kaplan‐Meier analysis, the presence of CTC2 in 

the SCC cohort was not related to the relapse of these patients (Table 9). 

The univariate Cox’s regression also reported that high expression of AXL (HR=2.65, p=0.044) 

and GAPDH  (HR=8.31, p=0.039) were associated to a shorter RFS  in ADC patients, while high 

expression of miR‐222 (HR=3.10, p=0.041) and  low  levels of mir‐30c (HR=0.29, p=0.018) were 

related to higher risk of relapse in SCC patients (Table 9). The presence of EGFR CTCs and the 

other miRNAs and genes showed no statistical association (p>0.05). 

 

 

 

 

Figure 20: Tissue miR-222 and miR30c expression as prognostic biomarkers for relapse-free survival (RFS) in SCC 

patients. Kaplan‐Meier plots of the RFS according to high/low levels of tissue miR‐222 (A) and miR‐30c (B) in SCC 

cohort. High levels of miR‐222 (HR=4.72) and low levels of miR‐30c (HR=0.16) were associated with shorter RFS.

p: p‐value of log‐rank (Mantel‐Cox) test. 
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Table 9: Univariate Cox’s proportional hazard regression analysis for RFS in ADC and SCC cohorts156. 

  Relapse-free survival (RFS) 

ADC    SCC 

Univariate    Univariate 

  HR  95% CI  p    HR  95% CI  p 

Age    1.00  0.95‐1.04  0.847    1.00  0.95‐1.06  0.989 

Gender 
Men  1.36  0.46‐4.01  0.583    0.81  0.11‐6.1  0.840 

Women  1.00        1.00     

Stage 

I  1.00    0.046*    1.00    0.087 

II  1.33  0.49‐3.56  0.577    2.30  0.78‐6.88  0.135 

III  3.53  1.28‐9.78  0.015*    4.04  1.56‐14.14  0.029* 

Size (cm) 
>4cm  1.55  0.67‐3.60  0.307    7.16  2.07‐24.7  0.002* 

≤4cm  1.00        1.00     

PET (SUVmax) 
>9.4  1.23  0.5‐3.05  0.658    1.47  0.53‐4.07  0.463 

≤9.4  1.00        1.00     

N status 

N0  1.00    0.143    1.00    0.094 

N1  2.76  0.96‐7.94  0.06    3.22  1.16‐9.27  0.031* 

N2  1.93  0.55‐6.80  0.307    1.71  0.38‐7.65  0.486 

Surgical 
approach 

Thoracotomy  1.47  0.64‐3.36  0.361    2.68  0.78‐9.21  0.117 

VATS  1.00        1.00     

Resection type 
Pneumonectomy  3.72  1.02‐13.63  0.047*    1.42  0.54‐3.73  0.482 

Lobectomy  1.00        1.00     

Chemotherapy 
Yes  1.73  0.77‐3.93  0.188    1.56  0.63‐3.84  0.335 

No  1.00        1.00     

Radiotherapy 
Yes  3.29  0.96‐11.33  0.059    2.58  0.59‐11.22  0.206 

No  1.00        1.00     

CTC1 
Presence  1.44  0.62‐3.35  0.395    0.74  0.30‐1.82  0.511 

Absence  1.00        1.00     

EGFR+ CTC1 
Presence  1.25  0.51‐3.04  0.625    0.66  0.22‐1.98  0.454 

Absence  1.00        1.00     

CTC2 
Presence  2.40  1.01‐5.49  0.046*    1.18  0.45‐3.12  0.733 

Absence  1.00        1.00     

EGFR+ CTC2 
Presence  1.98  0.46‐8.56  0.362    0.27  0.03‐1.99  0.197 

Absence  1.00        1.00     

CTC3 
Presence  1.60  0.51‐5.0  0.418    2.02  0.64‐6.34  0.231 

Absence  1.00        1.00     

EGFR+ CTC3 
Presence  1.86  0.26‐13.51  0.540    1.32  0.18‐9.53  0.786 

Absence  1.00        1.00     

EMT CTC1 
Presence  2.29  0.46‐11.35  0.312    0.19  0.24‐1.45  0.108 

Absence  1.00        1.00     
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AXL 
High  2.65  1.03‐6.81  0.044*    0.52  0.17‐1.57  0.243 

Low  1.00        1.00     

IL6R 
High  1.70  0.67‐4.32  0.264    2.48  0.97‐6.30  0.057 

Low  1.00        1.00     

MET 
High  1.78  0.73‐4.34  0.204    0.50  0.16‐1.51  0.216 

Low  1.00        1.00     

GAPDH 
High  8.31  1.11‐62.03  0.039*    0.21  0.03‐1.57  0.129 

Low  1.00        1.00     

miR-21 
High  0.40  0.91‐1.74  0.220    0.21  0.03‐1.57  0.129 

Low  1.00        1.00     

miR-222 
High  2.07  0.80‐5.38  0.135    3.10  1.05‐9.20  0.041* 

Low  1.00        1.00     

miR-24 
High  1.65  0.69‐3.94  0.260    2.40  0.86‐6.66  0.093 

Low  1.00        1.00     

miR-30c 
High  1.43  0.59‐3.46  0.428    0.29  0.10‐0.81  0.018* 

Low  1.00        1.00     

miR155 
High  1.68  0.70‐4.00  0.243    0.58  0.21‐1.60  0.291 

Low  1.00        1.00     

 

5.1.7.2 Multivariate Cox’s proportional hazard regression analysis for RFS 

We performed an individual multivariate regression analysis to test the potential risk factors 

that could influence the relapse for each one of our cohorts of patients. These analyses included 

all the variables that reported an association (p≤0.1) in the univariate analysis for ADC or SCC. 

As previously described in the statistical methods, the criterion of more than a 10% change in 

the coefficient estimate was considered to include variables in the multivariate model.  

The final multivariate models for RFS in ADC and SCC are represented Table 10. As a result, 

in ADC, the presence of CTC2 was an independent prognostic factor for RFS, identifying patients 

with 2.51 times shorter RFS (95% CI=1.07‐5.87, p=0.034). Moreover, pneumonectomy subjected 

patients also presented higher risk to relapse (HR=4.23, 95% CI=1.13‐15.8, p=0.032). In contrast, 

in SCC, larger size and N1 status were associated to shorter RFS.  

Table 10: Multivariate Cox’s proportional hazard regression model for RFS in ADC and SCC156. 

  Relapse-free survival (RFS) 

  ADC    SCC 

  HR  95% CI  p      HR  95% CI  p 

Resection type          Size (cm)       
Pneumonectomy  4.23  1.13‐15.8  0.032*    >4cm  6.77  1.94‐23.56  0.003* 
Lobectomy  1.00        ≤4cm  1.00     
CTC2          N status       
Presence  2.51  1.07‐5.87  0.034*    N0  1.00    0.192 
Absence  1.00        N1  2.72  0.92‐7.98  0.070 
          N2  1.26  0.28‐5.84  0.764 
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CTCs after surgery were associated to worse prognosis in ADC. As represented in figure 21, 
patients with presence of CTC2 showed higher risk of recurrence and shorter RFS independently 
of the adjuvant therapy. 

 

Figure 21: Swimmer plot of the RFS during follow-up according to the presence of CTC2 in ADC patients. 

Patients with positive CTC2 (orange) presented lower RFS than those with negative CTC2 (light‐blue) and 

independently of the adjuvant therapy administration (red arrows)156.  

 

5.1.8 Prognostic markers of overall survival 
A total of 18 (38.3%) ADC and 19 (38%) SCC patients died during the follow‐up of this study 

(Table 3). In the ADC cohort, patients who died had a median OS of 18 vs. 36 months in those 

who survived. On the other hand, in the SCC subtype, median OS in patients who died was 17 

while 36 months in those who did not. With a median OS of 30.5 in ADC and 32 months in SCC, 

no differences were found in the OS between the two histological subtypes (p=0.715). 

As reported for the relapse‐free survival, we analyzed the influence of the presence of CTCs 

in the OS of both cohorts with the Kaplan‐Meier analysis. In this case, the presence of CTC1 and 

CTC2 were not related to the relapse of the patients, however, the presence of CTC3 was almost 

statistically associated with worse OS in ADC patients, with a HR of 3.62 (p=0.057) (Figure 22. 

A). In the SCC cohort, the presence CTC3 presented a HR of 0.05 (p=0.815) (Figure 22. B). We 

also  analyzed  the  association  between  high/low  levels  of  genes  and  miRNAs  and  their 

association with the survival. As previously observed, ADC patients with high expression of AXL 

experienced shorter OS (HR=8.51, p=0.004) (Figure 22. C). No association was found in the SCC 

cohort (p=0.396) (Figure 22. D). 
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Figure 22: CTCs and tissue AXL expression as prognostic biomarkers for overall survival (OS). Kaplan‐

Meier plots of the OS according to the presence/absence of CTC3 and AXL expression  in ADC and SCC 

patients. (A) In ADC patients, the positivity at CTC3 was associated with shorter OS, however not reaching 

statistical significance (p=0.057). (B) In SCC patients, the presence of CTC3 was not related to the death 

prognosis. (C) ADC patients with high levels of AXL presented shorter OS vs. those with lower levels. (D) 

The expression of AXL was not statistically associated with OS  in SCC patients.   p: p‐value of  log‐rank 

(Mantel‐Cox) test156. 

Additionally, we observed that tissue MET levels correlated with OS survival in ADC patients. 

As observed in figure 23, shorter OS was related to high expression of this gene (p=0.016).  

 

Figure 23: Tissue AXL expression as prognostic biomarkers for overall survival (OS). Kaplan‐meier 

plot of the OS showing shorter OS in patients with overexpressed levels of tissue MET. p: p‐value of 

log‐rank (Mantel‐Cox) test. 
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5.1.8.1 Univariate Cox’s proportional hazard regression analysis for OS 

In the same way, the univariate Cox’s proportional hazard regression included every clinical‐

pathological variable, as well as the studied biomarkers in CTCs and tissue in order to find the 

potential risk factors involved in the death of these patients (Table 11). Similarly, the univariate 

analyses showed that the relapse, clinical stage, tumor size, node status, and the resection type 

were associated with worse survival.  

No CTCs variables were  significantly associated with  the OS  in ADC nor  in SCC  subtypes. 

However, despite not  reaching  statistical  significance,  the presence of CTCs  6 months  after 

surgery (CTC3) had a HR of 3.12 (95% CI=0.91‐10.76, p=0.072) in ADC (Table 11). 

Moreover,  the univariate  regression  showed  that high  expression of AXL  and MET were 

associated with shorter OS in ADC patients. Patients with high levels of AXL had 3.8 higher risk 

of death (95% CI=1.44‐9.99, p=0.007) while high levels of MET were associated to 3.03 higher 

risk of death (95% CI=1.17‐7.87, p=0.023). CTCs immunophenotyping of CTCs, miRNA, and other 

gene expression were not statistically associated to OS in ADC or SCC (p>0.05) (Table 11). 

Table 11: Univariate Cox’s proportional hazard regression analysis for OS in ADC and SCC cohorts156. 

    Overall survival (OS) 

    ADC    SCC 

    Univariate    Univariate 

    HR  95% CI  p    HR  95% CI  p 

Age    1.03  0.97‐1.09  0.385    1.01  0.95‐1.06  0.872 

Gender 
Men  1.36  0.39‐4.74  0.630    21.81  0.0‐1.9x105  0.506 

Women  1.00        1.00     

Relapse 
Yes  5.07  1.62‐19.44  0.007*    6.91  2.43‐19.66  <0.001* 

No  1.00        1.00     

Stage 

I  1.00    0.036*    1.00    0.028* 

II  1.81  0.58‐5.63  0.303    1.77  0.56‐5.58  0.331 

III  4.46  1.42‐13.97  0.010*    4.60  1.45‐15.58  0.010* 

Size (cm) 
>4cm  3.54  1.34‐9.02  0.008*    3.19  1.14‐8.90  0.027* 

≤4cm  1.00        1.00     

PET (SUVmax) 
>9.4  2.56  0.96‐6.84  0.061    1.05  0.4‐2.75  0.928 

≤9.4  1.00        1.00     

N status 

N0  1.00    0.007*    1.00    0.019* 

N1  5.83  1.93‐17.55  0.002*    2.83  0.88‐9.09  0.081 

N2  1.63  0.34‐7.49  0.528    4.28  1.46‐12.58  0.008* 

Surgical 
approach 

Thoracotomy  1.94  0.75‐5.00  0.172    1.25  0.45‐3.46  0.674 

VATS  1.00        1.00     

Resection type 
Pneumonectomy  5.67  1.51‐21.33  0.010*    2.20  0.88‐5.46  0.091 

Lobectomy  1.00        1.00     

Chemotherapy 
Yes  1.58  0.63‐3.98  0.334    1.87  1.75‐4.53  0.186 

No  1.00        1.00     

Radiotherapy  Yes  2.07  0.46‐9.2  0.341    1.93  0.44‐8.41  0.383 



 

53 
 

No  1.00        1.00     

CTC1 
Presence  1.45  0.56‐3.74  0.448    0.65  0.26‐1.61  0.347 

Absence  1.00        1.00     

EGFR+ CTC1 
Presence  1.56  0.59‐4.18  0.372    0.67  0.22‐2.02  0.476 

Absence  1.00        1.00     

CTC2 
Presence  1.72  0.66‐4.45  0.264    1.22  0.46‐3.22  0.685 

Absence  1.00        1.00     

EGFR+ CTC2 
Presence  0.77  0.10‐5.83  0.804    0.28  0.04‐2.11  0.217 

Absence  1.00        1.00     

CTC3 
Presence  3.12  0.91‐10.76  0.072    0.84  0.19‐3.73  0.816 

Absence  1.00        1.00     

EGFR+ CTC3 
Presence  1.41  0.20‐10.19  0.731    0.71  0.04‐11.79  0.809 

Absence  1.00        1.00     

EMT CTC1 
Presence  1.65  0.29‐9.21  0.571    0.21  0.03‐1.65  0.212 

Absence  1.00        1.00     

AXL 
High  3.80  1.44‐9.99  0.007*    0.47  0.17‐1.32  0.150 

Low  1.00        1.00     

IL6R 
High  2.02  0.76‐5.32  0.157    0.42  0.00‐40.56  0.366 

Low  1.00        1.00     

MET 
High  3.03  1.17‐7.87  0.023*    1.86  0.74‐4.72  0.189 

Low  1.00        1.00     

GAPDH 
High  32.41  0.32‐3311.44  0.141    2.23  0.88‐5.67  0.092 

Low  1.00        1.00     

miR-21 
High  0.24  0.03‐1.84  0.170    1.48  0.55‐3.99  0.437 

Low  1.00        1.00     

miR-222 
High  2.73  0.89‐8.39  0.079    0.55  0.20‐1.53  0.253 

Low  1.00        1.00     

miR-24 
High  2.91  0.95‐8.98  0.063    0.48  0.17‐1.32  0.154 

Low  1.00        1.00     

miR-30c 
High  1.33  0.51‐3.47  0.555    0.39  0.13‐1.21  0.102 

Low  1.00        1.00     

miR155 
High  0.51  0.12‐2.27  0.380    0.27  0.04‐2.08  0.209 

Low  1.00        1.00     

5.1.8.2 Multivariate Cox’s proportional hazard regression analysis for OS 

The multivariate  regression  analysis  revealed  that  the  presence  of  CTC3  (HR=10.8,  95% 

CI=1.54‐76.4, p=0.017) and high AXL expression  (HR=15.7, 95% CI=1.63‐150.7, p=0.017) were 

the only  independent prognostic  factors  for OS  in adenocarcinoma patients  (Table 11). The 

expression of MET was not associated to the OS  in the multivariate analysis (p>0.05). On the 

other hand,  in SCC relapse and N2 status were associated to shorter OS. None of the studied 

biomarkers was associated to the survival in these patients (Table 12). 
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Table 6: Multivariate Cox’s proportional hazard regression model for OS in ADC and SCC156. 

  Overall Survival (OS) 

  ADC    SCC 

  HR  95% CI  p      HR  95% CI  p 

Relapse          Relapse       
Yes  15.0   1.04‐216.2  0.047*    Yes  6.42  2.17‐19.04  0.001* 
No  1.00        No  1.00     

PET (SUVmax)            N status       
>9.4  6.4  0.96‐42.5  0.055    N0  1.00    0.075 
≤9.4  1.00        N1  1.37  0.41‐4.60  0.609 
CTC3           N2  3.54  1.19‐10.59  0.024* 
Presence  10.8  1.54‐76.4  0.017*           
Absence  1.00               
AXL                 
High  15.7  1.63‐150.7  0.017*           
Low  1.00               

 

The final multivariate model for ADC patients included the presence of CTC3 and tissue AXL 

overexpression as  independent prognostic biomarkers  for OS. As presented  in  figure 24,  the 

combination of these two biomarkers identified patients at higher risk of death and shorter OS. 

In addition, neither adjuvant chemotherapy nor post‐operative radiotherapy had impact on the 

OS (Table 11) (Figure 24).  

 

 

Figure  24: Waterfall  plot  of  the OS  according  to  the  presence of  CTC3  and AXL  expression  in ADC 

patients. The OS of ADC patients with positive CTC3 (yellow), high AXL tissue expression (red) or both 

(orange) was shorter than the survival of those with negative CTC3 and low AXL regardless of the adjuvant 

therapy administration (star)156.  
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5. 2 Study 2: Advanced NSCLC population 
 

The advanced NSCLC study enrolled a total of 41 advanced NSCLC patients with a median 
follow‐up of 13 months (range 0‐55). All patients were anatomopathologically diagnosed as non‐
resectable non‐small lung cancer (stages IIIA, IIIB, or IV). Clinical‐pathological, treatment‐related 
and prognostic characteristics of all the 41 NSCLC patients are summarized in Table 13.  

Table  13: Clinical-pathological,  treatment-related  and prognostic  characteristics  in  advanced NSCLC 

patients. 

Advanced NSCLC n = 41 (%) 

Histological type 

ADC  12 (29.3%)   

TAC response 

Favorable  25 (61%) 
SCC  27 (65.9%)  No favorable  13 (31.7%) 
Large cell  2 (4.9%)  NA  3 (7.3%) 

Gender 
Men  34 (82.9%) 

PET response 

Favorable  17 (41.5%) 
Women  7 (17.1%)  No favorable  8 (19.5%) 

Age (years) 

Mean ± SD  66 ± 7.97  NA  16 (39%) 

<70  30 (73.2%)  Chemotherapy 
treatment 

Vinorelbine‐Cisplatin  30 (73.2%) 
≥70  11 (26.8%)  Taxol‐Carboplatin  11 (26.8%) 

Smoking habits 

Never smoker  2 (4.9%)  Second  line 
treatment 

No  18 (45%) 
Ex‐smoker  23 (56.1%)  ChT  12 (30%) 
Current smoker  16 (39%)  RT  8 (20%) 

Histological 
subtype 

ADC  12 (29.3%)  Immunotherapy  2 (5%) 

SCC  27 (65.9%) 
Progression 1 

No  11 (26.8%) 
LCC  2 (4.9%)  Yes  30 (73.2%) 

Stage 

IIIA  6 (14.6%) 
Progression 2 

No  7 (30.4%) 
IIIB  32 (78%)  Yes  16 (69.6%) 

IV  3 (7.3%) 
Tumor-related 
death 

No  24 (58.5%) 

N status 

N0  5 (12.2%)  Yes  17 (41.5%) 

N1  2 (4.9%)       

N2  17 (41.5%)       

N3  17 (41.5%)       

NA: Not available 

 

5.2.1 Circulating tumor cell detection and characterization 
As  previously  described  in  the  early  NSCLC  cohort,  the  cytokeratin‐positive  isolation 

methodology was applied for advanced patients. In this population, CTCs were analyzed before 

(CTC1), during  (CTC2) and after  the ChT and RT  treatment  (CTC3)  in 41, 39, and 33 patients 

respectively.  In  addition, CTCs were  also evaluated 10 months  after  the  initialization of  the 

therapy  (CTC4)  in 17 patients. This reduction along the  follow‐up was caused by exitus. EMT 

CTCs (EMT CTC1) could be analyzed only in baseline samples from 22 patients due to exitus and 

technical issues regarding the preservation of the samples (Table 14). 
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Table 14: Circulating tumor cells in advanced NSCLC 

  Total CTCs  Beclin-1 CTCs  EGFR CTCs  LC3B CTCs 

CTC1 (N=41) 

Mean (SD) Range  1.2 (± 2.32) 0‐12       

Absence  23 (56.1%)  39 (95.1%)  36 (92.3%)  29 (74.4%) 

Presence  18 (43.9%)  2 (4.9%)   3 (9.4%)  10 (25.6%) 

CTC2 (N=39) 

Mean (SD) Range  1.44 (± 6.28) 0‐39       

Absence  31 (79.5%)  39 (100%)  38 (97.4%)  36 (92.3%) 

Presence  8 (20.5%)  0 (0%)  1 (2.6%)  3 (7.7%) 

CTC3 (N=33) 

Mean (SD) Range  1.24 (± 2.94) 0‐11       

Absence  24 (72.7%)  31 (93.9%)  33 (100%)  31 (93.9%) 

Presence  9 (27.3%)  2 (6.1%)  0 (0%)  2 (6.1%) 

CTC4 (N=17) 

Mean (SD) Range  0.41 (± 1.18) 0‐4       

Absence  15 (88.2%)  17 (100%)  16 (94.1%)  17 (100%) 

Presence  2 (11.8%)  0 (0%)  1 (5.9%)  0 (0%) 

CTC1 EMT (N=22) 

Mean (SD) Range  0.09 (±0.29) 0‐1       

Absence  20 (90.9%)    20 (90.9%)   

Presence  2 (9.1%)    2 (9.1%)   

 

As reported  in the table 14, the presence of CTCs was observed  in 18 (43.9%) at baseline 

status  (CTC1).  This  number was  reduced  during  the  treatment,  finding  8  positive  patients 

(20.5%) at the middle of ChT and RT administration (CTC2). However, it increased at the end of 

it, finding 9 (27.3%) patients with CTC3 and finally decreased again at the end of the follow‐up 

with only 2 positive (11.8%) patients at CTC4.  

5.2.2 Circulating tumor cells dynamics 
As  presented  in  table  14,  the mean  number  of  CTCs  increased  from  CTC1  to  CTC2  but 

decreased at the end of the ChT‐RT treatment (CTC3) and CTC4. We analyzed the dynamics of 

CTCs in paired samples along the follow‐up (CTC1‐4) and during treatment (CTC1‐3).  

CTC1‐4  dynamics  were  available  in  only  17  patients  observing  no  significant  changes 

(p=0.082). However, significant dynamics during RT‐ChT treatment (CTC1‐3) were observed in 

the 33 patients (p=0.045) (Figure 25. A). As performed for early NSCLC patients, we analyzed 

advanced non‐SCC  and  SCC  cohorts  separately.  The non‐SCC patients  showed no  significant 

variation neither in CTC1‐4 nor CTC1‐3 (Figure 25. B). To the contrary, SCC patients experienced 

a significant dynamic during the treatment (CTC1‐3) (p=0.035) (Figure 25. C). 

In  addition,  CTC  fluctuations  were  compared  with  the  clinical  parameters,  observing  a 

significant correlation between higher RT dose and the reduction of CTCs (CTC1‐3) (p=0.039). 
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Figure 25: Circulating tumor cells dynamics in advanced NSCLC: CTCs dynamics were evaluated in paired 

samples along the follow‐up CTC1‐4. (A) In the advanced NSCLC cohort, the CTC1‐4 correlation showed 

no significant variations in the number of CTCs (p=0.082). However, if the dynamics were evaluated during 

treatment  (CTC1‐CTC3)  a  significant  variation  (p=0.045) was observed.  (B)  In  the non‐SCC  cohort, no 

significant dynamics could be observed, either during follow‐up or during treatment (p>0.05). (C) To the 

contrary,  in the SCC cohort, a significant variation was observed during ChT‐RT treatment (CTC1‐CTC3) 

(p=0.035). p: p‐value of Friedman test. 

5.2.3 Circulating tumor cell Beclin‐1 characterization 

We wanted to characterize the expression of Beclin‐1 in CTCs. First, the lung adenocarcinoma 

A549 and H1975 cell  lines were used for Beclin‐1 antibody controls and  immunofluorescence 

settings. After positive CTC determination by CK and AP ‐ Fast Red, slides 1 from advanced NSCLC 

patients were subjected to Beclin‐1 staining. Cell lines and a small CTC showed Beclin‐1+ blue 

expression in the cytoplasm and nucleus (Figure 26). Beclin‐1 positive CTCs were only observed 

in 2 (4.9%) patients at CTC1 and in 2 patients at CTC3 (6.1%) (Table 14). 

 

Figure 26: Epithelial and Beclin-1 CTC characterization in advanced NSCLC. The upper row depicts the 
A549 lung cancer cell line, with high cytokeratin (green and red) and Beclin‐1 (blue) expression.  Mid row 

shows the lung H1975 cancer cell line, with high cytokeratin and Beclin‐1 (blue) expression. Lower row 

represents a  small epithelial CTC  from an advanced NSCLC patient with high cytokeratin and Beclin‐1 

expression. Last column represents merged green, red and blue channels.  Images taken with the Zeiss 

LSM 710 confocal/multiphoton laser scanning microscope at 63x magnification. AP = Alkaline phosphatase 
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5.2.4 Circulating tumor cell EGFR and LC3B characterization 

We also evaluate the expression of EGFR and LC3B in CTCs. First, the epidermal A431 (known 

as highly positive WT EGFR cell line) and the H820 (known as EGFR mutated cell line) cell lines 

were used as positive and negative controls for EGFR determination. In this case, slides 2 were 

subjected to both EGFR and LC3B staining, due to no previous alkaline phosphatase ‐ Fast Red. 

Thus, EGFR signal was observed in red mainly in the cell membrane while LC3B signal in magenta 

was mainly located in cytoplasm and nucleus (Figure 27). 

 

Figure 27: Epithelial CTC characterization  in advanced NSCLC patients. The upper  row shows  the epidermal 

A431  cancer  cell  line, with  high  cytokeratin  (green),  EGFR  (red)  and  LC3B  (magenta)  expression.   Mid  row 

represents the lung H820 cancer cell line, with high cytokeratin but low EGFR expression. Lower row represents 

an epithelial CTC from an advanced NSCLC patient with high cytokeratin, EGFR and LC3B expression, partially 

surrounded by PBMCs. Last column depicts merged green, red, magenta and blue channels. Images taken with 

the Zeiss LSM 710 confocal/multiphoton laser scanning microscope at 63x magnification. 

EGFR positive CTCs could be identified in 3 (9.4%) patients at CTC1, 1 (2.6%) patient at CTC2, 

none  at  CTC3 while  1  (5.9%)  at  CTC4  (Table  14),  observing  a  reduction  during  the  ChT  RT 

treatment but an increase at the end of it. In contrast, LC3B positive patients diminished during 

the follow‐up, finding 10 (25.6%) at CTC1, 3 (7.7%) at CTC2, 2 (6.1%) CTC3 and none at CTC4 

(Table 14).  

EGFR expression was also evaluated  in slides  from mesenchymal CTC characterization. As 

previously  reported  in  the early NSCLC  controls, Vimentin expression was  tested  in A431, a 

highly epithelial cell line and H1975, a semi‐mesenchymal lung cancer cell line. EMT CTCs EGFR+ 

CTCs showed red signal located in the plasmatic membrane and the cytoplasm (Figure 28).   
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Figure 28: EMT CTC characterization in advanced NSCLC patients. The upper row depicts the epidermal A431 

cancer cell line, showing low vimentin (green) expression but high levels of EGFR (red). Mid row depicts the 

EGFR mutated lung H1975 cancer cell line, with high vimentin expression while low expression of EGFR. Lower 

row represents an EMT CTC from an advanced NSCLC patient with high vimentin and EGFR expression. Last 

column  represents  merged  green,  red  and  blue  channels.  Images  taken  with  the  Zeiss  LSM  710 

confocal/multiphoton laser scanning microscope at 63x magnification. 

 

5.2.5 Circulating tumor cells and their clinical association 
The  presence  of  epithelial  and  EMT  CTCs  was  correlated  to  the  clinical‐pathological, 

treatment‐related and  the prognostic variables. No  significant differences were  found  in  the 

presence  of  CTCs  at  any  point  of  the  follow‐up  and  the  histological  subtype  (p>0.05). 

Interestingly, no relation was found between the presence of CTC1 and CTC2 and any clinical 

variable including progression or death (Table 15 & 16). 

When evaluating CTCs after  the concomitant ChT‐RT, higher CTC3 presence was  found  in 

never  smoker  patients  in  comparison  with  ex‐smokers  and  current  smokers  (p=0.049). 

Moreover,  the  presence  of  this  cells  was  associated  to  the  non‐SCC  histological  subtype 

(p=0.036)  and  death  (p=0.029).    The  presence  of  CTCs  at  the  end  of  the  follow‐up  (CTC4) 

correlated with patients who received Taxol‐Carboplatin ChT (p=0.044). 

 

 

 

 



 

60 
 

Table  15:  Association  between  CTC1  and  CTC2  and  clinical-pathological,  treatment-related  and 

prognosis characteristics in advanced NSCLC.  

 

Advanced NSCLC 

CTC1  CTC2 

N (%) ‐  N (%) +  p  N (%) ‐  N (%) +  p 

Gender 
Men  20 (58.8%)  14 (41.2%) 

0.358 
24 (75%)  8 (25%) 

0.171 
Women  3 (42.9%)  4 (57.1%)  7 (100%)  0 (0%) 

Age (years) 
<70  15 (50%)  15 (50%) 

0.173 
21 (72.4%)  8 (27.6%) 

0.070 
≥70  8 (72.7%)  3 (27.3%)  10 (100%)  0 (0%) 

Smoking habits 

Never smoker  2 (100%)  0 (0%) 

0.425 

2 (100%)  0 (0%) 

0.747 Ex‐smoker  12 (52.2%)  11 (47.8%)  17 (77.3%)  5 (22.7%) 

Current smoker  9 (56.3%)  7 (43.7%)  12 (80%)  3 (20%) 

Histological 
subtype 

Non‐SCC  8 (57.1%)  6 (44.4%) 
0.594 

10 (76,9%)  3 (23,1%) 
0.544 

SCC  15 (55.6%)  12 (44.4%)  21 (80.8%)  5 (19.2%) 

Stage 

IIIA  3 (50%)  3 (50%) 

0.108 

5 (83.3%)  1 (16.7%) 

0.614 IIIB  20 (62.5%)  12 (37.5%)  23 (80%)  7 (20%) 

IV  0 (0%)  3 (100%)  3 (100%)  0 (0%) 

N status 

N0  3 (60%)  2 (40%) 

0.367 

5 (100%)  0 (0%) 

0.460 
N1  0 (0%)  2 (100%)  1 (50%)  1 (50%) 

N2  11 (64.7%)  6 (35.3%)  13 (81.3%)  3 (18.8%) 

N3  9 (52.9%)  8 (47.1%)  12 (75%)  4 (25%) 

ChT treatment 
Vinorelbine based  17 (56.7%)  13 (43.3%) 

0.589 
25 (86.2%)  4 (13.8%) 

0.097 
Taxol based  6 (54.5%)  5 (45.5%)  6 (60%)  4 (40%) 

CT response 
Favorable  14 (56%)  11 (44%) 

0.584 
22 (88%)  3 (12%) 

0.136 
Non‐favorable  7 (53.8%)  6 (46.2%)  8 (66.7%)  4 (33.3%) 

PET response 
Favorable  8 (47.1%)  9 (52.9%) 

0.190 
15 (88.2%)  2 (11.8%) 

0.664 
Non‐favorable  6 (75%)  2 (25%)  6 (85.7%)  1 (14.3%) 

Relapse 1 
No  6 (54.5%)  5 (45.5%) 

0.589 
7 (70%)  3 (30%) 

0.329 
Yes  17 (56.7%)  13 (43.3%)  24 (82.8%)  5 (17.2%) 

Second-line 
treatment 

No  11 (61.1%)  7 (38.9%) 
0.351 

11 (64.7%)  6 (35.3%) 
0.054 

Yes  11 (50%)  11 (50%)  20 (90.9%)  2 (9.1%) 

Relapse 2 
No  4 (57.1%)  3 (42.9%) 

0.556 
6 (85.7%)  1 (14.3%) 

0.526 
Yes  8 (50%)  8 (50%)  15 (93.8%)  1 (6.3%) 

Tumoral death 
No  13 (54.2%)  11 (45.8%) 

0.510 
17 (77.3%)  5 (22.7%) 

0.508 
Yes  10 (58.8%)  7 (41.2%)  14 (82.4%)  3 (17.6%) 
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Table  16:  Association  between  CTC3  and  CTC4  and  clinical-pathological,  treatment-related  and 

prognosis characteristics in advanced NSCLC. 

 

Advanced NSCLC 

CTC3  CTC4 

N (%) ‐  N (%) +  p  N (%) ‐  N (%) +  p 

Gender 
Men  19 (73.1%)  7 (26.9%) 

0.635 
11 (84.6%)  2 (15.4%) 

0.574 
Women  5 (71.4%)  2 (28.6%)  4 (100%)  0 (0%) 

Age (years) 
<70  19 (76%)  6 (24%) 

0.374 
11 (84.6%)  2 (15.4%) 

0.574 
≥70  5 (62.5%)  3 (37.5%)  4 (100%)  0 (0%) 

Smoking habits 

Never smoker  0 (0%)  2 (100%) 

0.049* 

1 (100%)  0 (0%) 

0.914 Ex‐smoker  14 (73.7%)  5 (26.3%)  8 (88.9%)  1 (11.1%) 

Current smoker  10 (83.3%)  2 (16.7%)  6 (85.7%)  1 (14.3%) 

Histological 
subtype 

Non‐SCC  6 (50%)  6 (50%) 
0.036* 

7 (87.5%)  1 (12.5%) 
0.735 

SCC  18 (85.7%)  3 (14.3%)  8 (88.9%)  1 (11.1%) 

Stage 

IIIA  5 (100%)  0 (0%) 

0.331 

1 (50%)  1 (50%) 

0.193 IIIB  17 (68%)  8 (32%)  12 (92.3%)  1 (7.7%) 

IV  2 (66.7%)  1 (33.3%)  2 (100%)  0 (0%) 

N status 

N0  3 (75%)  1 (25%) 

0.711 

1 (100%)  0 (0%) 

0.270 
N1  2 (100%)  0 (0%)  1 (50%)  1 (50%) 

N2  10 (76.9%)  3 (23.1%)  7 (100%)  0 (0%) 

N3  9 (64.5%)  5 (35.7%)  6 (85.7%)  1 (14.3%) 

ChT treatment 

Vinorelbine 
based 

18 (69.2%)  8 (30.8%) 
0.365 

13 (100%)  0 (0%) 
0.044* 

Taxol based  6 (85.7%)  1 (14.3%)  2 (50%)  2 (50%) 

CT response 
Favorable  19 (79.2%)  5 (20.8%) 

0.178 
12 (92.3%)  1 (7.7%) 

0.426 
Non‐favorable  5 (55.6%)  4 (44.4%)  3 (75%)  1 (25%) 

PET response 
Favorable  13 (76.5%)  4 (23.5%) 

0.696 
11 (91.7%)  1 (8.3%) 

1.000 
Non‐favorable  3 (75%)  1 (25%)  0 (0%)  0 (0%) 

Relapse  or 
progression 1 

No  6 (100%)  0 (0%) 
0.122 

3 (75%)  1 (25%) 
0.426 

Yes  18 (66.7%)  9 (33.3%)  12 (92.3%)  1 (7.7%) 

Second-line 
treatment 

No  8 (72.7%)  3 (27.3%) 
0.653 

4 (80%)  1 (20%) 
0.515 

Yes  16 (72.7%)  6 (27.3%)  11 (91.7%)  1 (8.3%) 

Relapse  or 
progression 2 

No  6 (85.7%)  1 (14.3%) 
0.382 

3 (75%)  1 (25%) 
0.333 

Yes  11 (68.8%)  5 (31.2%)  8 (100%)  0 (0%) 

Tumoral death 
No  16 (88.9%)  2 (11.1%) 

0.029* 
7 (77.8%)  2 (22.2%) 

0.265 
Yes  8 (53.3%)  7 (46.7%)  8 (100%)  0 (0%) 
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5.2.6 EVs isolation and characterization 

According to the ISEV recommendations, we identified the nature of our EVs and the origin 

of the derived miRNAs.  

5.2.6.1 Transmission-electron microscopy characterization 

The nanometer resolution of the TEM allowed us to distinguish single extracellular vesicles. 

Images taken depict double‐membrane vesicles with around 150 nm of diameter with electron‐

dense cargo (Figure 29. A).  

5.2.6.2 Nanoparticle tracking analysis 

NTA revealed a concentration of 2.30x109 ± 3.25x108 particles/ml with a diameter of mode 

126.4 ± 8.5 nm (Figure 29. B).  

5.2.6.3 Western blot characterization 

The Western blot revealed high protein expression of: Cytosolic proteins recovered  in EVs 

such as Hsp70 in A549 and H1975 cell lines and derived EVs. Transmembrane, lipid‐bound and 

soluble proteins associated to other  intracellular compartments than plasmatic membrane or 

endosome such as GM‐130 in cell lysates. Transmembrane or glycosylphosphatidylinositol (GPI)‐

anchored  proteins  associated  to  plasmatic  membrane  and/or  endosomes,  such  as  the 

tetraspanin CD9, in derived EVs while lower in cell lysates (Figure 29. C).  

 

  

 

Figure 29: EVs characterization by NTA, TEM and WB: (A) Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) of EVs from 

advanced NSCLC plasma samples: The NTA revealed a concentration of 2.30x109 ± 3.25x108 particles/ml with a 

diameter of mode 126.4 ± 8.5 nm. (B) The Transmission‐Electron Microscopy (TEM) showed double‐

membrane EVs of ≈150 nm diameter. (C) The Western Blot (WB) images from lung cancer cell lines revealed 

EVs positive expression of the CD9 and Hsp70 proteins typically present in EVs while low expression of GM‐130 

present in other intracellular compartments. 
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5.2.7 EVs miRNAs in advanced NSCLC and healthy donors 
Data from EV miRNA expression was available in 29 (70.7%) of our 41 patients and in our 15 

(100%) healthy donors. When we compared both groups, high miR‐21 (p<0.001) and miR‐186 

(p=0.002) expression was observed in advanced NSCLC patients vs. healthy donors. The other 

miRNAs were not differentially expressed between the two groups (p>0.05) (Figure 30).  

Figure 30: EV miRNA expression in advanced NSCLC patients and healthy donors. Extracellular vesicles 

from advanced NSCLC patients (black) showed higher expression of miR‐21 and miR‐186 at baseline than 

those  from  healthy  donors  (gray). Data  are  presented  as  violin  plots  (min  to max)  (median  value  is 

represented by a thick black  line). Mann‐Whitney U test: ** p < 0.01, *** p < 0.001, ns: no significant 

differences. 

5.2.8 EV miRNA and clinic‐pathological characteristics 
The levels of EV miRNAs at different extractions were correlated to the clinical‐pathological 

variables. At baseline status, higher expression of miR‐21, miR‐222, miR‐155, miR‐218, and miR‐

129 were found in older patients (Table 17). More interesting was the correlation between high 

levels of miR‐375, 200c, and 30c and better response by CT and PET. 

Table 17: Clinical-pathological characteristics and baseline miRNAs in advanced NSCLC. 

 Baseline miRNAs (1) in advanced NSCLC (N=29) 

  miR-21  miR-222  miR-155  miR-218   miR-375   miR-200c  miR-129   miR-186   miR-30c 

Gender   0.341  0.927  1.000  0.310  0.124  0.160  0.203  0.647  0.562 

Age   0.018*  0.218  0.036*  0.032*  0.083  0.075  0.013*  0.139  0.549 

Smoking habits  0.435  0.830  0.523  0.569  0.619  0.574  0.851  0.681  0.488 

Histological 
subtype 

0.456  0.636  0.456  0.735  0.769  0.701  0.946  0.573  1.000 

Stage  0.616  0.383  0.166  0.566  0.339  0.386  0.475  0.315  0.120 

N status  0.088  0.360  0.225  0.246  0.132  0.176  0.084  0.206  0.282 

ChT treatment  0.550  0.387  0.238  0.061  0.438  0.429  0.159  0.276  0.412 

CT response  0.323  0.217  0.277  0.373  0.002*  0.016*  0.103  0.323  0.025* 

PET response  0.536  0.650  0.773  0.299  0.036*  0.017*  0.227  1.000  0.022* 
 Values represent the p‐value from Mann‐Whitney U or Kruskal‐wallis test. 
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During  ChT‐RT,  the  expression  of miR‐200c  and miR‐30c  correlated  with  the  N  status, 

observing higher levels of this miRNAs in N1 patients. In addition, high levels of miR‐155 were 

found in taxol‐carboplatin treated patients in comparison to vinorelbine‐cisplatin group. EV miR‐

21 expression correlated with worse PET responses (Table 18). 

Table 18: Clinical-pathological characteristics and during ChT-RT miRNAs in advanced NSCLC. 

 During ChT-RT treatment miRNAs (2) in advanced NSCLC (N=28) 

  miR-21  miR-222  miR-155  miR-218   miR-375   miR-200c  miR-129   miR-186   miR-30c 

Gender   0.186  0.825  0.042  0.681  0.186  0.874  0.681  0.322  0.110 

Age (years)  0.354  0.709  0.043  0.381  0.823  0.980  0.980  0.237  0.940 

Smoking habits  0.454  0.244  0.102  0.553  0.235  0.638  0.094  0.907  0.059 

Histological 
subtype 

0.340  0.919  0.551  0.256  0.419  0.353  0.409  0.323  0.436 

Stage  0.881  0.881  0.794  0.512  0.760  0.721  0.241  0.351  0.760 

N status  0.247  0.300  0.321  0.215  0.772  0.011*  0.183  0.097  0.049* 

ChT treatment  0.109  0.356  0.021*  0.494  0.796  0.245  0.759  0.080  0.944 

CT response  0.109  0.646  0.121  0.054  0.610  0.134  0.041  0.109  0.760 

PET response  0.041*  0.102  0.335  0.151  0.820  0.820  0.385  0.151  0.553 
Values represent the p‐value from Mann‐Whitney U or Kruskal‐wallis test. 

After  ChT‐RT,  differential  expression  of miR‐129  was  found  between  SCC  and  non‐SCC 

patients, with higher levels of this miRNA in the squamous group. Furthermore, higher miR‐21 

and miR‐186 were found in patients with non‐favorable PET responses (Table 19). 

Table 19: Clinical-pathological characteristics and after ChT-RT miRNAs in advanced NSCLC. 

 After ChT-RT treatment miRNAs (3) in advanced NSCLC (N=20) 

  miR-21  miR-222  miR-155  miR-218   miR-375   miR-200c  miR-129   miR-186   miR-30c 

Gender   0.479  0.616  0.216  0.689  0.921  0.842  0.842  1.000  0.179 

Age (years)  0.933  0.612  0.866  1.000  0.230  0.395  0.866  0.735  0.553 

Smoking habits  0.348  0.408  0.444  0.417  0.962  0.962  0.212  0.545  0.609 

Histological 
subtype 

0.634  0.174  0.323  0.392  0.531  0.291  0.011*  0.253  0.162 

Stage  0.195  0.238  0.198  0.724  0.180  0.409  0.179  0.099  0.114 

N status  0.690  0.945  0.998  0.746  0.204  0.915  0.992  0.966  0.289 

ChT treatment  0.588  0.877  0.588  0.275  0.817  0.588  0.536  0.588  0.699 

CT response  0.056  0.393  0.877  0.275  0.157  0.643  0.757  0.643  0.877 

PET response  0.014*  0.469  0.469  0.217  0.811  0.811  0.371  0.028*  0.937 
Values represent the p‐value from Mann‐Whitney U or Kruskal‐wallis test. 

Finally, EV miRNAs samples at the fourth time point (4) were available in only 10 patients and 

no significant results were observed (data not shown). 
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5.2.9 EV miRNAs and CTCs 
In addition  to clinic‐pathological variables,  the EV derived miRNAs were compared  to  the 

presence of different CTC subpopulations to identify specific miRNAs involved in the release and 

survival of CTCs in the blood circulation in advanced NSCLC.  

As a result, we observed that lower expression of miR‐222 (p=0.029) and miR‐155 (p=0.016) 

at baseline (1) were associated to the presence of CTC1. In the same way, low expression of miR‐

218 was observed patients with LC3B + CTC1 (p=0.035) (Figure 31). During the treatment, CTC2 

correlated with lower levels of baseline (1) miR‐222 (p=0.023), miR‐155 (p=0.010), and miR‐375 

(p=0.036). Finally, presence of CTC3 was associated to high levels of miR‐218 2 (p=0.039) (Figure 

31). 

5.13.1 EV miRNAs and CTCs dynamics 

For  deeper  understanding  of  EV‐miRNAs  role,  we  evaluated  their  dynamics  along  the 

treatment. Between the 9 miRNAs analyzed, miR‐222 (p=0.007), miR‐218 (p=0.015), and miR30c 

(p=0.0001), were  increased during ChT‐RT treatment (1‐3). Interestingly, the dynamic of miR‐

155 dynamic during‐ after treatment (2‐3) showed a strong correlation with CTC fluctuations 

during  the  same  period  (p=0.008).  Thus,  the  previously  reported  reduction  of  CTC2‐3 was 

consistent to an increase in EV miR‐155 levels. 

 

 

Figure 31: miRNA expression in advanced NSCLC patients according to CTC presence. Presence of CTC1 

(green) vs. absence (gray); presence of LC3B+ CTC1 (dark blue) vs. absence (light blue); presence of CTC2 

(red) vs. absence (white); and presence of CTC3 (blue‐green) vs. absence (light blue‐green) in advanced 

NSCLC patients correlated with EV miRNA expression during the follow‐up. Data are presented as box and 

whiskers plots (min to max). Mann‐Whitney U test. 
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5.2.10 Prognostic markers of relapse‐free survival 
During the follow‐up 30  (73.2%) advanced NSCLC patients progressed (Table 13). Patients 

who progressed experienced a median RFS of 5 vs. 6 months of those who did not. The influence 

of the studied biomarkers on the RFS was analyzed by the Kaplan‐Meier method. Thus, we found 

that the presence CTC2 LC3B positive cells was linked to shorter PFS (HR=8.9; p=0.003) (Figure 

32). Moreover, the presence of CTC3 showed a non‐statistically significant association to worse 

survival (HR=3.53; p=0.060).  

To evaluate the prognostic role of EV miRNAs in these patients, a cut‐off categorization was 

performed on every miRNA based on the best value for RFS identification. The miRNAs which 

categorization had a potential impact on RFS are displayed in table 20.  

Table 20: Cut-off categorization and Kaplan-Meier analysis for RFS 

  Relapse-free survival (RFS) 

  Evaluate  cutpoints 

application 

Kaplan-Meier 

analysis 
  Evaluate  cutpoints 

application 

Kaplan-Meier 

analysis 

miRNA  (High 

vs low) 

Cut-off 

value 

p  HR  p  miRNA  (High 

vs low) 

Cut-off 

value 

p  HR  p 

miR-21 1   0.750  0.068  3.59  0.058  miR-21 3  8.301  0.0003  10.66  0.001 

miR-155 1  0.187  0.026  5.23  0.022  miR-186 3  6.167  0.013  4.79  0.029 

miR-375 1  0.929  0.051  0.26  0.051  miR-21 4  2.295  0.078  2.34  0.126 

miR-30c 1  0.003  0.027  0.11  0.002  miR-222 4  2.507  0.078  2.34  0.126 

miR-375 2  0.002  0.028  0.29  0.061  miR-155 4  10.05  0.012  5.63  0.018 

miR-200c 2  0.343  0.043  4.34  0.037  miR-375 4  2.553  0.027  4.80  0.028 

miR-186 2  0.749  0.034  4.53  0.033  miR-129 4  2.039  0.027  4.80  0.028 

miR-30c 2  0.003  0.024  0.30  0.067  miR-186 4  2.614  0.005  6.90  0.009 

          miR-30c 4  1.920  0.032  0.21  0.028 

Figure 32: CTC2 LC3B expression as prognostic biomarker for PFS. The presence of CTCs with high 

expression of LC3B during ChT‐RT was associated to shorter RFS in advanced NSCLC. p: p‐value of log‐

rank (Mantel‐Cox) test. 



 

67 
 

Among all EV miRNAs, miR‐30c 1 and miR‐21 3 were the most associated with RFS. Higher levels 

of miR‐30c 1 were associated to a longer RFS in these patients (HR=0.11; p=0.002) (Figure 33. 

A).  Inversely,  higher  levels  of miR‐21  3 were  associated  to  shorter  RFS  (HR=10.7;  p=0.001) 

(Figure 33. B). 

5.2.10.1 Univariate and multivariate Cox’s proportional hazard regression analysis for RFS 

The  univariate  Cox’s  proportional  hazard  regression  was  performed  on  every  clinical‐

pathological variable, the studied biomarkers  in CTCs as well as the categorized miRNAs. This 

analysis revealed that two clinical variables, RT total dose (HR=0.96, p=0.036) and PET response 

(HR=0.26, p=0.020), were associated to RFS (Table 21.1). 

More interestingly, as reported in the Kaplan‐Meier analysis three biomarkers including CTC2 

LC3B+ (HR=5.70, p=0.010) (Table 21.1), miR‐30c 1 (HR=0.25, p=0.007), and miR‐21 3 (HR=10.37, 

p=0.011) were associated to the prognosis of this patients (Table 21.2). 

 

Table 21.1: Univariate and multivariate Cox's proportional hazard regression analysis RFS 

 RFS Advanced NSCLC 
  Univariate   Multivariate 
  HR  95% CI  p  HR  95% CI  p 

Gender 
Men  1.56  0.54‐4.50  0.408     

 
Women  1.00         

Age (years) 
<70  1.56  0.68‐3.61  0.296     

 
≥70  1.00         

Smoking habits 

Never smoker  1.00    0.509     

 Ex‐smoker  0.46  0.10‐2.01  0.300     

Current smoker  0.40  0.09‐1.87  0.245     

Histological subtype 
Non‐SCC  1.07  0.51‐2.25  0.857     

 
SCC  1.00         

Figure 33: EV miR-30c 1 and miR-21 3 as prognostic biomarkers for RFS. Kaplan‐meier plots of the RFS according 

to high/low levels of EV miR‐30c at baseline (A) and miR‐21 after treatment (B). Low expression of miR‐30c and 

high expression of miR‐21 identified patients with shorter RFS. p: p‐value of log‐rank (Mantel‐Cox) test. 
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Stage 

IIIA  1.00    0.970     

 IIIB  0.93  0.32‐2.71  0.891     

IV  1.06  0.24‐4.81  0.937     

N status 

N0  1.00    0.467     

 
N1  0.69  0.12‐3.90  0.672     

N2  0.39  0.12‐1.30  0.126     

N3  0.57  0.18‐1.78  0.331     

M status  M0  0.88  0.27‐2.93  0.837     
 

  M1  1.00         

ChT treatment 
Vinorelbine based  0.82  0.36‐1.85  0.629     

 
Taxol based  1.00         

RT total dose  (continuous)  0.96  0.92‐1.00  0.036*  0.89  0.82‐0.98  0.016* 

ECOC diagnosis   (continuous)  1.33  0.62‐2.86  0.461       

CT response 
Favorable  0.66  0.30‐1.44  0.300     

 
Non‐favorable  1.00         

PET response 
Favorable  0.26  0.09‐0.81  0.020*     

 
Non‐favorable  1.00         

CTC1 
Presence  0.72  0.35‐1.50  0.384     

 
Absence  1.00         

EGFR+ CTC1 
Presence  1.33  0.38‐4.59  0.657       

Absence  1.00           

LC3B+ CTC1 
Presence  1.27  0.54‐3.02  0.581       

Absence  1.00           

Beclin-1+ CTC1 
Presence  2.99  0.68‐13.19  0.149       

Absence  1.00           

CTC2 
Presence  0.68  0.26‐1.80  0.437       

Absence  1.00           

EGFR+ CTC2 
Presence  3.64  0.46‐28.73  0.221       

Absence  1.00           

LC3B+ CTC2 
Presence  5.70  1.51‐21.60  0.010*  30.18  2.39‐381.88  0.009* 
Absence  1.00      1.00     

Beclin-1+ CTC2 
Presence  0.87  0.20‐3.70  0.850       

Absence  1.00           

CTC3 
Presence  2.09  0.91‐4.80  0.083       

Absence  1.00           

LC3B+ CTC3 
Presence  2.20  0.51‐9.55  0.291       

Absence  1.00           

BEclin-1+ CTC4 
Presence  0.26  0.03‐2.16  0.213       

Absence  1.00           

CTC4 
Presence  0.47  0.06‐3.64  0.467       

Absence  1.00           
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EGFR+ CTC4 
Presence  1.25  0.16‐9.92  0.834       

Absence  1.00           

EMT CTC1 
Presence  0.17  0.02‐1.41  0.101       

Absence  1.00           

EGFR+ CTC3, LC3B+ CTC4, and Beclin‐1+ CTC4 showed undefined results and are not represented in the table.  

 

Table 21.2: Univariate and multivariate Cox's proportional hazard regression analysis RFS 

   RFS Advanced NSCLC 
  Univariate   Multivariate 
    HR  95% CI  p  HR  95% CI  p 

miR-21 1 
High  3.46  0.80‐15.04  0.097       

Low  1.00           

miR-155 1 
High  4.39  1.00‐19.27  0.050       

Low  1.00           

miR-375-1 
High  0.33  0.10‐1.14  0.081       

Low  1.00           

miR-30c 1 
High  0.25  0.09‐0.69  0.007*     

 
Low  1.00         

miR-375 2 
High  0.45  0.18‐1.13  0.088       

Low  1.00           

miR-186 2 
High  4.01  0.92‐17.51  0.065       

Low  1.00           

miR-30c 2 
High  0.42  0.15‐1.16  0.094       

Low  1.00           

miR-21 3 
High  10.37  1.72‐62.48  0.011*  84.52  4.33‐1650.5  0.003* 
Low  1.00      1.00     

miR-186 3 
High  5.53  0.92‐33.09  0.061       

Low  1.00           

miR-21 4 
High  3.62  0.51‐25.71  0.199       

Low  1.00           

miR-222 4 
High  3.62  0.51‐25.71  0.199       

Low  1.00           

miR-375 4 
High  5.13  0.91‐29.06  0.065       

Low  1.00           

miR-129 4 
High  5.13  0.91‐29.06  0.065       

Low  1.00           

miR‐200c 2, miR‐155 4, miR‐186 4, and miR‐30c 4 presented undefined results and are not represented in the table.  
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The multivariate analysis showed that the RT total dose (HR=0.89, p=0.016), presence of CTC2 

LC3B+ (HR=30.2, p=0.009) and EV miR‐21 expression after therapy (HR=84.52, p=0.003) were 

independent prognostic  factors  for RFS,  identifying patients at high  risk of progression. The 

expression of miR‐30c 1 was not an independent biomarker in the multivariate analysis (p>0.05) 

(Table 21. 1 & 21. 2). As presented in figure 34, the combination of CTC2 LC3B+ and EV‐miR‐21 

3 as prognostic biomarkers identified patients with shorter RFS. 

5.2.11 Prognostic makers of overall survival 
 

During the follow‐up 17 (41.5%) advanced NSCLC patients experienced a tumor‐related death 

(Table 13). Patients who died experienced a median RFS of 11 vs. 15.5 months of those who did 

not. We evaluated the role of CTCs and EV miRNAs in the survival by the Kaplan‐Meier analysis. 

The  presence  of  CTC2  EGFR+  (HR=7.32;  p=0.007),  CTC2  LC3B+  (HR=14.6;  p<0.001),  CTC3 

(HR=6.23;  p=0.013),  and  CTC3  LC3B+  phenotype  (HR=6.88;  p=0.009)  were  associated  with 

shorter overall survival (Figure 35). 

To  evaluate  the  role  of  EV miRNAs  in  the OS,  same  scheme was  followed  as  previously 

explained for RFS. miRNAs which categorization showed a potential impact on OS are displayed 

in table 22.  

 

Figure 34: Swimmer plot of the RFS during follow-up according to the presence of CTC2-LC3B and 

EV miR-21 3 in advanced NSCLC. Patients with presence of CTC2‐LC3B (green) and/or high levels of 

EV miR‐21 after ChT‐RT (3) presented lower RFS than those with negative CTC2‐LC3B (light‐blue) and 

low expression of this miRNA. The graph shows the 39 patients were CTC2‐LC3B could be evaluated 

but 1 patient is missing due to progression before the conclusion of the treatment. EV miR‐21 3 was 

only evaluated in 20 of them. 
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Figure 35: CTC2 and CTC3 phenotypes as prognostic biomarker for OS. The presence of CTCs with high 

expression of EGFR (A) or LC3B (B) during ChT‐RT was associated to shorter OS, as well as the presence of 

CTC3 and its LC3B+ phenotype. p: p‐value of log‐rank (Mantel‐Cox) test. 

 

Table 22: Cut-off categorization and Kaplan-Meier analysis for OS 

  Overall survival (OS) 

  Evaluate  cutpoints 

application 

Kaplan-Meier 

analysis 
  Evaluate  cutpoints 

application 

Kaplan-Meier 

analysis 

miRNA  (High 

vs low) 

Cut-off 

value 

p  HR  p  miRNA  (High 

vs low) 

Cut-off 

value 

p  HR  p 

miR-21 1   2.420  0.060  3.53  0.060  miR-21 3  8.301  0.082  10.66  0.001 

miR-222 1  0.471  0.079  3.13  0.077  miR-155 3  2.066  0.016  0.17  0.015 

miR-375 1  0.929  0.080  0.29  0.065  miR-129 3  0.920  0.062  0.29  0.065 

miR-186 1  1.397  0.063  3.53  0.060  miR-30c 3  2.122  0.058  0.27  0.056 

miR-155 2  6.430  0.057  3.67  0.055  miR-21 4  7.390  0.003  10.41  0.001 

miR-30c 2  0.029  0.029  3.73  0.053  miR-222 4  1.551  0.009  6.91  0.009 

          miR-218 4  4.573  0.028  4.83  0.028 
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Several miRNAs were strongly associated with OS but only those that are finally included in 

the following multivariate analysis are depicted in the figure 36. We found that higher levels of 

miR‐21  at  baseline  status  (1)  presented  a  no  significant  association  to  shorter OS  in  these 

patients  (HR=3.53; p=0.060).  Inversely,  lower  levels of miR‐155 after  the  treatment  (3) were 

associated to a shorter OS (HR=0.17; p=0.015) (Figure 36). 

 

 

Figure 36: EV miR-21 1 and miR-155 3 as prognostic biomarkers for OS. Low expression of miR‐21 1 showed 

non‐statistical association with shorter OS (p=0.060) while high expression of miR‐155 3 identified patients 

with shorter OS (p=0.015). p: p‐value of log‐rank (Mantel‐Cox) test. 

5.2.11.1 Univariate and multivariate Cox’s proportional hazard regression analysis for OS 

The  univariate  Cox’s  proportional  hazard  regression  was  performed  on  every  clinical‐

pathological variable, the studied biomarkers in CTCs as well as the categorized miRNAs. In this 

case, CT response, CTC2 EGFR+, CTC2 LC3B+, CTC3, CTC3 LC3B+ phenotypes, and miR‐155 3 were 

statistically associated with the prognosis of OS (Table 23.1 & 23.2). 

 

Table 23.1: Univariate and multivariate Cox proportional hazards regression analysis OS 

     OS Advanced NSCLC 
      Univariate analysis  Multivariate analysis 
      HR  95% CI  p  HR  95% CI  p 

Gender 
Men  2.10  0.48‐9.26  0.328     

 
Women  1.00         

Age (years) 
<70  1.96  0.71‐5.44  0.194     

 
≥70  1.00         

Smoking habits 

Never smoker  1.00    0.887     

 Ex‐smoker  0.65  0.08‐5.31  0.691     

Current smoker  0.79  0.10‐6.39  0.824     

Histological 
subtype 

Non‐SCC  2.26  0.86‐5.94  0.099     
 

SCC  1.00         

Stage 

IIIA  1.00    0.638     

 IIIB  2.32  0.30‐17.68  0.418     

IV  3.18  0.29‐35.27  0.346     
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N status 

N0  1.00    0.825     

 
N1  0.00  0.00‐UN  0.987     

N2  0.73  0.14‐3.76  0.704     

N3  1.23  0.27‐5.64  0.793     

M status  M0  0.67  0.15‐2.94  0.595     
 

  M1  1.00         

ChT treatment 
Vinorelbine based  1.15  0.36‐3.62  0.816     

 
Taxol based  1.00         

RT total dose    0.95  0.90‐1.00  0.060       

ECOC diagnosis     1.07  0.34‐3.34  0.909       

CT response 
Favorable  0.26  0.10‐0.71  0.009*     

 
Non‐favorable  1.00         

PET response 
Favorable  0.43  0.11‐1.70  0.228     

 
Non‐favorable  1.00         

Progression 1 
No  0.22  0.03‐1.64  0.138       

Yes  1.00           

CTC1 
Presence  0.72  0.27‐1.90  0.504     

 
Absence  1.00         

EGFR+ CTC1 
Presence  0.04  0.00‐48.49  0.377       

Absence  1.00           

LC3B+ CTC1 
Presence  1.43  0.45‐4.48  0.545       

Absence  1.00           

Beclin-1+ CTC1 
Presence  0.44  0.00‐381.33  0.500       

Absence  1.00           

CTC2 
Presence  0.93  0.27‐3.26  0.915       

Absence  1.00           

EGFR+ CTC2 
Presence  11.53  1.20‐110.98  0.034*       

Absence  1.00           

LC3B+ CTC2 
Presence  9.33  2.30‐37.94  0.002*       

Absence  1.00           

CTC3 
Presence  3.41  1.22‐9.48  0.019*  17.00  2.65‐105.09  0.003* 
Absence  1.00      1.00     

LC3B+ CTC3 
Presence  6.27  1.30‐30.33  0.023*       

Absence  1.00           

Beclin-1+ CTC3 
Presence  0.66  0.09‐5.08  0.694       

Absence  1.00           

EMT CTC1 
Presence  0.82  0.10‐6.95  0.859       

Absence  1.00           

Beclin‐1 CTC2, EGFR+ CTC3, CTC4, LC3B+ CTC4, and Beclin‐1+ CTC4 showed undefined results and are not represented 

in the table. 
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Table 23.2: Univariate and multivariate Cox proportional hazards regression analysis OS 

   OS Advanced NSCLC 
    Univariate   Multivariate 
  HR  95% CI  p  HR  95% CI  p 

miR-21 1 
High  2.91  0.90‐9.39  0.074  5.23  0.86‐31.95  0.073 
Low  1.00      1.00     

miR-222 1 
High  2.99  0.83‐10.77  0.094       

Low  1.00           

miR-375 1 
High  0.20  0.03‐1.55  0.124       

Low  1.00           

miR-186 1 
High  2.75  0.91‐8.30  0.073       

Low  1.00           

miR-155 2 
High  3.22  0.90‐11.57  0.073       

Low  1.00           

miR-30c 2  
High  0.28  0.07‐1.10  0.068       

Low  1.00           

miR-21 3 
High  3.93  0.71‐21.90  0.119       

Low  1.00           

miR-155 3 
High  0.20  0.05‐0.84  0.028*  0.11  0.02‐0.65  0.015* 
Low  1.00      1.00     

miR-129 3 
High  0.33  0.10‐1.14  0.080       

Low  1.00           

miR-30 3 
High  0.16  0.02‐1.34  0.091       

Low  1.00           

miR‐21 4, miR‐218 3, mir‐375 4, and miR‐186 4 presented undefined results and are not represented in the table. 

 

As we can observed in the final multivariate model, CTC3 (HR=17.00, p=0.003) and miR‐155 

3 (HR=0.11, p=0.015) were the independent prognostic biomarkers for OS. However, despite not 

reaching statistical significance miR‐21 1 expression (HR=5.23, p=0.073) was included in the final 

model as a cofactor that modulates the OS  in advanced NSCLC patients  (Table 23.1 & 2). As 

shown  in  the waterfall plot  (Figure 37),  the combination of  these  two biomarkers  identified 

patients at higher risk of death and shorter OS.  
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Figure 37: Waterfall plot of  the OS according  to  the presence of CTC3 and miR-155 3 expression  in

advanced NSCLC patients. Patients with positive CTC3 (light‐green), low EV miR‐155 3 expression (dark‐

green) and both (red) presented higher risk of death and shorter OS. The graph shows the 33 patients

were CTC3 could be evaluated while EV miR‐155 3 was only evaluated in 20 of them. 
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6. Discussion 
6.1 Discussion in early NSCLC  

Lung  cancer  is  the  leading  cause  of  cancer‐related  death  in  the  world.  Despite  major 

breakthroughs in the diagnosis and treatment of this neoplasia, including the development of 

minimally  invasive  surgical  approaches  or  molecular  targeted  therapies,  the  survival  rate 

remains still low, with a 5‐year rate of ~18%1. 

In early  stages,  the  surgical  resection  the most effective  treatment. Even  after  complete 

resection  more  than  20%  of  the  patients  will  relapse.  The  implementation  of  adjuvant 

treatments such as platinum‐based chemotherapy has presented controversial results, showing 

only some benefits in stage II NSCLC patients19. Probably due to the heterogeneous and dynamic 

of tumors, in which tissue biopsies might not reflex the complexity and the evolution of cellular 

subpopulations and not being able to stratify patients for an accurate treatment selection. Thus, 

new prognostic and predictive biomarkers are needed. The detection of CTCs in peripheral blood 

has been postulated as a potential prognostic factor in these patients. However, only few reports 

have revealed conclusive  results about  the role of CTCs  in early NSCLC82–89, some of  them  in 

pulmonary vein. Moreover,  little  is known about how heterogeneous subpopulations of CTCs 

can be found in a single patient. Therefore, we investigated the prognostic role of epithelial and 

EMT cells and their relation with the molecular profile of the tumors. 

Presence of CTCs 

Our study revealed a reduction not only  in  the number of epithelial CTCs, but also  in  the 

percentage of positive patients after the surgical resection  in the ADC and SCC cohorts. From 

the initial 31.9% and 50% positive patients in ADC and SCC cohorts respectively, to the 25.5% 

and  30%  after  the  surgery.  This  reduction  could  be  caused  by  the  effect  of  the  complete 

resection  of  the  tumors,  as  previously  reported  in  surgical  resected NSCLC  patients169.  The 

absence of CTCs could indicate the success of the operation while the presence of CTCs could 

denote possible micrometastasis undetected with the imaging techniques. 

Moreover, these rates were also diminished at the third extraction, with a 21.9% and a 15.8% 

respectively. Neither the number of CTCs or the percentage of patients were different between 

ADC and SCC. However, the SCC cohort might have experienced a higher reduction along the 

follow‐up.  In  fact,  the  analysis  of  CTC  in  paired  samples  showed  a  statistically  significant 

reduction  in  the  number  of  CTCs  in  the  SCC  cohort  (p=0.001), while  in  ADC,  the  numbers 

remained similar (p=0.378).  

Moreover, we observed no influence of the adjuvant therapy in the number of CTCs in ADC, 

as both the receiving and the non‐receiving groups experienced no statistical reduction. In the 

SCC cohort, both groups manifested a reduction in the number of CTCs although no statistical 

significance was reached (p=0.067) in the no ChT group. Hence, these results suggest that the 

cisplatin‐based  adjuvant  chemotherapy  had  no  impact  in  the  number  of  CTCs  in  ADC  and 

probably neither in SCC patients. 

CTC subpopulations and tissue expression 

We  observed  specific  tissue  gene‐miRNA  correlations  in  the  two  histological  subtypes. 

Interestingly, miR‐155 expression was negatively correlated with AXL and  IL6R, and  these,  in 

turn, were associated with the presence of EMT CTCs in ADC. This concur with previous evidence 

that reported potential repression by miR‐155170 and the association of AXL and IL6R with the 

promotion of the EMT171,172. Moreover, EMT CTCs were related to high expression of GAPDH, 
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which is known to upregulate the EMT via Snail123 and is associated to poor prognosis in resected 

NSCLC patients122. In this way, the low miR‐155/high AXL‐IL6R‐GAPDH tissue profile may result 

in  the  presence  of  CTCs  with  an  EMT  phenotype.  CTCs  could  act  as  non‐invasive  tissue 

surrogates,  revealing  their molecular  profile  and  if  analyzed during  the  treatment,  serve  as 

predictive biomarkers of the tumor clonal evolution.  

We did not observe any correlation between  the  tissue profile and  the presence of EGFR 

positive or epithelial CTCs. This might be explained by the few numbers of miRNAs and genes 

analyzed. The analysis of RNA and miRNA‐sequencing of the tissue, or even of single‐CTCs, would 

broaden  the spectrum of molecules analyzed and potentially reveal more complex pathways 

involved in the release of each subtype of CTCs173.  

Prognostic role of CTCs and tissue biomarkers 

In our study, ADC and SCC patients showed similar survival with no statistical differences 

regarding RFS or OS. We analyzed the prognostic role of CTCs subpopulations and of every gene 

and miRNA in both cohorts. 

According  to  the  Kaplan‐Meier  analysis  of  the  RFS,  the  presence  of  CTCs  after  surgery 

(HR=4.34,  p=0.037)  and  high  levels  of  tissue AXL  (HR=4.54,  p=0.033)  and GAPDH  (HR=6.27, 

p=0.012) correlated with shorter RFS only in the ADC cohort. To the contrary, high levels of tissue 

miR‐222 (HR=4.72, p=0.030) and low of miR‐30c (HR=0.16, p=0.011) identified SCC patients at 

higher risk of relapse. Similar results were reported in the univariate Cox’s regression analysis. 

However,  in  the multivariate  analysis  of  the  RFS,  only  the  presence  of  CTCs  after  surgery 

increased the risk of a shorter RFS in ADC patients (HR=2.51, 95% CI=1.07–5.87, p=0.034) with 

no effect of the adjuvant treatment. In the SCC cohort, the studied biomarkers presented non‐

statistical significance and the tumoral size was most informative variable.   

miR‐222 and miR‐30c, both previously described to have a dual role in cancer136,139, acted as 

an oncomiRNA  and  a  tumor‐suppressor miRNA,  respectively,  in our  cohort  of  SCC patients. 

However, in the final multivariate model, they were not prognostic factors for RFS in ADC nor 

SCC. Consistent with a very recent study, the presence of CTCs after surgery was associated with 

higher  stages  (p=0.006)174.  In  fact,  according  to  the  few  previous  studies  reported  in  early 

NSCLC82–84,89, our results suggest that the detection of CTCs after surgery could contribute to the 

risk‐evaluation of early stage NSCLC.  

On the other hand, the Kaplan‐Meier analysis of the OS revealed that the presence of CTC at 

six months after surgery (HR=3.62, p=0.057), again high levels of tissue AXL (HR=8.51, p=0.004), 

and high levels of MET (HR=5.78, p=0.016) were associated with worse survival only in ADC. In 

the multivariate  analysis,  the  presence  of  CTCs  after  surgery  (HR=10.8,  95%  CI=1.54–76.4, 

p=0.017)  and  the  expression  of  AXL  in  the  tissue  (HR=15.7,  95%  CI=1.63–150.7,  p=0.017) 

significantly decreased OS, again, with no  impact of  the adjuvant  treatment. Consistent with 

previous  findings,  the expression of AXL was a biomarker of poor prognosis  in  resected ADC 

patients175. To  the best of our knowledge,  this  is  the  first  time  that  the presence of CTCs six 

months after surgery is identified as prognostic biomarkers for OS in ADC patients.  

Unlike previous studies in early NSCLC82–84,89, which were not divided by histological subtype, 

no CTC subpopulation gave any prognostic value in our SCC cohort. Here, CTCs were isolated by 

pan‐cytokeratin antibodies that in comparison to EpCAM recovery, could enhance the isolation 

of semi‐mesenchymal CTCs due to the preservation of cytokeratin‐7 during EMT but it could also 

hamper the isolation of high EpCAM/ low cytokeratin CTCs176. The reduction of CTCs during the 

follow‐up, only observed the SCC cohort, could mean a shift to a non‐isolated phenotype such 
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as high EpCAM/low CK. As a result, we hypothesize that the lack of prognostic value of CTC after 

surgery and after 6 months in SCC patients might be caused by the proteins used in the isolation 

and a different molecular process involved in the dissemination. This emphasizes the need to 

identify and validate new markers for the isolation of CTCs with metastatic potential in SCC. 

On the other hand, the presence of EMT CTCs at correlated with higher N stage (p=0.007) in 

ADC patients, consistent with the previously reported metastatic role of this subpopulation177. 

This phenotype was also associated to poor prognosis  in ADC, as presented  in the univariate 

analysis of RFS  (HR=2.29) and OS  (HR=1.65). However, non‐statistically significant association 

was found, probably due to the fact that EMT CTCs were analyzed only 22 ADC patients. Further 

studies will be needed to confirm the prognostic value of this phenotype. 

Potential clinical applications 

This  study  characterized  different  subtypes  of  CTCs  and  the  relation with  the molecular 

profile of the tissue. In particular, we focused on AXL expression and its role as promotor of the 

EMT. Our results corroborate the importance of AXL as a predictor of poor prognosis and its role 

in the activation of the EMT.  

Studies have proven that AXL is directly involved in the mechanism of resistance to cisplatin 

chemotherapy  as  well  as  EGFR  targeted  therapies  by  the  acquisition  of  the  EMT.  Further 

evidence  suggests  that  AXL  inhibition  decreases  PD‐L1  expression  and  CXCR6  in  lung 

adenocarcinoma, especially in EGFR mutated patients178. In fact, PD‐L1 positive CTCs showed a 

semi‐mesenchymal  phenotype,  what might  be  the  reason  why  these  cells  have  enhanced 

immune  escape  and  metastatic  potential179.  AXL  overexpression  was  associated  to 

immunotherapy  resistance  by  suppressing  MHCI  and  preventing  antigen  presentation116. 

However, tissue biopsy might not reflect real AXL levels before and during the treatment and 

multiple and longitudinal samples are hard to be obtained. A recent report tried to use of plasma 

AXL  levels as a tissue surrogate with negative results180.  In  fact, according to our results, the 

analysis of EMT CTCs could serve as a viable alternative to determinate AXL levels in these cases. 

AXL  inhibition has proven benefits by hampering the EMT as well as activating the antitumor 

immune response. Taken together, these data suggest that anti‐AXL drugs could  increase the 

benefit of immune drugs such as nivolumab or pembrolizumab, as well as the cisplatin adjuvant 

regimen.  The  combination  of  immunotherapy with  chemotherapy,  radiotherapy  and  other 

treatments, despite only showing preliminary results so far, has emerged as an effective strategy 

with a bright future use in NSCLC32.  

To  conclude,  the  detection  and  characterization  of  CTCs  after  surgery  might  serve  as 

prognostic tool identifying patients with poor prognosis. Moreover, our study could justify the 

inclusion of tissue AXL expression and the characterization of EMT CTCs as potential biomarkers 

for  treatment  selection  and  activity  for  those  agents  in  early  stage  adenocarcinoma. 

Furthermore, these ideas could serve as the basis for the use of AXL inhibitors to improve the 

survival of resected NSCLC. 
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6.2 Discussion in advanced NSCLC 
Most NSCLC patients are diagnosed at advanced stages where survival rates are even lower, 

with a reported 5‐year survival rate of 5%.  In these unresectable cases, concomitant chemo‐

radiotherapy is the standard of care but progression is also early developed and patients die due 

to the evolution of the disease28.  

Autophagy is activated under stress conditions to maintain homeostasis. In cancer, it has a 

dual role, leading to the apoptosis of altered cells during tumorigenesis but also promoting cell 

survival  to  cell  damage.  Despite  controversial  reports,  recent  evidence  has  suggested  that 

autophagy might be a modulator of the resistance to chemotherapy and radiation regimens 37. 

Little is known about the specific molecular mechanism that might trigger each way but miRNAs, 

as post‐transcriptional rapid regulators of a broad range of genes could aid in the explanation30.  

Autophagy  and  EV  formation  are  closely  related  processes  through  shared  molecular 

machinery or organelles. For example, the ATG5‐16 complex that mediates LC3B  lipidation  is 

located  in  the MVBs. Moreover,  it  also  plays  an  important  role  in  exosome  biogenesis  by 

preventing lysosome degradation181.  This could suggest that under stress conditions, a common 

molecular pathway is activated, regulating autophagy to maintain cellular homeostasis as well 

as the formation of EVs. Moreover, EV miRNA cargo  is selectively  incorporated104. Therefore, 

cancer cells can transfer specific miRNAs into EVs to that would act as cellular communicators, 

modulating the tumor microenvironment. The diagnostic role of EV contained miRNAs has been 

extensively  studied  in  NSCLC,  but  only  few  studies  have  reported  their  role  in  treatment 

resistance, immune evasion, or metastasis182.  

As  described  before,  CTCs  are  important  modulators  of  NSCLC  metastasis,  acting  as 

prognostic  biomarkers  of  the  disease.  In  comparison  to  early  stages,  several  studies  have 

investigated the role of CTCs in advanced stages90–94. Nevertheless, most of those studies have 

enrolled patients under adjuvant chemotherapy and radiotherapy. Only one study, enrolling 13 

patients, analyzed the prognostic role of PD‐L1 expression in CTCs during concomitant ChT‐RT 

in advanced stages183. Due to the lack of clinical evidence and the uncertain role of autophagy 

in the resistance to this treatment, we investigated the role of the level of autophagy in CTCs 

combined with EV miRNAs in the prognosis of these patients. 

Presence of CTCs 

Our study manifested a reduction in the number of positive CTC patients to during ChT‐RT 

treatment while an increase at the end of it. From initially 43.9% positive patients at baseline, 

20.5% at the middle of the treatment, to 27.3% at the end. However, when analyzing the total 

number of CTCs in paired samples, they first rose and finally fell during the same period (CTC1‐

3), resulting a significant fluctuation (p=0.045). In fact, this reduction correlated with the total 

radiotherapy dose (p=0.039), as patients who did not received the full 60 Gy, presented minor 

reduction in the number of CTCs. This concur with a previous study were increased number of 

CTCs were observed after the initiation of the RT treatment. In this study an elevated γ‐H2AX (a 

DNA damage biomarker or radiation induced DNA double‐strand breaks) signal was observed in 

post‐RT blood samples, what suggested the presence of CTCs derived from irradiated tumors184. 

In addition,  the  final reduction of CTCs at  the end of  the  treatment would be caused by  the 

sequential  exposition  to  the  radiation  and  it  could  mean  a  good  performance  of  the 

treatment185. 

As observed in the early NSCLC cohorts, non‐SCC and SCC subtypes experienced different CTC 

dynamic. CTCs did not significantly change during treatment (p=0.430) in non‐SCC patients but 
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they did fluctuate in SCC (p=0.035). In fact, non‐SCC patients had significant higher levels of CTCs 

at the end of the treatment (p=0.036). However, this study only included 27 SCC and 14 non‐SCC 

patients. Larger populations would be needed to confirm the histological differences. 

EV miRNA expression: 

According to  the MISEV guidelines at  that  time113, we analyzed  the expression of miRNAs 

contained in EVs. As previous studies described153, we observed higher expression of EV miR‐21 

(p<0.001)  and  miR‐186  (p=0.002)  in  samples  from  NSCLC  compared  to  healthy  donors, 

moreover,  this miRNAs were also elevated  in patients with poor  responses according  to PET 

evaluation. 30,153 

Interestingly, patients who manifested favorable responses in the imaging test had significant 

high levels of miR‐375, 200c, and 30c at baseline. miR‐30c has a dual role in cancer, however, 

our  results,  in  concordance  to most  studies  in NSCLC, give  these genes a  tumor  suppressor 

role149,150. Moreover, lymph node affected patients (N1) showed low expression of miR‐30c and 

200c during  the  treatment,  two miRNAs  that blocks  the EMT135,149. This agree with previous 

studies  in  NSCLC  tissues  that  associated  the  inhibition  of  these miRNAs  to more  invasive 

properties and lymph node metastasis139,186. Hence, we propose that encapsulated miR‐30c and 

miR200c could identify lymph node metastasis associated with an unfavorable PET response. 

CTC subpopulations and EV miRNA expression: 

To date, the correlation between CTCs and EVs has been analyzed at the same time in only 

few studies, however not resulting in specific common patterns between the two biomarkers. 

Our  results  revealed  specific miRNA  signatures  regarding  some  subpopulations  of  CTCs.  In 

particular, the expression of miR‐218 was associated with a high LC3B+ CTCs at baseline. LC3B is 

a common biomarker of autophagic status, as it is expressed in the autophagosomes. Increased 

levels of this protein has been observed in radiation‐resistant cells, indicating high autophagic 

levels38. On the other hand, miR‐218 targets HMGB1,  inhibiting autophagy146. In our patients, 

miR‐218 levels were increased during the treatment (p=0.015) and accordingly, the presence of 

autophagic  CTCs  diminished. As  a  result, we  observed  that  the  presence  of  epithelial  CTCs 

correlated with high  levels miR‐218 at the end of the treatment. Therefore, this suggest that 

LC3B  in CTCs and EV miR‐218 might reflect the evolution of autophagic process  in the tumor 

tissue during the ChT‐RT concomitant therapy.  

Prognostic role of CTCs and EV miRNAs: 

During  the  follow‐up of  these patients, a high number of  them  relapse  (73.2%). With  the 

objective  to  identify  prognostic  biomarkers,  we  analyzed  the  role  of  different  CTCs 

subpopulations  and  EVs  miRNAs  in  the  RFS.  According  to  the  Kaplan‐Meier  analysis,  the 

presence  of  high  LC3B+  CTCs  during  the  treatment  was  linked  to  a  dramatic  shorter  RFS 

(HR=8.89, p=0.003). In the same way, low levels of EV miR30c at baseline (HR=0.11, p=0.002).  

and high of miR‐21 after  the  surgery  (HR=10.7, p=0.001)  identified patients at higher  risk of 

relapse. Similar results were observed in the univariate Cox’s analysis, where also favorable PET 

responses  and  higher  radiation  dose  correlated  with  better  prognosis.  This  matches  the 

described association between  low  levels of miR‐30c, PET  response, and  lymph node status, 

what could imply shorter RFS.  

The multivariate  analysis manifested  that  only  the  presence  of  LC3B+  CTCs  during  the 

treatment (HR=30.18, 95% CI=2.39‐381.8, p=0.009), levels of EV miR‐21 after ChT‐RT (HR=84.52, 

95% CI=4.33–1650.5, p=0.003), and  the radiation dose  (HR=0.89, 95% CI=0.82‐0.98, p=0.016) 

were  independent  prognostic  factors  for  RFS.  Patients who  received  higher  radiation  dose, 
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which was also associated with higher reduction of CTCs, presented better prognosis with longer 

RFS.  As  suggested  in  a  previous  publication185,  the  sequential  radiation  was  effective  at 

eliminating most of  these CTCs and  their dynamics would reflect the response  to  treatment. 

Moreover,  the  presence  of  LC3B+  CTC was  an  independent  prognostic  factor  for  RFS.  This 

matches previous reports that associate radiotherapy resistance to the increase of autophagy 

markers  such  as  LC3B38.  This  suggests  that  autophagy  activation  conferred  these  cells  an 

enhanced resistance to the treatment, finally being responsible for the poor survival of these 

patients. Moreover, as observed before, miR‐218 could be directly implicated in the acquisition 

of  this  autophagic phenotype.  The  EV miR‐21 was  also  associated with worse  survival.  This 

concur with previous evidence that associated this high levels of this miRNA to the resistance to 

radiotherapy and chemotherapy in NSCLC by targeting the tumor suppressor genes PTEN and 

PDCD430,133. Moreover, EV miR‐21 has been reported to bind to macrophage TLR‐8, induce the 

secretion of IL‐6 and TNF‐α, finally promoting prometastatic inflammation134.  

Regarding prognostic factors for overall survival, the Kaplan‐Meier analysis associated the 

presence  of  several  CTC  phenotypes  and  EV  miRNAs  to  a  shorter  survival.  Patients  that 

presented  EGFR+  (HR=7.32  p=0.007)  and  LC3B+  (HR=14.60  p<0.001)  CTCs  during  treatment 

experienced shorter overall survival as well as those with CTCs (HR=6.23 p=0.013) and LCB+ CTCs 

(HR=6.88 p=0.009) at the end of it. As reported in the PFS, the presence of LC3B CTCs, could be 

associated  to  enhanced  chemoradioresistance  by  autophagy  activation.  The  association  of 

EGFR+ CTCs with worse survival concur could be explained by the enhanced radioresistance in 

wild‐type EGFR vs. mutated EGFR advanced patients187. On the other hand, higher levels of EV 

miR‐21  (HR=3.52  p=0.060)  at  baseline  and  lower  of  EV miR‐155  (HR=0.17  p=0.015)  at  the 

conclusion of the treatment were associated with shorter OS.  

In the subsequent multivariate analysis, only the presence of CTCs (HR=17.00, 95% CI=2.65‐

105.09, p=0.003) and lower levels of EV miR‐155 (HR=0.11, 95% CI=0.02‐0.65, p=0.015) after the 

treatment were independent prognostic biomarkers for OS. The specific phenotypes of CTCs lost 

prognostic value, probably due to the low number of patients detected in each case. 

Interestingly both, CTCs and EV miR‐155, detected after the treatment. The analysis of the 

dynamics  revealed  that  the  reduction of CTCs  from  the middle  to  the end of  the  treatment 

(CTC2‐3) was consistent to an increase in EV miR‐155 levels. EV miR‐155 expression may exert a 

dual role  in NSCLC, however,  in our patients, high miR‐155  levels  in EV were associated with 

good prognosis, consistent with previous findings142,143. EV miR‐155 also plays an important role 

during immune responses promoting the expression of inflammatory genes188. 

Furthermore, presence of CTCs after the concomitant treatment were associated with worse 

prognosis. According to a similar study in locally advanced NSCLC patients, CTCs before the RT 

treatment were not associated  to  the  relapse,  to  the  contrary, but  those detected after RT 

were189. Unlike that study, which only suggested a possible prognostic impact on RFS due to the 

lack of statistical significance, our study provided for the first time, enough evidence to support 

that  LC3B  CTCs  during  and  CTCs  post‐concomitant  ChT‐RT  treatment  are  independent 

prognostic factors of PFS and OS, respectively. 

 

On  the  other  hand, we  did  not  observe  any  prognostic  value  of  EMT  or  Beclin‐1  CTCs, 

probably due to the low number of patients. In the case of Beclin‐1, its detection with a blue 

fluorescent dye  in  samples  that were previously  chromogenically  stained  this  could  imply  a 

reduced signal. On the other hand, despite differences in the dynamics of CTCs in the histological 

subtypes, the multivariate analysis showed no differences between SCC and non‐SCC patients. 
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Further studies should be performed including larger cohorts of advanced patients to investigate 

the prognostic role of CTCs separately.  

As we know, miRNAs are selectively incorporate into EVs, being potential tissue surrogates 

with  the  benefits  of  the  liquid  biopsy  approach190.  However,  EVs  studies  presented  some 

disadvantages  as  high  heterogeneity  and  impurity  of  EVs  described  so  far.  However,  the 

application  of  the  new  MISEV  guidelines113  is  expected  to  solve  these  issues  by  the 

standardization of EVs assays. Added to their important role as intercellular communicators, EVs 

have a promising future as prognostic biomarkers in NSCLC and EV miR‐21 and miR‐155 levels in 

the blood could identify patients with more aggressive and resistant tumors with poor survival. 

Clinical implications 

EVs  and  autophagy  play  crucial  roles  in  response  to  cellular  stress  for  the  consequent 

maintenance  of  cellular  homeostasis  and  their  crosstalk  might  represent  therapeutic 

opportunities in NSCLC. Moreover, the detection and characterization of CTCs can contribute to 

the understanding of tumor heterogeneity during tumor evolution in response to therapies. In 

a novel study, sequential CTC xenograft revealed how CTCs can provide organ‐specific signatures 

as well as biomarkers with therapeutic potential. Thus, the combination of new therapies and 

CTC targeted drugs could improve the outcome of NSCLC patients60. Stereotactic body radiation 

therapy (SBRT) is an effective non‐invasive modality that shows promising results in early stage 

NSCLC. Owing to the impact of new lung cancer screening programs, early cases of this disease 

are expected to increase and accordingly, the use of SBRT191. Moreover, a preliminary study in 

unresectable NSCLC patients  showed  that  SBRT  treatment enhanced  the  immunoactive  and 

decreased the immunosuppressive components of the immune system over six months192. This 

idea  supports  the potential of  future  combinations of SBRT and  immunotherapy, where our 

radiotherapy  biomarkers  LC3B  CTCs  and  EV miRNAs might  represent  a  viable  option  in  the 

management of these patients. 

Recent  strategies  in  cancer  have  included  autophagy  targeting  in  combination  to 

chemotherapy  or  immunotherapy.  Autophagy  inhibition  with  chloroquine  downregulated 

mesenchymal characteristics in NSCLC cells and enhanced cisplatin sensitivity in a novel in vivo 

model193.  Another  lung  in  vivo  study  showed  that  cancer  cell  autophagy was  promoted  by 

natural  killer  cells  but  the  administration  of  the  autophagy  inhibitor  rocaglamide  restored 

natural killer‐mediated elimination of tumor cells194. Nevertheless, autophagy plays a dual role 

in immune responses, activating antigen presentation by dendritic cells and B cells, or mediating 

immune tolerance via M2 polarization of tumor associated macrophages195. As a consequence, 

the clinical development of autophagy promotors or inhibitors remains complex. However, our 

study could shed some light into this dark scenario. Taken together, all these data suggest that 

the study of specific EV miRNAs and CTCs, due to their repeatable and non‐invasive nature, could 

provide  the  real‐time  information of  the autophagic  status of  the  tumor, acting as potential 

predictors of combinatory treatments based on autophagy inhibition and immune antibodies. 
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7. Conclusions 
7.1 Conclusions of sub‐study 1: Early stages 
 

‐ ADC and SCC patients showed contrary dynamics in the number of CTCs, with a reduction of 

the CTC count along the follow‐up only in SCC patients. 

‐ ADC and SCC tissues differed in their molecular and biological behavior as differential gene 

and miRNA signatures were observed. 

‐ The presence of EMT CTCs was associated with a low miR‐155/high AXL‐IL6R‐GAPDH tissue 

profile and a higher nodal status  in ADC patients, what suggested the potential of CTCs as 

tissue  surrogates,  revealing  the  complexity  of  temporal  and  spatial  intratumor 

heterogeneity.  

‐ The presence of CTCs one month after surgery was an independent prognostic biomarker for 

RFS in adenocarcinoma, possibly denoting the presence of micrometastasis.  

‐ The presence of CTCs 6 months after surgery and tissue AXL expression were independent 

prognostic biomarkers for OS in adenocarcinoma. 

‐ Tissue  AXL  and  CTCs  could  potentially  represent  biomarkers  of  stratification  of 

adenocarcinoma patients that might benefit from new adjuvant therapies. 

 

7.12 Conclusions of sub‐study 2: Advanced stages 
 

‐ NSCLC patients showed an increase of CTC counts during concomitant ChT‐RT treatment and 

a decrease at its conclusion. 

‐ The decrease in CTC counts was correlated with higher total dose of RT implying a potential 

good performance of the treatment. 

‐ EV miRNAs from plasma can be correctly analyzed and might act as tissue surrogates. 

‐ Levels of EV miR‐218 were increased during ChT‐RT treatment and inversely correlated with 

the activation of autophagy in CTCs.  

‐ A higher total dose of RT was an independent prognostic factor for better RFS. 

‐ The  presence  of  autophagy  activated  CTCs  during  the  treatment  was  an  independent 

prognostic biomarker  for RFS,  suggesting  the activation of autophagy as a mechanism of 

resistance. 

‐ High expression of EV miR‐21 after the treatment was an independent prognostic biomarker 

for RFS. 

‐ The reduction of CTCs correlated inversely with levels of EV miR‐155. 

‐ The presence of CTCs and low levels of EV miR‐155 after the treatment were independent 

prognostic biomarkers for OS. 

‐ EV miRNAs and CTCs might be used as biomarkers for the stratification and management of 

NSCLC  that might  benefit  from  ChT‐RT  treatments  but  also  from  combinatory  strategies 

based on autophagy activation, immune therapy or SBRT. 
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