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(HE COSE 1L CARCINOMA DELLA MAMMELLA TRIPLO NEGATIVO!

* Sottotipo piu aggressivo e con prognosi
sfavorevole

* Costituisce il 15% dei tumori mammari

- RICERCA PER LA DEFINTZIONE DI NUQVI
" FATIORLDL R GNOSLE DT PREDTZIONE DI

* Le cellule tumorali sono negative per il
recettore degli estrogeni (ER), il recettore
del Progesterone (PgR) e per I'espressione di
HER2, quindi non rispondono alle terapie
ormonali (anti-ER e anti-PgR) e alle terapie
mirate anti HER2
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LL NOSTRO PROGETTO: QUALL SONO GLL OBIETTIVLY

'obiettivo primario € quello di valutare, con uno studio di
fattibilita, il livello di concordanza dei profili molecolari delle tre y 7
!

i
Ty
N

fonti a disposizione (Cellule Tumorali Circolanti, DNA tumorale
circolante e DNA del tumore primitivo).

LUobiettivo secondario & quello di verificare la presenza di

mutazioni singole o di sighature riconducibili all’aggressivita -
del tumore e la presenza di mutazioni codificanti o
predisponenti l'espressione di potenziali target terapeutici,
limitatamente al basso numero di casi che prevede lo studio di

fattibilita.
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DNA da tessuto
tumorale primitivo

e

DNA libero circolante

Circulating Tumor Cell

Sequenziamento di geni coinvolti in diversi meccanismi

come proliferazione, migrazione e sopravvivenza
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(IRCULATING TUMOR CELLS - (7€

v
Isolamento delle singole cellule con DEPArray I\

v
Amplificazione del genoma (Whole-Genome Amplification) “ /\

\4
Preparazione delle library e analisi del numero dj copie 90%
(Copy Number Variant)
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Estrazione del ctDNA dal plasma delle pazienti s /\
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Preparazione delle library e hybridization capture
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DNA DA TESSUTO TUMORALE PRIMITIVO

R

Estrazione del DNA dal tessuto tumorale primitivo (FFPE) a /\

v
Preparazione delle library e hybridization capture a _ /\
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RISULTATL PRELIMINARL S

LQUEN]

[TAMENTO

= % Coverage % Coverage % Coverage % Coverage
ean
Sample 50X 100X 200X 500X
DephtofCov
DephtofCov DephtofCov DephtofCov DephtofCov
FFPE 9 1007.71 99.8 98.8 ou2 88.5
FFPE 10 506.27 99.8 98.8 88.9 50.1
FFPE 11 935.68 99.8 99.86 99.4 86.2
FFPE 5 859.2 99.7 8E.5 97.8 78.8
ctDNA 11 592.7 99.8 98.7 98.9 74.5
ctDNA 8 409.99 99.8 2a.7 98.2 8.8
Indica Qcm:ﬁm volte una Indica la percentuale Buon no<.m_,mmm del target
singola base della delle basi della fino a 200X
sequenza target

sequenza target é letta

coperta almeno 50 volle




CONCLUSTONI

* Estrazione di tutto il materiale necessario

* La qualita del materiale analizzato ad oggi ha raggiunto livelli ottimali per il 58%
delle CTC, il 100% del ctDNA e il 100% del DNA del tumore primario

* Il metodo di sequenziamento ottimizzato ha dato buoni risultati, quindi & possibile
procedere con le analisi bioinformatiche

*Per lo studio delle CNV delle CTC le analisi bioinformatiche sono in corso
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PROSPEITIVE FUTURE

2018: completamento degli esperimenti e dello studio di fattibilita e analisi
bioinformatiche per la valutazione del livello di concordanza tra le tre fonti.

Futuro: aumento della casistica per applicare lo studio di fattibilita ad un
minimo di 50 casi per gruppo.

Mutazioni singole o signature associate alfaggressivita del tumore

=5 " Candidati target
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SINGLE-CELL ANALYSIS SETUP ON BREAST CANCER CELL LINE

QC-WGA
Cell image (gel bands) LowPass plot (CNV/LOH analysis)
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378 2163931 0,40 0,74 33 144
2990 1115780 0,37 0,70 k4! 145
_pool 2233786 0,33 057 42 127




Profiles Clustering

FE A Cell ID

| m Copy-number data revealed
* 5990 clear aberrant profiles,
m w L highly concordant between
the three samples (>95%)
_m
pool




