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Abstract:

Il carcinoma mammario triplo negativo (Triple Negative Breast Cancer, TNBC) & caratterizzato
dall’assenza di recettori ormonali, quali il recettore per gli estrogeni e quello per il progesterone, e
dalla mancata espressione o amplificazione di HER2. Questo tipo di tumore ha acquisito notevole
importanza a causa del suo comportamento biologico molto aggressivo e della mancanza di strategie
terapeutiche mirate. Le pazienti affette da TNBC hanno un rischio maggiore di recidiva precoce ¢
una prognosi pill sfavorevole rispetto a pazienti affette da altri sottotipi di carcinoma mammario.
L’assenza dei prevalenti bersagli terapeutici (ormonali ed HER2) rende piu difficile 1a pianificazione

di una terapia medica efficace.

Negli ultimi anni, lo studio delle cellule tumorali circolanti (CTC) si sta rivelando sempre pin
importante. Le CTC sono cellule che si separano dal tumore primitivo, entrano nel circolo sanguigno
e diffondono la malattia, spesso sfuggendo agli effetti delle terapie. Recenti ricerche affermano come
lo studio del profilo molecolare delle CTC potrebbe avere una maggiore capacita di influenzare la
pratica clinica. In quest’ottica, le CTC si potrebbero rivelare un possibile modello di studio per
definire nuovi bersagli e strategie terapeutiche innovative. Purtroppo queste cellule sono rarissime e
difficili da rintracciare nel sangue periferico. Per questo motivo, si rende necessario porre attenzione
anche all’analisi del DNA libero circolante nel plasma e del tessuto tumorale primitivo. L’analisi di
un pannello di mutazioni associate al cancro nelle CTC, nel plasma e nel tessuto tumorale primitivo
della stessa paziente potrebbe permettere 1’identificazione di variazioni genetiche con valore
prognostico €/o predittivo nel TNBC utili all’implementazione delle strategie cliniche in questo

ambito.

L’obiettivo di questo studio ¢ quello di valutare e comparare le potenziali alterazioni

genetiche/molecolari presenti nelle CTC, nel DNA libero circolante nel plasma e nel tessuto tumorale
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primitivo, individuate mediante Next Generation Sequencing (NGS), per identificare fattori

prognostici e predittivi capaci di aprire la strada a regimi di terapia personalizzata.

Lay Abstract:

Il tumore al seno rappresenta la prima causa di morte per tumore nelle donne in tutto il mondo. Recenti
studi hanno permesso di classificare questo tumore in 4 sottotipi dal punto di vista molecolare:
luminale A e B, positivo all’espressione di HER2 (Human Epidermal growth factor receptor 2) e
triplo negativo (Triple Negative Breast Cancer, TNBC). Questi sottotipi sono diversi per

caratteristiche cliniche, andamento della malattia e risposta alle terapie.

I1 TNBC rappresenta circa il 12-17% di tutti i casi di tumore al seno ed ¢ considerata la forma piu
aggressiva e invasiva, in quanto ha una tendenza a metastatizzare molto precoce. Inoltre questo
sottotipo di tumore non presenta 1 bersagli delle terapie farmacologiche mirate fino ad ora sviluppate.
Per questo motivo si ritiene necessario un diverso approccio di studio nei confronti di questa

patologia.

L’obiettivo di questo studio € quello di identificare nuovi meccanismi di progressione tumorale e/o

bersagli terapeutici che permettano lo sviluppo di terapie efficaci per I’eradicazione del tumore.

Le cellule tumorali circolanti (CTC) sono le cellule che si separano dal tumore primitivo, entrano nel
circolo sanguigno e diffondono la malattia, spesso sfuggendo agli effetti delle terapie. Attualmente la
loro importanza risiede nel fatto che riuscire a contarle fornisce informazioni prognostiche di grande
rilevanza per la sopravvivenza globale e la sopravvivenza libera da malattia dei pazienti con metastasi
da tumore della mammella, del colon e della prostata. Nonostante siano estremamente rilevanti,
queste cellule sono poche, difficili da rintracciare e da analizzare € sono disperse nel sangue in un

numero infinitamente maggiore di cellule normali.

Lo sviluppo di nuove metodologie di analisi ha permesso di supportare la validita clinica come
“biopsia liquida” anche dell’analisi del DNA tumorale libero circolante (circulating tumor DN,
ctDNA) in pazienti affetti da tumore. Fino ad oggi non ¢ stato possibile ricondurre la presenza di
questo DNA libero circolante ad un unico fenomeno, ma ¢ stato dimostato come questo derivi dalle
cellule del tumore primitivo, delle eventuali metastasi e anche dalle CTC. Per questo motivo, anche

il ¢tDNA risulta essere un ulteriore e importante materiale biologico.

L’ obiettivo di questo studio ¢ quello di identificare alterazioni genetiche alla base di meccanismi di

progressione tumorale e/o di nuovi bersagli terapeutici basandosi sullo studio e la comparazione dei
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pannelli di mutazioni associate al cancro ottenuti dall’analisi delle CTC, del DNA libero circolante e

del tessuto tumorale primitivo.

L’eventuale identificazione di mutazioni ricorrenti potrebbe fornire nuovi target per lo sviluppo di

terapie farmacologiche piu efficaci delle attuali.
Background:

Il tumore al seno € uno dei pit comuni tumori che annualmente colpisce pit del 20% delle donne in
tutto il mondo. Nonosante il progresso nel controllo di questa malattia, soprattutto nel carcinoma
mammario precoce (Early Breast Cancer, EBC), fino al 20-25% delle pazienti con tumore in fase I-
II hanno una recidiva entro 5 anni dalla diagnosi. Inoltre, I’EBC risulta essere una patologia
eterogenea sia per quanto riguarda la classificazione sia per I’andamento clinico e la risposta alle
terapie. I principali parametri clinici e i marcatori istopatologici, (come il recettore per 1’estrogeno,
quello per il progesterone; il recettore per il fattore di crescita epidermico umano (HER2) e il Ki-67),
sebbene fondamentali e usati per la definizione della prognosi e delle strategie terapeutiche, non

riflettono ancora del tutto la complessita di tale patologia.

Il carcinoma mammario triplo negativo (INBC) ¢ caratterizzato dall’assenza di espressione di
recettori per gli estrogeni, per il progesterone e dall’assenza o dalla mancata amplificazione di HER2.
Clinicamente, questo sottotipo di tumore al seno si presenta come scarsamente differenziato, di grandi
dimensioni, con coinvolgimento linfonodale alla diagnosi, un rischio maggiore di recidiva precoce
(da uno a tre anni dalla diagnosi) e da una prognosi pilu sfavorevole rispetto agli altri sottotipi. Il
trattamento terapeutico ad oggi utilizzato per le pazienti affette da TNBC prevede ’asportazione
chirurgica del tumore, radioterapia e chemioterapia sistemica con chemioterapici convenzionali a
causa della mancanza di target terapeutici specifici. Nelle pazienti responsive alla chemioterapia, il
periodo di remissione ¢ relativamente breve e la ricaduta/progressione ¢ prevista in un breve periodo
di tempo. E ritenuta sempre pil urgente una migliore comprensione dei meccanismi molecolari che
stanno alla base dell’aggressivita di questo tumore e I’identificazione di nuovi ed efficenti bersagli

per gli interventi terapeutici.

Le cellule tumorali circolanti (CTC) sono cellule che si distaccano dalla massa tumorale primaria per
riversarsi nel sangue periferico e costituiscono il principale veicolo per la disseminazione della
malattia. Fino ad ora, le CTC sono state principalmente studiate nel tumore al seno in stadio
metastatico; ci sono evidenze che queste cellule giochino un ruolo prognostico e siano capaci di dare
una previsione della risposta alla terapia. Sono state effettuate analisi anche su tumori al seno in stadio

precoce. E’ stato osservato che la presenza di una o pit CTC in 7,5 mL di sangue periferico
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corrisponde ad un minore tempo alla ricaduta ¢ ad una minor sopravvivenza globale. A seguito di una
recente meta-analisi su entrambi i tipi di carcinoma al seno (precoce e metastatico), le CTC sono state
associate ad un aumentato rischio di recidiva della malattia indipendentemente dal metodo di
rilevazione o punto di tempo di prelievo di sangue. L analisi delle CTC e del loro profilo molecolare
potrebbe risultare quindi molto importante per la comprensione dei meccanismi molecolari alla base

dello sviluppo del tumore e per I’identificazione di target terapeutici.

La presenza di DNA libero circolante all’interno del plasma & stata rilevata per la prima volta nel
1948, attirando cosi I’attenzione dei ricercatori come nuovo possibile marker per la diagnosi di
differenti tumori. Studi successivi sulla presenza di DNA all’interno del plasma e del siero di pazienti
affetti da tumore (ctDNA) hanno dimostrato come i livelli di DNA circolante fossero piu alti nei
pazienti malati rispetto ai livelli di coloro affetti da patologie benigne. Numerosi studi hanno
dimostrato come sia presente un aumento del livello di DNA circolante nel plasma e nel siero quando
si mettono a confronto pazienti con tumore al seno con i gruppi di controllo e come sia possibile

identificare mutazioni correlate al tumore direttamente nel plasma.

CTC e ctDNA, sono i componenti fondamentali della cosiddetta biopsia liquida. Negli ultimi 10 anni,
la “biopsia liquida” ha suscitato notevole attenzione come potenziale metodo non invasivo di raccolta

e di identificazione di specifiche mutazioni presenti nei pazienti affetti da tumore.

Recentemente, le tecniche di Next Generation Sequencing (NGS) hanno acquisito notevole rilevanza
nel campo della ricerca e diagnostica oncologica grazie alla possibilita di analizzare un numero
elevato di variazioni genetiche alla base dello sviluppo, nella progressione e nell’aggressivita dei

tumori, in tempi relativamente brevi e con sensibilita e specificita.

Da quanto precedentemente esposto, lo studio, mediante tecniche NGS, delle variazione geniche
correlate al cancro, coivolte nella progressione tumorale, nella resistenza ai farmaci e nella capacita
metastatica di questa patologia, individuabili nelle CTC e nel plasma di pazienti con TNBC, risulta
di notevole interesse e rilevanza. I risultati di questo studio potrebbero essere i primi passi per
Iattuazione di nuove strategie terapeutiche personalizzate e di una migliore gestione clinica anche in

termini di rapporto costo-efficacia delle terapie.



Obiettivi:

L’obiettivo primario di questo studio & quello di comparare i profili molecolari, ottenuti mediante
NGS, delle CTC, del DNA libero circolante e del tessuto tumorale primitivo di 6 pazienti affette da
tumore al seno triplo negativo non metastatico. Questi dati saranno confrontati con i risultati ottenuti
con Ja medesima metodica da materiale proveniente da 6 pazienti affette da tumore al seno non triplo
negativo. Comparando questi profili, si desidera verificare se sono presenti mutazioni o pannelli di
alterazioni geniche riconducibili all’aggressivita del tumore triplo negativo ¢ se sono presenti
mutazioni codificanti o predisponenti 1’espressione di potenziali target terapeutici. Sara anche
investigata 1’eventuale correlazione tra le mutazioni riscontrate ¢ le caratteristiche cliniche
prognostiche istopatologiche e in ultima analisi con i dati preliminari ottenuti sulla popolazione di

pazienti affette da carcinoma mammario non metastatico.

Qualora il finanziamento venga erogato per un secondo anno, sara possibile ampliare la casistica delle
pazienti affette da TNBC per confermare o confutare i dati ottenuti durante il primo annoal fine di
individuare una maggiore validita statistica. Lo studio potrebbe essere esteso ad altri centri, vista la

difficolta di reperibilita di pazienti affette da questo tipo di tumore.

Eventuali alerazioni geniche di particolare interesse saranno validate mediante sequenziamento

Sanger.

Proposta:
Metodiche

Le CTC e il plasma, raccolti in laboratorio di Bioscienze dell’IRST, e il tessuto tumorale primitivo,
conservato nell’archivio del Dipartimento di Anatomia Patologica, saranno analizzati per valutare la

presenza di mutazioni correlate al cancro.
I campioni da plasma e da tessuto tumorale primitivo saranno sottoposti ad estrazione del DNA.

Le CTC saranno sottoposte a Whole Genome Amplification (WGA) tramite kit commerciale Amplil

WGA kit (Silicon Biosystem) che permette Pamplificazione dell’intero genoma.

Il materiale cosi ottenuto sard valutato su un pannello di 60 hotspot, di cui 3 traslocazioni e 12 di cui
si valuterd il copy number variation, tramite metodica NGS, mediante kit commercialmente

disponibili. (vedi Tabella sottostante)



ABL1 EGFR GNAQ  KRAS PTPN11 DDR2 MET
AKT1 ERBB2 GNAS MET RB1 MEK1 ERBB2
ALK ERBB4 HNF1A MLH1 RET KRAS ex 4 FGFR1
APC EZH2 HRAS MPL SMAD4 EGFR ex 12 FGFR2
ATM FBXW7 IDH1 NOTCH1 SMARCBI] BRAFex 11 FGFR3
BRAF FGFR1 IDH2 NPM1 SMO AR EGFR
CDH1 FGFR2  JAK2 NRAS SRC GATA3 ALK
CDKN2A FGFR3  JAK3 PDGFRA STK11 EML4/ALK AR
CSF1R FIT3 KDR PIK3CA TP53 TMPRSS2/ERG MYC
CTNNB1 GNA11 KIT PTEN VHL fgfri/ZNF703 CCND
PTEN
PIK3CA

I risultati ottenuti saranno analizzati in collaborazione con la sezione di bioinformatica del

Laboratorio di Bioscienze.

I materiali biologici che saranno utilizzati, deriveranno da uno studio traslazionale approvato dal

Comitato di Area Vasta Romagna in data 06 Novembre 2012, di cui si allega una copia.

Dati preliminari

Un recente studio del nostro gruppo si & focalizzato sull’isolamento e 1’analisi delle CTC in un setting
di pazienti affette da tumore al seno invasivo non metastatico. Le CTC sono state rilevate nel sangue
periferico di 48 pazienti, pre-chiurgia, ad un mese e a 6 mesi dopo I’intervento chirurgico, mediante
I'utilizzo di un approccio di arricchimento indipendente dalla selezione basata su marcatori epiteliali
e un sistem di analisi, il DEPArray®, che permette la selezione e il recupero di singole cellule. Le
CTC sono state individuate nel 27,1% dei casi pre chirurgia, nel 20.9% dei casi un mese dopo la
chirurgia € in circa il 33% dei pazienti dopo 6 mesi dall’intervento. Con tale approccio € stato
possibile individuare una correlazione statisticamente significativa tra presenza di CTC ed invasione
vascolare peritumorale. Le CTC sono state recuperate, mediante DEPArray®, in attesa di successive

analisi molecolari

Risultati attesi:

e Identificazione di mutazioni che possano fungere da fattori prognostici e predittivi e/o
riconducibili all’aggressivita del tumore;
 Individuazione di mutazioni codificanti o predisponenti I’espressione di potenziali target

terapeutici.




Potenziali problematiche

® Scarsa qualita del DNA ottenuto dalle CTC;

e Problematiche di arruolamento a causa del basso tasso di incidenza.

Sede di svolgimento del progetto e supervisore del progetto:
Laboratorio di Bioscienze, Sezione di Citometria e CTC
[stituto Romagnolo per lo Studio e la Cura dei Tumori (IRCCS-IRST), Meldola

Supervisore: Dott. Francesco Fabbri

Rilevanza clinica:

[’individuazione di marcatori molecolari e/o determinanti biologici di metestatizzazione e di bersagli
terapeutici & ancora un obiettivo non raggiunto nel TNBC. Determinare alterazioni genetiche
caratteristiche puo fornire un quadro della composizione molecolare del tumore del singolo paziente,
consentire di determinare la sensibilita o la resistenza al trattamento €, infine, aprire nuovi scenari
terapeutici per la gestione clinica di pazienti affetti da questa patologia, in parte anche grazie ad un
semplice prelievo di sangue. Queso studio potrebbe costituire un primo importante passo verso nuove

strategie di personalizzazione della terapia in questa patologia.



