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Abstract

Il carcinoma mammario triplo negativo (triple negative breast cancer, TNBC), caratterizzato
dall’assenza di recettori ormonali ¢ dalla mancata espressione/amplificazione di HER2 (Human
Epidermal growth factor Receptor 2), ha guadagnato negli ultimi anni notevole attenzione, a causa
del suo comportamento biologico aggressivo e della mancanza di strategie terapeutiche mirate. Le
pazienti affette da TNBC hanno infatti un rischio maggiore di recidiva precoce € una prognosi
sfavorevole rispetto a pazienti con altri sottotipi di carcinoma mammario. Analisi molecolari
consentono di identificare singole cellule tumorali nel sangue periferico (circulating tumor cells,
CTC) di pazienti con neoplasie solide, anche nelle fasi precoci della progressione tumorale. I1
concetto di CTC come marcatore di malattia microscopica ha aperto un nuovo scenario sulla
possibilita di identificare cellule in transito dal tumore primitivo nella rete vascolare prima
dell’evidenza di metastasi a distanza, consentendo anche 1I’individuazione di target terapeutici non
identificabili nel tumore primitivo. La ricerca delle CTC assume percid una considerevole rilevanza
clinica soprattutto in patologie come il TNBC la cui prognosi & ancora condizionata da frequenti
fallimenti terapeutici e riprese precoci di malattia. Obiettivo dello studio & quello di verificare
I'ipotesi per cui le CTC sfuggirebbero all’isolamento tramite CellSearch®, unica metodica
approvata dall’FDA per I’isolamento delle CTC, a causa della ridotta espressione di antigeni
epiteliali dovuta all’attivazione del processo di transizione epitelio-mesenchima. Alla luce delle
evidenze che dimostrano la contemporanea espressione di marcatori mesenchimali e di staminaliti
nelle CTC, si intende dimostrare che 1’uso di una metodica non dipendente dall’espressione di

antigeni epiteliali consente di isolare cellule con un fenotipo mesenchimale/staminale,



potenzialmente responsabili della recidiva precoce di malattia e di disegnarne il profilo molecolare

al fine di identificare nuovi target terapeutici.

Lay Abstract:

Il carcinoma della mammella rappresenta il 25% di tutti i tumori che colpiscono il genere
femminile. Nonostante i progressi terapeutici registrati negli ultimi tempi la prognosi nella malattia
metastatica rimane infausta. Una spiegazione plausibile ¢ rappresentata dal fatto che i parametri
clinico-patologici utilizzati per la definizione della strategia terapeutica non riflettono I’eterogeneita
biologica e la reale complessita della patologia. Nell’ultimo decennio sono stati identificati alcuni
sottotipi molecolari (ER e/o PgR positive/luminal-like, HER2-positive, basal-like) diversi per
caratteristiche cliniche, andamento della malattia e risposta alla terapia. Nel gruppo dei carcinomi
della mammella che esprimono un genotipo “basalioide” il carcinoma mammario “triplo negativo”
rappresenta il 15-20% di tutti i casi ¢ ¢ caratterizzato da un andamento clinico estremamente
aggressivo con una tendenza a metastatizzare molto precocemente. Dunque particolarmente per
questo gruppo di neoplasie & auspicabile identificare ed eliminare con terapic mirate le cellule
responsabili del processo di metastatizzazione. Un approccio da percorrere & quello di tentare di
eradicare le “cellule tumorali circolanti” (CTC) nel presupposto che queste cellule siano le
principali responsabili della genesi delle metastast, consentendo inoltre 1’individuazione di target
terapeutici presenti sulle CTC e non identificabili nel tumore primitivo, come dimostrato dai
numerosi studi sulla variabilita biologica tra tumore primitivo ¢ CTC. La loro determinazione
potrebbe fornire informazioni utili per identificare nuovi potenziali bersagli terapeutici, e per

monitorare la risposta alle terapie.



Background

Il carcinoma della mammella ¢ una patologia eterogenea, composta da diverse entitad nosologiche,
differenti per andamento clinico e risposta alla terapia. I principali parametri clinici (eta del
paziente, dimensioni del tumore, coinvolgimento linfonodale, grado istologico) e i marcatori
istopatologici (recettore per estrogeno [ER], recettore per progesterone [PR], human epidermal
growth factor receptor 2 [HER2], Ki-67), usati per la definizione della prognosi e delle strategie
terapeutiche, non riflettono la complessita della patologia. La definizione di carcinoma mammario
triplo negativo (TNBC), caratterizzato dall’assenza di espressione di ER, PR ¢ HER2, ¢ ancora
legata all’analisi istopatologica e non tiene conto della variabilita biologica dei carcinomi mammari
friplo-negativi. Clinicamente, il TNBC si presenta pitl frequentemente come carcinoma mammario
scarsamente differenziato, di grandi dimensioni, con coinvolgimento linfonodale alla diagnosi, con
un rischio maggiore di recidiva precoce (da uno a tre anni dalla diagnosi) e una prognosi
sfavorevole rispetto a quella degli altri sottotipi. La prognosi sfavorevole del TNBC rende
necessaria I’identificazione di terapie sistemiche efficaci soprattutto negli stadi precoci di malattia,
al fine di eradicare precocemente tale patologia e di impedirne la metastatizzazione. Studi clinici
condotti nel setting- neoadiuvante hanno dimostrato che le pazienti con TNBC rispondono alla
terapia preoperatoria piu di quelle con carcinoma mammari ormono-positivi ¢ che quelle che
ottengono una risposta patologica completa (pCR) dopo chemioterapia neoadiuvante hanno una
prognosi a lungo termine favorevole, sovrapponibile a quella di pazienti con carcinoma mammario
non-triplo negativo. Di contro, la presenza di malattia residua dopo chemioterapia neoadiuvante si
associa ad elevato rischio di recidiva precoce, con evidenza di metastasi a distanza entro un anno.
Nelle neoplasie solide, cellule tumorali disseminate dal tumore primitivo in fasi precoci della
progressione tumorale e resistenti alle terapie rappresentano la malattia minima residua (minimal
residual disease, MRD), la cui presenza non & identificabile attraverso tecniche di imaging né di
analisi istopatologiche. Analisi molecolari altamente sensibili consentono di identificare singole

cellule tumorali nel midollo osseo (disseminated tumor cells, DTC) o nel sangue periferico



(circulating tumor cells, CTC) prima che lo sviluppo di metastasi a distanza possa compromettere la
prognosi della patologia. 1 concetto di CTC come possibile marcatore di malattia microscopica ha
aperto un nuovo scenario sulla possibilita di monitorare la disseminazione metastatica in fase
precoce, molto prima che le cellule tumorali raggiungano e colonizzino organi secondari. La
valutazione delle CTC rappresenta un’opzione del tutto innovativa per individuare la MRD,
verosimilmente responsabile della ripresa di malattia in pazienti considerate guarite dopo chirurgia
¢ terapia adiuvante. La caratterizzazione molecolare di cellule in transito dal tumore primitivo nella
rete vascolare  prima dell’evidenza di metastasi a distanza potrebbe consentire anche
I’individuazione di target terapeutici non identificabili nel tumore primitivo, come dimostrato dai
numerosi studi sulla variabilitd biologica tra tumore primitivo e CTC. Il TNBC, in particolare,
rappresenta il modello ideale per la caratterizzazione delle CTC e I'individuazione di vie di segnale
come bersaglio di nuove strategie terapeutiche. Tra i tumori mammari triplo negativi, il sottotipo
claudin-low rappresenta il sottogruppo con un comportamento biologico pill aggressivo. Tale
sottogruppo si caratterizza per la scarsa espressione dei geni per le proteine di adesione (claudina,
occludina, E-caderina) per la presenza di un infiltrato di cellule immunitarie e di cellule con
caratteristiche di staminalita e per aspetti di transizione epitelio mesenchima (EMT) quali I’elevata
espressione di marcatori mesenchimali (vimentina, N-caderina). Inoltre la presenza di marcatori di
staminalita (CD44 e aldeide deidrogenasi 1, ALDH1) completa il pattern di espressione
caratteristico di cellule staminali mammarie di cui il tumore mammario claudin-low sembra essere
particolarmente ricco. La caratterizzazione molecolare di questo gruppo di tumori offre dunque
I’opportunita di studiare la sottopopolazione di cellule mesenchimali/staminali che, secondo le
ipotesi sulle cellule staminali tumorali (cancer stem cells, CSC), guiderebbe fenotipo ¢ storia clinica
di tutti i sottotipi molecolari di carcinoma mammario. Nel 2004 uno studio condotto da M.
Cristofanilli et al. ha dimostrato per la prima volta, che il numero delle CTC rappresenta un fattore
prognostico indipendente in termini di sopravvivenza libera da progressione (progression free

survival, PFS) e sopravvivenza globale (overall survival, OS). La soliditd dei dati sul valore



E

prognostico delle CTC isolate con il sistema CellSearch™ ha imposto come assioma
Iinterpretazione di tutte le cellule CK+/EpCAM+/CD45- nel sangue periferico come cellule
tumorali circolanti e indotto a sviluppare metodi alternativi di isolamento delle CTC dipendenti
dall’espressione di EpCAM e citocheratine. Gia dallo studio pilota di Cristofanilli ¢ risultato
evidente che nel 30-35% delle pazienti affette da carcinoma mammario metastatico il sistema
CellSearch® non ¢ in grado di individuare le CTC. E’ opinione condivisa che I’arricchimento e
selezione delle CTC attraverso EpCAM e citocheratine rappresentino il limite principale delle
metodiche attualmente disponibili, consentendo I'isolamento delle sole cellule che mantengono un
fenotipo epiteliale o che conservano alcuni antigeni epiteliali non avendo ancora completato il
processo di EMT. Alla luce delle evidenze emerse negli ultimi anni sulla biologia delle CTC, con
particolare riferimento all’acquisizione di caratteristiche mesenchimali e di staminalita, i concetti di
cellule tumorali circolanti “assenti” e di cellule tumorali circolanti “non identificabili” sono andati
differenziandosi. Sebbene classicamente considerato a buona prognosi, il gruppo di pazienti in cui il
CellSearch® non identifica CTC & di fatto eterogeneo. In un lavoro pubblicato nel 2011 da Mego et
al, & emerso che, diversamente da quanto atteso, l’assenza di CTC veniva registrata piu
frequentemente in pazienti con recettori ormonali negativi, scarso grado di differenziazione,
metastasi cerebrali e carcinoma mammario triplo negativo o infiammatorio. L’analisi per
sottogruppi, ottenuta stratificando le pazienti per fattori prognostici noti, ha consentito di dimostrare
che la sopravvivenza globale delle pazienti con 0 CTC variava significativamente in funzione delle
caratteristiche clinico-patologiche di malattia; in assenza di cellule tumorali circolanti, le pazienti
con recettori ormonali positivi, buon grado di differenziazione, carcinoma mammario non
infiammatorio e malattia oligometastatica avevano, infatti, una prognosi migliore di quelle con
tumore triplo negativo, scarso grado di differenziazione, carcinoma infiammatorio e metastasi
viscerali. In conclusione da questo studio ¢ emerso che ’assenza di CTC accomuna un gruppo
eterogeneo di pazienti con prognosi significativamente differente, di cui fanno parte pazienti in cui

le cellule tumorali circolanti sono realmente assenti e pazienti in cui il sistema CellSearch® non & in



grado di individuarle. 1.’ipotesi avanzata dagli autori & che 1’analisi CellSearch®™ sottostimi il
numero reale di CTC, non identificando quelle in corso di EMT. 1l risultato “falso negativo”
sarebbe tanto pil probabile nella popolazione di pazienti con malattia pit aggressiva (triplo-
negativo, HER2-positivo), in cui I’espressione eterogenea di marcatori epiteliali e mesenchimali

indica livelli diversi di differenziazione lungo il programma di EMT.

Obiettivi

Obiettivo primario dello studio & quello di traslare i dati preliminari ottenuti su una popolazione di
pazienti affette da carcinoma mammario non metastatico, eterogenea per espressione di recettori
ormonali ed HER2 che dimostrano la limitata sensibilita dell’unica metodica approvata dal’FDA
per la conta delle CTC, nelle pazienti affette da TNBC. Su una popolazione omogenea di pazienti
affette da TNBC vogliamo verificare 1’ipotesi per cui le CTC sfuggirebbero all’isolamento tramite
CellSearch® a causa della ridotta espressione di antigeni epiteliali, dovuta all’attivazione del
processo di EMT, dimostrando inoltre che I'uso di una metodica alternativa, non EpCAM-
dipendente, consente di isolare cellule con un fenotipo mesenchimale/staminale, potenzialmente
responsabili della frequente recidiva precoce di malattia nelle pazienti con TNBC. Qualora il
finanziamento fosse erogato anche nel secondo anno, & nostro proposito studiare sulla
sottopopolazione di CTC EMT/stem-like, a maggiore potenziale metastatico, un pannello di
marcatori molecolari con I’obiettivo di individuare la pathway dominante nella singola neoplasia e

di identificare nuovi possibili target terapeutici.
Metodi

Isolamento delle CTC attraverso Adnatest

Per ogni paziente verranno effettuati due prelievi di sangue (5 ml). Per la procedura di isolamento
delle CTC verra utilizzato il kit Adnatest Breast Cancer (AdnaGen AG, Langenhagen, Germany),

che consente ’arricchimento immunomagnetico delle CTC attraverso il legame con antigeni tumore



associati ed epiteliali (MUC-1 e GA733). Una volta isolate le cellule marcate grazie ad un
concentratore di particelle magnetico, si procedera all’estrazione di mRNA  utilizzando il
Dynabeads mRNA DIRECT™ Micro Kit (Dynal Biotech GmbH, Hamburg, Germany), e
successivamente alla sintesi di cDNA da sottoporre a multiplex RT-PCR specifica per HER2,
MUC-1 e GA733. Un’aliquota di cDNA verra conservata a -20°C per eventuali successive reazioni
di amplificazione. Il test di isolamento delle CTC verra considerato positivo in caso di espressione
di almeno uno dei tre marcatori utilizzati. Allo scopo di analizzare marcatori di EMT nelle CTC
isolate, verra utilizzato il test AdnaTest TumorStemCell/ AdnaTest EMT, che prevede di effettuare
una multiplex PCR per i seguenti geni: Akt-2, ALDH-1, TWIST 1, PI3Ka e actina, quest’ultima

come gene housekeeping.

Isolamento delle CTC attraverso CellSearch®

Ia piattaforma semiautomatizzata CellSearch® rappresenta I"unico strumento diagnostico approvato
dal’FDA per 1’arricchimento e I’analisi citochimica delle CTC in pazienti con neoplasie
metastatiche di mammella, prostata e colon retto. Il kit utilizzato per I’isolamento delle cellule dal
sangue periferico contiene un reagente di cattura a base di ferrofluido composto da nanoparticelle
con nucleo magnetico circondate da uno strato polimerico rivestito con anticorpi diretti contro
I’antigene EpCam. Dopo la cattura vengono aggiunti reagenti fluorescenti per |’enumerazione delle
CTC, nello specifico anti-CK-ficoeritina (citocheratine 8, 18 e 19); DAPI (nucleo) e anti- CD45(
leucociti). Al termine della preparazione i campioni marcati vengono posti in una cartuccia inserita
in un dispositivo magnetico; il CellTracks Analyzer II esegue poi automaticamente la scansione
dell’intera superficie della cartuccia, mostrando all’operatore qualunque evento nel quale sia
riconoscibile contemporaneamente la fluorescenza CK-PE e DAPIL Un evento viene classificato
come CTC qualora le sue caratteristiche morfologiche corrispondano a quelle di una cellula con
fenotipo EpCam+, CK+, DAPI+ ¢ CD45-. L’analisi viene effettuata su 7.5 ml di sangue periferico.

Gli studi clinici di validazione del test hanno stabilito per il carcinoma metastatico della mammella



un cut-off di 5 cellule/7.5 ml di sangue. Al di sopra di tale valore, il numero di CTC ¢ associato a

prognosi infausta sia in termini di OS che di PFS.

Dati preliminari

Uno studio recente del nostro gruppo di ricerca, che ha valutato la presenza di CTC attraverso
CellSearch in 44 pazienti con carcinoma della mammella non metastatico (pT1-4 pNO-3 pMO0), ha
evidenziato CTC nel 20% dei casi. Nonostante le pazienti con TNBC rappresentassero il 25% della
popolazione studiata, il tasso di positivita per CTC in questo sottogruppo ¢ risultato estremamente
basso (9%). La scarsa sensibilita del CellSearch nelle neoplasie mammarie triplo negative potrebbe
dipendere dalla perdita di marcatori epiteliali e dall’acquisizione di tratti mesenchimali. Cellule con
fenotipo ibrido (epiteliale-mesenchimale) o francamente mesenchimale non vengono infatti
identificate dal sistema, in quanto prive dei marcatori di superficie necessari al processo di
arricchimento. I’identificazione di CTC in questa popolazione di pazienti con metodiche
alternative, non basate esclusivamente sulla presenza di antigeni epiteliali di superficie, & pertanto

auspicabile.

Risultati attesi

Nei TNBC & necessario 1’uso di un metodo di isolamento delle CTC capace di identificare anche
cellule con fenotipo ibrido o mesenchimale . E’ auspicabile che la caratterizzazione molecolare
delle CTC in questa popolazione di pazienti, in special modo in una fase precoce di malattia, possa
accelerare 1’identificazione di schemi di trattamento efficaci mirati all’eradicazione della MRD.
Tuttavia il basso tasso di incidenza della patologia potrebbe rappresentare un ostacolo all’

arruolamento di un numero consistente di pazienti.
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Rilevanza clinica

Nel TNBC, poco o per nulla responsivo ai farmaci disponibili, & imperativa 1’identificazione di
nuovi target terapeutici. Le CTC, intermedio teorico tra tumore primitivo ¢ metastasi a distanza,
rappresentano il candidato ideale per lo studio sulla eterogeneita biologica del carcinoma della
mammella, che rende ragione della complessita della patologia. La possibilita di disporre di uno
strumento riproducibile e poco invasivo per Iidentificazione della MRD in pazienti con stadi
iniziali di malattia assume particolare rilevanza clinica soprattutto in una patologia come il TNBC,
la cui prognosi & condizionata da frequenti fallimenti terapeutici e riprese precoci di malattia. Al di
Ja della valutazione quantitativa, la caratterizzazione molecolare delle CTC intesa come “biopsia
liquida” pud contribuire ad una migliore individualizzazione delle terapie in pazienti affette da

TNBC.



