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Riassunto

RIASSUNTO

Introduzione — Scopo della Tesi
Questo progetto di tesi € focalizzato sulla caratterizzazione molecolare del carcinoma
mammario.

La parte principale del lavoro € stata svolta nell’ambito del progetto NextGIM, studio
multicentrico nazionale coordinato dal Policlinico San Martino, volto alla profilazione
genomica, immunologica e prognostico-predittiva dei carcinomi mammari ormono-positivi
(ER+) e HER2-negativi, dovuti all’assenza di amplificazione del gene HER2 o con bassi livelli
di HER2 (HER2-low, score immunoistochimico 1+ o 2+ senza amplificazione). E stata
considerata anche la sotto-categoria HER2-ultralow, che definisce tumori con IHC HER2-0 e
<10% di cellule positive. Sebbene tutti questi tumori siano tradizionalmente classificati come
HER2-negativi, evidenze crescenti suggeriscono che diversi livelli di HER2 possano riflettere
stati biologici distinti, con potenziali implicazioni terapeutiche.

Durante il tirocinio di tesi € stato possibile collaborare ad uno studio pilota, a sé stante,
ancora in corso, volto a indagare la correlazione tra emopoiesi clonale — mutazioni somatiche
nelle cellule staminali emopoietiche — e trattamenti sistemici, con particolare attenzione

all’immunoterapia e alla possibile tossicita correlata.

Materiali e Metodi

Per la caratterizzazione dei tumori HER2-low sono state incluse pazienti arruolate in tre studi
clinici randomizzati (GIM2, GIM4 e GIM10) del Gruppo Italiano Mammella. I campioni FFPE
sono stati sottoposti a rivalutazione dell’espressione di HER2 e dei linfociti infiltranti il tumore
(TILs) secondo le linee guida ASCO/CAP e del TILs Working Group. Parallelamente, ¢ stata
condotta la profilazione genica mediante pannello nCounter® Breast Cancer 360 su piattaforma
NanoString. | dati clinici e di sopravvivenza sono stati integrati con i dati molecolari per
identificare potenziali marker prognostici e meccanismi di resistenza.

L’emopoiesi clonale ¢ stata analizzata tramite NGS su DNA estratto da sangue periferico
utilizzando il pannello oncoReveal™ Myeloid, che indaga 58 geni rilevanti nei tumori mieloidi
e potenzialmente implicati nella tossicita immuno-correlata.

La parte sperimentale é stata svolta presso il Laboratorio della UOC Clinica di Oncologia

Medica, presso il Policlinico San Martino.



Risultati

Lo studio NextGIM ha arruolato 320 pazienti in 5 centri italiani; 286 campioni sono stati
profilati su piattaforma NanoString e 289 valutati per HER2, mentre 284 per TILs.
I dati hanno evidenziato che I’espressione di HER2 nello spettro HER2-negativo non identifica
sottogruppi chiaramente distinti biologicamente o clinicamente.
Dal punto di vista molecolare, € stato possibile determinare che i tumori HER2-low mostrano
maggiore instabilita genomica e alterazioni nei meccanismi di riparazione del DNA rispetto ai
tumori HER2 0-null, con incremento della firma HRD (Hologous Recombination Deficency) e
arricchimento di pathway associati a ipossia e rischio genomico, piu marcati nei tumori HER2
2+. | tumori HER2 1+ e 2+ presentano maggiore espressione di geni correlati alle signatures di
p53, BRCAness, HRD, RB1, CDKA4, proliferazione cellulare e Treg, mentre i tumori HER2 2+
risultano arricchiti anche per B7-H3, ipossia e rischio genomico.
L’analisi di espressione genica ha permesso di identificare i sottotipi intrinseci sulla base della
signature PAMS50, evidenziando prevalenza dei sottotipi luminali A e B.
Per quanto riguarda i TILs, i tumori sono stati suddivisi in tre categorie (0-10%, 11-59%, 60—
100%). Tumori con >11% TILs presentano un programma trascrittomico di inflammazione, con
elevata espressione di geni per la presentazione degli antigeni, checkpoint immunitari e firme
HRD. Tumori con 0-10% TILs mostrano espressione predominante di geni luminali e ormono-
correlati, ERBB2 e firme stromali, coerente con un microambiente immune-cold.
Dal punto di vista clinico, non sono emerse differenze significative in Overall Survival (OS) o
invasive Disease-Free Survival (iDFS) tra le categorie HER2; I’espressione di PTEN e risultata
I’unica associata in modo indipendente alla sopravvivenza globale.
A livello metodologico, é stata osservata maggiore prevalenza di tumori HER2 O-null nei
campioni precedenti al 2011, suggerendo che la conservazione a lungo termine dei tessuti FFPE
e la conseguente perdita di antigenicita possano portare a sottostimare 1’espressione di HER2,
con implicazioni per I’accesso a terapie target.

Lo studio pilota sull’emopoiesi clonale, ancora in corso, ha arruolato 24 pazienti; risultati
preliminari in 12 pazienti indicano la presenza di mutazioni pre- e post-terapia, suggerendo un

ruolo potenziale nella risposta a trattamenti sistemici, in particolare immunoterapici.

Conclusioni
Il progetto NextGIM, grazie a un dataset traslazionale multicentrico, ha fornito nuove

evidenze sull’eterogeneita dei tumori mammari ER+/HER2-negativi. Questi dati offrono una



solida base per comprendere la biologia di questi tumori, ed eventualmente supportare la
personalizzazione dei trattamenti e sviluppare nuove strategie terapeutiche.

Lo studio pilota sull’emopoiesi clonale, seppur preliminare, appare promettente per
approfondire il ruolo delle mutazioni somatiche nella risposta a immunoterapia e nella tossicita

correlata.



ABSTRACT

Introduction — Aim of the Thesis

This thesis project focuses on the molecular characterization of breast cancer.

The main work was conducted within the NextGIM project, a national multicenter study
coordinated by Policlinico San Martino, aimed at genomic, immunological, and prognostic-
predictive profiling of hormone receptor-positive (HR+) and HER2-negative breast cancers, due
to the absence of HER2 gene amplification, or with low HER2 expression (HER2-low,
immunohistochemistry score 1+ or 2+ without amplification). The additional HER2-ultralow
subclass, defined for tumors with HER2 IHC-0 and <10% positive cells, was also considered.
Although these tumors are traditionally classified as HER2-negative, growing evidence suggests
that different levels of HER2 expression may reflect distinct biological states with potential
therapeutic implications.

During the Thesis training period it has been also possible to collaborate in an ongoing
separate pilot study aimed at investigating the correlation between clonal hematopoiesis—
somatic mutations in hematopoietic stem cells—and systemic treatments, with a particular focus

on immunotherapy and potential related toxicity.

Materials and Methods

For the characterization of HER2-low tumors, patients enrolled in three randomized clinical
trials (GIM2, GIM4, and GIM10) of the Gruppo Italiano Mammella were included. FFPE tumor
samples were reassessed for HER2 expression and tumor-infiltrating lymphocytes (TILS)
according to ASCO/CAP and TILs Working Group guidelines. Gene expression profiling was
performed using the nCounter® Breast Cancer 360 Panel on the NanoString platform. Clinical
and survival data were integrated with molecular data to identify potential prognostic markers
and mechanisms of treatment resistance.

Clonal hematopoiesis was analyzed using the oncoReveal™ Myeloid panel, covering 58
genes relevant in myeloid malignancies and potentially involved in immunotherapy-related
toxicity in breast cancer.

The experimental activity was conducted in the Laboratory of Clinica di Oncologia Medica, at

Policlinico San Martino.



Results

The NextGIM study enrolled 320 patients across five Italian centers. Of these, 286 samples
were profiled using the NanoString platform and 289 evaluated for HER2, while 284 were
assessed for TILs. The results showed that HER2 expression within the HER2-negative range
does not identify clear biologically or clinically distinct subgroups.
At the molecular level, it has been possible to asses that HER2-low tumors exhibited greater
genomic instability and alterations in DNA repair mechanisms compared with HER2 0-null
tumors, with increased HRD signature and enrichment of pathways associated with hypoxia and
genomic risk, particularly pronounced in HER2 2+ tumors. HER2 1+ and 2+ tumors showed
higher expression of genes related p53, BRCAness, HRD, RB1, CDK4, cell proliferation, and
Treg signatures, while HER2 2+ tumors were also enriched for B7-H3, hypoxia, and genomic-
risk signatures.
Gene expression analysis allowed molecular classification intrinsic subtyping according to
PAMDSO0, revealing a predominance of luminal A and B subtypes.
Regarding TILs, tumors were categorized as 0-10%, 11-59%, and 60-100%. Tumors with
>11% TILs exhibited an inflamed transcriptional program, with high expression of antigen
presentation genes, immune checkpoints, and HRD signatures. Tumors with 0-10% TILs
showed higher expression of luminal and hormone-related genes, ERBB2 and stromal
signatures, consistent with an immune-cold microenvironment.
Clinically, no significant differences in Overall Survival (OS) or invasive Disease-Free Survival
(iDFS) were observed among HER?2 categories; the expression of PTEN was the only one
independently associated with overall survival.
In addition, HER2 0-null tumors were more prevalent in samples collected before 2011,
suggesting that long-term FFPE preservation and potential antigen loss may result underestimate
HER2 expression, impacting patient eligibility for targeted therapies.

The ongoing pilot study on clonal hematopoiesis enrolled 24 patients; preliminary results in
12 patients indicate the presence of mutations pre- and post-treatment, suggesting a potential

role in response to systemic therapy, particularly immunotherapy.

Conclusions

The NextGIM project, leveraging a multicenter translational dataset, has provided new
insights into the heterogeneity of HR+/HER2-negative breast cancers. These findings offer a
solid foundation for understanding the biology of these tumors, potentially supporting treatment
personalization, and guiding the development of novel therapeutic strategies.



The pilot study on clonal hematopoiesis, although preliminary, appears promising for

exploring the role of somatic mutations in immunotherapy response and associated toxicity.
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Introduzione

INTRODUZIONE

1.1. Inquadramento generale del tumore alla mammella

Il carcinoma della mammella e una neoplasia altamente eterogenea, che comprende sottotipi
distinti per caratteristiche morfologiche, profili molecolari, andamento clinico e prognosi.
Diversi meccanismi biologici regolano la crescita, la progressione e la risposta ai trattamenti;
per questo motivo, tumori con fenotipo simile possono mostrare comportamenti biologici e
sensibilita terapeutiche differenti (Lukasiewicz S. et al., 2021).

Storicamente, la classificazione del carcinoma mammario si € basata sull’osservazione
morfologica del tumore e sulla valutazione dell’interessamento linfonodale ascellare (Figura
1), riconosciuto come uno dei principali fattori prognostici. Sebbene la classificazione
istopatologica tradizionale continui a rivestire un ruolo fondamentale nella diagnosi, lo sviluppo
delle tecnologie molecolari e della bioinformatica ha ampliato le metodiche di indagine clinica,
consentendo una stratificazione piu accurata dei tumori e 1’adozione di approcci terapeutici
personalizzati (Rakha EA. et al., 2023).

Figura 1. Rappresentazione schematica della
mammella. La colorazione mette in evidenza
il tessuto mammario e il sistema linfatico che
porta ai linfonodi ascellari.
https://www.popsci.it/carcinoma-mammario-
parte-studio-destiny-breast05-valutera-
trastuzumab-deruxtecan-come-terapia-
adiuvante/

1.1.1. Epidemiologia

A livello globale, il carcinoma della mammella rappresenta la neoplasia piu frequentemente
diagnosticata nelle donne, con un’incidenza in crescita, ma con una tendenza alla riduzione della
mortalita grazie ai progressi nella diagnosi precoce e nelle strategie terapeutiche mirate. Le stime
piu recenti indicano un aumento del numero di nuovi casi anche grazie all’applicazione dello
screening, accompagnato da un miglioramento della sopravvivenza a lungo termine (Figura 2).
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Figura 2. Andamenti nel tempo dell’incidenza e della mortalita per tumore della mammella.
https://seer.cancer.gov/archive/csr/1975_2012/results_merged/sect_04_breast.pdf?

In Italia, i dati epidemiologici piu aggiornati (Linee guida AIOM Ed. 2024) confermano questa
tendenza: il carcinoma mammario continua a essere la neoplasia pit comune tra le donne, con
circa 53.600 nuovi casi nel 2024, corrispondenti a circa il 30 % di tutte le diagnosi tumorali
femminili. Secondo il rapporto dell’Associazione Italiana di Oncologia Medica (AIOM), la
sopravvivenza relativa a 5 anni per le pazienti con carcinoma mammario supera 1’86 % (Figura
3).
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Secondo le stime GLOBOCAN, i tassi di incidenza standardizzati per eta (ASIR) del carcinoma
mammario evidenziano significative differenze tra paesi con diversi livelli di sviluppo socio-
economico. Nei paesi ad alto indice di sviluppo (High SDI), I’ASIR era di circa 66,9 nuovi casi
per 100 000 donne, significativamente superiore ai 6,99 casi per 100 000 osservati nei paesi a
basso SDI, confermando I’esistenza di un gradiente epidemiologico legato al reddito nazionale
(Lukasiewicz S. et al., 2021, Yang M. et al., 2024, Yeong SW. et al., 2024, Sha R. et al., 2024).


https://www.aiom.it/wp-content/uploads/2023/12/2023_AIOM_NDC-web.pdf
https://www.aiom.it/wp-content/uploads/2023/12/2023_AIOM_NDC-web.pdf
https://www.aiom.it/wp-content/uploads/2023/12/2023_AIOM_NDC-web.pdf

Questa discrepanza nell’incidenza ¢ in parte attribuibile alle differenze nella disponibilita e
nell’implementazione di programmi di screening proposti dai sistemi sanitari in paesi ad alto
SDI.

In questi contesti, I’ampio accesso a strategie di prevenzione secondaria, finalizzate alla diagnosi
precoce contribuisce alla maggiore incidenza segnalata. Nello specifico, le donne di eta
compresa tra 50 e 69 anni sono invitate a sottoporsi a mammaografia biennale, mentre le donne
ad alto rischio (ad esempio portatrici di mutazioni BRCA o con forte familiarita per carcinoma
mammario) sono raccomandate a eseguire controlli annuali, generalmente mediante
mammografia e, nei casi selezionati, risonanza magnetica (MRI), al fine di facilitare la diagnosi
precoce e migliorare gli esiti clinici.

1.1.2. Fattori di rischio

| fattori di rischio possono distinguersi in non modificabili e modificabili (Harbeck N. et al.,
2019, Lukasiewicz S. et al., 2021) (Tabella 1).

Tabella 1. Riassunto dei principali fattori di rischio per il carcinoma mammario, distinguendo tra
fattori non modificabili e fattori modificabili.

Fattori Non Modificabili

Fattori Modificabili

Sesso femminile

Terapia ormonale sostitutiva

Eta avanzata

Dietilstilbestrolo

Storia familiare (di tumore al seno o
all'ovaio)

Attivita fisica

Mutazioni genetiche

Sovrappeso/obesita

Razza/etnia

Assunzione di alcol

Gravidanza e allattamento

Fumo

Ciclo mestruale e menopausa

Integrazione vitaminica insufficiente

Densita del tessuto mammario

Esposizione eccessiva alla luce artificiale

Precedente storia di tumore al seno

Consumo di cibi trasformati

Malattie benigne della mammella

Esposizione a sostanze chimiche

Precedente terapia radiante

Altri farmaci

Tra i fattori di rischio non modificabili per il carcinoma mammario, il sesso femminile
rappresenta uno dei principali. La maggiore e prolungata esposizione agli ormoni sessuali, in
particolare estrogeni e progesterone, gioca un ruolo cruciale nello sviluppo della malattia, poiché
le cellule della ghiandola mammaria sono particolarmente sensibili all’azione di questi ormoni.
(Nelson HD. et al., 2012).

Anche D’eta rappresenta un importante fattore predisponente: l'incidenza aumenta con
I'invecchiamento, verosimilmente per I'accumulo di mutazioni cellulari nel tempo
(Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer., 2001). Inoltre, e stato osservato
che 1 sottotipi molecolari del carcinoma possono variare in base all’eta: ad esempio, il tipo triplo
negativo e piu frequente nelle donne giovani, mentre il sottotipo luminale A é prevalente nelle
pazienti piu anziane. (Lukasjewicz S. et al., 2021).



La storia familiare costituisce un altro fattore di rischio ben documentato. Avere parenti di primo
grado con carcinoma mammario diagnosticato in eta giovane, incrementa significativamente il
rischio individuale. (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer., 2001). Cio €
legato sia a fattori ambientali condivisi, sia a alterazioni epigenetiche (Mavaddat N. et al., 2015)
e mutazioni genetiche ereditarie, in particolare nei geni BRCAL1 e BRCA2 (Narod SA., 2021).
Un altro elemento da considerare € la densita del tessuto mammario (Figura 4). Le donne con
mammelle ad alta densita, in cui prevale il tessuto fibro-ghiandolare rispetto a quello adiposo,
presentano un rischio aumentato di insorgenza neoplastica (Bodewes FTH. et al., 2022).
Parallelamente, I’elevata densitda mammaria puo interferire con la diagnosi precoce, poiché il
tessuto fibro-ghiandolare riduce il contrasto radiologico e pud mascherare la presenza di lesioni
neoplastiche (Boyd NF. et al., 2007).

Condizioni benigne della mammella, come iperplasia atipica o carcinoma in situ, e fattori
riproduttivi/ormonali, come menarca precoce e menopausa tardiva, nulliparita e prima
gravidanza tardiva aumentano 1’esposizione agli estrogeni e quindi il rischio complessivo
(Lukasjewicz S. et al., 2021).

Figura 4. Esiti diversi di una mammografia.

A. Quasi interamente adiposo. B. Aree sparse di
densita fibro-ghiandolare. C. Densita eterogenea.
D. Estremamente denso.
https://www.mayoclinic.org/tests-
procedures/mammogram/in-depth/dense-breast-
tissue/art-20123968

Per quanto riguarda i fattori di rischio modificabili, € stata riscontrata una possibile associazione
tra I’assunzione di determinati farmaci e¢ 1’aumentato rischio di sviluppo di carcinoma
mammario; tra i piu studiati figura il dietilstilbestrolo (DES), un estrogeno sintetico impiegato
in passato in gravidanza e oggi abolito (Lukasjewicz S. et al., 2021) e 1’uso prolungato della
terapia ormonale sostitutiva (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer.,
2001).

Altri fattori di rischio modificabili sono I’indice di massa corporea (BMI) elevato e sarcopenia,
in condizioni di sovrappeso o obesita, che risultano correlati a un rischio aumentato di carcinoma
mammario, soprattutto nelle donne in postmenopausa (Escala-Garcia M. et al., 2020). L’eccesso
di tessuto adiposo puo peggiorare la prognosi, poiché e metabolicamente attivo e favorisce
inflammazione cronica, insulino-resistenza e produzione di estrogeni. Gli acidi grassi liberi
(FFA) attivano la proteina chinasi C (PKC), che stimola la via PISBK/AKT, promuovendo
proliferazione cellulare ¢ resistenza all’apoptosi (Figura 5).


https://www.mayoclinic.org/tests-procedures/mammogram/in-depth/dense-breast-tissue/art-20123968
https://www.mayoclinic.org/tests-procedures/mammogram/in-depth/dense-breast-tissue/art-20123968
https://www.mayoclinic.org/tests-procedures/mammogram/in-depth/dense-breast-tissue/art-20123968
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(Mukherjee A. et al., 2022).

Omental metastasis

Un BMI elevato spesso coesiste con il diabete di tipo 2, condizione che peggiora la prognosi nel
carcinoma mammario. Il diabete di tipo 2 aumenta la mortalita generale e specifica per tumore,
a causa di iperglicemia, iperinsulinemia e inflammazione cronica, che favoriscono crescita
tumorale e progressione della malattia (Escala-Garcia M. et al., 2020).

Il consumo di alcol e di fumo rappresentano importanti fattori di rischio per il carcinoma
mammario, poiché I’alcol aumenta i livelli di estrogeni e attiva meccanismi cancerogeni, mentre
le sostanze tossiche del fumo inducono mutazioni del DNA, in particolare del gene p53
(Lukasjewicz S. et al., 2021).

Anche la dieta influisce sul rischio di carcinoma mammario: il consumo di alimenti ultra-
processati, grassi saturi e carni lavorate aumenta il rischio (Narod SA., 2021).

L’esposizione cronica a sostanze chimiche ambientali, come il diclorodifeniltricloroetano
(DDT), i policlorobifenili (PCB) e gli idrocarburi policiclici aromatici (IPA), solventi e
insetticidi, puo alterare I’equilibrio endocrino e favorire la cancerogenesi mammaria, soprattutto
nelle fasi precoci dello sviluppo. Questi agenti, interferenti endocrini o promotori di modifiche
epigenetiche, provocano alterazioni cellulari potenzialmente irreversibili e fanno parte
dell’esposoma, ossia tutte le esposizioni ambientali non genetiche che influenzano la salute nel
corso della vita (Boyd NF. et al., 2007, Lukasjewicz S. et al., 2021).

Per quanto riguarda i fattori protettivi, uno dei principali documentati ¢ I’attivita fisica regolare,
in grado di ridurre 1’esposizione agli ormoni sessuali, modulare la risposta immunitaria e
regolare fattori di crescita quali I’IGF-1 (Nelson HD. et al., 2012).

Altri fattori protettivi: sono multiparieta, prima gravidanza in eta giovane (<30 anni) e
allattamento al seno.

Anche la dieta svolge un ruolo rilevante nella modulazione del rischio di carcinoma mammario.
In particolare, I’integrazione di vitamina D ¢ stata associata a una riduzione dell’incidenza e
della mortalita, probabilmente grazie ai suoi effetti immunomodulanti e alla capacita di inibire
la proliferazione cellulare. Inoltre, un’alimentazione ricca di vegetali, fibre, acidi grassi omega-
3 e fitoestrogeni sembra esercitare un effetto protettivo; tuttavia, 1’impatto di alcuni composti,
quali daidzeina e genisteina, soprattutto se assunti a dosi elevate, rimane oggetto di dibattito in
letteratura (Narod SA., 2021).



1.1.3. Evoluzione della diagnosi e classificazione istopatologica e molecolare del tumore
alla mammella

La diagnosi e la classificazione del carcinoma mammario sono notevolmente evolute negli
ultimi decenni grazie ai progressi scientifici e tecnologici (Rakha EA. et al., 2023, Lukasjewicz
S.etal., 2021). La scoperta del significato biologico dei recettori ormonali avvenuta negli anni
’60, apri la strada a classificazioni basate non solo sulla morfologia, ma anche sulla biologia del
tumore (Rakha EA. et al., 2023). Negli anni *80, lo screening mammografico e 1’aggiornamento
dei criteri istologici migliorarono la diagnosi precoce e la prognosi (Linee guida AIOM ed.
2024). Negli anni 90, I’introduzione della biopsia del linfonodo sentinella, I’identificazione
delle mutazioni BRCA e le prime terapie mirate segnarono ulteriori passi avanti, accompagnati
dall’integrazione di parametri biologici come 1’espressione di recettori per estrogeno e/o
progesterone, (ER, PR), HER2 e Ki-67 nella classificazione molecolare (Rakha EA. et al., 2023,
Linee guida AIOM ed. 2024). Oggi, la classificazione del carcinoma mammario si basa su:

1. Tipo istologico: distingue forme invasive e non invasive e considera 1’origine tissutale
del tumore (carcinomi duttale o lobulare) con sottotipi che differiscono per
caratteristiche biologiche e prognosi (Rakha EA. et al., 2023).

2. Stadiazione TNM (Tumor, Nodes, Metastasis): valuta dimensione del tumore,
interessamento linfonodale e la presenza di metastasi (AJCC/UICC, 8th ed.).

3. Grado istologico (Nottingham/Elston-Ellis): considera differenziazione, atipie
nucleare e attivita mitotica delle cellule tumorali, (gradi G1-G3) (Rakha EA. et al., 2023,
Linee Guida AIOM ed. 2024).

4. Classificazione molecolare: si basa sull’espressione immunoistochimica di estrogeno
(ER), progesterone (PR), HER2 e Ki-67, a fine di identificare sottogruppi tumorali con
caratteristiche biologiche e risposte terapeutiche differenti (Perou CM. et al., 2000,
Rakha EA. et al., 2023).

In base a queste espressioni, Sgrlie T. et al. nel 2001 e nel 2003 hanno raffinato la
classificazione:
- Luminale A: ER+/PR+, HER2—-, Ki-67 basso: migliore prognosi, sensibilita
all’ormonoterapia.
- Luminale B: ER+/PR variabile, puo essere HER2+, Ki-67 alto: prognosi intermedia.
- HER2-enriched: HER2+, ER/PR—: piu aggressivo ma responsivo alle terapie anti-
HER2.
- Basal-like (triplo negativo): ER—, PR—, HER2—: prognosi peggiore, colpisce spesso
pazienti giovani (Figura 6).
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| sottotipi molecolari descritti da Sgrlie et al. si basano su differenze biologiche descritte in
lavori di Perou CM. et al. nel 2000 che hanno dimostrato 1’esistenza di pattern distinti di
espressione genica. Perou et al. hanno utilizzato analisi di espressione genica su microarray per
identificare cluster tumorali biologicamente distinti (Figura 7).

Subtype A

Figura 7. Heatmap dell’espressione
genica: la figura mostra la variazione
nell’espressione di 1.753 geni analizzati
in 84 campioni di carcinoma mammario.
Questa mappa evidenzia i diversi pattern
di espressione genica che hanno
permesso di identificare i sottotipi
molecolari intrinseci del tumore (Perou
CM. et al., 2000).




| profili di espressione genica identificati da Perou et al. hanno costituito il razionale biologico
per lo sviluppo di test molecolari standardizzati finalizzati all’applicazione clinica della
classificazione intrinseca. In questo contesto, Parker et al. hanno sviluppato nel 2009 il test
PAMS50 (Prediction Analysis of Microarray 50), test di espressione genica per classificare il
tumore in sottotipi molecolari intrinseci e fornire informazioni prognostiche e, in parte,
predittive. Si tratta di un’analisi di 50 geni che permette di assegnare con un’accuratezza del
93% i sottotipi molecolari del tumore, stimare il rischio di recidiva a distanza e supportare
decisioni terapeutiche, come 1’impiego della chemioterapia adiuvante (Lukasiewicz S. et al.,
2021).

Inoltre, é stato sviluppato il Prosigna® Stage che integra i risultati molecolari derivati dal test
PAMS50, con le caratteristiche clinico-patologiche tradizionali (parametri anatomici della
stadiazione TNM con il grado istologico, lo stato dei recettori ormonali (ER e PR), e rappresenta
un sistema di stadiazione prognostica integrata per una piu accurata stratificazione del rischio
di recidiva nel carcinoma mammario.

1.2. Cenni di strategie terapeutiche

Il trattamento del carcinoma mammario & multidisciplinare e personalizzato.

Le strategie vengono definite in funzione dell’estensione della malattia, delle condizioni cliniche
della paziente e delle caratteristiche biologiche e molecolari del tumore.

L’approccio terapeutico puo includere trattamenti locali e trattamenti sistemici, Spesso
combinati in modo sequenziale o integrato. | trattamenti locali mirano al controllo della malattia
in sedi specifiche e comprendono la chirurgia, la radioterapia e, in contesti selezionati, procedure
interventistiche, ovvero tecniche mini-invasive come radiofrequenze e crioablazione. Questi
approcci possono avere finalita curative, di consolidamento o palliative, a seconda del quadro
clinico e dello stadio.

Le terapie sistemiche sono scelte principalmente sulla base del profilo molecolare del tumore.
Esse includono la chemioterapia, I’ormonoterapia, le terapie a bersaglio molecolare e

I’immunoterapia.

1.2.1. Strategie terapeutiche per il carcinoma mammario in stadio iniziale

Quando il tumore é confinato alla mammella e/o ai linfonodi regionali, senza diffusione ad altri
organi, I’obiettivo principale del trattamento ¢ la guarigione.

Le opzioni terapeutiche includono:

o Chirurgia: la chirurgia conservativa (quadrantectomia, tumorectomia), prevede
I’asportazione del tumore con margini liberi da cellule neoplastiche, preservando la
maggior parte del tessuto mammario; la mastectomia comporta la rimozione completa
della ghiandola mammaria.



La chirurgia mammaria puo essere associata alla chirurgia linfonodale ascellare nei casi
in cui il linfonodo sentinella risulti positivo, o vi sia malattia clinicamente evidente.
Terapia neoadiuvante: il trattamento sistemico somministrato prima della chirurgia ha
diversi scopi e offre diversi vantaggi. Puo ridurre la massa tumorale quando, per
dimensioni o localizzazione, la neoplasia risulta inizialmente non operabile. Inoltre, la
risposta al trattamento consente di adattare la strategia terapeutica dopo I’intervento
chirurgico in caso di risposta subottimale, come avviene ad esempio nei tumori HER2-
positivi e nei tumori triplo negativi; la presenza di malattia residua dopo terapia
neoadiuvante assume un significativo valore prognostico, essendo associata a una
prognosi sfavorevole. Tale terapia preoperatoria & stata introdotta e validata nel
carcinoma mammario da Bernard Fisher attraverso gli studi del National Surgical
Adjuvant Breast and Bowel Project (NSABP) (Fisher B. et al., 1997).

Terapia sistemica adiuvante: terapia postoperatoria con 1’obiettivo di eliminare eventuali
cellule tumorali residue e prevenire la recidiva della malattia. L’introduzione della
terapia adiuvante post-chirurgica e stata storicamente attribuita al Professor Gianni
Bonadonna e ai suoi collaboratori dell’Istituto Nazionale dei Tumori di Milano. Questa
strategia rappresentd un’importante innovazione, poiché il carcinoma mammario
divenne la prima neoplasia in cui la chemioterapia post-chirurgica dimostro un effetto
significativo sulla sopravvivenza (Bonadonna G. et al., 1976).

1.2.2. Strategie terapeutiche per il carcinoma mammario metastatico

Il carcinoma in stadio avanzato (tumore metastatico) € una neoplasia caratterizzata dalla
diffusione delle cellule tumorali dal sito primario a organi o tessuti distanti, attraverso vie
linfatiche o ematiche, con conseguente formazione di metastasi. In questa fase di malattia,
I’obiettivo terapeutico € il prolungamento della sopravvivenza, il controllo dei sintomi e il
miglioramento della qualita della vita.

Per queste pazienti ¢ standard I’utilizzo immediato di terapia sistemica.
Le principali opzioni terapeutiche includono (Figura 8):

Chemioterapia: con attivita citotossica.

Ormonoterapia per tumori ER+: comprende gli inibitori dell’aromatasi (ad es.
Letrozolo), che agiscono bloccando la sintesi degli estrogeni a partire da androgeni; il
Tamoxifene, modulatore selettivo del recettore estrogenico (SERM); i Selective estrogen
receptor degraders (SERDs), come Fulvestrant, che determinano la degradazione del
recettore per estrogeni. Nelle pazienti giovani e in eta pre-menopausale, I'ormonoterapia
viene spesso associata al trattamento con analoghi del LHRH (es. Goserelina), al fine di
ridurre la stimolazione estrogenica ovarica, inducendo menopausa farmacologica.
Terapie target: includono gli inibitori di CDK4/6 (come Abemaciclib), le terapie anti-
HER2 (es. Trastuzumab, Pertuzumab), i PARP-inibitori nelle pazienti con mutazioni
BRCAL/2, nonché farmaci diretti contro specifiche alterazioni molecolari, quali

9



mutazioni di ESR1 (SERD orali come Elacestrant) e mutazione di PIK3CA (inibitori di
PI3K come Alpelisib).

o Immunoterapia: utilizzata in combinazione con chemioterapia. Negli ultimi anni, in
particolare in alcuni sottogruppi di carcinoma mammario triplo negativo,
I’immunoterapia ¢ stata progressivamente integrata sia nel setting precoce che
metastatico.

) ()

(ER+ e/o PR+, HER2-) (ER/PR+0-) (ER- PR- HER2-)
Ormonoterapia Terapia a bersaglio molecolare Chemioterapia
(£ chemioterapia) + chemioterapia Immunoterapia

(* ormonoterapia)

Ormonoterapia Terapia a bersaglio mirato Chemioterapia
Tamoxifene Trastuzumab (anti-HER2) Antracicline
Inibitori dell'aromatasi Pertuzumab (anti-HER2) Taxani
Agonisti del LHRH T-DM1 (anti-HER2) Ciclofosfamide Figura 8 Schema terapeutico

Bifosfonati Capecitabina adattato dalle Linee Guida ESMO
Denosumab (inibitore di RANKL) Carboplatino ABCS5. (Cardoso F. et al., 2020).

1.2.3. Effetti a lungo termine delle terapie oncologiche nel carcinoma mammario

Negli ultimi decenni, i progressi nelle terapie oncologiche hanno determinato un significativo
miglioramento della prognosi e della sopravvivenza delle pazienti con carcinoma mammario, in
particolare nelle forme HER2-positive e nelle fasi iniziali di malattia. Tuttavia, ’aumento della
sopravvivenza ha messo in evidenza nuove problematiche legate agli effetti a lungo termine dei
trattamenti antitumorali, tra cui cardiotossicita (es. insufficienza cardiaca), neurotossicita (es.
neuropatia periferica), disfunzioni endocrine (es. alterazioni della funzione tiroidea,
ipogonadismo, osteoporosi), rischio di neoplasie secondarie in particolare in relazione alla
tossicita ematologica e alla comparsa di emopoiesi clonale [argomento in dettaglio nella sezione
“Altre Attivita™], (Gegechkori N. et al., 2017, Steensma DP. and Bolton KL., 2020, Reed SC. et
al., 2023, Nguyen YTM. et al., 2025).

1.3. Human Epidermal growth factor Receptor 2 (HER2)

HER2 é una proteina transmembrana appartenente alla famiglia dei recettori del fattore di
crescita epidermico (EGFR/ErbB), dotata di attivita tirosin-chinasica. Questi recettori mediano

segnali intracellulari che regolano la proliferazione, la sopravvivenza e la crescita cellulare.
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Normalmente espresso a livelli bassi sulle cellule sane, in una sottopopolazione di tumori
mammari risulta sovraespresso, contribuendo alla proliferazione cellulare incontrollata e alla
progressione neoplastica (Figura 9).
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Figura 9. Confronto dell’espressione del recettore HER2 in
una cellula epiteliale mammaria normale e in una cellula di
carcinoma mammario HER2-positivo. https://blog.dana-
farber.org/insight/2016/03/what-is-her2-positive-breast-

cancer/
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Figura 10. Sovraespressione di HER2 e vie di
regolazione della trascrizione genica (Cheng X. et al.,
2024).

HER2, in seguito a dimerizzazione, viene
attivato, determinando la fosforilazione del
dominio I'attivazione delle
principali vie di segnalazione:

- PIBK/AKT, che promuove la
cellulare e inibisce

intracellulare,

sopravvivenza
I’apoptosi;

- mTOR, che stimola la crescita e la
proliferazione cellulare;

- RAS-RAF-MEK-ERK, che trasloca
nel nucleo attivando la trascrizione di geni
proliferativi, come c-Myc (Figura 10).

I tumori mammari HER2-positivi tendono a presentare una crescita piu rapida e un maggiore
potenziale metastatico rispetto ad altri sottotipi.
L'espressione di questo recettore si riscontra in circa il 15-25% dei tumori mammari, ed & un
parametro fondamentale per la scelta della strategia terapeutica.

Secondo 1’algoritmo di valutazione proposto dalle linee guida ASCO-CAP 2018 (Wolff AC. et

al.,

2018) il tumore pud essere classificato in base allo stato HER2 tramite analisi di

immunoistochimica (IHC) e classificato come segue:

HER2-negativo (score 0): assenza di colorazione della membrana cellulare. Questi
tumori non rispondono ai trattamenti mirati contro HER2,;

HER2-ultralow (score 0): colorazione debole presente in meno del 10% delle cellule.
Questa categoria € in fase di studio per valutare la risposta a trattamenti HER2-specifici;
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- HER2-low: score 1+ indica una colorazione debole in oltre il 10% della membrana
cellulare delle cellule; score 2+, invece, indica una colorazione moderata in piu del 10%
delle cellule, e richiede conferma tramite il test di ibridazione in situ fluorescente (FISH).
Per essere considerato low deve dimostrare una mancata amplificazione del gene sul
DNA. Questi tumori possono rispondere a trattamenti HER2-specifici di nuova
generazione.

- HER2-positivo: score 2+ con FISH positiva indica tumori con colorazione moderata in
pit del 10% delle cellule; score 3+ in tumori con colorazione intensa e completa in piu
del 10%. Questi tumori vengono sempre trattati con farmaci mirati contro HER2 (Figura
11, Figura 12) (Perou CM. et al., 2000, Tarantino P. et al., 2020, Modi S. et al., 2022,
Molinelli C. et al., 2022, Marchio C. et al., 2023).
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Figura 11. Rappresentazione schematica dell’espressione di HER2 e dello score associato, secondo le
linee guida ASCO/CAP (Wolff AC. et al., 2018); colorazione ematossilina-eosina di preparati istologici
tessuto tumorale. (Marchio C. et al., 2023).

Figura 12. Valutazione dell'amplificazione di
HER2 (A) Caso con assenza di amplificazione
HER2, in cui il rapporto tra HER2 (segnali rossi) e
CEP17 (segnali verdi) & chiaramente inferiore a
1,8;(B) Caso con amplificazione positiva di HER2,
in cui il rapporto tra HER2 (segnali rossi) e CEP17
(segnali verdi) risulta chiaramente superiore a 2,2.
(Sui W. et al., 2009).

12



1.3.1. Strategie terapeutiche specifiche

La maggior parte dei carcinomi mammari HER2-positivi e caratterizzata da un fenotipo
biologicamente aggressivo. Circa il 50% di questi tumori co-esprime i recettori ormonali per
estrogeni e/o progesterone, mantenendo una potenziale sensibilita alla terapia endocrina.

Dal punto di vista terapeutico, i tumori HER2-positivi mostrano una risposta significativa al
trattamento con terapie anti HER2; gli anticorpi monoclonali come trastuzumab e pertzumab
sono stati i primi farmaci impiegati in tale ambito.

La scelta della terapia dipende da vari fattori, tra cui lo stadio, 1’eta, lo stato menopausale, il
carico tumorale, I’assetto molecolare della malattia (Liu X. et al., 2022). T-DM1 (Trastuzumab
Emtansine) e T-DXd (trastuzumab deruxtecan) sono farmaci piu recenti, nati dall’innovazione
tecnologica e fanno parte della famiglia degli anticorpi farmaco-coniugati (ADC). Gli ADC
sono farmaci composti da tre elementi fondamentali:

1. Un anticorpo monoclonale, specifico per un antigene espresso sulla superficie delle
cellule tumorali.

2. Un linker, che collega I’anticorpo alla molecola citotossica.
Un farmaco attivo, solitamente ad alta potenza citotossica.

Una delle caratteristiche pit innovative di questi farmaci é effetto bystander, per cui, una volta
rilasciata, la sostanza attiva puo diffondersi e colpire anche le cellule tumorali vicine (von Arx
C. etal., 2023, Cortées J. et al., 2022, Schettini F. et al., 2025).

Inizialmente, 1’efficacia di T-DXd & stata valutata e approvata nei pazienti con tumore
mammario metastatico HER2-positivo, confrontandolo con T-DML1, primo anticorpo coniugato
prodotto.

Lo studio registrativo di fase 111 DESTINY-Breast03 ha valutato ’efficacia di T-DXd rispetto a
T-DML1 in pazienti con carcinoma mammario avanzato HERZ2-positivo precedentemente
trattate. T-DXd ha dimostrato un miglioramento statisticamente significativo della
sopravvivenza libera da progressione (PFS) rispetto a T-DM1, determinando un cambiamento
rilevante nel paradigma terapeutico di riferimento per questo setting (Figura 13) (Cortés J. et
al., 2022).
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(PFS), nello studio DESTINITY-Breast03 (Cortés J. et al., 2022).

Figura 13. Grafico con curve Kaplan-Meier rappresentative della sopravvivenza libera da progressione

Sulla base delle evidenze disponibili, & corretto affermare che gli ADC possono contribuire a
riattivare I’immunosorveglianza (Figura 14), indirettamente, attraverso meccanismi come:
["immunogenic cell death (morte cellulare immunogenica) che rilascia segnali pro-inflammatori
e antigeni tumorali, I’attivazione del microambiente immunitario (cellule dendritiche, linfociti
T e Natural Killer), la generazione di risposte immunitarie durature come le cellule T memoria

(Chang HL. et al., 2023).
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Figura 14. Schematizzazione dell’azione antitumorale dovuta al trattamento con ADC, che non agiscono
solo contro le cellule tumorali, ma stimolano anche I’immunita antitumorale, promuovendo ’attivazione
delle cellule dendritiche, ’aumento dell’espressione di MHC-I, favorendo l’infiltrazione di linfociti T
(CD4+, CD8"), e attivando meccanismi come ADCC (Chang HL. et al., 2023).
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1.3.2. Significato di espressione HER2-low, HER2-very low

Il carcinoma mammario HER2-low rappresenta circa il 32%-65% di tutti i tumori della
mammella HER2-negativi. Nel 2020-2021, diversi autori avevano ipotizzato la possibilita di
estendere le terapie anti-HER2 anche ai tumori classificati come HER2-low, ovvero con
espressione bassa di HER2 ma non sufficiente per rientrare nella categoria HER2-positiva
secondo i criteri tradizionali (Modi S. et al., 2022, Tarantino P. et al., 2020, Miglietta F. et al.,
2021). Questa ipotesi & stata successivamente confermata dallo studio clinico DESTINY-
Breast04, pubblicato nel 2022 su The New England Journal of Medicine, che ha dimostrato
I’efficacia di T-DXd nel trattamento del carcinoma mammario metastatico HER2-low, rendendo
di fatto questo tipo di tumori un sottotipo a sé stante e aprendo la strada a nuove strategie
terapeutiche specifiche.

In questo contesto sono stati condotti numerosi studi volti ad approfondire il ruolo degli ADC
nel setting HER2-low, trai quali la revisione condotta da von Arx C. et al., nel 2023. Lo studio
mostra risultati promettenti in termini di efficacia e sicurezza di T-DXd nei tumori HER2-low e
in neoplasie solide differenti dal carcinoma mammario (von Arx C. et al., 2023, Schettini F. et
al., 2025, Cortees J. et al., 2024).

Per quanto riguarda I’HER2-ultralow (espressione minore del 10%), studi clinici, come
DESTINY-Breast06, hanno dimostrato che anche questi tumori potrebbero beneficiare del
trattamento con T-DXd in setting metastatico, aprendo la strada a un’ulteriore estensione degli
ADC anti-HER? in questa popolazione (Takada K. et al., 2025).
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Scopo della tesi

SCOPO DELLA TESI

L’obiettivo principale di questo progetto di tesi e la caratterizzazione molecolare e genomica
del carcinoma mammario HER2-low in pazienti positive al recettore degli estrogeni (ER+), al
fine di raffinare le strategie terapeutiche e personalizzare il trattamento ed in particolare valutare
se i carcinomi mammari recettori ormonali positivi (ER+) HER2-low e HER2-0 rappresentano
entita cliniche e biologiche distinte, e se 1’espressione di HER2 correla con una peggiore
prognosi. Si inserisce in uno studio multicentrico finanziato dal MIUR (Ministero
dell’Universita e della Ricerca) in un Bando PRIN 2022 - Progetto NextGIM, finalizzato alla
caratterizzazione genomica, immunologica e prognostico-predittiva delle pazienti con
carcinomi mammari ER+ e HER2-low/HER2-0. Come gia descritto, tale sottogruppo é
caratterizzato da una notevole eterogeneita biologica, che influenza la prognosi e la risposta ai
trattamenti adiuvanti: mentre la maggioranza delle pazienti mostra una prognosi favorevole e
potrebbe beneficiare di un depotenziamento terapeutico, circa il 15-30% sviluppa recidive
nonostante le terapie disponibili, evidenziando la necessita di nuove strategie terapeutiche.
L’analisi ha riguardato pazienti con tumore della mammella classificato alla diagnosi come
HER2 negativo e arruolate in tre trials clinici randomizzati del Gruppo Italiano Mammella
(GIM), in particolare gli studi GIM-2 GIM-4 GIM-10. Le pazienti incluse in questo progetto
presentavano un profilo HER2-negativo definito come score IHC 0, 1+ o 2+ non amplificato.
Recenti evidenze cliniche hanno dimostrato una significativa attivita terapeutica di ADCs diretti
contro HERZ2, quali Trastuzumab Deruxtecan, anche in pazienti tradizionalmente classificate
come HER2-negative. Alla luce di tali risultati, la bassa espressione di HER2 ha acquisito
rilevanza come potenziale biomarcatore predittivo di risposta agli ADCs anti-HER2.

Il presente lavoro si propone di caratterizzare piu accuratamente il fenotipo tumorale dei
carcinomi HER2 negativi, valutando I’esistenza di sottotipi biologicamente distinti, in
particolare HER2-low (score IHC 1+ e 2+ non amplificato dal test FISH) e HER2-ultralow
(score IHC 0, ma espressione minima di HER2, positivita incompleta e debole in <10% delle
cellule tumorali). La piattaforma nCounter® (NanoString Technologies), mediante il pannello
nCounter® Breast Cancer 360, € stata utilizzata per la caratterizzazione dell’espressione genica
di un set predefinito di geni associati al carcinoma mammario. L’analisi ¢ stata condotta su RNA
estratto da campioni di tessuto fissato in formalina e incluso in paraffina (FFPE), utilizzando kit

commerciali dedicati all’isolamento dell’RNA.
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Materiali e Metodi

MATERIALI E METODI

3.1. Caratterizzazione del tumore mammario HER2-low

L’analisi del profilo di espressione genica, la rivalutazione di HER2 e la determinazione della
presenza di TILs sono state condotte su blocchetti FFPE (formalin-fixed, paraffin-embedded) di
archivio delle pazienti arruolate presso i diversi centri partecipanti.

I blocchetti considerati idonei per 1’analisi molecolare alla valutazione del patologo (quantita di
tessuto tumorale infiltrante superiore al 50%) sono stati sottoposti ad estrazione e valutazione
quali-qualitativa dell’RNA; i campioni adeguati sono stati successivamente analizzati con il

pannello nCounter® BC360 su piattaforma Nanostring.

In Figura 15 e schematizzato il workflow sperimentale.
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Figura 15. Disegno sperimentale

3.2. Criteri di inclusione ed esclusione

Sono stati inclusi nello studio campioni provenienti da pazienti precedentemente arruolate
presso i centri partecipanti in studi clinici randomizzati condotti nel setting adiuvante del
Consorzio GIM, in particolare:
1. Lo studio GIM2 ha randomizzato 2.003 pazienti con carcinoma mammario con
coinvolgimento linfonodale, in pre- e post-menopausa, a ricevere chemioterapia

adiuvante a dose-dense oppure a intervalli standard (Del Mastro L. et al., 2015).
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2. Lo studio GIM4-LEAD ha randomizzato 2.096 pazienti in post-menopausa con
carcinoma mammario, che avevano ricevuto 2-3 anni di tamoxifene adiuvante, a
ricevere letrozolo adiuvante per 5 anni oppure per 2-3 anni (Del Mastro L. et al., 2021)

3. Lo studio GIM10-CONSENT ha randomizzato 1.000 pazienti in post-menopausa con
carcinoma mammario a ricevere terapia adiuvante chemio-endocrina in modalita
concomitante oppure sequenziale.

Erano eleggibili per il progetto tutte le pazienti arruolate negli studi GIM2, GIM4 e GIM10
presso ciascuna unita di ricerca e con diagnosi di carcinoma mammario ER+/HER2-negativo o
ER+/HER2-indeterminato al referto anatomopatologico iniziale. Questi i criteri di inclusione:

1. Diagnosi di carcinoma mammario invasivo in fase precoce.

2. Carcinoma mammario HER2-negativo definito come: espressione di HER2 pari a 0 0
1+ all’immunoistochimica (IHC), oppure espressione di HER2 pari a 2+ all’'IHC in
assenza di amplificazione del gene ERBB2 rilevata mediante ibridazione in situ
fluorescente (FISH).

3. Carcinoma mammario con recettori estrogenici positivi (ER-positivo) definito come:
espressione del recettore per gli estrogeni >1% valutata mediante IHC a livello locale.

4. Consenso informato firmato.

Sono stati esclusi dallo studio i campioni caratterizzati da:

1. Espressione di HER2 pari a 3+ alla valutazione IHC.

2. Espressione di HER2 pari a 2+ con amplificazione genica confermata mediante FISH.

3.3. Preparazione, caratterizzazione immunoistochimica e valutazione
dell’adeguatezza delle sezioni di tumore per analisi molecolari

e Sezione, rivalutazione di HER2 e valutazione dei TILs

I blocchetti di tessuto FFPE sono stati sezionati presso la UO Anatomia Patologia dei
centri di appartenenza, medianti microtomo. Le sezioni ottenute sono state utilizzate per
diverse analisi, tra cui:

- Selezione dei blocchetti: presso il Policlinico San Martino inizialmente e stata

effettuata la valutazione su sezioni colorate con ematossilina—eosina dei
blocchetti, ove possibile sull’incluso su cui erano state eseguite le valutazioni dei
biomarcatori (ER, PgR e HER?2) alla diagnosi, al fine di selezionare i campioni
con una percentuale di tessuto tumorale infiltrante superiore al 50%.

- Larivalutazione dello stato di HER2 si é resa necessaria per aggiornare lo stato

di HERZ2, incluso il sottotipo HER2-low, in quanto il tessuto primitivo delle
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pazienti arruolate, trattandosi di uno studio retrospettivo che include campioni di
archivio fino all’anno 2002, era stato originariamente classificato secondo
indicazioni e linee guida differenti rispetto all’aggiornamento ASCO/CAP 2018
(Wolff AC. et al., 2018). Inoltre, nel corso del progetto, nuovi dati clinici e di
consenso — in particolare provenienti dallo studio DESTINY-Breast06 e dal
consenso della European Society for Medical Oncology sul carcinoma
mammario HER2-low — hanno evidenziato la potenziale rilevanza di
distinguere i tumori HER2 0-null da quelli HER2-ultralow all’interno della piu
ampia categoria HER2-0. VVengono classificati come HER2-ultralow i tumori che
presentano colorazione di membrana molto debole, incompleta e appena
percettibile in <10% delle cellule tumorali. Considerata la novita di questo
concetto e la limitata letteratura disponibile, il progetto ha incorporato questa
classificazione rivista. La rivalutazione & stata effettuata da patologi di
riferimento utilizzando 1’anticorpo primario monoclonale Ventana 4B5 (Roche),
e interpretata secondo le linee guida attuali per lo scoring dell’espressione di
HER2.

- Valutazione dei linfociti infiltranti tumore (TILS): questa é stata eseguita da

patologi di riferimento secondo le linee guida internazionali dell’International
Immuno Oncology Biomarker Working Group (Salgado R et al., 2015, Dieci MV.
et al., 2018). | TILs sono stati quantificati e riportati come variabile continua,
espressa come percentuale della componente stromale occupata da cellule

immunitarie mononucleate, escludendo aree necrotiche e tessuto normale.

3.4. Estrazione del’RNA da FFPE

L’estrazione dell’RNA totale da 2 sezioni di tessuto da 10 um di carcinoma mammario FFPE e
stata eseguita utilizzando /’RNAeasy-FFPE Kit (Qiagen). La procedura di estrazione € stata
condotta secondo il protocollo fornito dal produttore:

e Deparaffinazione

Le sezioni di tessuto, raccolte in eppendorf DNA LoBind, sono state sottoposte a
deparaffinazione mediante trattamento con 1 mL di xilene, seguita da vortex e centrifugazione
per 2 minuti a massima velocita. Il surnatante é stato rimosso e il pellet risospeso in 1 mL di
etanolo assoluto, quindi sottoposto a vortex e centrifugazione per 2 minuti a massima velocita.
Dopo la rimozione del surnatante, i campioni sono stati incubati con tappo aperto per 10 minuti

a 37 °C, al fine di favorire I’evaporazione dei solventi residui.
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e Digestione proteica

Al pellet sono stati aggiunti 150 pL di Buffer PKD, dopo vortex e breve centrifugata sono stati
aggiunti 10 uL di Proteinasi K. Successivamente i campioni sono stati sottoposti a breve vortex
e incubati in agitazione a 600 rpm prima a 56 °C per 15 minuti, poi a 80 °C per 30 minulti, al
fine di favorire la rimozione dei cross-link indotti dalla formalina.

I campioni sono stati poi raffreddati in ghiaccio per 3 minuti e centrifugati per 15 minuti a 20
°C e 20.000 g.

e Isolamento e purificazione del’RNA

Il surnatante € stato trasferito in una nuova eppendorf DNA LoBind da 2 mL, incubato con DNasi
mix composta da 16 uL di Booster Buffer e 10 uLL di DNasi per 15 minuti a 20 °C, al fine di
rimuovere eventuali contaminazioni di DNA genomico.
Sono stati aggiunti 320 uL di Buffer RBC, sottoposti a vortex, poi 720 pL di etanolo assoluto &
stato integrato mixando col puntale la soluzione ottenuta. Il campione & stato caricato
progressivamente (650 pL per volta) su colonne a membrana di silice e centrifugato per 30
secondi a 8.000 g eliminando il flow-through dopo ciascun passaggio.
La fase di lavaggio ha incluso due passaggi con 500 uL di Buffer RPE, ciascuno seguito da
centrifugazione per 30 secondi a 8.000 g. Dopo I'ultimo lavaggio ¢ stata effettuata una
centrifugazione di 2 minuti a 8.000 g. Le colonne sono state infine centrifugate con tappo aperto
per 5 minuti a 13.000 rpm, al fine di eliminare residui di solventi.

e Eluizione
Le colonnine sono state posizionate in eppendrof DNA LoBind da 1,5 mL e I’'RNA ¢ stato eluito
in 22 pL di RNase-free water tramite centrifugazione a 13.000 rpm per 4 minuti. Una seconda
eluizione in 20 pL, tenuta separata dalla prima, ¢ stata eseguita per verificare il completo
recupero RNA dalla membrana. Il materiale estratto € stato conservato a -80°C. Un’aliquota di
4-5 uL, utilizzata per i controlli quali-quantitativi, é stata conservata a +4 °C per un massimo di

24 ore.

3.5. Valutazione di quantita e qualita del’RNA

La concentrazione e la purezza dell’RNA estratto sono state valutate mediante spettrofotometria
utilizzando lo strumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Per ciascuna
misurazione, 1 pL di campione e stato depositato direttamente sulla superficie di rilevamento
ottico (pedestal).
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Dopo la chiusura del braccio ottico, ¢ stata misurata 1’assorbanza e lo strumento ha fornito
automaticamente i valori di concentrazione (ng/pL) e i rapporti di purezza A260/A280 e
A260/A230, utilizzati come indicatori della presenza di contaminanti proteici o di residui di
reagenti di estrazione. Valori compresi tra 1,6 e 2,1 sono stati considerati indicativi di una qualita
adeguata dell’RNA per il proseguimento delle analisi.

Sulla base dei valori di concentrazione ottenuti mediante NanoDrop®, i campioni sono stati
analizzati mediante il sistema Agilent Technologies TapeStation 2200 (Agilent Technologies).
In particolare, & stato utilizzato il kit per RNA Standard, idoneo per campioni con
concentrazione compresa tra 25 e 500 ng/pL.

Per la preparazione, 1 L di RNA ¢ stato aggiunto a 5 pL di RNA Sample Buffer, sottoposto a
vortex per 1 minuto a 2.000 rpm usando IKA MS3 vortexer (Agilent Technologies) e
centrifugato brevemente.

Per denaturare i campioni, la mix e stata quindi incubata a 72 °C per 3 minuti e successivamente
raffreddata in ghiaccio per 2 minuti.

Dopo una breve centrifugazione, i campioni sono stati caricati sulla TapeStation insieme alla
cartuccia di analisi, necessaria per la gestione automatizzata del test. La separazione
elettroforetica automatizzata ha generato elettroferogrammi e fornito, per ciascun campione, il
valore di RNA Integrity Number (RIN). Il RIN e un indice numerico compreso tra 1 (RNA
completamente degradato) e 10 (RNA integro). Considerata la natura del materiale FFPE, lo
stato e la lunga durata di conservazione, valori di RIN intorno a 2 sono stati considerati adeguati
alle successive analisi trascrittomiche.

Successivamente la concentrazione di RNA determinata mediante analisi spettrofotometrica e
stata normalizzata tenendo conto della distribuzione dimensionale dei frammenti ottenuta da
analisi TapeStation, in particolare e stato impostato come valore soglia la percentuale di
frammenti di lunghezza >301 paia di basi, definita a priori come criterio operativo per

discriminare i frammenti considerati utilizzabili.

3.6. Profilazione trascrittomica

L’analisi di espressione genica ¢ stata eseguita mediante la piattaforma NanoString nCounter®
(Bruker Corporation), tecnologia che consente la quantificazione diretta delle molecole di RNA
senza necessita di retrotrascrizione o amplificazione enzimatica. Il pannello utilizzato,
nCounter® Breast Cancer 360™, offre una visione completa a 360 gradi dell’espressione

genica nel tumore mammario, del microambiente tumorale e della risposta immunitaria.
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La tecnologia consente la valutazione simultanea dell’espressione di 776 geni selezionati,
organizzati in 48 firme biologiche funzionalmente rilevanti.
Tra le firme incluse nel pannello sono presenti firme analiticamente validate, quali:
e PAMDSO utilizzata per la classificazione molecolare dei sottotipi intrinseci di carcinoma
mammario.
e Tumor Inflammation Signature (TIS) indicativa dello stato infiammatorio e
dell’attivazione della risposta immunitaria nel microambiente tumorale.
Le 48 firme sono a loro volta raggruppate in 13 categorie biologiche che rappresentano diversi
aspetti della biologia del tumore: la proliferazione cellulare; la regolazione del ciclo cellulare;
la segnalazione ormonale, 1’angiogenesi; 1’invasivita tumorale; la risposta immunitaria e lo stato

inflammatorio o (Figura 16).

Figura 16. Signature ottenibili tramite il
nCounter® Breast Cancer 360™ Panel,
https://www.nanostring.com/wp-
content/uploads/Breast-Cancer-Product-

Bulletin.pdf

Nel pannello comprendente 776 geni, 18 sono classificati come geni housekeeping (Tabella 2)
e utilizzati per la normalizzazione biologica dei dati, consentendo di correggere le variazioni
legate alla quantita e alla qualita dell’RNA in ingresso e di verificare I’idoneita del campione
all’analisi. Il pannello include inoltre 6 controlli positivi e 8 controlli negativi, impiegati per
monitorare la corretta esecuzione delle diverse fasi tecniche del protocollo.

I controlli positivi sono costituiti da sonde sintetiche non complementari a sequenze umane,
aggiunte a concentrazioni note comprese in un intervallo lineare da 128 fM a 0.125 fM, e
consentono di valutare 1’efficienza delle fasi di ibridazione, immobilizzazione dei complessi
sulla cartuccia e acquisizione del segnale. Deviazioni significative dai valori attesi indicano un

potenziale fallimento tecnico della corsa analitico.
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I controlli negativi, invece, sono costituiti da sonde prive di complementarita con il materiale
biologico e permettono di stimare il livello di rumore di fondo; un aumento del segnale associato

a tali controlli é indicativo di ibridazione aspecifica o di contaminazione.

Tabella 2. Lista dei geni housekeeping del pannello
nCounter® Breast Cancer 360™ .

Lista geni Housekeeping
ABCF1 OAZ1 SF3A1
ACTB POLR2A | STK11IP
G6PD PSMC4 |TBC1D10B
GUSB PUM1 TBP
MRPL19 | RPLPO TFRC
NRDE2 SDHA UBB

L’intero processo analitico si articola in tre fasi principali (Figura 17):
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Figura 17. Schema del flusso nCounter® per saggi di espressione genica custom: (1) ibridazione in
soluzione delle sonde ai trascritti; (2) rimozione delle sonde in eccesso e legame dei complessi alla
cartuccia, con successiva immobilizzazione e allineamento nei canali di lettura; (3) scansione nel Digital
Analyzer e conteggio digitale dei barcode; https://nanostring.com/products/ncounter-assays-

panels/ncounter-custom-solutions/custom-solutions-overview/

Al fine di ottenere 300 ng di RNA costituito da frammenti di lunghezza >301 paia di basi (bp),
la concentrazione misurata mediante Nanodrop® e stata normalizzata sulla base della
percentuale di frammenti >301 bp determinata tramite analisi su TapeStation.

La concentrazione finale, destinata alle successive analisi trascrittomiche, doveva essere

contenuta in un totale di 5 ul (input iniziale come da specifiche per I’analisi su piattaforma

nCounter®).
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Qualora la concentrazione iniziale risultasse superiore a quella richiesta, i campioni sono stati
diluiti con acqua RNAse-free; nei casi in cui la concentrazione

iniziale fosse inferiore, ma il volume disponibile sufficiente, il campione é stato concentrato
mediante evaporazione del solvente in SpeedVac e successivamente risospeso in acqua RNAse-
free.

In considerazione della natura estremamente degradata dell’RNA estratto, per alcuni campioni
e stata caricata una concentrazione di RNA inferiore, ma sempre superiore a 100 ng normalizzati
come sopra.

1. lbridazione

Per ciascun campione ¢ stata preparata una Hybridization Master Mix mescolando 70 pL di

Hybridization Buffer con 42 uL di Reporter Probe. Da questa mix, 8 UL sono stati distribuiti

in ciascun pozzetto della strip, ai quali sono stati aggiunti 5 pL del campione e 2 pL di

Capture Probe. La strip ¢ stata sigillata, miscelata delicatamente per garantire I’omogeneita,

e incubata in termociclatore Mastercycler Nexus (Eppendorf) a 65 °C per 20 ore.

Le sonde utilizzate sono:

e Sonda di cattura (Capture Probe): complementare a una regione del gene target e
marcata con biotina, permettendo 1’immobilizzazione del complesso su una superficie
solida all’interno della cartuccia, legandosi alla streptavidina.

e Sonda reporter (Reporter Probe): complementare a un’altra regione del gene target e
contenente un codice a barre fluorescente univoco, che consente I’identificazione ¢ la

quantificazione simultanea di ciascun trascritto del pannello BC360 (Figura 18).

Reporter probe

Figura 18. Illustrazione del principio
di ibridazione molecolare utilizzato
dalla piattaforma nCounter® basato su
una Capture Probe e una Reporter
Probe che legano regioni
mRNA target complementari del mMRNA target.
https://www.youtube.com/watch?v=dlI
2303Bq5B4https://www.youtube.com/
watch?v=dlz3g3Bq5B4

Capture probe

Poiché il presente studio comprende esperimenti condotti nell’arco di tre anni, utilizzando lotti
di reagenti differenti, eseguiti in centri diversi dislocati sul territorio nazionale e caratterizzati
dall’impiego di differenti lotti del pannello BC360 oltre che differenti condizioni sperimentali e

strumenti di analisi, si € resa necessaria I’adozione di standard di controllo al fine di
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normalizzare i dati per le analisi successive, in particolare quella effettuata in outsourcing dalla
Bruker. A tal fine sono stati utilizzati due differenti standard di controllo: il Panel Standard e il
Referance Sample.

Il Panel Standard consiste in un pool di oligonucleotidi di DNA sintetico corrispondenti alle
sequenze target delle sonde BC360, che viene analizzata su ogni cartuccia dell’esperimento per
la normalizzazione dei geni non-PAMS50. Per la sua preparazione, 4,5 pL di campione sono stati
diluiti con 33 pL di acqua RNAse-free; successivamente, 5 pL della soluzione diluita sono stati
caricati in una corsia dedicata, in sostituzione di un campione biologico, per ciascun lotto di
reagenti.

Il Referance Sample € costituito da un campione di RNA di riferimento contenente le sequenze
target delle sonde PAMSO0, utilizzata per la normalizzazione dei geni PAM50. Per ciascun lotto
di reagenti, il Referance Sample ¢ stato caricato tal quale, utilizzando un volume di 5 L, in una

corsia dedicata in sostituzione di un campione biologico.

2. Caricamento e immobilizzazione

Al termine dell’ibridazione, la mix di reazione é stata caricata sulla Prep Station utilizzando il
protocollo High Sensitivity, che aumenta il legame di tutte le molecole al vetrino di circa due
volte ed é raccomandato per ottenere una risoluzione piu elevata. Il protocollo prevede I’'impiego
di materiali di consumo dedicati, quali cartucce, piastre contenenti i reagenti per la purificazione,
puntali e guaine (Figura 19). La cartuccia e stata inserita assicurandosi che gli elettrodi
entrassero perfettamente in posizione (Figura 20).

All’interno della cartuccia, le sonde di cattura immobilizzano i complessi sonda—RNA-sonda
all’interno dei canali di lettura microfluidici, consentendo un allineamento ordinato delle
molecole (Figura 21). Questo posizionamento &€ fondamentale per garantire una corretta

rilevazione ottica nella fase successiva.

heater block heater Lid

metal tube holder

Figura 19: Caricamento della cartuccia nCounter®: ¢ visibile il blocco riscaldante (heater block) con il
relativo coperchio (heater lid), componente utilizzato per I’ibridazione delle sonde.; piastre con reagenti,
puntali e guaine per puntali. Materiale informativo: https://nanostring.com/wp-content/uploads/MAN-
C0035 nCounter Analysis System MAX FLEX.pdf
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Figura 20. Cartuccia inserita
in modo da avere elettrodi in
posizione corretta. Materiale
informativo
https://nanostring.com/wp-
content/uploads/MAN-
C0035 nCounter_Analysis S
ystem MAX_ FLEX.pdf
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Figura 21. A. Le capture probes consentono il legame del complesso sonde-campione con la superficie
della cartuccia. B. Il legame garantisce I’immobilizzazione e I’allineamento del campione ibridato per la
lettura dell’analizzatore. Materiale informativo:
https://link.springer.com/protocol/10.1007/978-1-4939-7834-2 5

3. nCounter® Pro Digital Analyzer

Al termine della corsa, le cartucce sono state sigillate tramite 1’applicazione di un film
trasparente sopra i pozzetti e caricate nel Digital Analyzer (Figura 22), dove i complessi sonda—
RNA-sonda vengono rilevati otticamente in modo automatizzato. Ogni molecola bersaglio di
interesse ¢ identificata dal “codice colore” generato dai sei marcatori fluorescenti presenti in
sequenza sulla sonda reporter corrispondente. Le sonde vengono contate e identificate per
ciascuna molecola bersaglio ed elaborate tramite un algoritmo dedicato (Figura 23).

Il file RLF (Reporter List File), contenente le informazioni sui reporter fluorescenti e sui codici
colore associati alle molecole bersaglio, é stato trasferito all’analizzatore tramite la chiavetta
USB fornita dalla ditta al momento dell’acquisto del pannello.

Ogni singola corsia scansionata & suddivisa in diverse centinaia di sezioni di imaging, chiamate
FOV (Field of View). Il sistema acquisisce le immagini di ciascun FOV separatamente e ne
somma i conteggi di codice a barre per ottenere i dati grezzi finali per ogni target. Durante
I’analisi, € stato impostato come FOV il valore massimo corrispondente a 555, in modo da

garantire la massima sensibilita e gamma dinamica nella rilevazione.

26


https://nanostring.com/wp-content/uploads/MAN-C0035_nCounter_Analysis_System_MAX_FLEX.pdf
https://nanostring.com/wp-content/uploads/MAN-C0035_nCounter_Analysis_System_MAX_FLEX.pdf
https://nanostring.com/wp-content/uploads/MAN-C0035_nCounter_Analysis_System_MAX_FLEX.pdf
https://nanostring.com/wp-content/uploads/MAN-C0035_nCounter_Analysis_System_MAX_FLEX.pdf
https://link.springer.com/protocol/10.1007/978-1-4939-7834-2_5

Al termine dell’analisi, i dati sono stati scaricati direttamente come file RCC sulla stessa
chiavetta USB citata in precedenza.

Figura 22. Posizionamento della cartuccia nel portacampione
(sample holder) del Digital Analyzer e fissazione nella
posizione  di  scansione. Materiale  Informativo:
https://nanostring.com/wp-content/uploads/MAN-C0021-
01 nCounter Digital Analyzer GENZ2.pdfcontent/uploads/

__ Figura 23. Ogni molecola bersaglio di
wsll interesse viene identificata dal “codice
colore” generato dai sei punti fluorescenti

3 XsA - in ordine presenti sulla rispettiva sonda
reporter associata. Le sonde vengono
2 roxs  contate e identificate per ogni molecola
bersaglio ed elaborate con

1 wsuun— ['algoritmo.https://www.prima-
sci.com/14547935/ncounter-technology

3.7. Analisi dei dati

1. Controllo qualitativo preliminare del dato tramite nSolver software

Dopo ’acquisizione dei dati mediante piattaforma NanoString nCounter®, i file grezzi generati
dallo strumento (formato RCC) sono stati inizialmente analizzati in laboratorio utilizzando il
software nSolver (NanoString Technologies) al fine di effettuare un primo controllo preliminare
della qualita dell’analisi e verificare 1’idoneita dei dati per le successive analisi bioinformatiche.
Durante questa fase sono stati considerati i principali parametri di qualita:

e Imaging QC: indica il numero di FOV (Fields of View) effettivamente acquisiti
dall’analizzatore. Questo parametro e considerato adeguato quando la percentuale del
rapporto tra le FOV contate e quelle attese e > 75%. Valori inferiori possono indicare
problemi nella fase di imaging e possono essere influenzati da una superficie della
cartuccia non perfettamente pulita (ad esempio presenza di polvere o impronte) o da un
posizionamento non corretto della cartuccia all’interno dell’analizzatore.

e Binding Density (BD): rappresenta il numero di reporter rilevati dallo strumento per
unita di superficie (um?) in ciascuna corsia ed e un indicatore del grado di occupazione
della superficie di lettura. Questo parametro consente di valutare se 1’acquisizione dei
dati sia avvenuta in condizioni ottimali o se sia stata compromessa da fenomeni di
saturazione dell’immagine dovuti alla sovrapposizione dei codici. Valori compresi tra

0,1 e 2,25 sono considerati ottimali, in quanto garantiscono un’adeguata separazione dei
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reporter e una quantificazione accurata dei segnali. La BD pu0 essere influenzata dalla
quantita di materiale di input, dalla dimensione del CodeSet (un CodeSet piu ampio
aumenta la probabilita di valori elevati di BD) e dal livello di espressione genica dei
target analizzati.

o Linearita dei controlli positivi: i controlli positivi valutano 1’efficienza della
reazione di ibridazione e la linearita del saggio. La linearita viene misurata tramite R2,
calcolato con regressione tra le concentrazioni note e i conteggi log: trasformati. Un R?
> 0,95 indica prestazioni ottimali. Questo parametro puo essere influenzato da rare
interazioni sonda-campione o da bassa efficienza del saggio; in quest’ultimo caso, i
conteggi molto bassi compromettono la linearita e rendono i dati non affidabili.

o Limite di rilevazione (LOD QC): e un parametro che valuta la capacita del saggio
di rilevare quantita molto basse di trascritti, usando come riferimento la sonda di
controllo positivo a 0,5 fM e serve a verificare se il sistema e sufficientemente sensibile
per distinguere segnali reali dal background. Per essere accettabile deve superare di
almeno due deviazioni standard la media dei controlli negativi. E influenzato da:
background elevato, dovuto a miscelazione prematura, tempi eccessivi, ibridazioni
crociate dei controlli negativi; o0 conteggi positivi bassi causati da ibridazione
inefficiente, temperatura sub-ottimale del termociclatore o impurita nel campione.

Qualora uno, piu o tutti i parametri di controllo qualita risultino fuori range, il campione viene
contrassegnato con una bandierina (flag). In base al numero e all’entita delle deviazioni, spetta
all’operatore valutare se la lettura sia comunque adeguata o se sia necessario ripetere o escludere

I’analisi.

2. Analisi dei dati (Bruker-Digital Analysis Software)

L’analisi finale su tutti i campioni ¢ stata affidata in outsourcing dalla ditta Bruker che ha
utilizzato il software DAS (Digital Analysis Software), piattaforma dedicata all’elaborazione ¢
all’interpretazione dei dati di espressione genica ottenuti con tecnologia NanoString nCounter®.

Il workflow analitico, comprende diverse fasi:

Importazione dei dati grezzi: i file RCC generati dallo strumento vengono importati nel

software DAS, che consente il controllo iniziale della qualita dei dati.

e Controllo di qualita: durante questa fase vengono valutati i parametri di performance del
saggio, inclusi: controlli positivi e negativi, efficienza dell’ibridazione, qualita

complessiva del campione (Imaging QC, Binding Density, Positive Control Linearity,
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LOD QC). I campioni che non soddisfano i criteri di qualita vengono esclusi dalle analisi
successive.

Normalizzazione dei dati: finalizzata a correggere eventuali differenze tecniche tra
cartucce. La normalizzazione in BC360 prevede 1’utilizzo di geni housekeeping, Panel

Standard e Referance Sample, secondo la pipeline prevista dal pannello.

In dettaglio: ’espressione di geni non-TIS e non-PAM50 é stata normalizzata calcolando
il rapporto tra il valore di espressione del gene e la media geometrica di tutti gli
housekeeping presenti nel pannello. L’espressione di geni appartenenti alla firma TIS
(Tumor Inflammation Signature) é stata normalizzata calcolando il rapporto tra il valore
di espressione del gene e la media geometrica di soli geni housekeeping specialmente
associati alla firma TIS (ABCF1, NRDE2, G6PD, OAZ1, POLR2A, SDHA, STK11IP,
TBC1D10B, TBP, UBB). L’espressione di geni appartenenti alla firma PAMS50 ¢ stata
normalizzata calcolando il rapporto tra il valore di espressione del gene e la media
geometrica di soli geni housekeeping associati alla firma PAMS50 (TFRC, ACTB,
MRPL19, PSMC4, PUML1, RPLPO, SF3A1, GUSB). Per i geni non appartenenti a PAM50
signature, i dati sono stati ulteriormente normalizzati utilizzando il Panel Standard,
calcolando il rapporto tra il valore normalizzato e il valore corrispondente del Panel
Standard analizzato sulla stessa cartuccia; in assenza di questo, sono stati usati i valori

ottenuti da una corsa appartenente allo stesso lotto di codeset.

Per i geni appartenenti alla firma PAM5S0, i dati sono stati ulteriormente normalizzati
utilizzando il Reference Sample, cioe campione di riferimento appartenente allo stesso
lotto. Infine, i dati cosi normalizzati sono stati sottoposti a trasformazione logaritmica in

base 2.

Analisi di espressione differenziale DAS: permette di confrontare due o piu gruppi
sperimentali per identificare geni diversamente espressi, applicando test statistici
appropriati e correzioni per confronti multipli.

Analisi avanzate: identificazione di firme geniche, sottotipi molecolari (es. PAM50),
analisi del microambiente tumorale e della risposta immunitaria, analisi di
sopravvivenza (OS, PFS), visualizzazione dei dati tramite heatmap e grafici di
espressione.

Esportazione dei risultati: i risultati possono essere esportati in formato tabellare e

grafico per ulteriori analisi statistiche o per la reportistica.
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Risultati e Discussione

RISULTATI E DISCUSSIONE

4.1. Arruolamento delle pazienti

Per studiare il carcinoma mammario ER+/HER2-low ed ER+/HER2-0 in diversi contesti e in
base a differenti strategie terapeutiche, nello studio retrospettivo multicentrico NextGIM, sono
stati raccolti campioni tumorali provenienti da tre studi clinici randomizzati di fase I11 del GIM
Investigator Group, GIM2, GIM4 e GIM10.

Sono state arruolate 320 pazienti le cui caratteristiche cliniche e biologiche al baseline sono
riportate in tabella 3. In questa coorte 1’eta mediana era di 59 anni (IQR 51-66). La maggior
parte dei pazienti presentava carcinomi T1 (185; 57,8%) e una malattia linfonodi positivi (205;
64,1%) (Tabella 3).

Tabella 3. A) Caratteristiche cliniche e regimi terapeutici; B) Caratteristiche anatomo-patologiche dei tumori.

A B
Caratteristiche Cliniche e Terapia Popolazione Totale N (%) n=320 Caratteristiche Tumorali Popolazione Totale N (%) n=320
Eta mediana all'arruolamento (IQR) 59 (51 to 66) Tumor grade
GIM study G1 22 (6.9)
GIM2 115 (35.9) G2 193 (60.3)
GIM4 132 (41.3) G3 90 (28.1)
GIM10 69 (21.6) Unknown 15 (4.7)
Unknown 4(1.3) Tumor size
Stato Menopausale T1 185 (57.8)
Pre-menopausa 55 (17.2) T2 104 (32.5)
Post-menopausa 247 (77.2) T3Ta 26 (8 1')
Unknown 18 (5.6) -
- - Unknown 5 (1.6)
Chemioterapia
Si 248 (775) Nodal Status
NG 60 (18.8) NO 101 (31.6)
Unknown 12 (3.8) N1 144 (45.0)
Tipo di Terapia Endocrina N2 45 (14.1)
Tamoxifen 21 (6.6) N3 16 (5.0)
Tamoxifen + LHRHa 15 (4.7) Unknown 14(44)
Solo Al 87 (27.2) ER value
Tamoxifen e Al (+ LHRHa) 163 (50.9) 1-10 6(1.9)
Unknown 34 (10.6) 11-50 30(9.4)
51-80 68 (21.3)
81-100 204 (63.8)
Unknown 12 (3.8)
Stato di HER? alla Diagnosi
HER2 negativo con unknown IHC 108 (33.8)
score
HER2 0 106 (33.1)
HER2 1+ 64 (20.0)
HER2 2+ 42 (13.1)
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4.2. Selezione dei campioni biologici

A fronte di 320 pazienti selezionate dai centri partecipanti, una quota di campioni é stata esclusa
dall’analisi a causa di una quantita di materiale biologico insufficiente o di qualita non idonea:
tale analisi comprendeva infatti anche la verifica della cellularita tumorale, requisito necessario
per confermare 1’idoneita alle analisi molecolari pianificate. Pertanto, 289 campioni sono stati
rivalutati per HER2 e 286 sono stati profilati con il pannello BC360, mentre la valutazione dei
TILs é stata effettuata in 284 casi. Presso il San Martino sono stati selezionati ed analizzati un

totale di 187 campioni.

4.3. Rivalutazione dello stato di HER2

Considerando il totale di 320 casi disponibili alla diagnosi, 108 tumori (33.8%) sono stati
classificati come HER2-negativi con score IHC sconosciuto, 106 (33.1%) come HER2-0, 64
(20%) come HER2 1+ e 42 (13,1%) come HER2 2+ senza amplificazione FISH (Tabella 4,
Figura 24).

Tabella 4. Valori di espressione di HER?2 alla diagnosi.

VALUTAZIONE ALLA DIAGNOSI | Popolazione (N) | (%)
HER2-negativo (unknown IHC) 108 33,8%
HER2 0 106 33,1%
HER2 1+ 64 20,0%
HER2 2+ 42 13,3%

Diagnosi (%)

33,8%

33,1%

HER2-negative (unknown IHC) HER20 = HER2 1+ HER2 2+

Figura 24. Distribuzione degli score immunoistochimici (IHC) di HER2
alla diagnosi nelle pazienti in studio. Il grafico a torta rappresenta le
percentuali delle diverse categorie di espressione di HER2.
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E stato possibile rivalutare mediante immunoistochimica 289 campioni tumorali.
In particolare, 161 (55,7%) sono stati classificati come HER2 0-null, 60 (20,8%) come HER2-
ultralow, 47 (16,3%) come HER2 1+, 19 (6,6%) come HER2 2+ e 2 (0,6%) come HER2 3+.

Tabella 5. Valori di espressione di HER? rivalutati.

RIVALUTAZIONE | Popolazione (N) | (%)
HER2 0-null 161 55,7%
HER2-ultralow 60 20,8%
HER2 1+ 47 16,3%

HER2 2+ 19 6,6%

HER2 3+ 2 0,6%

Rivalutazione (%)

6,6% 0,6%
|

= HER20-null HER20-ultralow = HER2 1+ HER2 2+ = HER2 3+

Figura 25. Distribuzione degli score immunoistochimici (IHC) di HER2
alla rivalutazione nelle pazienti in studio.

Il grafico a torta rappresenta le percentuali delle diverse categorie di
espressione di HER2.

Inoltre, € stato osservato che lo stato HER2 (O-null, -ultralow, 1+, 2+) é risultato

significativamente associato a diversi parametri clinico-patologici (grado e dimensione del

tumore), oltre che dallo studio in cui le pazienti erano state arruolate inizialmente (Tabella 6).
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Tabella 6. Parametri clinico-patologici e associazione con lo stato di HER2 (0-null, 1+, 2+): Sono messi in
evidenza i parametri correlati con il valore id espressione.

HER2 0 - null HER2- ultralow HER2 1+ HER2 2+ | Pvalue
N (%) n=161 N (%) n=60 N (%) n=47 | N (%) n=19
Anno di Chirurgia 0.072
2001-2010 127 (78.9) 41 (68.3) 29 (61.7) 13 (68.4)
2011-2026 30 (18.6) 17 (28.3) 16 (34.0) 6 (31.6)
Unknown 4 (2.5) 2 (3.3) 2 (4.3) 0 (0.0)
Etad mediana
all’arruolamento 59 (51 to 67) 61 (53 to 67) 60 (51to 66) | 61 (53to 70) 0.774
(IQR)
GIM study 0.040
GIM2 56 (34.8) 23 (38.3) 18 (38.3) 9 (47.4)
GIM4 74 (46.0) 20 (33.3) 12 (25.5) 3 (15.8)
GIM10 30 (18.6) 17 (28.3) 16 (34.0) 5 (26.3)
Unknown 1 (0.6) 0 (0.0) 1(2.1) 2 (10.5)
Unknown 25 (15.5) 13 (21.7) 10 (21.3) 6 (31.6)
Tumor grade 0.022
Gl 11 (6.8) 5(8.3) 2(4.3) 0(0.0)
G2 105 (65.2) 33 (55.0) 26 (55.3) 7 (36.8)
G3 37 (23.0) 18 (30.0) 19 (40.4) 12 (63.2)
Unknown 8 (5.0) 4 (6.7) 0(0.0) 0 (0.0)
Tumor size 0.004
Tl 102 (63.4) 36 (60.0) 22 (46.8) 4 (21.1)
T2 45 (28.0) 21 (35.0) 19 (40.4) 12 (63.2)
T3-T4 12 (7.5) 2 (3.3) 6 (12.8) 3 (15.8)
Unknown 2(1.2) 1(1.7) 0(0.0) 0 (0.0)
Nodal status 0.081
NO 51 (31.7) 21 (35.0) 12 (25.5) 2 (10.5)
N1 73 (45.3) 28 (46.7) 21 (44.7) 10 (52.6)
N2 22 (13.7) 7 (11.7) 10 (21.3) 3 (15.8)
N3 8 (5.0) 2 (3.3) 1(2.1) 4 (21.1)
Unknown 7 (4.4) 2 (3.3) 3(6.4) 0 (0.0)

Per esplorare i potenziali effetti del tempo di conservazione degli inclusi sulla classificazione

HER2, ¢ stata inoltre analizzata la distribuzione dello score rivalutato di HER2 in base all’anno

di raccolta del campione. I risultati sono riassunti in Tabella 7:

Tabella 7. Distribuzione dell’espressione di HER2 alla rivalutazione in base al tempo (chirurgia) e allo
studio in cui erano stati raccolti i campioni.

HER2O0 - null | HER2-ultralow HER2 1+ HER2 2+
N (%) n=161 N (%) n=60 N (%) n=47 | N (%) n=19 P value
Anno di chirurgia 0.072
2001-2010 127 (78.9) 41 (68.3) 29 (61.7) 13 (68.4)
2011-2019 30 (18.6) 17 (28.3) 16 (34.0) 6 (31.6)
Unknown 4 (2.5) 2 (3.3) 2(4.3) 0 (0.0
GIM study 0.040
GIM2 56 (34.8) 23 (38.3) 18 (38.3) 9(47.4)
GIM4 74 (46.0) 20 (33.3) 12 (25.5) 3(15.8)
GIM10 30 (18.6) 17 (28.3) 16 (34.0) 5(26.3)
Unknown 1(0.6) 0(0.0) 1(2.1) 2 (10.5)
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L’analisi ha mostrato che i tumori HER2 0-null erano significativamente piu frequenti nei

campioni provenienti dagli studi GIM piu datati (p = 0,040).

Questo dato suggerisce che i campioni provenienti da studi pit vecchi — caratterizzati da

intervalli di conservazione piu lunghi — hanno una maggiore probabilita di essere classificati
come HER2-null.

Cio suggerisce che una conservazione prolungata possa influenzare 1’antigenicita del tessuto e

le prestazioni della valutazione immunoistochimica di HER2.

4.4. Valutazione dei TILs

La valutazione dei TILs é stata possibile in 284 campioni e la distribuzione ha evidenziato una

prevalenza di bassi livelli di infiltrazione linfocitaria, con la maggior parte dei casi caratterizzata
da TILs < 10%, 242 campioni (83,8%) o tra 11-59%, 37 campioni (12,8 %), mentre alti valori

di TILs sono poco rappresentati, in 5 campioni (1,7%) (Tabella 8, Figura 26).

Tabella 8. Valutazione dei TILs sul totale della popolazione.

NextGIM rivalutazione dei TILs | Popolazione (N) (%)
<10% 242 83,8%
11-59% 37 12,8%
260% 5 1,7%
Unknown 5 1,7%

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Figura 26. Rappresentazione grafica della distribuzione percentuale dei valori
di TILs nella popolazione totale, suddivisa per classi di espressione (sull’asse x

Popolazione totale TILs (%)

83,8%
12,8%
- 1,7% 1,7%
<10% 11-59 % >60 % Non noto

sono indicati i valori percentuali dei TILs rispetto a tutte le cellule nucleate).
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Per quanto riguarda la presenza di TILs nei diversi sottotipi di HER2, valori <10% sono stati

osservati nel 87,6% dei carcinomi mammari HER2 0-null, nel 86,7% dei casi HER2-ultralow,
nel 72,3% dei tumori HER2 1+ e nel 73,7% dei tumori HER2 2+ (Tabella 9, Figura 27, Figura

28, Figura 29, Figura 30).

Tabella 9. Presenza di TILs in relazione alla classificazione di HER2.

HER2 0- null | HER2-ultralow | HER2 1+ | HER2 2+ | P- value
N=161 N=60 N=47 N=19
NextGIM score TILs n (%) n (%) n (%) n(%) | <0.001
<10 % 141 (87.6) 52 (86.7) 34 (72.3) | 14 (73.7)
11-59 % 16 (9.9) 7 (11.7) 10 (21.3) | 3(15.8)
>60 % 3(1.9) 1(1.7) 1(2.1) 0 (0.0)
Unknown 1 (0.6) 0 (0.0) 2 (4.3) 2 (10.5)
HER2 O-null HER2-ultralow
100% — 87,6% 100% — 86,7%
80% 80%
60% 60%
40% 40%
0 % % 11,7%
20% 9,9% 1,9% 0.6% 20% 1,7% 0,0%
0% — 0%
<10% 11-59 % >60% Non noto <10% 11-59 % >60% Non noto

Figura 27. Rappresentazione grafica della
distribuzione percentuale dei valori di TILs
nei tumori HER2 0-null.

HER2 1+
80% - 72,3%
60%
40%

21,3%
20%

I 2,1% 4,3%
0% — ||
<10% 11-59 % >260% Non noto

Figura 29. Rappresentazione grafica della
distribuzione percentuale dei valori di TILs
nei tumori HER2 1+.

Figura 28. Rappresentazione grafica della
distribuzione percentuale dei valori di TILs
nei tumori HER2-ultralow.

HER 2 2+
0% 73,7%
60%
40%
1 0,
20% 3,8% 10,5%
. 0,0%
0% N
<10% 11-59 % >60% Non noto

Figura 30. Rappresentazione grafica della
distribuzione percentuale dei valori di TILs
nei tumori HER2 2+.
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4.5. Controllo quantita e qualita del’RNA estratto

L’estrazione dell’RNA da tessuto FFPE e stata inizialmente effettuata con High Pure FFPET
RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics), successivamente non piu disponibile in commercio. Al
fine di garantire la continuita dello studio, sono state confrontate due metodiche di estrazione
alternative: RNAeasy-FFPE Kit (Qiagen) e Maxwel RCS FFPE Kit (Promega).

Sulla base della valutazione di efficacia e rendimento (quantita e qualita del materiale estratto),
e stato scelto il RNAeasy-FFPE Kit (Qiagen) per tutte le estrazioni successive.

La concentrazione e la purezza del’RNA sono state inizialmente valutate mediante
spettrofotometria Nanodrop. La concentrazione di RNA estratto ha mostrato una mediana pari
a 323,9 ng/uL, con un range di concentrazioni compreso tra 92,5 e 1714,5 ng/uL.
Successivamente la qualita e 1’integrita dei frammenti di RNA sono state analizzate mediante
TapeStation (Agilent Technologies). In particolare, sono stati valutati: la percentuale di
frammenti con una lunghezza maggiore di 301 bp, utilizzata per la normalizzazione, e i valori
di RNA Integrity Number (RIN), con valori intorno a 2 considerati adeguati. (Figura 31, Figura
32).

A titolo rappresentativo, in Figura 31 si riporta I'analisi tramite TapeStation di alcuni campioni;
in dettagli il campione corso nella corsia E1 puo essere preso ad esempio come campione di
buona qualita nella casistica analizzata: ha mostrato un RIN pari a 2,2 e una concentrazione di
RNA di 80 ng/pL. Per questo campione I’analisi della distribuzione dimensionale dei frammenti
ha evidenziato che il 36,22% dei frammenti di RNA estratto presenta una lunghezza superiore
a 301 bp.
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Figura 31. Analisi della qualita del RNA estratto da campioni

500 FFPE, mediante sistema TapeStation (Agilent Technologies):

200

. A: Profilo elettroforetico dei campioni analizzati; la posizione

AQ ¢ relativa all’ Elettronic Ladder utilizzato come
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estratto. Il campione E1 é evidenziato come esempio
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Figura 32. A: Elettroferogramma del campione E1. B: Valori ottenuti della concentrazione e della
percentuale dei frammenti di RNA > 301 bp.

La maggior parte dei campioni analizzati soddisfacevano tali criteri, ma sono stati utilizzati per
le analisi molecolari anche campioni al di fuori di questi parametri stringenti, ad esempio
campioni che presentavano RIN piu bassi, come plausibile per RNA estratti da tessuti fissati e

di archivio.
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4.6. Normalizzazione dei campioni e controllo qualita

Dopo il controllo qualita, la concentrazione dell’RNA ¢ stata normalizzata al fine di ottenere
300 ng di RNA in un volume definito di 5 uL per ciascun campione, garantendo 1’uniformita
nella preparazione per le successive analisi. In pochi casi, per i quali la quantita non era
sufficiente sulla base di questi criteri, € stato utilizzato, in accordo con gli specialisti della
Nanostring, un input di 100-150 ng di RNA.

In laboratorio € stato possibile fare una prima valutazione della qualita delle analisi effettuate su
piattaforma Nanostring, mediante il software nSolver, che ha consentito di verificarne 1’idoneita
e la qualita ai fini dell’analisi statistica successiva; in base questo primo controllo di qualita,
alcune analisi sono state ripetute o sulla stessa aliquota di RNA estratto inizialmente o ripetendo
I'estrazione ove ci fosse ancora materiale FFPE sufficiente. Pertanto, su un totale di 286
campioni estratti e analizzati sulla piattaforma Nanostring, 283 sono stati sottoposti all’analisi

statistica.

4.7. Valutazione di qualita dei campioni e affidabilita delle misurazioni
molecolari

Considerata la dimensione del set di campioni — a nostra conoscenza, una delle pit ampie
raccolte disponibili di casi HER2-low — e la quantita delle informazioni potenzialmente
ricavabili dai dati sperimentali, I’analisi ¢ stata esternalizzata a Diatech/Bruker. L'analisi DAS
(Digital Analysis Software) effettuata, fornisce un report strutturato con score delle firme
biologiche, tabelle di qualita e dati normalizzati.

L’ analisi ha previsto una prima fase di controllo qualita dei campioni cha ¢ stata effettuata
mediante la valutazione dei geni housekeeping, la cui espressione ¢ attesa stabile tra i campioni.
La Figura 33 mostra la media geometrica di tali geni per ciascun campione: valori molto bassi
indicano scarsa efficienza della reazione o un basso input di RNA, e hanno determinano
I’esclusione del campione dalle analisi. Un valore della media geometrica maggiore o uguale a

404 e indicativo di qualita ottimale, mentre il limite minimo di accettabilita e stato fissato a 202.
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Figura 33. Rappresentazione grafica della media geometrica dei geni housekeeping per ciascun
campione. La linea tratteggiata inferiore indica il punteggio minimo accettabile (202 counts),
mentre la superiore indica la soglia di qualita ottimale (>404 counts). | campioni in rosso sono
considerati non adeguati ed esclusi dall’analisi, i grigi sono considerati borderline, ma comunque
inclusi, mentre i verdi rappresentano i campioni con valori accettabili. | triangoli verdi
rappresentano il Pannel Standard analizzato come controllo di affidabilita dell’analisi.

Tutti i campioni inclusi sono stati inoltre sottoposti a controlli di qualita strumentali,
comprendenti QC imaging, Binding Density, Positive Control Linearity e Limit of Detection
(LOD QC), come descritto nei Materiali e Metodi.

Tra i 283 campioni inviati all'analisi, 269 hanno superato le procedure di controllo qualita

dell’analisi DAS e sono stati pertanto inclusi nella caratterizzazione genomica.

4.8. Caratterizzazione genomica dei tumori mammari ER+/HER2-low e
ER+/HER2-0

4.8.1. Analisi Complessiva: Correlazione con il Grado di HER2 e presenza dei TILs

Nel complesso, I’analisi su 269 campioni, ha evidenziato due principali cluster trascrittomici,
che riflettono ampie differenze biologiche all’interno della coorte. Nell’analisi della heatmap di
espressione genica globale (“All Genes”) (Figura 34) e possibile osservare una chiara

separazione dei campioni in cluster distinti corrispondenti ai principali sottotipi molecolari.
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In particolare, i tumori luminali A (indicati in azzurro) tendono a raggrupparsi in un cluster
separato rispetto ai luminali B (indicati in blu), suggerendo differenze nei profili di espressione
genica tra queste due sottopopolazioni tumorali.

Eacal
MCLE IO RO T TR T LA OO Y P NITHLIO v Lumd
(UL I VORI DN R NG MU YA AR AN T RN SR RTINS AT TRCARIA: 1 AT - 7.5 Lum3
O AL R NHONAC T UMY 0TSO O A O s oy e NSO P AW BER2 um
ORI T TR R RCE YA AR TNCRIIR THNN AT PNN B wbtype [ HER2-E

Figura 34. Heatmap dei livelli di espressione genica rilevanti per la caratterizzazione dei sottotipi tumorali.

La heatmap “All Signatures”, riportata in Figura 35, mostra invece le singole firme molecolari
nelle righe e la corrispondente distribuzione delle categorie di campioni in base all’espressione
di HER2, alla presenza di TILs e ai sottotipi molecolari. L’analisi include marcatori associati
allo stato di HER2, ai TILs e alle principali categorie molecolari (luminali A, luminali B, HER2-
enriched e Basal-like), oltre a firme correlate agli endpoint clinici quali invasive Disease-Free
Survival e Overall Survival, consentendo di confrontare i profili trascrittomici tra i diversi
campioni.

Dall’analisi emerge che non €& presente un clustering specifico basato esclusivamente
sull’espressione di HER2 o sulla presenza di TILs. Tuttavia, in questo dataset, i campioni con
TILs >60% tendono a raggrupparsi tra loro, suggerendo una possibile associazione tra elevata
infiltrazione linfocitaria e specifici pattern trascrittomici.
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Figura 35. Heatmap di espressione genica delle firme biologiche organizzati tramite clustering
gerarchico. Ogni colonna rappresenta un campione tumorale, mentre ogni riga corrisponde a una
firma molecolare 0 a un pathway biologico. La scala cromatica indica livelli relativi di
espressione (blu = bassa, rosso = alta). Nella parte superiore sono riportate annotazioni clinico-
patologiche e molecolari, tra cui iDFS, OS, livelli di TILs, stato HER2 e sottotipo tumorale.
Per quanto riguarda gli endpoint clinici: iDFS & codificato come 0 = non evento, 1 = evento; OS
e codificato come 0 = viva, 1 = morta.

Un’analisi approfondita dei tumori ER-positivilHER2-negativi, stratificati in base allo score

IHC di HER2 (O-null, -ultralow, 1+, 2+), ha evidenziato tendenze verso un’espressione

differenziale in diversi geni e firme molecolari. Differenze statisticamente significative sono

emerse principalmente nei tumori HER2 2+ quando confrontati con i casi HER2-null, come pu0

evincere dai volcano plots (Figura 36, Figura 37).
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Come atteso, i livelli di trascritto ERBB2 aumentano progressivamente attraverso le diverse
categorie di HER2. Rispetto ai tumori HER2-null, i tumori HER2 1+ e HER2 2+ mostrano una
significativa e piu elevata espressione di geni e firme molecolari correlate a p53, BRCAness,
HRD (Homologous Recombination Deficiency), RB1, CDK4, alla proliferazione cellulare
(MKI167) e alle signature di Treg (FOXP3), che suggeriscono la presenza di un microambiente
tumorale immunosoppressivo. In particolare, si osserva un progressivo incremento della HRD,
indicativo di una graduale compromissione dei meccanismi di riparazione del DNA mediante
ricombinazione omologa, suggerendo quindi un aumento dell’instabilita genomica nei casi
caratterizzati da maggiore espressione di HER2. Inoltre, i tumori HER2 2+ risultano arricchiti
di firme relative all'ipossia e al rischio genomico; si & inoltre riscontrato un aumento di B7-H3
(Figura 38).

Tra le 48 firme e domini biologici generati dal profilo di espressione genica, la presente analisi

si & concentrata sui sottotipi molecolari (PAM50), sul Risk Of Recurrence score e sulla Tumor
Inflammation Signature (TIS).
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Figura 38. Box-plot che rappresentano score relativi ad alterazioni molecolari al tumore
significativamente differenti tra i gruppi HER2 0-null, HER2-ultralow, HER2-low.
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4.8.2. Classificazione dei sottotipi molecolari

Considerando I’intera popolazione, la distribuzione dei sottotipi ha mostrato una chiara
predominanza dei tumori luminali A (61,3%), seguiti dai luminali B (30,9%), mentre i sottotipi
HER2-enriched (5,2%) e Basal-like (2,6%) sono risultati meno rappresentati (Tabella 10,
Figura 39).

Tabella 10. Distribuzione dei sottotipi molecolari nella coorte in studio.

Sottotipi molecolari Popolazione N (%)
Luminale A 165 61,34%
Luminale B 83 30,86%

HER2-enriched 14 5,20%
Basal-like 7 2,60%

Sottotipi molecolari

5,20% 2,60%

30,86%

61,34%

Luminale A Luminale B = HER2-E = Basal

Figura 39. Distribuzione dei sottotipi molecolari della casistica in studio

Un’ulteriore valutazione dei sottotipi PAM50 nelle diverse categorie HER2 IHC (0-null, 0-
ultralow, 1+, 2+) ha evidenziato pattern di distribuzione distinti all’interno di ciascun gruppo.
Questa analisi stratificata fornisce una visione piu granulare dell’eterogeneita biologica lungo

lo spettro HER2, come riassunto nella tabella seguente:
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Tabella 11. Distribuzione dei sottotipi molecolari, divisi in base allo STATUS di HER2.

HER2 0-null | HER2-ultralow | HER2 1+ | HER2 2+ | Totale
Sottotipi molecolari n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Basal-like 5(3.4) 1(1.7) 1(2.2) 0 (0.0) 7 (2.6)
HER2-Enriched 7(4.8) 3(5.2) 0 (0.0) 4(2.2) 14 (5.2)
Luminale A 99 (67.3) 34 (58.6) 25 (54.3) | 7(38.9) | 165 (61.3)
Luminale B 36 (24.5) 20 (34.5) 20 (43.5) | 7(38.9) | 83(30.9)
Totale 147 (100) 58 (100) 46 (100) | 18 (100) | 269 (100)
O-null O-ultralow
3,4% 4,8% 1,7% 5,2%
67,3% 58,6%
m Basal = HER2-E LumA LumB m Basal = HER2-E LumA LumB

Figura 40. Distribuzione (espressa in
percentuale) dei diversi sottotipi molecolari
nei tumori HER2 0-null.

1+

0,0%

2,2%

43,5%

54,3%

m Basal = HER2-E LumA LumB

Figura 42. Distribuzione (espressa in
percentuale) dei diversi sottotipi molecolari
nei tumori HER2 1+.

Figura 41. Distribuzione (espressa in
percentuale) dei diversi sottotipi molecolari
nei tumori HER2 O-ultralow.

2+

2,2%
0,0% °

38,9%
38,9%

m Basal ®= HER2-E LumA LumB

Figura 43 Distribuzione (espressa in
percentuale) dei diversi sottotipi molecolari
nei tumori HER2 2+.
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4.8.3. Rischio di Recidiva

Il Rischio di Recidiva (Risk Of Recurrence ROR) ¢ stato stimato utilizzando 1’algoritmo
implementato nella pipeline NanoString Breast Cancer 360™, che confronta ciascun campione
con i centroidi, ovvero i profili medi di riferimento dei sottotipi definiti dal test PAM50,
integrando tale componente genomica con un punteggio di proliferazione basato
sull’espressione dei geni associati alla crescita cellulare.

Il punteggio continuo risultante, espresso su una scala da 0 a 100, é stato classificato in categorie
di rischio basso (<12), intermedio (12-53) e alto (>53), in accordo con le soglie precedentemente
applicate e validate nei tumori ER positivi/lHER2 negativi, incluso lo studio sottomodulare
GEICAM/9906 che confrontava EndoPredict con i punteggi ROR basati su PAM50 (Martin M.
et al., 2016).

Nella nostra coorte, i valori di ROR hanno mostrato un aumento progressivo attraverso le
categorie IHC di HER2, con punteggi mediani di 35 (IQR 23-49) nei tumori HER2-null, 40
(IQR 27-58) nei casi HER2-ultralow, 44 (IQR 30-56) nei tumori HER2 1+, e 60 (IQR 39-68)
nei tumori HER2 2+ (Tabella 12, Figura 44). Tale dato conferma il valore prognostico negativo

dell’espressione di HER2.

Tabella 12. Distribuzione percentuale del ROR suddiviso per sottotipi in base all’espressione di HER2.

HER2 0-null | HERZ2-ultralow| HER2 1+ HER2 2+ Totale
ROR n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Basso 14 (9.5) 1(1.7) 3 (6.5) 0 (0.0 18 (6.7)
Intermedio| 105 (71.4) 37 (63.8) 28 (60.9) 8 (44.4) 178 (66.2)
Alto 28 (19.1) 20 (34.5) 15 (32.6) 10 (55.6) 73 (27.1)
Totale 147 (100) 58 (100) 46 (100) 18 (10) 269 (100)
ROR vs Stato di HER2
70
60
60
50 44
40
o 40 35
@]
@ 30
20
10
0
HER2 O-null HER2 O-ultralow HER2 1+ HER2 2+

Stato di HER2

Figura 44. Distribuzione del ROR in relazione allo stato di HER2.
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4.8.4. Firma di Inflammazione Tumorale e Attivita immunitaria anti-tumorale (TI1S)

L’analisi del microambiente immunitario tumorale mediante la Tumor Inflammation Signature

(TIS) ha identificato quattro cluster distinti con diversi livelli di attivita infiammatoria.
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Figura 45. Livello di espressione dei singoli geni appartenenti alla TIS signature rilevanti per la
caratterizzazione dei sottotipi tumorali. Si osservano: due cluster (“hot”), uno per i tumori con TILs elevati
(60-100%) in cui vi & maggior espressione dei geni immuno-correlati, associato principalmente ai tumori
Basal-like e un second,o con espressione sempre elevata, ma meno marcata e piu variabile, ad alcuni tumori
luminale A; un cluster “cold” caratterizzato da bassa espressione genica, osservato prevalentemente in tumori
con scarso infiltrato immunitario e in alcuni casi nel sottotipo luminale B e un cluster ad espressione intermedia
osservata in alcuni tumori HER2-low indicante maggior eterogeneita trascrizionale.

Nel complesso, non e emerso una chiara suddivisione basata sulla classificazione
immunostochimica di HERZ2, inclusi i casi HER2 0-null e ultralow. Al contrario, i sottotipi
HER2-low hanno mostrato una variazione intermedia nell’attivita immunitaria: i tumori HER2
2+ sembravano presentare un fenotipo relativamente immuno-escluso o “freddo”, mentre i
tumori HER2 1+ mostravano un coinvolgimento immunitario intermedio.

Questi risultati evidenziano 1’eterogeneitd dell’assetto immunitario tra i diversi sottotipi
molecolari e suggeriscono una possibile suscettibilita all’immunoterapia.

Considerando i sottotipi molecolari specifici, i tumori basal-like sono risultati caratterizzati da
un marcato coinvolgimento immunitario, coerente con la loro classificazione come tumori
immunologicamente “hot”: ¢ noto, infatti, che presentano alti livelli di TILs come confermato
anche in questa coorte. Questo microambiente immunogenico riflette probabilmente il loro
elevato carico mutazionale e la instabilita genomica, che generano neo-antigeni in grado di

attivare il riconoscimento da parte del sistema immunitario.
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4.8.5. Valutazione del microambiente immunitario

L’espressione genica relativa alla TIS, (Figura 45) evidenzia una distribuzione coerente delle
firme immuno-correlate nei diversi cluster di infiltrazione.

Analizzando le ulteriori signatures ricavabili dall’analisi trascrittomica, ¢ possibile osservare un
profilo trascrizionale coerente con un microambiente immunologicamente attivo e infiammato:
in particolare, marcatori associati alla citotossicita dei linfociti CD8+ e nell’attivazione delle
cellule immunitarie. La presenza delle cellule T citotossiche attiva la risposta di IFN-y con
aumento delle componenti del complesso di processamento e presentazione dell’antigene (APM
e MHC-II) (Figura 46). Si puo ipotizzare che per contrastare questa risposta altamente
inflammatoria, il microambiente tumorale attiva una up-regolazione compensatoria di
checkpoint immunitari, inducendo una maggiore espressione di PD-L1 sulle cellule tumorali
stromali. In questo modo si attivano meccanismi di immuno-escape accompagnati da
un’aumentata espressione di IDO1 (Indoleamine 2,3-dioxygenase: enzima intracellulare
coinvolto nel metabolismo del triptofano, che porta all’ accumulo di metaboliti
immunosoppressivi) e TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains: recettore

espresso su Treg) (Figura 47).
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Figura 46. Box-plot che rappresentano i diversi score di espressione di specifiche signature in base alla presenza
dei TILs: 0-10%, 11-56% e 60-100%.
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Figura 47. Box-plot che rappresentano i diversi score di espressione di specifiche signature in base alla presenza
dei TILs: 0-10%, 11-56% e 60-100%.

| tumori con TILs 0-10% mostrano una maggiore espressione di geni luminali e ormono-
correlati (ESR1, PGR, AR, FOXA1l), di ERBB2 e di firme stromali, coerente con un
microambiente immune-cold, dominato dagli ormoni, con limitata attivazione immunitaria
adattativa. (Figura 48). L’attivazione dei pathway estrogenico, favorisce I’attivazione di Treg,

polarizza i macrofagi verso M2 e inibisce CD8 e NK, aumentando PD-L1.
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Figura 48. Box-plot che rappresentano i diversi score di espressione di specifiche signature in base alla presenza
dei TILs: 0-10%, 11-56% e 60-100%.
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4.8.6. Altre signatures

Non ¢ stata osservata una correlazione specifica con I’espressione di HER2, ma i dati hanno
mostrato un’elevata eterogeneita, in particolare per la firma ER, la firma TP53, la firma HRD e
il rischio genomico.

Concentrandosi sui TILs, non & emersa una chiara correlazione con le firme ER o HRD, mentre
percentuali elevate di TILs tendevano ad associarsi a una maggiore attivita della firma TP53 e
a un aumento del rischio genomico.

Considerando i sottotipi molecolari, non sono state osservate correlazioni forti con la firma ER,
ad eccezione dei tumori basal-like. Nei tumori luminali A, sia i livelli di HRD sia le firme di
instabilita genomica risultano sostanzialmente ridotti, in linea con la loro maggiore stabilita
genomica e con un fenotipo molecolare meno aggressivo.

Infine, la firma TP53 risultava altamente attiva nei tumori basal-like, come atteso, e mostrava

un’attivita intermedia nei tumori luminali B rispetto ai luminali A.

4.9. Analisi di sopravvivenza e integrazione con dati traslazionali

| dati di follow-up clinico dei trial GIM2, GIM4 e GIM10 sono stati aggiornati e armonizzati.
Sono state condotte analisi di sopravvivenza, modelli multivariati e studi di correlazione
utilizzando R e STATA, presso la UO Epidemiologia Clinica.

Il numero di eventi osservati era coerente con quelli attesi, permettendo una valutazione
adeguata della rilevanza prognostica e predittiva delle categorie HER2-low, HER2-ultralow e
HER2 0-null. Tra i 289 pazienti con rivalutazione di HER2, 259 erano valutabili per iDFS e 267
per OS.

Il follow-up clinico é stato aggiornato in tutti e tre i trial, con un follow-up mediano di 20,5 anni.
La distribuzione di recidive a distanza, eventi loco-regionali, secondi tumori primari e decessi
senza eventi iDFS precedenti € risultata comparabile tra i tumori HER2 0-null, HER2-ultralow,
HER2 1+ e HER2 2+,

Le analisi di Kaplan—Meier non hanno mostrato differenze significative nella sopravvivenza
libera da malattia invasiva (iDFS, log rank p=0,441) né nella sopravvivenza globale (OS, log
rank p=0,697) tra le quattro categorie di HER2, con la mediana della sopravvivenza non
raggiunta nella maggior parte dei sottogruppi (Figura 49, Figura 50).

E importante sottolineare che non sono emerse differenze in sopravvivenza nemmeno

raggruppando semplicemente i tumori in HER2-0 versus HER2-low, senza ulteriori sotto-
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classificazioni, confermando che I’espressione di HER2 all’interno dell’intervallo HER2

negativo non stratifica gli esiti a lungo termine nel carcinoma mammario ER positivo.
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Figura 49. Curve di Kaplan-Meier relative all’iDFs in relazione allo stato di HER2.
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Figura 50. Curve di Kaplan-Meier relative all’ OS in relazione allo stato di HER2.

Sono stati inoltre valutati gli effetti dei trattamenti all’interno dei sottogruppi HER2. Nei tumori
HER2 0-null, la chemioterapia dose-dense é risultata associata a migliori esiti rispetto ai regimi
a intervallo standard. Nei tumori HER2-ultralow, HER2 1+ e HER2 2+, il numero di casi era
troppo limitato per trarre conclusioni statisticamente significative.

Nel trial GIM4, la terapia endocrina estesa ha mostrato un maggiore beneficio nei tumori HER2
0-null rispetto al trattamento di durata standard, mentre la limitata numerosita dei campioni nelle
altre categorie HER2 ha impedito un’interpretazione definitiva. Nel trial GIM10, la

somministrazione concomitante di chemioterapia ed endocrinoterapia non ha mostrato alcun
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vantaggio rispetto all’approccio sequenziale, che ha mantenuto la tendenza piu favorevole
nonostante il numero ridotto di eventi.

Considerando l'integrazione dei dati di profilazione genomica con la sopravvivenza, diverse
signature NanoString hanno mostrato un’associazione con iDFS nei modelli non aggiustati, tra
cui ER, PD-1, RB1, SOX2 e PTEN. Dopo I’aggiustamento per variabili clinico-patologiche,
queste associazioni non erano piu significative.

Considerando invece I’OS, I’espressione del gene PTEN ¢ stata 1’unica a mostrare
un’associazione significativa, che ¢ rimasta evidente anche nel modello aggiustato (Figura 51
A e B). Infine, non si sono notate differenze significative in iDFS e OS in base al sottotipo

molecolare.
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Figura 51. Volcano plot della sopravvivenza mostra il rapporto di rischio (hazard ratio) e
la significativita statistica (p-value) di ciascuna firma. Rispettivamente, per I” iDFS (A) e OS
(B). Le firme con maggiore significativita statistica appaiono pit in alto nel grafico:
I’espressione del gene PTEN (in azzurro) risulta correlata significativamente a OS.

4.10. Discussione

I risultati ottenuti nel progetto, indicano come I’espressione di HER2 all’interno dell’intervallo
“HER2-negativo” non identifichi sottogruppi chiaramente distinti biologicamente o
clinicamente, gettando le basi per studi futuri mirati a perfezionare la comprensione biologica
della malattia HER2-negativa.
Dal punto di vista molecolare I'analisi ha permesso di determinare che rispetto ai tumori HER2
0-null, i tumori HER2-low mostrano una maggiore espressione di firme associate a instabilita
genomica. Queste includono alterazioni dei meccanismi di riparazione del DNA, tra cui HRD,
BRCAness, p53, RB1 e CDK4. L’incremento progressivo della firma HRD indica una
compromissione graduale dei sistemi di riparazione mediante ricombinazione omologa,
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confermata dall’arricchimento di pathway biologici legati a ipossia e rischio genomico,
maggiormente espressi nei tumori HER2 2+. In quest'ottica i dati generati in questo progetto
supportano i dati di letteratura. Diversi studi trascrittomici suggeriscono che i tumori HER2-low
possano presentare caratteristiche molecolari distinte rispetto ai tumori HER2-0, incluse
differenze nelle vie correlate alla proliferazione e nelle interazioni tra tumore e microambiente
tumorale (Tarantino P. et al., 2020, Schettini F. et al., 2021, Denkert C. et al., 2021). Tuttavia,
le evidenze riguardanti una maggiore instabilita genomica, le firme HRD/BRCAness o
specifiche alterazioni nelle vie del ciclo cellulare. rimangono limitate e non ancora dimostrate
in modo coerente tra gli studi (Schettini F. et al., 2021). La maggiore espressione della firma
Treg osservata nei nostri dati risulta inoltre coerente con un microambiente piu immuno-
soppresso (Fridman WH. et al., 2017). | tumori HER2 2+ sono spesso descritti come
biologicamente intermedi e possono presentare un rischio genomico piu elevato e caratteristiche
associate al danno del DNA, rendendo plausibile I’arricchimento osservato nelle firme di HRD
e di rischio genomico (Schettini F. et al., 2021, Prat A. et al., 2015). Inoltre, I’aumentata
espressione di B7-H3 (CD276) é compatibile con meccanismi di evasione immunitaria e ed ¢
stata associata a fenotipi tumorali piu aggressivi (Miller CD. et al., 2024). L’analisi dei sottotipi
molecolari PAM50 ha evidenziato una netta prevalenza dei sottotipi luminali A e B,
confermando come i tumori HER2-low presentino prevalentemente un profilo biologico
luminal-like. L'analisi del rischio di recidiva ¢ coerente con 1’arricchimento di firme associate
al danno del DNA e al rischio genomico osservato nei tumori con maggiore espressione di HER2
all’interno dello spettro HER2-negativo/low.

| dati hanno indicato inoltre che il microambiente tumorale di questi tumori appare
immunologicamente cold, caratterizzato da bassi livelli di infiltrazione linfocitaria, confermati
sia dall’analisi immunoistochimica dei tessuti FFPE, sia dalle analisi trascrittomiche che hanno
evidenziato una ridotta attivazione di firme e geni associati alla risposta immunitaria. Nei tumori
con bassi livelli di TILs & stata inoltre osservata una maggiore espressione del recettore
androgenico (AR) e delle firme di segnalazione estrogenica, suggerendo che i tumori con
fenotipo immunologico cold siano maggiormente dipendenti dai segnali endocrini.

Nel complesso, i dati NanoString mettono in evidenza la sostanziale eterogeneita biologica
all’interno dello spettro HER2-low, supportando la visione emergente secondo cui la malattia
HER2-low rappresenta un sottogruppo molecolarmente eterogeneo piuttosto che un’entita
uniforme (Tarantino P. et al., 2020, Denkert C. et al., 2021, Schettini F. et al., 2021).
Nonostante le differenze biologiche osservate, I’analisi di sopravvivenza non ha evidenziato

differenze significative in termini di iDFS o OS correlate allo stato di HER2. Indipendentemente
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dall’espressione di HER2, tuttavia, un risultato rilevante riguarda la perdita del gene PTEN che
e risultata significativamente correlata con la sopravvivenza globale.

Un ulteriore aspetto metodologico emerso dai risultati ottenuti riguarda I’importanza di
utilizzare tessuti recenti per la rivalutazione immunoistochimica. Nella coorte in studio ¢ stata
osservata una maggiore prevalenza di tumori HER2-null tra i campioni antecedenti al 2011.
Questo fenomeno & verosimilmente attribuibile alla progressiva perdita di antigenicita nei
campioni FFPE conservati a lungo e puo determinare una sottostima dell’espressione di HER2.
Questi dati sono in linea con i dati di letteratura: come evidenziato da Gillo F et al., 2019, le
condizioni di fissazione originarie e il tempo prolungato di conservazione possono indurre la
degradazione degli epitopi proteici di HER2, determinando una riduzione del segnale
immunoistochimico, traducendosi in falsi negativi o nella riclassificazione di casi
precedentemente positivi verso uno score HER2-0. In ottica clinica, questo aspetto sottolinea
I’importanza di rivalutare lo stato di HER2 su un campione recente o tramite re-biopsia,
soprattutto quando la rivalutazione ¢ necessaria per guidare le scelte terapeutiche e 1’accesso a

terapie target come gli ADC.
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Conclusioni

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

Il progetto NextGIM ha generato un set di dati clinico-patologici e traslazionali di elevata qualita
e costituisce una delle piu ampie casistiche disponibili per la caratterizzazione molecolare dei
tumori HER2 0-null, HER2-ultralow, HER2-low in un sottogruppo ben definito di carcinoma
mammario, ovvero i tumori ormono-recettori positivi (ER+). In questo senso ha dato un
importante contributo alla comprensione della loro eterogeneita biologica e delle loro
implicazioni cliniche. Inoltre, dal punto di vista clinico, ha consentito analisi a lungo termine
dei risultati e I’esplorazione dell’effetto dei trattamenti su questo sottogruppo di pazienti.

I risultati hanno mostrato che I'espressione di HER2 all'interno dell'intervallo HER2-negativo
non identifica sottogruppi nettamente distinti dal punto di vista prognostico, ma differenti per
profilo molecolare, che possono influenzare 1’andamento della malattia e la risposta ai
trattamenti.

Guardando al futuro, I’espansione delle tecniche di profilazione molecolare ad alta risoluzione
(tra cui il sequenziamento dell’intero trascrittoma, la trascrittomica e la proteomica spaziale)
sara essenziale per individuare sottili gradienti biologici che potrebbero non emergere da
pannelli mirati.

L’integrazione della patologia digitale e dell’analisi delle immagini basata su intelligenza
artificiale (scoring assistito dall’intelligenza artificiale - Dong YH. et al., 2025) potra inoltre
migliorare ulteriormente la precisione dello scoring di HER2 e la caratterizzazione del

microambiente tumorale.

Complessivamente, il progetto stabilisce una piattaforma solida per la ricerca traslazionale e
clinica futura sul carcinoma mammario HER2-negativo, con particolare focus sullo spazio
emergente -ultralow, fornendo le basi metodologiche per la prossima generazione di strategie

diagnostiche e terapeutiche.
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ALTRE ATTIVITA’: valutazione dell’emopoiesi clonale nella
tossicita al’immunoterapia

7.1. Introduzione

Durante I’internato di tesi, & stato possibile partecipare a uno studio pilota finanziato dal bando
5X1000 2022 del Policlinico San Martino, volto a indagare la correlazione tra 1’emopoiesi
clonale “Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential (CHIP)”, ovvero mutazioni
somatiche che si verificano in cellule staminali emopoietiche, e i trattamenti sistemici
antitumorali, con particolare riferimento all’immunoterapia in relazione alla risposta alla terapia
e a possibilita di insorgenza di tossicita correlata. Questa valutazione é stata condotta su pazienti
con carcinoma mammario triplo negativo localmente avanzato, trattate nel setting neo-
adiuvante, con chemioterapia oppure con chemioterapia associata all’immunoterapia.
L’emopoiesi ¢ un processo fisiologico regolato da segnali intrinseci (programmi trascrizionali e
modificazioni epigenetiche) ed estrinseci (citochine, fattori di crescita, nicchia midollare)
(Nakamura-Ishizu A. et al., 2012). La nicchia midollare, composta da cellule stromali
mesenchimali, osteoblasti ed endotelio vascolare, bilancia 1’autorinnovamento, la quiescenza e
il differenziamento cellulare attraverso pathway conservati come Notch, Wnt e SCF/c-Kit
(Orkin SH. and Zon LlI., 2008).
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Figura 52. Evoluzione dell’emopoiesi clonale in CHIP (Reed SC et al., 2023).

La CHIP consiste in popolazioni ematopoietiche con mutazioni somatiche in assenza di malattia
ematologica clinica (Figura 52). La sua frequenza aumenta con ’eta e in molti casi puo
rimanere silente, senza conseguenze cliniche evidenti, ma risulta associata a rischio
cardiovascolare, di sviluppo di neoplasie mieloidi secondarie e possibile aumento della tossicita
da terapie antineoplastiche (Warren JT. and Link DC., 2020, Reed SC. et al., 2023). Mutazioni
comuni coinvolgono DNMT3A, TET2, ASXL1, TP53, SF3B1, PPM1D, SRSF2, U2AF1,
regolando epigenetica, riparazione del DNA e differenziamento. Inizialmente osservata in

neoplasie ematologiche, la CHIP puo anche influenzare 1’ambiente tumorale tramite
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meccanismi inflammatori, immunologici e angiogenici, con potenziale impatto sulla
progressione del tumore solido (Arends CM. and Damm F., 2022, Nguyen YTM. et al., 2025;
Hajishengallis G. and Chavakis T., 2026). L’immunoterapia mira a modulare le risposte
immunitarie contro le cellule tumorali, superando i meccanismi di escape. Diversi studi, tra cui
quello condotto da Kumar A. et al., nel 2024, hanno dimostrato 1’efficacia dell’introduzione

dell’immunoterapia come strategia terapeutica nel trattamento dei tumori solidi. Tuttavia,

’attivazione massiva del sistema
immunitario aumenta i cicli di divisione
cellulare, con conseguente maggiore rischio
di errori nella replicazione del DNA (Reed
SC. et al., 2023), potenzialmente favorendo

I’espansione di CHIP. Studi recenti indicano

che circa il 25-30% dei pazienti con tumori

solidi presenta CHIP. A riguardo perd non € | Figura 53. CHIP, in circolazione e nei tumori
(Reed SC. et al., 2023).

ancora pienamente definita 1’associazione, in

particolare nel tumore della mammella, tra la presenza di CHIP e la tossicita delle terapie

sistemiche, in particolare in termini di tossicita ematologica.

7.2. Materiali e Metodi

In questo studio I’analisi ¢ stata condotta su sottopopolazione selezionata di pazienti con tumore
mammario triplo negativo trattate nel setting neo-adiuvante con immuno-terapia in
combinazione con chemioterapia e su un sottogruppo di controllo con caratteristiche clinico-
patologiche simili trattate con sola chemioterapia presso il Policlinico San Martino all’interno
dello Studio NEOGENE.
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Figura 54. Work-flow.
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La presenza di emopoiesi clonale & stata valutata mediante sequenziamento di nuova

generazione (NGS) utilizzando un pannello mieloide mirato su DNA estratto da sangue

periferico, un approccio definito come biopsia liquida.

I1 pannello comprende I’analisi di geni comunemente coinvolti nei disordini ematologici, inclusi

DNMT3A, TET2 e ASXL1.

Tabella 13. | geni evidenziati in arancione sono quindi quelli per cui il pannello garantisce sequenziamento

completo di tutte le regioni codificanti.

https://www.illumina.com/content/dam/illumina/gcs/assembled-assets/marketing-literature/pillar-

oncoreveal-myeloid-panel-data-sheet-m-gl-02028/pillar-oncoreveal-myeloid-panel-data-sheet-m-gl-

02028.PDF

ABLY BRAF
ANKRDZ26 CALR CSF3R

ASKL1 CBL Cux1
ATRX CELB DDX41
CBLC
ETNKI
Ganes highlighted in indicate ful COS coverage

FLT3
GATAI

GMNAS

HRAS
IDH1
IDH2

JAKZ
JAK3

KIT
KMTZA
KRAS
MPL
NF1

Il disegno sperimentale ha previsto un‘analisi

NP1 PTEN SMC1A
NRAS PTPNT1 SMC3
PDGFRA SRSF2

STAGI
SETBP1
FPMID SFam

UZAF
WT1

longitudinale della CHIP attraverso

due tempistiche: baseline, prima del trattamento e 6 mesi post-intervento chirurgico.

» Il DNA genomico (gDNA) é stato isolato dai leucociti circolanti su sangue periferico

utilizzando il QlAamp Blood Mini Kit (Qiagen). In fase di ottimizzazione sono stati

confrontati due volumi di campione (200 pLe 400 pL), con migliori risultati ottenuti usando

200 pL. Le librerie genomiche sono state generate mediante Indexing-PCR, purificate con

biglie magnetiche e valutate per quantita (Qubit™ 2.0) e integrita (Tape HSDNAZ1000,

Agilent Technologies). Successivamente normalizzate e raggruppate in due pool da 12

librerie ciascuno.

» | pool sono stati sequenziati utilizzando /’OncoReveal™ Myeloid Panel, un pannello NGS

mirato a 58 geni coinvolti nelle neoplasie mieloidi, sulla piattaforma 1//umina NextSeq™

500/550 in collaborazione con 1’UO Patologia Molecolare.
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7.3. Risultati

Il gruppo in studio ha compreso pazienti trattate con chemioterapia in associazione a
immunoterapia (N=12), mentre per il gruppo di controllo sono state selezionate pazienti trattate
con chemioterapia standard (N=20). L’ appaiamento (matching) 1:1 e stato effettuato
selezionando 12 pazienti per ciascun braccio (N totale = 24). | criteri di appaiamento hanno
incluso variabili clinico-patologiche critiche: stadiazione TNM, eta, risposta patologica al

trattamento.

L’estrazione del DNA e il sequenziamento sono stati effettuati con successo su tutti 1 48

campioni inclusi nello studio (pre e post trattamento per tutte le pazienti).

L’analisi preliminare dei dati & stata condotta, in collaborazione con 1I’Unita di Oncologia
Cellulare del San Martino, su 24 campioni pre e post terapia di 12 pazienti: 6 casi che hanno
ricevuto chemioterapia combinata con immunoterapia appaiati a 6 controlli, trattati con
chemioterapia standard. Tale analisi ha evidenziato che tutti i campioni analizzati presentano un
numero non nullo di mutazioni. In particolare, il sequenziamento degli ampliconi e la successiva
analisi mutazionale hanno mostrato la presenza di mutazioni potenzialmente patogeniche gia
nella fase pre-terapia, con una tendenza all’incremento dopo il trattamento. E stato osservato un
numero medio di 5,5 + 1,3 mutazioni per campione prima del trattamento e di 9,0 + 1,5 dopo il

trattamento, corrispondente a un incremento intra-paziente medio di 3,5 = 1,75 mutazioni.

Le analisi dei dati molecolari sull’intera casistica e la correlazione con i dati clinici, in
particolare con I’insorgenza di tossicita immuno-correlata, al momento della stesura di questa

tesi sono tuttora in corso.
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