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RIASSUNTO

In Italia e nel mondo, il carcinoma della mammella ¢ la prima causa di malattia
oncologica nelle donne, contribuendo da solo ad oltre il 13% delle diagnosi di tumore:
nella maggior parte dei casi si tratta del sottotipo a recettori ormonali positivi (HR+) e
HER2 non amplificato (HER2-) e prevede la manipolazione ormonale quale cardine della
terapia, cui ¢ possibile associare farmaci a target molecolare quali gli inibitori delle
CDK4/6. Tuttavia, circa il 20-30% delle pazienti ¢ destinata ad andare incontro a recidiva
e si rende necessario caratterizzare meglio la storia naturale della malattia metastatica,
per la quale la sequenza ottimale di farmaci da impiegare non ¢ stabilita. Ad oggi sono
noti alcuni dei meccanismi responsabili della recidiva e, nella fattispecie, dello sviluppo
di resistenza al trattamento ormonale, che vanno approfonditi e tradotti in strumenti
impiegabili nell’ambito clinico: lo studio traslazionale CHAMBER ¢ volto ad indagare lo
status mutazionale di geni d’interesse (primi fra tutti ESR1 e PIK3CA) tramite biopsia
liquida volta alla ricerca del DNA tumorale circolante. La biopsia liquida ¢ uno strumento
microinvasivo, ripetibile, che per quanto di recente introduzione in patologia mammaria
sta vedendo il suo impiego diffondersi negli studi e la sua validita affermarsi in letteratura.
Ad oggi, presso lo IOV IRCCS di Padova, sono state arruolate 71 pazienti alle quali ¢
stato eseguito un prelievo di sangue aggiuntivo in sede di esami ematici routinari, dal
quale ¢ stato estratto il DNA libero circolante ed analizzato con metodica NGS, per
ricercare mutazioni patogeniche. Basandoci sul razionale che ¢ la farmacoterapia a
selezionare 1 cloni resistenti, abbiamo stabilito il timepoint per il prelievo ad ogni
progressione di malattia, con un prelievo aggiuntivo al 1° giorno del 2° ciclo di terapia
con CDKi per le pazienti in trattamento con questa categoria di farmaci, sulla scorta di
recenti evidenze per cui non solo lo status mutazionale, ma anche la clearance precoce
del DNA tumorale dal circolo ematico sia un potenziale fattore prognostico. I dati
preliminari raccolti ad oggi sui 4 prelievi consecutivi di 3 pazienti sono coerenti con 1 dati
pubblicati da studi recenti e promettenti rispetto alle analisi da eseguirsi su un dataset a
tutt’oggi in fase di ampliamento, forte di una profilazione longitudinale del ctDNA di

pazienti real-world.






ABSTRACT

In Italy and worldwide, breast cancer is the main cause for oncologic disease in
women, contributing alone for over 13% of cancer diagnoses: in most cases, it is
subclassified as hormonal receptors positive (HR+) and HER2 amplification negative
(HER2-), endocrine manipulation is the current therapeutic cornerstone and target therapy
such as CDK4/6 inhibitors (CDK4/61) can be added to. However, around 20-30% of
patients is destined to relapse and it is necessary to better acknowledge metastatic
disease’s natural history, for which a standard therapeutic sequence is not set yet. To date,
some of the molecular pathways involved in relapse and, specifically, in the development
of endocrine therapy resistance, are known, but need to be studied deeper and translated
into clinical tools: CHAMBER is a translational study aimed at investigating target genes’
(first of all, ESR1 and PIK3CA) mutational status in relation to therapy, via liquid biopsy
and, in particular, circulating tumor DNA (ctDNA). Liquid biopsy is a microinvasive,
repeatable tool, as emerging in the breast cancer scenario as already widespread in clinical
trials and validated throughout literature. To date, 71 patients have been enrolled at IOV
IRCCS of Padova, who were asked to be taken a supplementar blood draw, during
routinary blood exams, from which ctDNA was extracted and analysed through NGS, in
order to investigate pathogenic mutations. According to evidences which underline the
role of the therapy itself in selecting resistant clones, we set the moment of disease
progression as our timepoint for specimen collection; patients undergoing CDK4/61
treatment were asked an addictional collection at day 1 of cycle 2 of the therapy, on the
basis of new evidences which suggest a prognostic impact of early clearance of tumor
DNA from bloodstream during such treatment. Our early data, collected upon 3 patients’
4 consequent analyses, are solid with latest evidences and encouraging in regard to future
studies to be performed on a wide dataset, currently in implementation, based upon a

prospective profiling of ctDNA specimens collected from real-world patients.






1 INTRODUZIONE

1.1 Il tumore della mammella: epidemiologia e fattori di rischio

I1 tumore della mammella ¢ la neoplasia piu frequente nelle donne: delle 9.227.500
neoplasie diagnosticate nelle donne nel 2020, 2.261.419 (circa il 12%) sono tumori della
mammella (1). In Italia le neoplasie della mammella rappresentano il 13.3% delle nuove

diagnosi di tumore nel sesso femminile (2).

A fronte del lieve aumento annuo dell’incidenza (circa 0,3% per anno), si ¢
assistito, negli ultimi decenni, ad una riduzione del tasso di mortalita cancro-specifica (-
0,8%) grazie all’effetto della prevenzione secondaria attuata mediante screening

mammografico ed ai progressi terapeutici.

Il rischio di ammalarsi di carcinoma della mammella per le donne aumenta con
I’eta ed ¢ massimo subito dopo la menopausa: ¢ pari, infatti, ad 1/43 per donne di eta

inferiore ai 49 anni, 1/18 nella fascia d’eta 50-69 anni, 1/22 oltre i 70 anni.

I1 tumore della mammella rappresenta inoltre la prima causa di morte nel sesso femminile

in tutte le eta, con una sopravvivenza globale a 5 anni dalla diagnosi dell’88% (3).

1.2 Classificazione del tumore della mammella

1.2.1 Classificazione istologica

Secondo la piu recente classificazione dell’Organizzazione Mondiale della Sanita
(anno 2019), I’istotipo piu frequente di tumore della mammella ¢ il carcinoma infiltrante
non-special type (NST), che rappresenta circa il 70-80% di tutte le neoplasie mammarie.
Il carcinoma lobulare rappresenta invece la tipologia piu frequente all’interno della
categoria dei tumori con caratteristiche istologiche speciali (circa 10% dei tumori

invasivi) (5).



1.2.2 Classificazione TNM

Secondo L’American Joint Committee on Cancer (AJCC) sulla base
dell’estensione tumorale (parametro T), del coinvolgimento di eventuali linfonodi
locoregionali (parametro N) e della presenza o meno di metastasi a distanza (parametro
M) viene indicato lo stadio clinico-patologico di malattia. L’edizione piu recente, ’ottava,

prende in considerazione inoltre fattori biologici quali:

e Grading istologico G, espresso come 1,2 0 3;

e Status dei recettori ormonali per estrogeni (ER) e progesterone (PgR),
espresso come negativo o positivo;

o Status HER2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2), espresso

come positivo o negativo (4)

In particolare, la valutazione dell’espressione dei recettori ormonali (di seguito Hormone
Receptors, HR) e dello status di HER2, in virtu del suo potente significato prognostico e
predittivo di risposta ai trattamenti, ¢ entrato in pieno diritto nella stadiazione clinica

TNM, superando i limiti della sola caratterizzazione anatomica della malattia (5).

1.2.3 Classificazione molecolare

Nella pratica clinica, 1 tumori della mammella sono, dunque, classificati, sulla base
dell’espressione immunoistochimica dei recettori ormonali (estrogeni e progesterone) €
dello stato di HER2 (valutato in immunoistochimica e/o fluorescence in situ hybridization
[FISH]) in: tumori a recettori ormonali positivi, tumori HER2 positivi e tumori triplo
negativi. Questa classificazione riflette solo parzialmente 1’eterogeneita biologica delle
neoplasie mammarie. Dal punto di vista molecolare, I’analisi del profilo di espressione

genica consente di individuare quattro sottotipi intrinseci:

e Luminale A e B: rappresentano il sottotipo pit comune (70-80%) ed a miglior
prognosi. Dal punto di vista dell’espressione genica sono caratterizzati da un’alta
espressione di geni dell’epitelio luminale. Dal punto di vista immunoistochimico sono

caratterizzati dalla positivita dei recettori per estrogeni e sono ulteriormente distinti



in Luminal A-like ¢ Luminal B-like sulla base dell’indice di proliferazione (inferiore
o superiore al 20%) (6) ed al livello di espressione del recettore progestinico (PgR).
In particolare, I’espressione del PgR con un cutoff del 20% si delinea come ulteriore
fattore prognostico di distinzione tra 1 due sottotipi luminali: Luminal A, con spiccata
ormonosensibilita e PgR>20% vs Luminal B con PgR<20% (7). La terapia ormonale
rappresenta la base del trattamento sia negli stadi inziali che avanzati. In una piccola
percentuale di casi presentano iperespressione di HER2 (fino al 20% dei Luminal B).

e HER2-enriched: rappresenta il 15-20% dei carcinomi mammari, caratterizzato
dall’iperespressione/amplificazione di HER2. La prognosi ¢ peggiore rispetto ai
tumori luminali, tuttavia I’introduzione del trastuzumab, anticorpo monoclonale anti-
HER2, in combinazione con la chemioterapia, ha modificato in modo drastico la storia
clinica di queste neoplasie (8).

e “Basal-like”: costituisce circa il 15% dei tumori della mammella, ¢ caratterizzato
dall’espressione di marcatori delle cellule mioepiteliali quali: citocheratine 5/6 ¢ 17,
vimentina, CD10, a-actina del muscolo liscio ed EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor). Dal punto di vista fenotipico coincide nell’80% dei casi con il sottotipo
triplo negativo, definito dall’assenza dell’espressione dei recettori ormonali ed HER2.
E la neoplasia mammaria a prognosi peggiore e la chemioterapia rappresenta lo

standard di cura.

1.3 Il carcinoma infiltrante HR+ ¢ HER2-

Il sottotipo HR+/HER2- rappresenta, come precedentemente affermato, la
tipologia piu frequente di tumore della mammella. Nonostante 1 progressi diagnostico-
terapeutici, I’accessibilita a nuovi farmaci antitumorali e I’integrazione di terapie locali
con terapie sistemiche, il rischio stimato di recidiva a distanza a 20 anni dalla diagnosi ¢
significativo: varia dal 10% al 50%, a seconda dello stadio TN rilevato alla diagnosi, ed
¢ direttamente correlato all’estensione della malattia primitiva. In particolare, anche nel
caso di tumore di dimensioni inferiori a 2 cm e senza coinvolgimento linfonodale (T1NO)
il rischio di recidiva a 15 anni superi il 10% anche dopo una terapia ormonale adiuvante

di 5 anni (9) (10) (11).



Circa il 5-7% delle pazienti con carcinoma mammario si presenta con malattia
metastatica alla diagnosi: in Italia nel 2021 sono stati 37 mila i casi di diagnosi di malattia

metastatica ad origine mammaria (3) (12) (13).

La sopravvivenza mediana ¢ di 4,5 anni, con differenze a seconda del sottotipo
molecolare di malattia primitiva: dai 4,9 anni per il sottotipo luminale ai 1,5 anni per i

tumori triplo negativi (14).

1.3.1 Terapia del carcinoma mammario HR+ e HER2- metastatico

Nel setting del mBC (metastatic Breast Cancer), gli obiettivi del trattamento sono
il controllo della malattia e della sintomatologia correlata, ai fini del miglioramento della

qualita di vita e, possibilmente, del prolungamento della stessa.

La scelta del trattamento piu adeguato dipende dalle caratteristiche biologiche del
tumore, dal carico di malattia (presenza o assenza di metastasi viscerali, sintomi di
malattia, alterazione dei parametri laboratoristici), dai precedenti trattamenti ricevuti,
dalle condizioni generali, comorbidita e terapie concomitanti del paziente e dalla
compliance. In questo sottotipo il cardine del trattamento ¢ costituito dalla terapia

ormonale (12) (15) (16).

1.3.2 Terapia endocrina

Le principali opzioni di terapia ormonale comprendono SERMs (Selective
Estrogen Receptor Modulators, quali il tamoxifene), SERDs (Selective Estrogen
Receptor Down-regulators, come fulvestrant) e gli inibitori dell’aromatasi (Al, a loro

volta distinti in non steroidei, quali anastrozolo e letrozolo, e steroidei, come exemestane).

Nelle pazienti in premenopausa i farmaci LHRH analoghi, con azione inibitoria

sull’asse ipotalamo-ipofisi-ovaio, sono abitualmente associati all’ormonoterapia (12)

(17) (18).

10



1.3.2.1 Tamoxifene (SERM)

Il tamoxifene ¢ un modulatore selettivo del recettore degli estrogeni con attivita
tessuto-specifica: a livello mammario, in particolare, esercita una parziale inibizione della
dimerizzazione del recettore degli estrogeni (19). E attualmente utilizzato come terapia
adiuvante per le pazienti in premenopausa, mentre nel setting metastatico rappresenta

un’alternativa meno utilizzata (20) (21) (22) (23).

1.3.2.2 Inibitori dell’aromatasi (Al)

I farmaci inibitori dell’aromatasi steroidei (exemestane) e non steroidei
(anastrozolo e letrozolo) agiscono inibendo I’enzima aromatasi, deputato alla sintesi di
estrogeni a partire dagli androgeni nei tessuti periferici; costituiscono lo standard di cura
in prima linea nelle pazienti non precedentemente esposte a terapia ormonale o che non
hanno dimostrato recidiva di malattia in corso/entro breve tempo dall’inizio della terapia
ormonale. In virtu del comprovato beneficio in sopravvivenza libera da malattia sono
preferiti rispetto al tamoxifene anche nelle pazienti in premenopausa, in quanto caso con

associazione di LHRH analoghi (24).

1.3.2.3 Fulvestrant (SERD)

11 fulvestrant appartiene alla classe dei SERD: deregolatori selettivi del recettore
estrogenico. A livello molecolare, il legame di fulvestrant ad ER ne impedisce la
dimerizzazione e, di conseguenza, la traslocazione nucleare, promuovendo la
degradazione del recettore per via proteasomiale. Il risultato netto ¢ un effetto anti-
estrogenico puro con inibizione dell’espressione dei geni estrogeno-dipendenti (25) e

perdita di espressione di ER, riduzione di espressione di PgR e Ki-67 (26) (27) (28).

Lo studio CONFIRM, di confronto tra un dosaggio di 500 mg ogni mese ed un
dosaggio di 250 mg con la stessa cadenza, ha dimostrato la superioritd in termini di
sopravvivenza globale (OS: Overall Survival) della dose piu elevata, stabilendo lo
standard di cura (26.4 mesi vs 22.3 mesi HR 0.81; 95% CI 0.69-0.96; p = 0.02) (29). Lo
studio di fase III FALCON, che ha incluso 462 donne in postmenopausa non
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precedentemente esposte a endocrinoterapia ha confermato 1’efficacia di un trattamento
di I linea con fulvestrant 500 mg ogni 28 giorni, rispetto ad anastrozolo, con un
significativo miglioramento della progressione libera da malattia (PFS: Progression-Free
Survival) end-point primario dello studio (16.6 mesi con fulvestrant vs 13.8 mesi con
anastrozolo HR =0.797; 95% CI 0.637-0.999; p = 0.0486) e simili tassi di eventi avversi
(30).

1.3.3 Nuovi farmaci a bersaglio molecolare

Nel corso della storia naturale della malattia mammaria a recettori ormonali

positivi circa la meta dei pazienti € destinato ad acquisire resistenza alla terapia endocrina

9).

In ambito clinico, la condizione di endocrino-resistenza ¢ definita come primaria
o secondaria (31) a seconda che la recidiva o progressione sia avvenuta rispettivamente
nel corso dei primi 2 anni di terapia endocrina adiuvante o entro i 6 mesi in corso di

terapia endocrina per malattia metastatica (32).

I principali meccanismi alla base della resistenza comprendono la sovra-
regolazione del recettore estrogenico e suoi coattivatori, o di pathway a valle di esso,
come le vie mitogene mediate da PI3-K e RAS, e la sotto-regolazione delle proteine

inibitrici delle chinasi ciclina-dipendenti.

La definizione della resistenza alla terapia endocrina ¢ cruciale nella scelta
dell’algoritmo di cura e, negli ultimi anni, lo scenario clinico di ¢ arricchito di molecole

attive sulle pathways implicate nell’endocrinoresistenza.

1.3.3.1 Inibitori di CDK4/6

Le chinasi ciclina-dipendenti (CDK, cycline-dependant kinase) 4 e 6 sono enzimi
che, una volta stimolati da segnali mitogeni (quali fattori di crescita o molecole di
adesione cellulare), formano un complesso con la ciclina D1 che, a sua volta, va a

fosforilare ed inibisce pRb. L’azione normale di pRb ¢ mantenere inattivo il fattore di

12



trascrizione E2F, deputato alla trascrizione dei geni che determinano la progressione dalla
fase G1 alla fase S del ciclo cellulare. E stato osservato che CD1 e CDK4/6 sono stimolate
direttamente dal recettore per gli estrogeni e frequentemente amplificate nel tumore della
mammella (fino al 15% dei tumori a recettori ormonali positivi), delineandosi quindi

come potenziale target farmacologico (33) (34) (35).

I farmaci inibitori di CDK4/6 (CDKi, CDK inhibitors) attualmente approvati sono
palbociclib, ribociclib ed abemaciclib, in prima e seconda linea. Il palbociclib, primo
farmaco ad aver ricevuto approvazione dalle Unita Regolatorie, in associazione alla
terapia ormonale si ¢ dimostrato superiore alla sola terapia endocrina nello studio
registrativo PALOMA-2, con una PFS (end-point primario dello studio) di 24.8 mesi
versus 14.5 mesi (HR 0.58; 95% CI, 0.46 — 0.72; P <0.001) (36). Piu recentemente, la
combinazione di terapia endocrina e ribociclib o abemaciclib si ¢ dimostrata efficace non
solo in termini di PFS, ma anche in termini di OS, rispetto alla sola terapia endocrina (37)
(38) (39) (40). Lo studio MONALEESA-7, dedicato specificamente alle donne in
premenopausa, ha confermato I’efficacia di ribociclib, con una PFS di 23.8 mesi (95% CI
19.2 — non raggiunto) rispetto ai 13.0 mesi del placebo (HR 0.55, 95% CI 0.44 — 0.69; p
<0.0001) (41) (42).

Una recente revisione sistematica della letteratura conclude che i farmaci inibitori
di CDK4/6 associati all’ormonoterapia, rispetto all’ormonoterapia da sola, migliorano la
sopravvivenza libera da progressione secondaria (PFS2) ed il tempo alla ripresa di un
trattamento chemioterapico (TTC: Time To Chemotherapy), ritardando cosi ’inizio di
trattamenti a maggior profilo di tossicita e, potenzialmente, 1’insorgenza dell’endocrino-

resistenza (43).

Nella figura 1 vengono schematizzati i meccanismi d’azione delle CDK4/6 ed i

rispettivi farmaci mirati (44).

13



@) —> L — (e
bR — G —amw

Cell poliferation s ’ \
Y CDK2
- = = K@ ER/PR/AR
(.

NF-kB
MAPKs
STATs
Wnt/p-catenin
PI3K/AKT/mTOR

Transcription of S phase
and G2/M gene sets

(—/! c
Pro-oncogenic signaling
and senescence evasion

FOXM E2F

Figura 1: la Ciclina D1 insieme alle CDK4/6 formano un complesso che fosforila
PRb, rendendolo inattivo, promuovendo quindi [’azione di E2F, il quale trascrive i geni i
cui prodotti sono necessari alla progressione del ciclo cellulare e, quindi, la
proliferazione dei tessuti e crescita tumorale. Questa pathway mitogena e connessa a
numerosi stimoli, fra cui quelli di ER e PgR, che sono caratteristici delle cellule di tumore

mammario Luminale A e B. Abemaciclib, Ribociclib e Palbociclib sono inibitori selettivi
di CDK4/6.
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1.3.3.2 Inibitori di mTOR

Il mammalian target of rapamycin (mTOR) rappresenta un altro potenziale target nel
trattamento del carcinoma alla mammella metastatico HR+/HER2-. mTOR ¢ un
componente di due complessi (MTORC1 e mTORC?2), che svolgono un ruolo chiave nello
stimolo alla proliferazione cellulare indotta dal segnale estrogenico e mediata dalla via di

PI3K/Akt (45) (46).

Everolimus, farmaco orale attivo sulla pathway di mTOR, si ¢ dimostrato efficace,
in associazione alla terapia ormonale a base di inibitore dell’aromatasi exemestane, con
un prolungamento della PFS rispetto alla sola terapia ormonale (mediana di 10.6 mesi vs

4.1 mesi, HR 0.36; 95% CL 0.27 — 0.47; P <0.001) (47) (48).

La Figura 2 mostra il crosstalk fra recettore per gli estrogeni e via di segnale di

crescita cellulare (49).

15



O Growth factors
@ Estrogen
@® Tamoxifen

IGFR

EGFR / HER2

Plasma
Membrane

v

‘_‘__‘_"“‘—-—-.__
e %W

p 9033“‘ <[ _MAPK ‘

Cytoplasm Cell

Growth

Nucleus ER Target Gene Transcription

Figura 2: il recettore per gli estrogeni ER dialoga con altri recettori di membrana,
quali il recettore per il fattore di crescita epidermico (EGFR o HER?2) e il recettore per
il fattore di crescita simil-insulinico (IGFR: Insulin-like Growth Factor Receptor). A
livello nucleare si ha la promozione della trascrizione dei geni responsivi agli estrogeni

(ERE: Estrogen Responsive Elements) coadiuvata dai secondi messaggi PI3-K, Akt,
MAPK stimolati da IGFR e EGFR/HER?.
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1.3.3.3 SERD orali

Numerose nuove molecole sono in fase di studio con lo scopo di superare la
resistenza alla terapia ormonale e potenziarne I’efficacia, in particolare i SERD di nuova
generazione hanno una maggiore potenza farmacodinamica e migliorate proprieta
cinetiche, prima fra tutte la biodisponibilita orale. Un esempio ¢ elacestrant, primo SERD
orale sperimentato in un trial clinico di fase III: ai due bracci randomizzati di pazienti con
BC HR+/HER2- localmente avanzato o metastatico sono stati assegnati elacestrant vs
terapia ormonale standard, dimostrando che 1 tassi di progressione a 6 ¢ 12 mesi sono
ridotti del 30% in piu rispetto al braccio con terapia standard e del 45% in piu analizzando
il sottogruppo con documentata mutazione in ESR1, la quale ¢ un’impronta molecolare
di endocrinoresistenza (50) (51). Inoltre, dopo aver superato le sperimentazioni in vitro e
nei modelli in vivo (52), anche la molecola giredestrant sta attualmente venendo testata
nel trial clinico di fase III persevERA Breast Cancer, in due bracci di pazienti con BC
HR+/HER2- localmente avanzato o metastatico randomizzati al trattamento con

giredestrant + palbociclib vs letrozolo + palbociclib (NCT04546009).

Di seguito, in figura 3, 1’algoritmo terapeutico proposto nel quinto consensus

internazionale di ESO-ESMO sull’ ABC (Advanced Breast Cancer) (16).
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Figura 3: la terapia d’elezione e |'ormonoterapia, fatta eccezione per le pazienti
con crisi viscerale nelle quali si somministra chemioterapia; le pazienti candidate a
terapia ormonale ancora fertili vengono sottoposte a soppressione farmacologica della
funzione ovarica. Tamoxifene, fulvestrant ed Inibitori dell aromatasi sono i primi farmaci
ad essere adoperati e qualora vi fosse progressione di terapia vi e l'indicazione a passare
allo schema Al + inibitori delle CDK (Chinasi Ciclina-Dipendenti). In caso di ulteriore
progressione, vi e l'indicazione all’assessment dello status di PIK3CA per eventuale
trattamento con inibitore specifico del prodotto mutato, alpelisib
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1.4 Meccanismi di resistenza alla terapia endocrina

1.4.1 La via di PI3K/Akt/ymTOR

PI3K/Akt/mTOR ¢ una via di trasduzione di segnale che fisiologicamente regola
i processi di crescita, differenziazione e sopravvivenza cellulare. La fosfatidilinositolo-3-
chinasi (PI3K) ¢ una chinasi lipidica composta di una unita catalitica ed un dominio
regolatorio che, in seguito all’attivazione di recettori di membrana di tipo GCPR o RTK
(rispettivamente G-Proteins Coupled Receptors e Receptor Tyrosine Kinases), media la
fosforilazione di PIP2 (fosfatidilinositolo-4,5-bisfosfato) in PIP3 (fosfatidilinositolo-
3.,4,5-trifosfato) il quale, a sua volta, attiva la chinasi Akt, principale effettore della via di
trasduzione. La fosfatasi PTEN funge da regolatore negativo di questa pathway. Esistono
diverse classi di PI3K: classe I, classe II, classe III; in particolare la classe I ¢
ulteriormente suddivisa in quattro sottoclassi in base alla subunita catalitica p110, che
puo essere di tipo a, B o o nella sottoclasse 1A, ricettiva ai RTK, e di tipo y nella sottoclasse

IB, ricettiva ai GPCR (53) (54) (55).

Come anticipato, questa via di segnale ¢ una delle piu frequentemente coinvolte
nella patogenesi tumorale: il gene PIK3CA, che codifica per la subunita catalitica p110a,
puo essere mutato nel 30-40% dei tumori in stadio iniziale e in fino al 60% circa delle
biopsie di sedi metastatiche: una revisione di letteratura riporta la prevalenza mediana
della mutazione nelle biopsie di metastasi del 36.4%, con intervalli dal 20.8% al 61.5%
(56). L’80% delle mutazioni ¢ a carico di tre hotspots ricorrenti: a livello dell’esone 9
(E542K ed E545K), che codifica per il dominio ad elica, e dell’esone 20 (H1047R), che
codifica per il dominio catalitico; esse comportano un gain of function dell’enzima (57)
(58) (54) (59) (60). Diversi studi evidenziano, inoltre, che le mutazioni in PIK3CA sono
piu frequenti nel tumore a recettori ormonali positivi che nei tumori HER2-erniched o

triplo negativi (61) (62) e piu spesso associate a decorso clinico piu sfavorevole (63).

In linee cellulari di tumore mammario esposte a deprivazione di estrogeni (LTED:
long term estrogen deprivation, ricostruzione in vitro della condizione tipica delle cellule

tumorali esposte a terapia ormonale), analisi di profilazione proteomica hanno mostrato

19



un’alterazione dell’espressione di ER e della sensibilita a estrogeni endogeni ed esogeni,
tuttavia in maniera non univoca, mentre 1’aumentata fosforilazione e attivazione dei
substrati di mTOR e PI3K ¢ risultata essere il pattern adattativo maggiormente correlato
con la sopravvivenza e crescita cellulare, infatti somministrando farmaci anti-PI3K la
proliferazione delle linee cellulari LTED veniva inibita (Miller et al.) (64). Tuttavia, ¢
stato evidenziato che la risposta terapeutica maggiore la si ha con la combinazione di
farmaci anti-PI3K con anti-estrogeni rispetto ai soli anti-PI3K (64), in quanto, seppur
ligando-indipendente, la via molecolare di crescita cellulare verte sugli ERE anche nelle

cellule endocrino-resistenti (65).

In figura 4 sono esposti alcuni dei principali meccanismi di endocrino-resistenza

ed 1 farmaci potenzialmente attivi (60).
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Da queste osservazioni ¢ nata la spinta verso la ricerca di molecole in grado di
agire sulla via di segnale di PI3K/Akt/mTOR al fine di superare I’endocrino-resistenza.

Nella tabella 1 (66) sono presentati i principali trial clinici che hanno investigato 1’utilizzo

di farmaci a bersaglio molecolare attivi sull’asse PI3K/Akt.

NOME Fase Popolazione Trattamento Linea di Outcome
trattamento
(numerosita) Test vs. placebo
BELLE-2 I HR+/HER2- Fulvestrant + Linea successiva mPFS: 6.9 mesi vs 5.0 mesi
localmente buparlisib dopo progressione = (p<0.001)
(n=1147) avanzato/metast da Al
2LES PIK3CA* mPFS: 7.0 mesi
vs 3.2 mesi (HR 0.56,
p<0.001)
BELLE-3 1 HR+/HER2- Fulvestrant + | Linea successiva = mPFS 3.9 mesi vs 1.8 mesi
localmente buparlisib dopo (HR 0.67; 95% CI 0.53-
(n=432) avanzato/metast progressione/recid | 0.84)
atico iva da ET +
everolimus
FAKTION II HR+/HER2- Fulvestrant + | Linea successiva ~ mPFS: 10.3 mesi vs 4.8 mesi
localmente capivasertib dopo (HR 0.58; 95% CI 0.39-
(n=140) avanzato/metast progressione/recid | 0.84)
atico iva da Al
SOLAR-1 1 HR+/HER2- Fulvestrant + | Linea successivaa PIK3CA* m PFS: 11.0 vs
metastatico alpelisib progressione da 5.7 (HR 0.65; 95% CI 0.50-
(n=572) ET 0.85; P<0.001)
SANDPIPER  1II HR+/HER2- Fulvestrant + | Linea successiva ~ m PFS: 7.4 vs 5.4 (HR 0.70,
localmente taselisib dopo p=0.0037)
(n=516) avanzato/metast progressione/recid
atico con iva da Al
mutazione
PIK3CA
BYLIEVE II HR+/HER2- ET + alpelisib | Linea successiva = ongoing
metastatico con dopo progressione
(n=127) mutazione da CDKi
PIK3CA

Tabella I - Abbreviazioni: ET= terapia endocrina; CDKi= CDK inhibitors;, mPFS= PFS
mediana; PIK3CA*= pazienti con mutazione in PIK3CA; OR= Objective Response
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La combinazione di buparlisib, pan-PI3K inibitore, e fulvestrant, in pazienti con
tumore HR+/HER2- localmente avanzato o metastatico, ha dimostrato un vantaggio in
PFS rispetto alla sola terapia ormonale, in particolare nelle pazienti con mutazione
PIK3CA: 7.0 mesi vs 3.2 mesi (HR 0.56, p<0.001); tuttavia, lo spettro di tossicita del
farmaco ne ha bloccato lo sviluppo (67) (68). Taselisib, inibitore a-specifico di PI3K, in
associazione a fulvestrant, ha mostrato un beneficio in termini di PFS rispetto al solo
fulvestrant in pazienti con malattia metastatica a recettori ormonali positivi
precedentemente esposte a terapia endocrina (7.4 mesi vs 5.4 mesi; HR 0.70, p=0.0037)
(69); tuttavia anche questa molecola ¢ risultata scarsamente tollerata ed il suo sviluppo ¢

bloccato.

Lo studio randomizzato di fase IIl SOLAR-1 (70) ha testato 1’efficacia di alpelisib,
farmaco inibitore a-specifico di PI3K, e fulvestrant vs fulvestrant piu placebo in una
popolazione di 572 pazienti con carcinoma HR+/HER2- metastatico, precedentemente
trattate con endocrinoterapia, stratificate in base allo status di PIK3CA. Al follow-up
mediano di 20 mesi, nella coorte con documentata mutazione di PIK3CA, Ia
combinazione ha determinato un beneficio statisticamente significativo in PFS, end-point
primario dello studio (11 mesi vs 5.7 mesi HR 0.65; 95% CI 0.50-0.85; P<0.001). Anche
il tasso di risposta globale si ¢ dimostrato migliore nel braccio trattato con alpelisib
(26.6%) rispetto a quello trattato con solo fulvestrant (12.8%). I profili di sicurezza si
sono dimostrati simili nei due bracci. Sulla base di questi risultati, alpelisib ha ottenuto
I’approvazione da parte della FDA (Food and Drug Administration) nel 2019 per il suo
uso in associazione a fulvestrant nelle pazienti con tumore mammario HR+/HER2-,

PIK3CA mutato, localmente avanzato o metastatico (71).

1.4.2 Il gene ESR1

Un altro meccanismo coinvolto nello sviluppo dell’endocrinoresistenza ¢ a carico
del recettore per gli estrogeni ER, in particolare dell’isoforma ERa (72). ERa appartiene
alla superfamiglia dei recettori nucleari, ¢ codificato da ESR1 sito sul cromosoma 6 ed ¢
composto dei seguenti domini: dominio N-terminale, altamente variabile in termini di
sequenza aminoacidica e di lunghezza, contiene la regione AF1 (Activation Function 1)

e lega fattori di trascrizione; dominio centrale C o DBD (DNA Binding Domain),
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altamente conservato; dominio cerniera D, importante per la traslocazione nucleare di
ER; dominio E, che contiene AF2 e regola la trascrizione grazie al sito LBD (Ligand
Binding Domain) sensibile al legame con gli ormoni; dominio F al C-terminale (73). ERa
¢ deputato alla trascrizione di geni associati alla proliferazione ed alla sopravvivenza
cellulare: il legame con gli ormoni estrogenici, come anche il crosstalk con vie mitogene
quali EGFR, HER2, PI3K, determina la dimerizzazione del recettore e la sua
traslocazione a livello nucleare: ivi si lega a specifici siti del DNA, 1 cosiddetti ERE,
Estrogen Responsive Elements, che regolano 1’espressione dei geni responsivi agli

estrogeni.

La perdita dell’espressione di ER ha luogo in circa il 10-20% dei casi nel corso
della malattia metastatica (72). Mutazioni attivanti sono presenti in circa il 30% delle
pazienti con malattia metastatica, mentre sono di raro riscontro negli stadi precoci. In una
coorte di pazienti con carcinoma mammario metastatico, 7oy et al. (74) hanno osservato
una frequenza di mutazioni di ESR1 del 17.5% su 80 campioni a fronte del tasso
mutazionale dello 0.5% su 962 campioni sequenziati nell’ambito del progetto The Cancer
Genome Atlas (TCGA). L’analisi biochimica e strutturale dei campioni evidenziava
mutazioni favorenti la conformazione attiva di ERa in assenza di ligando, verosimilmente
alla base della refrattarieta alla terapia ormonale. Jeselsohn at al. (75) hanno riportato, in
una popolazione di pazienti con malattia metastatica, un tasso globale di mutazione di
ESR1 del 12% (9 su 76; 95% CI 6-21%), che aumenta fino al 20% (5 su 25; 95% CI 7-
41%) nel sottogruppo pretrattato con terapia ormonale. In uno studio di confronto tra 11
campioni bioptici di tumori primitivi e le corrispondenti metastasi metacrone ¢ stato
osservato lo sviluppo di una mutazione di ESR1 nel 55% dei pazienti (6/11) che avevano

status wild-type sul corrispondente tessuto primitivo (76).

Le mutazioni a carico di ESR1 coinvolgono piu frequentemente il ligand binding
domain (principalmente Y537S e D538G, a seguire Y537N, Y537C, E380Q, S463P,
L536R) (77) (78). Esse comportano 1’attivazione del recettore in maniera indipendente
dal ligando, portando cosi la cellula ad essere refrattaria alle terapie basate sulla
deprivazione ormonale; nei modelli in vitro un parziale effetto da parte di tamoxifene o
fulvestrant ¢ ancora raggiungibile ma a concentrazioni di farmaco superiori a quelle

terapeutiche standard (79). La presenza di una mutazione di ESR1 rappresenta un fattore
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prognostico negativo nei pazienti con mBC sottoposti a precedente terapia con Al, alcuni

autori suggeriscono di sottoclassificare la malattia HR+/HER2- avanzata in base allo
status ESR1 (80).

Nella figura 5 sono riassunti i meccanismi d’azione dei principi attivi finora trattati

ed 1 principali meccanismi di resistenza (81).
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Figura 5: a sinistra sono mostrati i meccanismi di endocrinoterapia con tamoxifene,
fulvestrant ed inibitori dell’aromatasi, a destra sono mostrati i meccanismi di resistenza alla
terapia endocrina attraverso modifiche epigenetiche, aumentata attivita di coattivoatori ed
effettori del ciclo cellulare. Gli estrogeni possono superare la membrana plasmatica sia per
diffusione (a) sia attraverso il legame con ER (b). Fulvestrant inibisce la dimerizzazione di ER
(1), ne impedisce la traslocazione nucleare (2) e quindi ne comporta la degradazione (3). La
via PI3K/Akt/mTOR favorisce la trascrizione di geni normalmente regolati da ER anche in

assenza della sua attivita ligando-dipendente.
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1.5 La biopsia delle lesioni metastatiche

Nell’evoluzione della patologia neoplastica possono verificarsi importanti
modifiche biologiche, pertanto le linee guida raccomandano una biopsia delle lesioni
metastatiche, ove fattibile, per confermare 1’origine delle lesioni e ricaratterizzare la
biologia della malattia (32). Una discordanza dello stato recettoriale tra tumore primitivo
e metastasi ¢ stata infatti riportata fino al 40% dei casi per quanto riguarda i recettori
ormonali e in circa il 10-15% dei casi per HER2, con impatto sul comportamento

biologico (82).

Pazienti con perdita dell’espressione di ER nella metastasi hanno un aumento del
48% del rischio di morte rispetto alle pazienti con fenotipo concorde (HR 1.48, 95% CI
1.08-2.05) (82) e la conversione dallo status HR+ a HR- ¢ un fattore prognostico negativo

indipendente (83).

In uno studio italiano pubblicato nel 2013 emerge che il 22,7% delle pazienti muta
status recettoriale durante la progressione della malattia e che la perdita dell’espressione
di ER o di HER2 comporta una peggiore sopravvivenza globale (mediana di 59 mesi

rispetto ai 130 mesi delle pazienti con espressione conservata (P=0.0002) (84).

Il cambiamento dello status recettoriale ¢ da correlare all’intrinseca eterogeneita
delle cellule tumorali ed alla pressione selettiva esercitata dalle terapie oncologiche. La
caratterizzazione del fenotipo tumorale ¢, dunque, cruciale per la scelta dell’iter

terapeutico.

La biopsia tissutale ¢ una procedura invasiva e non scevra da complicanze, la cui
ripetizione sistematica risulta discutibile dal punto di vista del rapporto rischio-beneficio.
Nonostante i progressi delle tecniche di radiologia interventistica, non sempre le lesioni
metastatiche sono facili da raggiungere, come nel caso dei secondarismi cerebrali o
linfonodali profondi. Alle possibili complicanze procedurali (rischio di sanguinamenti,
infezioni, lesioni di strutture sane quali vasi e nervi, eventuale rischio anestesiologico) si
possono aggiungere delle difficolta tecniche di analisi, dovute ad esempio alla necessita

di decalcificazione per le lesioni ossee. In questo scenario, I’identificazione di potenziali
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biomarcatori nel sangue periferico rappresenta un metodo minimamente invasivo e
ripetibile per consentire la caratterizzazione in tempo reale della malattia e la

personalizzazione delle cure.

1.5.1 La biopsia liquida

1.5.1.1 Il razionale della biopsia liquida

Per biopsia liquida si intende la tecnica in grado di isolare e caratterizzare cellule
tumorali o 1 loro prodotti dal sangue, tramite una venipuntura. Il DNA libero circolante
(circulating free DNA, cfDNA) ¢ composto di brevi sequenze di DNA, in numero di 150-
200 coppie di basi azotate (bp, base pair) (85) (86) ed & prodotto principalmente da cellule
emopoietiche. E stato osservato che anche le cellule neoplastiche sono in grado di
rilasciare frammenti del loro DNA (circulating tumor DNA, ctDNA), che provengono
principalmente da cellule apoptotiche, dato suggerito dalla presenza dei /adder contenenti
nucleosomi. La frazione di ctDNA sul DNA tumorale totale & estremamente variabile,

dallo 0,1% al 90% (86) (87) (88).

I1 principale vantaggio della biopsia liquida ¢ quello di ottenere informazioni di
importante utilita clinica tramite una procedura semplice e ben tollerata dal paziente come
un prelievo di sangue. La biopsia liquida consente inoltre di definire il mutational burden

e ’eterogeneita della malattia, in termini di (89) (90):

e Eterogeneita intra-tumorale: carico mutazionale all’interno dello specifico
tumore; la biopsia di una singola lesione tissutale non puo rappresentare questo
aspetto, in quanto non completamente informativa dell’insieme;

e Eterogeneita inter-tumorale: ¢ la diversitd genetica di una stessa malattia in
pazienti diversi;

o Eterogeneita spaziale: differenze tra i diversi siti metastatici nel singolo paziente;

e Eterogeneita temporale: modifiche che le cellule acquisiscono nel tempo,
specialmente sotto la pressione selettiva esercitata dall’esposizione ai trattamenti

medici.
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I1 primo ambito oncologico in cui ¢ stata standardizzata la biopsia liquida ¢ quello del
tumore del polmone non a piccole cellule per la ricerca delle mutazioni in EGFR
(Epidermal Growth Factor Receptor) predittive di risposta alla terapia a bersaglio

molecolare con TKIs (7yrosin Kinase Inhibitors) (91) (92).

1.5.1.2 Metodiche di biopsia liquida

Le tecnologie per 1’analisi del ctDNA ad oggi disponibili sono quelle basate sulla
PCR e quelle basate sul sequenziamento di nuova generazione (NGS, Next Generation
Sequencing). La PCR non discrimina tra sequenze wild-type e mutanti ed amplifica
entrambi 1 tipi con la stessa efficienza, ostacolando la rilevazione di mutazioni
scarsamente rappresentate nel campione: per questo sono state sviluppate delle metodiche
per superare questa limitazione, alcune con selettivita verso gli alleli meno frequenti,
come la ARMS-qPCR, Cold-PCR, PCR metilazione-specifica (con sensibilita, in base
alla metodica, dal 1% fino al 0,01%), altre con la digitalizzazione del segnale per fornire
una quantificazione assoluta delle sequenze mutanti, come la Droplet Digital PCR e la
Microfluidics Digital PCR (con sensibilita, in base alla metodica, dal 0,1% fino allo
0,005%); per la maggior parte delle metodiche € necessario partire da quantita di plasma
dell’ordine dei mL (89). Mentre mediante PCR vengono ricercate mutazioni note a priori,
la NGS permette di individuare mutazioni puntiformi, riarrangiamenti cromosomici quali
amplificazioni, delezioni e fusioni dal significato clinico noto o non ancora determinato,
a livello di genoma intero, esoma o trascrittoma, potendo anche quantificare il mutational
burden con elevata sensibilita; il pannello di geni target puo essere costituito da discreti
hotspots noti o puo essere esteso ad intere regioni del genoma (93), con sensibilita dall’ 1%

fino allo 0,05% partendo da quantita di cfDNA dell’ordine dei ng (89).

1.5.2 La biopsia liquida nel carcinoma mammario

Benché non sia ancora entrata nella pratica clinica quotidiana, la raccolta del
plasma per la ricerca di biomarcatori tumorali € ormai lo standard nella maggior parte dei

trial clinici.
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La prima rilevazione della mutazione di ESR1 nel plasma di pazienti con tumore
della mammella risale al 2015. Analogamente a quanto osservato nei tessuti, le mutazioni
piu frequenti hanno sede presso gli aminoacidi 537, 538 e 380 e sono piu frequenti nelle

pazienti precedentemente esposti ad Al (94) (95).

Studi esplorativi sulla concordanza fra matrice liquida e tissutale hanno dimostrato
che ¢ possibile, affinando la tecnica, allineare 1’informativita della biopsia liquida con
quella del tessuto ed anzi superarla: analisi preliminari hanno offerto evidenze discordanti
(96), pero a breve distanza di tempo ulteriori studi hanno delineato le caratteristiche per
valorizzare la tecnica, come 1’importanza del timing del prelievo emersa con Higgins et
al. (97) in cui I’analisi dello status di PIK3CA su una corte retrospettiva, i cui prelievi
plasmatici e tissutali erano stati effettuati nello stesso giorno, e su una coorte prospettica
la quale disponeva di biopsie tissutali in archivio e svolgeva successivamente un prelievo
plasmatico, ha evidenziato una concordanza del 100% nella coorte retrospettiva a fronte
di un 72,5% nella coorte prospettica. Inoltre, lo studio di Dawson et al. evidenzia come
la status del ctDNA ¢ maggiormente variabile e correlabile all’andamento clinico della
malattia rispetto ad altri marcatori surrogati quali il dosaggio di CA 15-3 e delle cellule
tumorali circolanti (98). Infine, uno studio del gruppo padovano Urso et al. (99) ha
raggiunto una concordanza del 91% nelle mutazioni di ESR1 fra campione tissutale e
campione plasmatico, osservando anche che in tre pazienti le mutazioni erano presenti
solo su ctDNA e non sul campione tissutale; ¢ stato osservato anche che tutte le pazienti
con mutazione in ESR1 erano state esposte a terapia ormonale, assodando il dato riportato

in letteratura per cui la terapia ormonale esercita pressione selettiva sui cloni.

Alcuni gruppi di studio hanno condotto delle indagini prospettico-retrospettive sui
dati di studi preesistenti, avvalendosi dall’analisi del ctDNA per rinforzarne il significato
predittivo e prognostico clinico. Dallo studio SOFEA (100) emerge che lo status mutato
di ESR1 comporta un miglior outcome nelle pazienti trattate con fulvestrant rispetto ad
exemestane (5.7 vs 2.6 mesi (HR 0.52; 95% C1 0.30-0.92; P=0.02), e assenza di differenza
significativa tra i due trattamenti per le pazienti ESR1 wild-type (5.4 vs 8 mesi (HR 1.07;
95% CI 0.68-1.67; P=0.77) (101). Da PALOMA-3 ¢ emerso che il vantaggio in termini
di PFS conferito da palbociclib ¢ indipendente dallo status di ESR1 (PFS mediana 9.4
mesi nel sottogruppo di pazienti ESR1 mutate e 9.5 mesi per le pazienti ESR1 wild-type)
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(101) e che le pazienti con progressione della patologia sviluppano il medesimo pattern
di mutazioni sia nel braccio esposto a fulvestrant + palbociclib che nel braccio esposto al
solo fulvestrant, suggerendo come sia quest’ultimo principio attivo a selezionare il driver
responsabile dell’endocrinoresistenza (102); le mutazioni principalmente osservate si
confermano essere a carico di ESR1 nel 9% delle pazienti (specialmente aminoacido 537)
e di PIK3CA nel 6% delle pazienti (con prevalenza dell’aminoacido 542) (102).
Un’analisi secondaria sullo studio SOLAR-1 ha dimostrato nei pazienti con PIK3CA
mutato una riduzione del 45% del rischio di progressione (HR 0,55; 95% C1 0.39 — 0.79),
mentre i pazienti con PIK3CA wild-type presentavano una riduzione del 20% (HR 0,8;
95% C10.60 — 1.06) (103).

1.5.3 Serialita delle biopsie liquide e follow-up

Come precedentemente affermato, le cellule tumorali vanno incontro a mutazioni
sotto la pressione selettiva dei farmaci ed € noto il concetto di eterogeneita temporale, per
cui monitorare lo status molecolare dei principali geni responsabili dello sviluppo della
resistenza alla terapia endocrina € una pratica che si sta rendendo necessaria e che diventa

possibile con la biopsia liquida, data la sua minima invasivita ed elevata ripetibilita.

Lo studio multicentrico di fase IIl PADA-1 (104) ha arruolato oltre 1000 pazienti
con mBC HR+/HER2- per eseguire una prima linea di trattamento con associazione di
palbociclib + Al e monitorare nel tempo lo status ESR1 tramite biopsia liquida. Al follow-
up mediano di 26 mesi ¢ emersa una migliore PFS nelle pazienti che sono passate da Al
a fulvestrant in seguito alla rilevazione di mutazione di ESR1 con biopsia liquida, rispetto
a quelle che hanno continuato ad assumere Al nonostante I’insorgenza della mutazione
(11.9 mesi vs 5.7 mesi; HR 0.61, 95% CI 0.43 — 0.86; p=0.005), con una riduzione del
39% del rischio di progressione o morte (105).

Lo studio BioltaLEE sta indagando lo status del ctDNA in pazienti con aBC
HR+/HER2- trattate con ribociclib, per monitorare 1’andamento dell’espressione genica
e della resistenza alla terapia tramite biopsia liquida, con prelievi eseguiti al basale (DO0)
ed al 15° giorno dall’inizio della terapia (D15). Da risultati preliminari si evince il ruolo

predittivo del ctDNA, che correla con un minor rischio di progressione nelle pazienti con

31



ctDNA wild-type al DO e al D15 rispetto alle pazienti con mutazioni presenti (HR 0.37;
95% CI10.23 — 0.60; p<0.0001); inoltre la clearance al D15 delle mutazioni presenti al DO
correla con minor rischio di progressione rispetto alle pazienti con status mutato costante
(HR 0.56; 95% CI 0.32 — 1.00; p=0.0506). E stata indagata anche I’attivita della timidina
chinasi sierica 1 (TKa) e, analogamente, essa ha dimostrato ruolo predittivo indipendente

e rinforza il valore predittivo della biopsia liquida con ctDNA (106).
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2SCOPODELLO STUDIO

Lo scopo dello studio CHAMBER ¢ il monitoraggio dinamico delle principali
alterazioni genetiche con valore prognostico e predittivo di resistenza alla terapia, su una
coorte di pazienti con carcinoma mammario HR+/HER2- localmente avanzato o

metastatico, tramite analisi seriata del ctDNA.
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3MATERIALI E METODI

3.1 Disegno dello studio
Lo studio CHAMBER ¢ uno studio traslazionale prospettico.

L’obiettivo primario ¢: la raccolta di campioni di plasma da pazienti con
carcinoma mammario HR+/HER2- localmente avanzato o metastatico candidate a terapia
sistemica come da pratica clinica e la descrizione della prevalenza delle mutazioni di

ESR1 e PIK3CA valutate su ctDNA nel suddetto gruppo di pazienti.

Gli obiettivi secondari sono: esplorare le alterazioni molecolari su ctDNA delle
pazienti in ogni linea di trattamento; monitorare 1’evoluzione dinamica delle alterazioni
molecolari individuate su ctDNA in diversi timepoints nello stesso paziente durante la
storia naturale della malattia; esplorare la correlazione tra mutazione di PIK3CA/ESR1 e
variabili cliniche quali PFS, RR a qualsiasi linea di terapia, OS; esplorare il ruolo delle
mutazioni di ESR1 e PIK3CA dopo la progressione a CDK4/6 inibitori; valutare I’'impatto
della clearance precoce del ctDNA in corso di trattamento di prima linea con CDK4/6

inibitori.

E prevista la raccolta di campioni ematici al basale, prima dell’inizio delle terapie
sistemiche e al momento di progressione di malattia, prima di iniziare una nuova linea di
terapia; inoltre, per le pazienti in trattamento con CDK4/6 inibitori, dopo un recente
emendamento, ¢ stato implementato un ulteriore prelievo ad un mese dall’inizio della
terapia (giorno 1 del 2° ciclo). Il campione di sangue viene prelevato contestualmente agli

altri prelevi routinari, senza alcuna ulteriore venipuntura.

3.2 Popolazione in studio

La popolazione dello studio ¢ rappresentata da 71 pazienti con carcinoma della
mammella HR+/HER2- metastatico, diagnosi confermata con immunistochimica e FISH,

trattate presso la divisione Oncologia 2 dell’Istituto Oncologico Veneto (IOV) IRCSS di
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Padova. Le pazienti sono state selezionate dall’oncologo medico in occasione di visite
ambulatoriali o previa consultazione con il team multidisciplinare della Breast Unit. Le
pazienti in studio sono state sottoposte ad un prelievo ematico per ricerca del ctDNA ad
ogni progressione di malattia, registrata tramite esami di imaging o tramite rilevamento
dello scadimento delle condizioni cliniche, prima dell’inizio di una nuova linea di terapia

sistemica.

Ogni paziente, dopo aver preso visione e firmato il consenso informato, ¢ stata
registrata in un database prospettico che riporta informazioni relative ai dati clinico-
patologici alla diagnosi (caratteristiche del tumore primitivo, eta, stato menopausale), alla
diagnosi di malattia metastatica, ai trattamenti eseguiti, all’ultimo follow-up e stato in vita

ed alla caratterizzazione molecolare delle analisi in studio.

Al momento della stesura della tesi ¢ stata eseguita I’analisi completa dei campioni

raccolti da 3 pazienti: CHAMBER20, CHAMBER34, CHAMBERA45.

3.3 Estrazione e valutazione della qualita e quantita del cfDNA

I campioni ematici sono stati raccolti in specifici tubi streck, in numero di 3 per
ogni prelievo, contenenti buffer che stabilizzano e preservano la parte corpuscolata del
sangue, impedendo I’emolisi ed il rilascio del DNA genomico, preservando il ctDNA fino
a 7 giorni a temperatura ambiente; da ciascun tubo streck ¢ possibile ricavare fino a 4-5

mL di plasma. I campioni vengono processati entro 24-72h.

Brevemente, i campioni di sangue vengono centrifugati a 2000g per 10 minuti a
4°C, il plasma sovranatante viene successivamente centrifugato a 20000g per 10 minuti
a 4°C per rimuovere 1 detriti cellulari. Le aliquote di plasma ottenute vengono quindi
trasferite in tubi criogenetici criovals e conservate a -80°C fino al momento dell’analisi.
I1 cfDNA ¢ stato estratto da 4-5 mL di plasma, usando il kit di estrazione AVENIO ctDNA
Analysis Kit (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) secondo le istruzioni del produttore
ed eluito in 60 pL di buffer. La quantificazione del cfDNA ¢ stata saggiata usando il
QuBit dsDNA HS Assay Kit con fluorimetro QuBit 3.0 (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA). La qualita dei campioni di ¢cfDNA ¢ stata determinata con la
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TapeStation Agilent 4200 usando il saggio cCell-free DNA ScreenTape (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA): il saggio valuta i campioni di cfDNA contro una
regione preimpostata compresa tra 50 e 700 bp, includendo i frammenti del cfDNA ed

escludendo il DNA ad alto peso molecolare.

3.3.1 NGS (Next Generation Sequencing)

La NGS ¢ una tecnologia di sequenziamento in parallelo massivo che permette un
elevato output, elevata velocita e scalabilita. La metodica viene utilizzata per determinare
I’ordine dei nucleotidi in interi genomi o regioni target di DNA o RNA; ¢ una tecnologia
leggermente modificata dalla predecessora metodica di Sanger in cui la polimerasi copia
le molecole template incorporando nucleotidi, digitalizzata ed implementata su larga
scala. I tre parametri cardinali da valutare durante il sequenziamento sono la coverage,
I’accuratezza e la sensibilita: la coverage, anche definita profondita di lettura, si riferisce
a quante volte ¢ stata letta una specifica regione del genoma; 1’accuratezza ¢ la
concordanza tra la sequenza ottenuta con NGS e la sequenza di riferimento; la sensibilita
¢ ’abilita della metodica di individuare le varianti vere, percio di stabilire anche il tasso

di falsi positivi (93).

3.3.2 Sequenziamento cfDNA con KAPACustom HyperCap cfDNA kit

(protocollo standard su pannello personalizzato)

Le libraries sono state preparate a partire da 10-50 ng di cfDNA, utilizzando un
pannello customizzato di 47 geni, seguendo il protocollo del KAPA HyperCap cfDNA
Kit (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) secondo le istruzioni del produttore.
Brevemente, campioni di ¢cfDNA sono stati end-repaired, addizionati di coda poli-A e
ligati con adattatori che permettono di discriminare gli errori di PCR. Successivamente,
sono stati amplificati mediante 8 cicli di PCR; hanno poi eseguito un ciclo di
purificazione. A seguire, 1 campioni sono stati ibridizzati con le sonde per i geni target
per 18-20h a 55°C. Quindi, le target-enriched libraries sono state amplificate tramite 16
cicli di PCR con gli identificativi specifici dei pazienti e sono stati infine selezionati i

frammenti di 300 bp (107).
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I campioni sono stati purificati mediante KAPA HyperPure Beads, secondo le
istruzioni del produttore. Le libraries sono state quantificate mediante fluorimetro QuBit,
secondo le istruzioni del produttore. Le libraries cosi prodotte sono state poi pooled e
sequenziate in pair-end (2x151) su Illumina NextSeq550 (Illumina, San Diego, CA,
USA), usando il kit HighOutput NextSeq per 300 cicli.

3.3.3 Analisi dei dati NGS

In seguito al sequenziamento, 1’allineamento e la chiamata delle varianti vengono
effettuate da un’azienda (GenomeUP) alla quale vengono inviati i file FASTQ. Il report
che ci restituisce I’azienda presenta inizialmente 600-800 varianti: queste vengono poi
filtrate, presso il laboratorio dell’UOC di Immunologia e Diagnostica Molecolare

Oncologica (IOV, Padova), per:

1) Geni d’interesse;

2) Frequenza nella popolazione (<50%);

3) Trascritto canonico (quello maggiormente espresso, cio¢ escludendo
isoforme/splicing alternativi);

4) Filtro PASS per il controllo della qualita delle letture;

5) Eftetto sul prodotto proteico (escludendo quindi mutazioni sinonime o site

presso regioni introniche).

Sono state prese in considerazione tutte le varianti definite come patogenetiche,
verosimilmente patogenetiche e varianti di significato indefinito VUS (variants of
undefined significance), mentre le varianti benigne, verosimilmente benigne o sinonime
non state incluse nell’analisi statistica. Sono state considerate sono le alterazioni

somatiche con frequenza allelica VAF (variant allele fraction) >0,001 (0,01%).

3.4 Analisi statistica

Dato il numero limitato di pazienti con una profilazione completa del ctDNA, non
¢ stato possibile applicare analisi statistiche di correlazione. Si procedera quindi alla

rappresentazione dei dati in termini puramente descrittivi.
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4 RISULTATI

4.1 Caratteristiche delle pazienti studiate

Al momento della stesura dell’elaborato 71 pazienti hanno firmato il consenso
informato allo studio CHAMBER; la profilazione longitudinale ¢ disponibile per 3
pazienti: CHAMBER20, CHAMBER34, CHAMBERA45.

A seguire, vengono riportare la tabella 2, sulle caratteristiche del tumore primitivo,

e la tabella 3 sulle caratteristiche della malattia metastatica.
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Tabella 2 - Caratteristiche del tumore primitivo (nd = non determinato)

VARIABILE STATO NUMEROSITA
Menopausa Pre 35 (49%)
Post 34 (48%)
nd 2 (3%)
Istotipo Duttale 53 (75%)
Lobulare 5 (7%)
Altro/nd 13 (18%)
Recettore Estrogeni Positivo 66 (93%)
Negativo 0 (0%)
nd 5(7%)
Recettore Progesterone Positivo 53 (75%)
Negativo 13 (18%)
nd 5 (7%)
Amplificazione HER?2 Positivo 4 (6%)
Negativo 59 (83%)
nd 8 (11%)
Stadio (AJCC) I 16 (23%)
II 16 (23%)
111 14 (20%)
v 18 (25%)
0/nd 7 (10%)
Terapia ricevuta Terapia ormonale 47 (66%)
Tamoxifene 16 (23%)
Al 23 (32%)
Misto 8 (11%)
Chemioterapia 35 (49%)
Solo adiuvante 27 (38%)
Solo neoadiuvante 8 (11%)
Neoadiuvante+adiuvante 3 (4%)
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Tabella 3 - Caratteristiche della patologia alla diagnosi di metastasi (nd=non

determinato)

VARIABILE STATO NUMEROSITA
Tempo allo sviluppo dal | De novo 18 (25%)
primitivo <2 anni 8 (11%)
2-5 anni 15 (21%)
> 5 anni 21 (30%)
> 10 anni 8 (11%)
Sede metastasi Viscerale 33 (46%)
Non viscerale 36 (51%)
nd 2 (3%)
N° sedi metastatiche <3 59 (83%)
>3 10 (14%)
nd 2 (3%)
Linee di terapia ricevute | 0 14 (20%)
(pre-biopsia liquida) 1 29 (41%)
>2 26 (37%)
nd 2 (3%)
Tipo di trattamento (pre- | Chemioterapia 27 (38%)
biopsia liquida) CDKi 42 (59%)
Everolimus 8 (11%)
Al (monoterapia) 2 (3%)
Fulvestrant (monoterapia) 1 (1%)
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L’eta mediana alla diagnosi ¢ di 49 anni e circa meta delle pazienti erano in stato

menopausale.

La maggior parte delle pazienti aveva un carcinoma con istotipo duttale, piu del
90% aveva un tumore a recettori ormonali positivi, complessivamente lo stato di HER2
era disponibile per 63 pazienti, per la quasi totalita negativo. Per quanto riguarda lo stadio

alla diagnosi, un quarto elle pazienti esordiva gia metastatica.

Quasi meta della popolazione era stata sottoposta a chemioterapia (CT), adiuvante
o neoadiuvante. Il 66% della popolazione aveva ricevuto una terapia ormonale che nella
maggior parte dei casi includeva Al la durata media del trattamento nelle donne

sottoposte ad ormonoterapia ¢ stata di 46 mesi.

Per le pazienti con metastasi metacrone, la recidiva € avvenuta entro i 2 anni dalla
diagnosi del tumore primitivo in 8 casi (11%), tra 2 e 5 anni in 15 casi (21%), oltre i 5

anni in 21 casi (30%) e, di quest’ultime, oltre i 10 anni in 8 casi (11%).

Al momento dell’arruolamento in studio, piu dell’80% delle pazienti aveva un
basso carico di malattia, con meno di 3 siti metastatici, con una lieve prevalenza di
coinvolgimento non viscerale (51% rispetto a 46%). Il 20% delle pazienti era naive per
trattamento nel setting metastatico, mentre il 41% ed il 37% avevano ricevuto

rispettivamente 1 o >2 linee.

Globalmente, il 38% delle pazienti era stata esposta a chemioterapia, il 59% a
CDKA4/6 inibitori, I’11% a everolimus; 3 pazienti (4%) hanno eseguito almeno una linea
di trattamento endocrino in monoterapia nel setting metastatico, di cui due con Al e una

con fulvestrant.

4.2 Analisi seriale del ctDNA con NGS

La tabella 4 illustra il numero di biopsie liquide eseguite per ogni paziente. Quasi
tutte le pazienti arruolate (57 pazienti, 80%) hanno eseguito almeno il primo prelievo;

meno di meta il secondo prelievo (31 pazienti, 44%); terzo e quarto prelievo sono stati
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eseguiti nel 20% e 15% delle pazienti; pochi casi hanno superato i 5 prelievi seriati (2

pazienti, 3%).

Tabella 4 - numero di prelievi per paziente

Numero di prelievi Numero di pazienti
1 57 (80%)
2 31 (44%)
3 14 (20%)
4 11 (15%)
5 6 (8%)
6 2 (3%)

Ad oggi, sono state eseguite le analisi NGS su 3 delle pazienti che hanno effettuato
n.°4 prelievi consecutivi. Data la numerosita, non ¢ stato possibile applicare analisi

statistiche.

4.2.1. Overview

La concentrazione mediana di cfDNA nei prelievi ¢ stata di 33,61 ng/uL; in due
casi (C20 e C45) sono stati riscontrati livelli particolarmente elevati, pari a 380,22 ng/uLL
e 614,67 ng/uL, con una quantita di ctDNA rilevato nel plasma estremamente variabile.
Il tempo intercorso tra un prelievo ed il successivo ¢ mediamente di 4 mesi, con un

minimo di 2 e massimo di 8.

Le mutazioni di ESR1 osservate interessavano 1 principali loci riportati in

letteratura, ovvero D538G e Y537S. Sebbene non sia possibile identificare 1’andamento
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esatto di questo parametro, si osserva che la VAF ¢ tendenzialmente piu alta al primo

prelievo.

Sono state individuate anche mutazioni a carico di altri geni potenzialmente
coinvolti nella tumorigenesi e farmacoresistenza: TP53, ERBB2, BRCA1, EGFR, Aktl,
FGFR1, FGFR2, ATM, GATA3, Myc, PTEN, Rbl, CDKN2A, con VAF variabile e
significato clinico noto o incerto. Nella tabella 5 sono riportati geni e i tipi di mutazioni

rilevati con significato patologico certo o probabile.

Tabella 5 - Geni e relative mutazioni, con significato patologico noto o probabile rilevate
nei campioni di questo studio

GENE Locus; effetto sul trascritto Significato clinico
ESRI 538; missenso (D> G) Patogenetico
537, missenso (Y—>S) Patogenetico
545, frameshift Ignoto
421; missenso (M>1) Ignoto
PIK3CA 545 missenso (E>K) Verosimile patogenetico
345 missenso (N>K) Patogenetico
126, frameshift Ignoto
Rb1 550 (nonsenso) Patogenetico
ATM 858 (missenso) (F>L) Incerto

TP53

ERBB2

Aktl

707 (missenso) (S>P)

248 (missenso) (R>Q)
331 (nonsenso)
257 (missenso) (L>Q)

191 (delezione)

489 (missenso) (P>L)

117 (delezione)
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Patogenetico
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4.2.2 Focus sulle pazienti

La tabella 6 sintetizza 1 risultati dell’analisi NGS delle biopsie liquide e dei

trattamenti ricevuti dalla paziente C34.

Tabella 6 - Analisi NGS per la paziente C34; viene riportata la VAF rilevata per ciascuna
mutazione. Fra parentesi ¢ indicato [’effetto sul prodotto proteico delle mutazioni a significato

ignoto.

Tempo

Trattamento
precedente

Concentrazione
ctDNA (ng/uL)

1P

CT
(capecitabina)

16,45

2P

+4 mesi

Everolimus +
exemestane

13,52

3P

+6 mesi

CT (doxorubicina
liposomiale)

45,47

4P

+13 mesi

CT (nab-
paclitaxel)

121,71

ESRI pos. 538

PIK3CA pos. 345

ATM pos. 858

Aktl pos. 117

TP53 pos. 257

pos. 191

0,04

0,5

0,006

0,001

0,04

0,04

0,5

0,009

0,02

0,5

0,002

0,008

0,02

0,5

ESRI  pos.
(missenso)

ARIDIA  pos.
(delezione)

GATA3  pos.
(frameshift)

FGFRI  pos.
(frameshift)

421

191

329

656

0,003

0,006

0,003

0,003
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La tabella 7 sintetizza i risultati dell’analisi NGS delle biopsie liquide e dei

trattamenti ricevuti dalla paziente C45.

Tabella 7 - Analisi NGS per la paziente C45; viene riportata la VAF rilevata per ciascuna
mutazione. Fra parentesi ¢ indicato [’effetto sul prodotto proteico delle mutazioni a significato
ignoto.

1P 2P 3p 4P
Tempo 0 +5 mesi +13 mesi +15 mesi
Trattamento precedente Fulvestrant + Everolimus + CT (paclitaxel) CT (eribulina ->
abemaciclib exemestane doxorubicina
liposomiale)

Concentrazione ctDNA @ 614,67 23,22 44,00 22,38
(ng/ul)
ESRI pos. 537 0,203 0,014 0,095 0,095
PIK3CA pos. 545 0,524 0,065 0,300 0,248
Aktl pos. 117 0,005 / / /
ATM pos. 707 0,469 0,467 0,470 0,435
PTEN pos. 68 / 0,002 / /
Rb1 pos. 580 / 0,002 / /
CDKN24 pos. 148 (benigna) | 0,580 0,498 0,556 0,506
ARIDIA pos.21(delezione) 0,025 / / /

Pos. 87 (delezione) / / 0,015 /

Pos. 191 (delezione) / / 0,009 /
EGFR pos. 331 (frameshift) / 0,002 / /
Myc pos. 59 (missenso) / 0,002 / /

CCDNI pos. 39 (inserzione) | / 0,002 / /

Pos. 39 (nonsenso) / 0,002 / /
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MET pos. 111 (missenso)

TP53 pos 328 (missenso)
Pos. 105 (missenso)

Pos. 242 (frameshift)

GATA4 pos. 281 (delezione)

TSC2 pos. 1653 (missenso)

AURKA pos. 360 (missenso)
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La tabella 8 sintetizza i1 risultati dell’analisi NGS delle biopsie liquide e dei

trattamenti ricevuti dalla paziente C20.

Tabella 8- Analisi NGS per la paziente C20; viene riportata la VAF rilevata per ciascuna
mutazione. Fra parentesi ¢ indicato [’effetto sul prodotto proteico delle mutazioni a significato

ignoto.

Tempo

Trattamento
precedente

Concentrazione ctDNA
(ng/ul)

CT - Everolimus +

6,75

2P

+3 mesi

Fulvestrant +
palbociclib

10,56

3P

+6 mesi

CT (Nab-paclitaxel)

97,91

4P

+8 mesi

CT (eribulina)

380,22

ESRI pos. 545

PIK3CA pos. 126

TP53 pos. 248

pos. 331

ERBB?2 pos. 489

Aktl pos.117

FGFR?2 pos. 381

0,002

0,004

0,208

0,590

0,005

0,145

0,551

0,001

0,464

0,708

0,004

0,692

0,852

0,005

BRCAI  pos. 1040
(variante benigna)

ERBB3 DOS. 243
(framshift)

EGFR POS. 297
(missenso)

PTEN pos.21
(delezione)

ARIDIA pos.21
(delezione; benigna)

0,636

0,562

0,003
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0,001

0,852
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5 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Il tumore della mammella ¢ la neoplasia piu frequente nelle donne nel mondo ed
il sottotipo HR+/HER2- ¢ a sua volta quello piu rappresentato: ¢ caratterizzato
complessivamente da miglior prognosi e la manipolazione endocrina ¢ alla base del
trattamento. Tuttavia, il 20-30% delle pazienti ¢ destinato a sviluppare resistenza alla
terapia ormonale ed andare incontro a recidiva di malattia. Il riconoscimento dei
potenziali meccanismi di resistenza ai trattamenti ¢ di fondamentale importanza ai fini di
definire la sequenza terapeutica piu efficace. In questo contesto, la biopsia liquida offre
uno strumento ripetibile e microinvasivo per caratterizzare dal punto di vista molecolare
una patologia complessa quale ¢ la malattia metastatica, che per definizione risente
dell’eterogeneita delle sedi e dell’evoluzione nel tempo. Tale tecnica consente non solo
di valutare alterazioni molecolari con potenziale significato prognostico e predittivo, ma

anche di monitorarne 1’andamento longitudinale nel tempo.

Su queste premesse abbiamo messo a punto lo studio CHAMBER, traslazionale
prospettico, volto ad esplorare I’andamento delle mutazioni genetiche piu frequentemente
coinvolte nei meccanismi di resistenza e di risposta alla terapia ormonale. Le pazienti
sono state arruolate presso I’Istituto Oncologico Veneto IOV IRCCS di Padova da parte
dell’oncologo medico in sede di visita ambulatoriale o previa discussione con il team
multidisciplinare della Breast Unit. Per ogni paziente, in sede di prelievo per esami
ematochimici routinari, in concomitanza di PD (Progressive Disease) e prima dell’inizio
di una nuova linea di terapia, abbiamo previsto un prelievo di sangue aggiuntivo per
estrazione del plasma. Complessivamente, 1’aderenza delle pazienti ¢ stata buona:
nessuna paziente ha rifiutato la partecipazione allo studio o ritirato il consenso. L’80%
delle pazienti ha eseguito almeno un prelievo (57 pazienti). Le pazienti avevano un’eta
mediana di 49 anni alla diagnosi, il dato sulla menopausa ¢ distribuito uniformemente
come anche quello sullo stadio alla diagnosi (49% pre- e 48% post menopausa; circa 23%
ciascuno stadio [-IV). In linea con la popolazione target dello studio, la maggioranza delle
pazienti aveva una neoplasia primitiva a recettori ormonali positivi, mentre in 4 casi (6%),
il tumore primitivo era HER2 positivo. I % di loro ha assunto ormonoterapia adiuvante,
prevalentemente Al per un tempo medio di 46 mesi. Circa meta delle pazienti ha anche

eseguito chemioterapia, prevalentemente nel setting adiuvante. Il 25% delle pazienti era
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metastatica gia alla diagnosi mentre il 30% ha recidivato a distanza dopo 5 anni dalla
diagnosi iniziale: I’interessamento delle sedi viscerali e non viscerali ¢ distribuito
uniformemente nella popolazione e il carico di malattia basso (inteso come meno di tre
sedi colpite) ¢ nettamente prevalente (83%). Il nostro studio ¢ volto ad investigare la
reazione della malattia ai trattamenti ricevuti, per cui abbiamo analizzato il numero di
linee di terapia gia ricevute prima di entrare nel monitoraggio con biopsia liquida ed
abbiamo rilevato che 14 pazienti erano naive (20%), 29 pazienti avevano gia ricevuto una
linea di terapia (40%) e 26 pazienti ne avevano ricevute 2 o piu (37%). Tre pazienti (4%)
avevano ricevuto solo Al/fulvestrant in monoterapia, mentre, in conformita con le
principali linee guida, la maggior parte era stata esposta a CDKi (59%). Meno della meta

delle pazienti arruolate aveva eseguito una chemioterapia (38%).

Abbiamo potuto analizzare lo status mutazionale di tre pazienti, C20, C34 e C45,
nel corso di un anno circa, nel quale hanno eseguito 4 prelievi ciascuna. Tutte le pazienti
erano in eta fertile al tempo della diagnosi del primitivo ed avevano eseguito terapia
ormonale adiuvante: due di loro con Al (C20 e C34) ed una con tamoxifene (C45). Due
pazienti avevano assunto ormonoterapia per un periodo di poco superiore a due anni: C34
aveva assunto Al per 27 mesi e C45 aveva assunto tamoxifene per 26 mesi, al termine dei
quali ricevevano la diagnosi di recidiva a distanza. Si osservi che 24 mesi ¢ il cut-off
temporale stabilito dalla Societa Europea di Oncologia Medica per definire la resistenza
secondaria alla terapia e non primitiva. La paziente C20 aveva assunto Al per 5 anni e
anche 8 cicli di chemioterapia adiuvante, mentre la diagnosi di malattia metastatica era
stata posta dopo 9 anni dal primitivo. Le pazienti sono state arruolate nello studio dopo
una (C20) o due (C34 e C45) linee di terapia per malattia avanzata eseguite nel corso di
3 anni (C20 e C45) o 1,5 anni (C34). Alla diagnosi di malattia metastatica, le pazienti non
presentavano un alto carico di malattia, ossia erano coinvolte meno di 3 sedi; per due di
esse venivano riportate metastasi viscerali (a livello epatico, C20 e C34), mentre altre sedi
non viscerali coinvolte erano 1 linfonodi (C34 e C45) e lo scheletro (C20). Le pazienti
C34 e C45 avevano ricevuto due linee terapeutiche prima dell’arruolamento nello studio
ed un totale di 6 linee di terapia; la paziente C20 eseguiva una prima linea di
chemioterapia in  regime  metastatico seguita da  mantenimento  con
exemestane+everolimus, prima dell’arruolamento, e 4 linee di terapia durante il

monitoraggio con biopsia liquida, per un totale di 5 linee di terapia. La sopravvivenza
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media dalla diagnosi di malattia metastatica ¢ stata di 46,7 mesi, rispettivamente 44 mesi
(C20), 46 mesi (C34) e 50 mesi (C45) di sopravvivenza. Con riguardo alla specifica
terapia, precedentemente al primo prelievo per questo studio (1P), C34 e C45 erano state
trattate con fulvestrant+CDKi e C20 con la combinazione di everolimus+Al. Per tutte le
pazienti, la terapia seguente a 1P aveva consistito in una combinazione di ormonoterapia
e farmaci a target molecolare, cio¢ fulvestrant+CDKi per C20 e everolimus+Al per C34
e C45 per una durata del trattamento 3-5 mesi circa; alla progressione, tutte le pazienti

avevano ricevuto chemioterapia.

Da tutti i prelievi eseguiti, anche grazie all’elevato output della metodica NGS, ¢
emersa la presenza di mutazioni con significato potenzialmente patologico e in tutte le
pazienti sono state riscontrate le mutazioni a carico dei geni attualmente di maggiore
interesse nell’ambito dell’endocrinoresistenza, ossia ESR1 e PIK3CA. In particolare,
coerentemente con quanto gia descritto in altre casistiche, 1 loci piu frequentemente
interessati per ESR1 sono stati Y537S e D538G (77) (75) (95). Tali alterazioni, gia
riportate in letteratura sia su tessuto che su plasma, coinvolgono il locus che trascrive il
ligand binding domain, ossia un sito di primaria importanza dal punto di vista
farmacodinamico (74). Da studi preclinici emerge, infatti, che uno dei meccanismi della
resistenza alla terapia endocrina ¢ proprio lattivita di ESR1 slegata dal dialogo col
ligando (79). Nelle nostre pazienti (C34 e C45) abbiamo osservato un trend in
diminuzione della VAF di ESR1 dal primo prelievo ai successivi, in particolare in corso
di chemioterapia. Anche a carico del gene PIK3CA sono state rinvenute mutazioni in tutte
le pazienti, ma solo una la presentava nella posizione E545K gia descritta in altri studi,
peraltro con una VAF dall’andamento di difficile interpretazione, poiché caratterizzata da
valori simili, con trend in calo, fra 1P e 3P-4P, pero con un picco in discesa al 2P, di un
ordine di grandezza. La letteratura ha prodotto evidenze discordanti circa lo status di
PIK3CA, sia in relazione alla sua concordanza fra biopsia liquida e tissutale, sia in
relazione alla concordanza fra lesione primitiva e a distanza (108), sia riguardo un ruolo
specifico nel monitoraggio della terapia con inibitori delle CDK4/6 che ha dimostrato di

portare allo sviluppo di mutazioni in questo gene rilevate proprio su ctDNA (102).

Sono state rilevate altre mutazioni meritevoli di approfondimento, costantemente

in tutti e 4 1 prelievi: ATM con significato patogenetico incerto (presso due loci distinti
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nelle due pazienti ma con VAF di 0,5 costante in entrambe); GATA3 responsabile di un
frameshift; due distinte mutazioni in TP53 nella stessa paziente, di cui una certamente
patogenetica con VAF in aumento (0,2 — 0,1 — 0,5 —0,7); ERBB2 — che codifica HER2 —
con significato patogenetico incerto ¢ VAF in leggero aumento (0,6 — 0,6 — 0,7 — 0,8).
Sono state evidenziate numerose mutazioni spot, ossia rilevate ad un singolo prelievo, sia
di carattere francamente maligno, come nel caso di Rbl mutato al 2P di C45, o di carattere
benigno od incerto, come mutazioni in EGFR (al 3P di C20 ed al 2P di C45), AKT (1P di
tutte e tre le pazienti) e FGFR2 (3P di C20), FGFR1 (3P di C34) e Myc ¢ PTEN (2P in
C45). Sono state riscontrate anche mutazioni dal significato benigno a carico di geni
altrimenti noti per essere coinvolti nella patogenesi di diverse malattie, anche mammarie,
come le mutazioni in BRCA1 dei prelievi 1-3 di C20, oppure CDKN2A in C45 nei

prelievi 3 e 4.

Le pazienti C34 e C45 hanno un andamento nel tempo della malattia e risultati
dell’analisi del ctDNA con alcune somiglianze: caratteristiche del tumore primitivo,
tempo dalla diagnosi del primitivo a malattia metastatica, TTP medio da un prelievo al
successivo, presenza della mutazione in ESR1 con significato patogenetico noto. In
particolare, C34 ha avuto un tumore primitivo di istotipo duttale Luminal B-like in stadio
II. All’esordio era in fase peri-menopausale. La recidiva di malattia € avvenuta in corso
di OT con Al, dopo i1 primi 2 anni, con riscontro di metastasi epatiche e linfonodali. Nel
gennaio 2020 eseguiva quindi il primo prelievo da cui emergevano mutazioni a carico di
PIK3CA in una posizione (345) meritevole di approfondimento, ATM in una posizione
(858) dal significato patogenetico incerto, GATA3 con frameshift del trascritto genico.
La terapia immediatamente successiva alla biopsia liquida ¢ stata 1’associazione
everolimus+exemestane con una PFS di 6 mesi. Al secondo prelievo si confermava la
presenza delle mutazioni gia descritte e si aggiungeva il riscontro della mutazione in
ESR1 in posizione D538G. Successivamente, la paziente eseguiva due linee di
chemioterapia e due prelievi, nei quali le mutazioni finora descritte restano presenti, con
VAF in diminuzione per PIK3CA ed ESR1 e VAF costante per ATM (0,5); si osservava

aumento della concentrazione del ctDNA da 1P a 4P.

C45 esordiva a 50 anni, in premenopausa, con un carcinoma duttale Luminal B-

like. Anche in questo caso si ¢ verificava una recidiva in corso di terapia ormonale
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(tamoxifene), a 2 anni dalla diagnosi, con metastasi in meno di 3 sedi. In regime
metastatico aveva eseguito una prima linea di terapia con Al in monoterapia (associati
agli LHRH analoghi) ed a seguire la combinazione di fulvestrant+abemaciclib. Al primo
prelievo era presente una notevole concentrazione di ctDNA ed erano state riscontrate
mutazioni a carico di ESRI1 in posizione Y537S, PIK3CA in posizione E545K, ATM in
posizione 707 con significato patologico incerto; si osservava anche una delezione spot a
carico di AKT1 dal significato clinico incerto. Alla progressione, la paziente proseguiva
un trattamento endocrino a base di everolimus+Al. Alla biopsia liquida successiva si
riconfermavano le mutazioni ESR1, PIK3CA ed ATM e si aggiungevano delle rilevazioni
non mantenute nei prelievi successivi a carico di EGFR, Myc, PTEN e Rb1: quest’ultima
in particolare con significato patogenetico noto. Una volta esaurite le opzioni di terapia
endocrina, la paziente veniva trattata con chemioterapia. Al 3P, eseguito a distanza di 7
mesi da 2P, si osservavano I’aumento delle VAF della mutazione di PIK3CA e di ESR1,
mentre rimaneva costante lo status di ATM; emergevano sporadicamente a questo
prelievo anche mutazioni in 3 loci distinti a carico di TP53; compariva una mutazione a
carico di CDKN2A con VAF e significato benigno, mantenuta nel 4P eseguito dopo 3

mesi.

Entrambe le pazienti avevano assunto ormonoterapia in regime adiuvante e CDKi
prima di 1P e everolimus+exemestane fra 1P e 2P. In C34 si osserva che la VAF di
PIK3CA mutato resta costante mentre viene persa la mutazione di ESR1 in posizione 421
ed anzi compare presso D538G (noto in letteratura), al 2P dopo esposizione a
everolimustexemestane. In C45, che aveva assunto tamoxifene, Al e fulvestrant+CDKi
prima della biopsia liquida, rileviamo mutazioni sia in ESR1 che PIK3CA gia al 1P; a
seguire, dopo ulteriore tentativo di terapia endocrina a base di everolimus+exemestane,
si osservava una decrescente quantitd di ctDNA nel plasma con una VAF ridotta di
entrambe le mutazioni. In particolare, attualmente sono in corso studi per indagare le
modificazioni dello status mutazionale conseguente al trattamento con CDKi, tematica
rispetto alla quale 1 dati sono ancora emergenti: O 'Leary et al. (109) hanno rilevato che
modifiche a carico di PIK3CA mutato al 15° giorno di terapia con palbociclib correlano
con migliore outcome clinico, successivamente Darrigues et al. (110) correlano
significativamente I’andamento della concentrazione di ctDNA con la PFS, in particolare

tanto migliore quanto piu ridotta, o indosabile, la quantita di DNA tumorale presente in
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circolo. Recentemente, ¢ stato osservato un ruolo nella resistenza farmacologica anche da
parte di mutazioni di Rbl, molecola a valle delle CDK (102): al momento si tratta di
ipotesi da approfondire, tuttavia ¢ suggestivo che anche nella nostra casistica abbiamo

rilevato una mutazione in Rb1 in una paziente precedentemente esposta a CDKi.

Il caso di C20 si distingue sia per le differenze macroscopiche a livello di analisi
del ctDNA rispetto alle altre due pazienti (benché non sia possibile inferire alcunché sulla
base di questo esiguo campione), sia per motivi clinici. E stata una paziente con diagnosi
estremamente precoce, a 20 anni, con tumore iniziale a linfonodi positivi (stadio III). La
paziente aveva eseguito terapia ormonale adiuvante per 5 anni e il MFS (Metastasis Free
Survival) ¢ stato di 9 anni. Il fenotipo del tumore primitivo era sovrapponibile a quanto
osservato nella fase metastatica. In regime metastatico, prima dell’arruolamento in studio,
era stata esposta a chemioterapia, everolimus ed Al. Al 1P veniva riscontrata una
mutazione in ESR1 poco frequente (posizione D545T), che dopo 3 mesi di terapia con

CDKi+fulvestrant, al 2P, non veniva piu rilevata.

A questo proposito, recenti studi si sono concentrati sull’impatto clinico
dell’andamento della mutazione di ESR1 in pazienti trattate con CDK 4/6i. In particolare,
nello studio ALCINA, la precoce clearance del ctDNA in corso di terapia con palbociclib
¢ risultata un fattore prognostico positivo: misurando il rapporto fra la concentrazione di
ctDNA nel plasma al giorno 0 ed al giorno 30 dall’inizio della terapia, ¢ emerso che le
pazienti con una quantita di ctDNA inferiore alla mediana dello studio avevano una PFS
piu lunga delle pazienti con quantita di ctDNA superiore alla mediana dello studio (HR
=4.1; 95% CI 1.4 — 12; p=0.01), e che le pazienti il cui ctDNA era non piu rilevabile
avevano una PFS nettamente superiore rispetto a quelle con ctDNA ancora dosabile (25
mesi vs 3 mesi; HR =7.2; 95% CI 1.5 — 32.6, p=0,004). Inoltre, nel 100% delle pazienti
che dimostravano una quantita di ctDNA espressa come rapporto baseline/D30 superiore
a 1, veniva registrata entro 3 mesi la progressione radiologica e, d’altro canto, di tutte le
pazienti che registravano progressione radiologica, il 79% aveva quantita di ctDNA

aumentate al D30 rispetto al baseline (110).

Nella paziente C20, la mutazione a carico di PIK3CA compariva al 3P, in corso di

chemioterapia, ma anch’essa non veniva piu rilevata al prelievo successivo. Ai prelievi
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successivi ¢ stata una mutazione a carico di TP53 nota patogena, una mutazione in
ERBB2 dal significato clinico incerto e notabilmente, una variante benigna nella
mutazione in BRCAT, che viene persa al 4P. Nel corso degli 8 mesi di monitoraggio, fino

al decesso, la quantita di ctDNA ¢ stata crescente.

Il nostro gruppo aveva precedentemente condotto un piccolo studio pilota
monocentrico volto a valutare la concordanza tra biopsia liquida e tissutale relativamente
alla mutazione di ESR1 (su singolo prelievo), ricercata tramite rt-PCR e dd-PCR.
Abbiamo validato quindi, con la coorte precedente, gli esiti dello studio CHAMBER,
ottenendo risultati sovrapponibili in termini di profilo mutazionale e di VAF, a conferma

della riproducibilita delle analisi (99).

Concludendo, i primi risultati dello studio evidenziano la fattibilita della metodica,
con un alto tasso di accettazione da parte delle pazienti. Un limite della presente analisi &
sicuramente la numerosita campionaria, che ci ha precluso conclusioni statistiche. Lo
studio CHAMBER ¢ attualmente ongoing, con I’'implementazione di piu di dieci centri
italiani, e consentira di costituire un ampio dataset che sara oggetto di lavori successivi,
forti della raccolta di tipo prospettico di plasma da parte di pazienti real-world.
Nell’ambito di una patologia a buona prognosi come il carcinoma mammario a recettori
ormonali positivi, la conoscenza approfondita della resistenza alla terapia ormonale
rappresenta un’esigenza clinica, non ancora soddisfatta, che la ricerca traslazionale si
propone di incontrare: essa ¢ una piattaforma ideale, oggi piu che mai, per esplorare le
basi biologiche di questo fenomeno, con immediata applicazione alla pratica clinica. In
questo scenario, ¢ di fondamentale importanza acquisire expertise nelle tecniche di analisi
del ctDNA, ai fini di consentire la caratterizzazione dinamica della biologia della malattia,

sia in fase avanzata che precoce.
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