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1 - Sommario / Abstract

Il carcinoma mammario triplo-negativo (TNBC), caratterizzato dall’assenza dell’espressione del recettore per
gli estrogeni (ER), del recettore per il progesterone (PR) e dall’assenza di amplificazione o di overespressione
del recettore per il fattore di crescita epiteliale umano HERZ2, rappresenta oggi circa il 10-20% di tutti i tumori
al seno ed é contraddistinto da alta eterogeneita, prognosi sfavorevole, marcata aggressivita ed elevato tasso
mutazionale.

Negli ultimi anni, il trattamento del tumore al seno ha compiuto notevoli progressi, portando allo sviluppo di
trattamenti individualizzati ¢ mirati, con 1’obiettivo di migliorare /’outcome clinico e la sopravvivenza. In
guesto contesto, i recenti sviluppi nell'immunoterapia hanno fatto sperare che questa forma di trattamento possa
essere efficace nel tumore al seno, e in particolare in TNBC, dove il PD-L1 & espresso in circa il 20% dei
tumori.

In particolare, si & scoperto che PD-L1 e fortemente espresso sugli esosomi derivati dal cancro al seno e che il
livello di esosomi PD-L1 positivi & un biomarcatore prognostico e predittivo di risposta all'immunoterapia anti-
PD-1, che puo essere fondamentale per la gestione del tumore.



2 - Descrizione del progetto / Project

Introduzione
Il cancro al seno ¢, ad oggi, considerato la seconda causa di morte per cancro e il tumore maligno piu comune

nelle donne.

Tra i sottotipi molecolari di tumore alla mammella, il carcinoma mammario triplo-negativo (TNBC)
rappresenta circa il 10-20% di tutti i tumori al seno ed e caratterizzato da alta eterogeneitd, prognosi
sfavorevole, marcata aggressivita ed elevato tasso mutazionale. Dal punto di vista molecolare, il TNBC é
caratterizzato dall’assenza dell’espressione del recettore per gli estrogeni (ER), del recettore per il progesterone
(PR) e dall’assenza di amplificazione o di overespressione del recettore per il fattore di crescita epiteliale
umano HER2. E comune tra le donne di eta inferiore ai 40 anni, & definito un tumore ad alto grado, spesso
identificato a stadi avanzati, € associato a un elevato rischio di recidiva ed é caratterizzato da un basso survival
rate a 5 anni. Si presenta, nella maggior parte dei casi, con un’istologia di carcinoma duttale infiltrante (CDI)
ed e associato a un outcome peggiore rispetto agli altri tipi di tumore della ghiandola mammaria.

Alterazioni nei geni BRCAL/2 si presentano nel 10-20% dei TNBC ed ¢ stato riscontrato che oltre 1’80% dei
tumori TNBC risulta BRCA1 mutato, mentre solo il 20% BRCA2 mutato. Alterazioni somatiche nei geni
BRCAL/2 si verificano nel 3-5% dei casi di TNBC.

I risultati clinici ottenuti oggi nella cura di questo tumore risultano spesso insoddisfacenti, anche a causa della
chemioresistenza, portando dunque verso lo sviluppo di nuovi trattamenti efficaci e mirati.

E stato da poco dimostrato che il trattamento con gli inibitori dei checkpoint immunitari (ICIs) migliora ’esito
clinico di pazienti con TNBC.

Infatti, sebbene tradizionalmente il cancro al seno non era considerato un tumore particolarmente immunogeno,
recenti sviluppi hanno dimostrato che alcuni TNBC aggressivi, altamente immunogenici, resistenti alla
chemioterapia e con prognosi sfavorevole, esprimono molecole identificate come bersagli per I'immunoterapia.
Il focus della ricerca e del trattamento € stato principalmente diretto contro una molecola del checkpoint
immunitario, il ligando di morte programmata 1 (PD-L1). PD-L1 é espresso nelle cellule B e T e nelle cellule
tumorali cosi come nei macrofagi e nelle cellule dendritiche.

L'interazione tra PD-L1 e il suo recettore, PD-1, espresso sulla superficie delle cellule T citotossiche,
rappresenta un meccanismo di fuga immunitaria e un bersaglio terapeutico per tumori maligni a prognosi
sfavorevole, come il melanoma e il cancro del polmone non a piccole cellule.

L’uso dell’immunoterapia rappresenta dunque un trattamento innovativo per le pazienti con TNBC, PD-
L1positivo, presente in circa il 20% dei tumori.

Tuttavia, studi clinici hanno dimostrato che solo alcuni pazienti possono ottenere risposte complete e
remissione della malattia. Prove recenti suggeriscono che gli esosomi derivati dal tumore possono essere
responsabili dell'immunosoppressione del microambiente tumorale e della resistenza alla terapia del

checkpoint immunitario anti-PD-L1/PD-1.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/t-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/t-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/t-cell

Gli esosomi, appartenenti alla famiglia dei veicoli elettrici, sono delle nano-vescicole extracellulari, di
dimensioni comprese tra i 30 e i 100 nm, che contengono proteine, lipidi, mMRNA, DNA, siRNA,; il carico
intravescicolare pud variare in base al tipo cellulare che li ha secreti o alla loro funzione su una cellula ricevente.
Essi derivano da membrane di corpi multivescicolari, sono stati rilevati in diversi fluidi biologici, tra cui il
plasma, svolgono diversi ruoli sia in condizioni fisiologiche che patologiche nella comunicazione cellulare,
sono implicati in processi di trasformazione cellulare e immuno-regolazione, ed hanno un ruolo anche nella
progressione tumorale e nella formazione di metastasi. Inoltre, gli esosomi di derivazione tumorale possono
veicolare antigeni specifici utili nei processi diagnostici. Il rilascio di esosomi da parte delle cellule tumorali
facilita la comunicazione tra le cellule neoplastiche stesse, con cellule endoteliali o con cellule infiammatorie.
A livello tumorale, gli esosomi, modulano la risposta immunitaria presentando neo-antigeni che attivano cellule
T, cellule natural killers 0 macrofagi. Tuttavia, studi recenti hanno dimostrato come esosomi derivanti da
cellule tumorali che presentavano sulla loro superficie PD-L1, possono inibire le funzioni delle cellule T, la
produzione di citochine e la citotossicita, dimostrando dunque che la funzione di regolazione delle cellule
immunitarie puo essere bloccata dagli esosomi tumorali.

In particolar modo, € stato visto che il plasma di pazienti con cancro al seno contiene concentrazioni piu elevate
di esosomi rispetto al plasma di controlli sani e che I’aumento di PD-L1 esosomico circolante in pazienti con

TNBC possa essere utilizzato per predire la risposta del paziente all’immunoterapia.

Obiettivi:
- Valutare I’espressione di PD-L1 su esosomi isolati dal plasma di pazienti con TNBC;

- Studiare la possibile correlazione tra i livelli di espressione di PD-L1, la progressione della malattia e
I"outcome clinico al fine di valutare il potenziale ruolo di PD-L1 come biomarcatore prognostico e/o
predittivo.

Criteri di inclusione:

Lo studio includera pazienti con eta >18 anni e diagnosi istologicamente confermata di tumore al seno triplo
negativo (ER-, PR-, HER2-) che hanno firmato un consenso informato scritto. Per ciascun paziente verranno
raccolte le informazioni riguardanti la storia personale e familiare di tumore, I'eta alla diagnosi, il sottotipo
istologico, il fenotipo molecolare, lo stadio della malattia, lo stato mutazionale e I ’outcome clinico (progression
free survival e overall survival).

MATERIALI E METODI
- Tutti i pazienti con TNBC verranno prospetticamente arruolati nello studio, dopo aver firmato un

consenso informato scritto;

- Per ciascun paziente verranno raccolte 4 provette di sangue periferico venoso in EDTA,;



- | campioni di sangue periferico verranno processati entro 2 h dalla raccolta, mediante due
centrifugazioni (3000 rpm, 10 minuti, 4°C; 16000 rcf, 10 minuti, 4°C), al fine di isolare il plasma dalla
parte corpuscolata del sangue;

- Il plasma ottenuto verra aliquotato in criotubi e conservato a -80°C;

- Aliquote da 1 ml di plasma verranno scongelate per 1’isolamento degli esosomi;

- Gli esosomi verranno isolati da circa 2-3 ml di plasma attraverso 1’utilizzo di kit commerciali ¢
caratterizzati tramite DLS (Dynamic Light Scattering);

- L’RNA verra estratto dagli esosomi attraverso 1’utilizzo di kit commerciali e quantizzato attraverso
sistema spettrometrico Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) o fluorimetrico Qubit (Life
Technologies);

- L’analisi dell’espressione genica di PD-L1 verra effettuata mediante digital droplet PCR (ddPRC)
utilizzando specifiche sonde TagMan;

- Il livello di espressione di PD-L1 verra normalizzato rispetto ai geni housekeeping utilizzati come

controllo interno per la quantificazione;

- I dati derivanti dall’analisi verranno successivamente correlati con le caratteristiche clinicopatologiche

dei pazienti.

Risultati attesi:

L’avvento dell’immunoterapia ha segnato una nuova era nel trattamento del tumore, determinando risposte
clinicamente significative e piu durature. Nonostante il suo iniziale successo in diverse neoplasie, i tassi di
risposta rimangono ancora bassi.

Un fattore chiave alla base della scarsa risposta e la complessita delle interazioni tra le cellule tumorali e il
microambiente e I'esistenza di molteplici meccanismi di soppressione immunitaria mediata dal tumore stesso.
La comprensione delle interazioni dinamiche tra le cellule tumorali e il sistema immunitario permetterebbe lo
sviluppo di terapie personalizzate e approcci ottimali per migliorare !’outcome clinico in pazienti con tumore
in stadio avanzato.

Lo sviluppo di biomarcatori prognostici e/o predittivi potrebbe aiutare a superare alcune di queste limitazioni.
In questo scenario, dunque, la comprensione dei meccanismi fisiopatologici mediati dalle vescicole esosomiali,
che stanno alla base dell’interazione tra cellule tumorali e microambiente, e i livelli di espressione di PD-L1

potrebbero rappresentare un importante fattore predittivo di risposta all’immunoterapia in pazienti con TNBC.
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