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MINIMALLY INVASIVE APPROACHES TO MONITOR TUMOR 
GENOME EVOLUTION. 
(a) CIRCULATING TUMOR CELLS (CTCs; blue) are isolated from total 
blood cells by cell separation systems. Cell lysis yields pure tumor 
DNA (gray) and RNA (black); for analysis of tumor-specific mutations, 
these are subjected to whole-genome or whole-transcriptome
amplification, respectively (WGA, WTA). Proteins in CTCs can be 
analyzed by immunohistochemistry and, if viable, CTCs can be 
subjected to functional analyses.
(b) CELL-FREE DNA (cfDNA) is prepared from plasma by several 
centrifugation and filtration steps. The resulting DNA is a mixture of DNA 
fragments released from nonmalignant cells (brown) and from tumor cells 
(ctDNA; blue). Depending on the tumor stage, and especially during early 
disease, ctDNA may represent a minority of all cfDNA. cfDNA is analyzed by 
next-generation sequencing, which can reveal somatic copy number 
changes, single-nucleotide variants and rearrangements. 
(c) EXOSOMES can be efficiently captured from blood using the nPLEX
assay and their molecular constituents analyzed; for example, proteins can 
be quantified by nPLEX, and RNA can be quantified or sequenced.



CELLULE TUMORALI CIRCOLANTICELLULE TUMORALI CIRCOLANTI

RARE: 1-10 CELLULE / 7.5 ML DI SANGUE
UTILIZZATE COME BIOMARCATORI IN >300 TRIAL 

CLINICI CHE SONO STATI REGISTRATI IN 
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MODIFICAZIONE NEI LIVELLI DI CTC

VALUTAZIONE FENOTIPO E GENOTIPO
DELLE CTC 

IDENTIFICAZIONE E
QUANTIFICAZIONE CTC

PPROGNOSIROGNOSI, ROGNOSI, PPPREDIZIONEREDIZIONE DIDI RISPOSTARISPOSTA ALLAALLA TERAPIA

DDIAGNOSIIAGNOSI, IAGNOSI, PPPROGNOSIROGNOSI, ROGNOSI, SSSUGGERIREUGGERIRE TTTERAPIEERAPIE, 

SSUGGERIREUGGERIRE SITOSITO METASTATICO

DDIAGNOSIIAGNOSI, IAGNOSI, PPPROGNOSIROGNOSI, ROGNOSI, RRISPOSTAISPOSTA ALLAALLA TERAPIA

STUDIARE LE CTC: COSA E PERCHE’



Biopsia liquida: monitoraggio in tempo reale
 MONITORAGGIO DELLA “QUANTITA’ DI TUMORE”
 MONITORAGGIO IN “TEMPO REALE” DEI CAMBIAMENTI DEL GENOMA DEL 

TUMORE:
 Pertinenza della terapia o sviluppo di resistenze
 Valutazione precoce della efficacia di una terapia risparmiando al paziente

la tossicità inutile di un farmaco che non fornisce alcun beneficio. 
 Evidenza di eventuali bersagli molecolari che potrebbero essere bersagli

adatti per un nuovo trattamento. 
 POSSIBILITÀ DI USARE QUESTI TEST NELLA DIAGNOSI DEL CANCRO. 

 COMPRENSIONE DELLO SVILUPPO DELLA MALATTIA METASTATICA

 IDENTIFICAZIONE DI VIE DI SEGNALE COINVOLTE NELLA INVASIVITÀ CELLULARE E
COMPETENZA METASTATICA.



VALIDITÀ CLINICA E UTILITÀ CLINICA

VALIDITA’ CLINICA: capacità del test di predire 
PROGNOSI e RISPOSTA ALLA TERAPIA

UTILITA’ CLINICA: capacità del test di modificare 
la prognosi del paziente guidando una scelta 
terapeutica



Come identificare le CTC? 
1. arricchire



Come identificare le CTC? 
2. selezionare



Come identificare le CTC? 
3. caratterizzare



POINT MUTATION ERBB2 AMPLIFICATION

COPY NUMBER VARIATION

DNA METHYLATION

TRANSCRIPTOMIC



(from Toss A and Coll.; Ann Transl Med Nov 2014)



 E’ IL SOLO METODO APPROVATO FDA PER LA QUANTIFICAZIONE DELLE CTC (CANCRO METASTATICO DI
MAMMELLA, COLON, PROSTATA)

 E’ BASATO SULL’ARRICCHIMENTO IMMUNOMAGNETICO (USO DI ANTI-EPCAM AB): 108->104

 LE CTC SONO DEFINITE COME CELLULE NUCLEATE (DAPI POSITIVE) POSITIVE PER LE CITOCHERATINE 8, 
18, 19 E NEGATIVE PER CD45 

 LE CELLULE SONO ESAMINATE DA UN MICROSCOPIO A FLUORESCENZA

 I RISULTATI SONO ESPRESSI COME NUMERO DI CELLULE PER 7,5 ML DI SANGUE PERIFERICO

Cellsearch® System
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VALUTAZIONE DELLE CTC PRIMA DELLA 
TERAPIA: VALORE PROGNOSTICO
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Cambiamento del numero di CTC in 
risposta alla terapia



Rilevanza clinica: PROGNOSI TUMORE 
METASTATICO



Rilevanza clinica: PROGNOSI TUMORE 
METASTATICO



Rilevanza clinica: prognosi tumore non 
metastatico

Bidard F-C, Michiels S, et al (2016) IMENEO: International MEta-analysis of circulating tumor cell detection in early breast cancer 
patients treated by NEOadjuvant chemotherapy. In: Abstracts of the thirty-ninth annual CTRC-AACR San Antonio Breast Cancer 
Symposium, San Antonio, Texas, 6-10 December 2016.



Rilevanza clinica: prognosi tumore non 
metastatico

Presenza di una o piu’CTC associate a prognosi peggiore (9%)

COLON CANCER: 
• Valore prognostico del numero pre-operatorio di CTC (non 

post-operatorio);
• Alto numero di CTC dopo adiuvante, aumentato rischio di 

recidiva



Rilevanza clinica: SCREENING
 Cellule presenti in basso numero e solo in una piccolo frazione di pazienti

NCT02500693: Circulating Tumor 
Cells and Early Diagnosis of Lung 
Cancer in Patients With Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease

NCT02608346: Circulating 
Tumor DNA and Follow-up of 
BRCA1 Mutation Carriers 
(CirCa 01)



UTILITA’CLINICA?



CTC count and therapy: SWOG 0500

Blood drawn at baseline prior to first-line chemotherapy

Arm B

Maintain first-line 
chemotherapy until 
progression

Arm C1

Maintain first-line 
chemotherapy until 
progression

Arm C2

Switch to alternate 
chemotherapy

Arm A

Monitor for PFS & OS

Eligible for other first-line 
chemotherapy trials R

CTC < 5 CTC ≥ 5

Blood drawn 3 weeks after first chemotherapy dose

CTC ≥ 5CTC < 5

Randomized phase III clinical trial





SE QUANTIFICARE NON BASTA?

CELLSEARCH QUANTIFICA SEMPLICEMENTE LE CTC 

MA NON LE CARATTERIZZA ULTERIORMENTE

NUOVI METODI DI ISOLAMENTO DI CTC
NUOVI STRUMENTI PERMETTONO DI ISOLARE LE
CELLULE ED OTTENERE ULTERIORI INFORMAZIONI.



Monoclonal antibody (M30) targeting a neoepitope disclosed by caspase cleavage at cytokeratin 18 (CK18) in early apoptosis.



Reports on HER2 status changes

5-38% of patients with HER2-negative

Primary breast cancer had HER2

Overexpression in CTCs







EPCAM-negative CTC?
Mego, M., Mani S. A. & Cristofanilli, M. (2010), Nat. Rev. Clin. Oncol.

CTC RICONOSCIUTE SULLA BASE DELL’ESPRESSIONE DI EPCAM: 

E LE CELLULE IN TRANSIZIONE EPITELIO-MESENCHIMALE?





M. Bulfoni

MESENCHYMAL CELL: MES

EPITHELIAL CTC IN EMT: CTC-EMT 

EPITHELIAL CTC: CTC-E

LYMPHOCYTES

NEG CELLS



Bulfoni M et al.; Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, 
1775 x







Conclusioni
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Ampli1™ LowPass
CNA analysis on single-CTCs obtained by 
DEPArray™ following enrichment by depletion 

Patient: MAM-26

n=6 E-CTC

n=7 EM-CTC

n=7 MES

n=4 NEG

n=4 LEUKOCYTES



Clustering

p. 41



Clustering

p. 42

CONSERVED ALTERATIONS



CNA profiles - Cluster

p. 43



Conclusions

 Aberrations were found in E, and some EMT, M, and 
negative cells, confirming them as bona-fide CTCs

Certain EMT, M and negative cells showed relatively flat
profiles, possibly normal cells

 A clear cluster of profiles included representatives from E 
(n=3), EMT (n=4), and Negative (n=1) class.

 At least one other E CTC had a clearly distinct
aberration profile

p  44




