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5. RIASSUNTO DEL PROGETTO

Il trattamento del cancro della mammella ha subito numerose ed importanti rivoluzioni nel corso
degli ultimi decenni: la chirurgia si & trasformata dal massimo trattamento tollerabile al minimo
trattamento efficace, rendendo la cura di questa malattia decisamente meno invalidante; le
campagne di screening mammografico hanno consentito di anticipare la diagnosi con diretto
miglioramento della prognosi ed infine 1’uso di target therapies ha consentito di affinare i bersagli
della terapia adiuvante.

Ma nonostante tali indiscutibili traguardi, ad oggi, il 30-40% delle pazienti che affrontano la
malattia muore di cancro al seno ().

Il tumore al seno resta il big killer numero uno per il genere femminile. La sua incidenza € in
aumento. In Italia ogni anno si ammalano 45 mila donne. Un incremento dovuto all’allungamento
dell’eta media della popolazione femminile e all’aumento dei fattori rischio.

Anche I’eta in cui la malattia si manifesta e cambiata: il 30% circa si diagnostica prima dei 50 anni.
Infatti I’incidenza ¢ aumentata del 14% negli ultimi 6 anni che sale al 29% se consideriamo le
donne tra 25 e 44 anni.

In Umbria incidono circa 720 nuovi casi/anno con una mortalita che negli ultimi anni é scesa di 6,2
punti in percentuale.

Quali dovranno essere le nuove frontiere nella lotta al cancro della mammella? Dove rivolgere gli
sforzi della ricerca? Ancora una volta il trattamento del cancro della mammella si trova di fronte ad
una cambiamento cruciale, una rivoluzione copernicana che ribalta il modo di vedere, affrontare e
sconfiggere la malattia:

e oftima la scelta della Regione Umbria di allargare il target dell’eta per lo screening
mammografico da 50-69 a 45-74 anni;

e fondamentale I’aggiornamento tecnologico messo in atto dall’ Azienda Ospedaliero
Universitaria di Perugia: mammografi digitali, sistema Osna,...

e concrete le campagne di educazione sanitaria messe in atto anche dalla Lilt che hanno visto
quest’anno presentarsi, alle visite senologiche gratuite del mese rosa, nel 60% donne con
eta tra 25 e 40 anni;

Ma tutto cio potrebbe non essere sufficiente nel ridurre la mortalita di questa grave e frequente
malattia se non mettiamo in atto test di identificazione genica che ci consentiranno una pit adeguata
stratificazione del rischio ( progressione del tumore e sviluppo di metastasi), un miglioramento della
pianificazione terapeutica e dell’outcome clinico, evitando anche cio che accade ancora oggi, con i
criteri clinico patologici standars, e cioé il sottotrattamento di circa il 20% delle donne con
carcinoma mammario di grado 1 e "overtreatment di circa il 15% delle donne con carcinoma di
grado 3 (2.



6. BACKGROUND E RAZIONALE

Oggi sappiamo che il cancro del seno non € una singola malattia eterogenea ma, sulla base di
parametri clinici e molecolari, possiamo distinguere almeno tre differenti malattie:

luminal type RE+, Pg+, erB2-
erbB2 type RE+, Pg+, erB2+
basal type Re-, Pg-, erB2-

che presentano comportamento biologico e prognosi differenti. ldentificare correttamente il
sottotipo molecolare del tumore apre le porte a nuove possibilita terapeutiche sempre pit adeguate e
mirate per il trattamento dello specifico sottotipo molecolare in questione.

Partendo dal presupposto che nessun cancro della mammella guarisce senza alcuna chirurgia, il
coordinamento di questa con le terapie adiuvanti e neoadiuvanti consente di incrementare la
percentuale di successo terapeutico. Tramite la valutazione dei parametri clinico-patologici
(dimensione del tumore, coinvolgimento linfonodale, stato recettoriale ormonale) si ricavano
informazioni di carattere prognostico sulla base delle quali la paziente viene considerata pit 0 meno
a rischio di sviluppare metastasi. In base a queste informazioni la paziente verra candidata al
trattamento sistemico adiuvante (3) Ciononostante la terapia adiuvante ¢ in grado di ridurre il rischio di
ricorrenza solo del 25-30% (4) .
Quali sono le ragioni dell’insuccesso terapeutico nelle pazienti che recidivano? Sono presumibili
almeno due possibilita:

- i parametri clinico- patologici di stratificazione del rischio di ripresa di malattia non sono

sufficientemente adeguati all’inquadramento prognostico della paziente;
- le terapie adiuvanti non sono sufficientemente specifiche verso le cellule responsabili della
ripresa di malattia.

Il cancro della mammella presenta un comportamento biologico non sempre prevedibile che
sottende un patrimonio genetico-mutazionale variegato. Come sappiamo, la carcinogenesi € un
processo multistep caratterizzato dall’accumulo di mutazioni che comportano la deregolazione del
ciclo cellulare con conseguente crescita incontrollata delle cellule, come “primum movens”, e,
successivamente, la acquisizione di capacita volte a perpetuare la crescita e garantire la migrazione
del clone neoplastico in siti a distanza; in particolare le cellule tumorali acquisiscono
progressivamente la possibilita di produrre fattori di crescita ed angiogenetici, di migrare nella
matrice extracellulare, di invadere il torrente circolatorio superando la membrana basale e
I’endotelio, di sopravvivere in circolo ed infine arrestarsi a livello dell’organo bersaglio ed ivi
iniziare un nuovo processo di crescita e mantenimento della massa neoplastica.
A ciascuno di questi step corrisponde una mutazione genetica a carico di un gene specifico, molti
dei quali sono oggi noti. Conoscere il dettaglio delle mutazioni di ciascun singolo tumore consente
di prevedere il comportamento biologico di quella neoplasia e di stratificare in maniera adeguata il
rischio. Oggi non parliamo piu di carcinomi duttali o lobulari in base all’istotipo determinato al
microscopio, ma parliamo di sottogruppi molecolari determinati dalla conoscenza dell’espressione
genica del tumore. Come per ogni organismo vivente, dall’unicellulato all’uomo, anche il destino
della cellula tumorale ¢ scritto nel suo DNA; imparare a leggere nelle alterazioni che lo hanno
mutato, le informazioni di rilievo clinico, significa “smascherare il nemico” e metterne a nudo 1i
punti deboli.



Oggi sono disponibili test genetici, come Mammaprint ed Oncotype DX, che, analizzando il profilo
di espressione di geni coinvolti nel processo di metastatizzazione, ci danno una stratificazione del
rischio sulla base delle mutazioni acquisite dal tumore. Gia oggi questi test coadiuvano i clinici
nella scelta del trattamento adiuvante pitu adeguato. Molto costosi e realizzati in laborati esteri.

Il profilo genetico é di fondamentale importanza anche nella valutazione di parametri gia noti come
I’espressione di recettori ormonali e di HER2; questi vengono attualmente determinati con
metodiche di immunoistochimiche o FISH che ci danno informazione della espressione morfologica
del recettore, ma non del loro stato funzionale. In ogni caso, sapere che il recettore & espresso a
livello di membrana non ¢ una informazione sufficiente a garantire I’efficacia del farmaco ad esso
indirizzato, perché quella proteina potrebbe non essere funzionalmente attiva. Quindi piu che la
presenza, bisogna accertare 1’attivazione funzionale del gene preposto alla sintesi della proteina per
avere garanzia della sua funzionalita.

Oltretutto, dal profilo di espressione genica si possono ricavare informazioni aggiuntive che
correlano specificamente 1’espressione di alcuni geni alla risposta alle singole terapie: per esempio
in pazienti HER2 positivi, ’alta espressione di IGFIR correla con la resistenza all’Herceptin, cosi
come I’iperespessione di CCNEL; invece pazienti ER+ con alta espressione di PDGFRA sono
resistenti al trattamento con tamoxifene.

L’utilizzo dei test di profilazione genica offre I’opportunita di una piu adeguata stratificazione del
rischio, un miglioramento della pianificazione terapeutica ¢ dell’outcome clinico, evitando, cio che
accade ad oggi con i criteri clinico- patologici standard e cioé il sottotrattamento di circa il 20%
delle donne con carcinoma mammario di grado 1 e I’overtreatment di circa il 15% delle donne con
carcinoma mammario di grado 3 (M.Kauner et alii).



7. METODOLOGIA DEL PROGETTO

Con il completamento del sequenziamento del genoma umano la lista dei geni associati a malattie e
cresciuta in maniera esponenziale , parallelamente si sono rese disponibili tecnologie di studio del
DNA e dell’RNA sempre piu efficienti e cost-effective. Una delle innovazioni piu rilevanti e stata la
tecnologia dei microarrays di cDNA che ha portato alla classificazione molecolare del carcinoma
mammario (luminal A, luminal B, Erb-B2 enriched, Basal like, Normal like) la cui utilita é stata
validata clinicamente. A ci0 va aggiunto che la piu recente implementazione della Next Generation
Sequencing sta portando alla identificazione di un complesso catalogo di geni mutati, aventi
significato prognostico, predittivo o di bersaglio molecolare per specifici agenti, che puo
rappresentare la base di una vera e propria sequencing based therapeutic road map.

In questo scenario i carcinomi luminal (che rappresentano circa il 65% del totale) si distinguono
per una particolare eterogeneita del comportamento biologico con ripresa di malattia in circa il 40-
50% e morte in circa il due terzi di queste pazienti dopo 5 anni dalla diagnosi, nonostante quadri
anatomopatologici iniziali di apparente bassa aggressivita. Proprio per questa categoria diagnostica
sono auspicabili dei parametri biomolecolari che, partendo da una stima del rischio di ripresa di
malattia, siano in grado di orientare le scelte terapeutiche in maniera piu articolata e modellata sulle
effettive necessita.

Retrospettivo:

Campione di studio

Dalla banca dati della S.C. Anatomia Patologica di Perugia, campioni in paraffina disponibili dal
1945 al 2014, saranno selezionati 120 campioni in base alla seguente classificazione fenotipica-
clinica:

-Luminal

-Eta’: < /=70 anni
-Primo tumore
-T:<5cm

Il R.T.U.P e in grado di stabilire, di questi pazienti, sopravvivenza e causa di morte. Verra cosi
selezionato un campione di 20 pazienti a buona prognosi e 20 pazienti a cattiva prognosi.



e Fase |I: Gene Discovery

Sequenziamento trascrittoma (RNA-Seq) dei campioni selezionati per lo studio retrospettivo
caso-controllo.

Estrazione RNA da campioni fissati in formalina ed inclusi in paraffina (FFPE).

| campioni di tessuto paraffinato saranno trattati al fine di estrarre I’RNA totale che poi sara’
utilizzato per testare ’espressione dei geni target. L’RNA totale sara purificato da sezioni di tessuto
FFPE di 3-10 pum mediante I’utilizzo del kit MasterPure™ Purification Kit (Epicentre®
Biotechnologies, Madison, WI). Il protocollo si basa su una precipitazione salina che consente una
rapida purificazione dell’RNA totale con la possibilita di elaborare molti campioni in parallelo. Con
questo tipo di estrazione si possono ottenere rese elevate senza bisogno di utilizzare colonnine ed il
risultante acido nucleico generalmente presenta un rapporto A260/A280 pari a 1.8-2.0, cioe privo di
proteine, elemento importante per le successive applicazioni.

Preparazione Library per RNA-Seq

L’RNA totale, estratto dai campioni FFPE, sara’ sottoposto a Library Prep secondo le modalita’
specificate dal fornitore del TruSeq RNA Sample prep kit (Illumina). Brevemente, il primo passo
del flusso di lavoro comprendera’ la purificazione delle molecole di mRNA poly-A utilizzando
biglie magnetiche poly-T oligo-attached. Dopo la purificazione, I'mRNA sara’ frammentato in
piccoli pezzi con cationi bivalenti sotto temperatura elevata. 1 frammenti di RNA saranno poi
copiati nel primo filamento di cDNA utilizzando trascrittasi inversa e primer casuali. Segue seconda
sintesi del filamento cDNA utilizzando DNA Polimerasi | e RNasi H. Questi frammenti di cDNA
poi passeranno attraverso una riparazione alla fine del processo , I'aggiunta di una singola base 'A'’, e
la ligazione degli adattatori. | prodotti saranno poi purificati e arricchite tramite PCR per creare la
libreria di cDNA finale.

Sequenziamento IlluminaHiSeq1500

Il sequenziamento di nuova generazione del’RNA ha rivoluzionato 1’indagine d’espressione
genica. I continui miglioramenti nel processo di sequenziamento dell’RNA, a partire dalla
preparazione del campione fino all’analisi bioinformatica, permettono oggi di ottenere profili
d’espressione genica molto accurati ed in tempi molto rapidi, sia rispetto ai primi approcci di tipo
next generation sequencing che rispetto alle tradizionali metodiche d’indagine del trascrittoma.

Le librerie verranno raggruppate in gruppi da 6 campioni ed il sequenziamento sara effettuato sulla
piattaforma HiSeq 1500 in modalita 2x50 generando approssimativamente 6 miliardi di nucleotidi
per singolo campione analizzato.



Analisi bioinformatica

I file prodotti dalle operazioni di sequenziamento verranno prima convertiti in fastq e poi saranno
sottoposti a test di controllo delle qualita. Successivamente, le letture di sequenziamento saranno
mappate sul genoma Umano di riferimento (USCS hg 19) e sottoposte a tre algoritmi diversi per il
calcolo delle differenze di espressione genica. Al termine di questa analisi ci aspettiamo che su
30000 geni totali, circa 1500 saranno espressi in modo differenziale ad un livello di significativita
statistica nominale (P<0.05). Dopo un successivo filtering in base al fold change (cut-off +2
log2fold change), saranno selezionati i 40-50 geni che piu’ risulteranno espressi in modo
differenziale tra i 2 gruppi di studio.

e Fase ll: Target Sequencing

Validazione dei 40-50 geni selezionati dalla fase | in una coorte pit ampia: 500 campioni Luminal.

-Prospettico:
e Faselll:
Campione di studio

Le pazienti afferenti alla S.S.Dip. Breast Unit dell’Azienda Ospedaliera di Perugia (si potrebbero
accettare campioni dalla Regione e da tutto il territorio nazionale) nel corso dell’intervento
chirurgico o ad opera della S.C. di Anatomia Patologica sarebbero valutate con il Kit genetico
messo a punto dallo studio retrospettivo.

Pazienti eleggibili:

- primo tumore

- luminal

- eta</=70anni

- 1-3linfonodi positivi

- tumore infiltrante <5 cm.

Estrazione RNA da campioni fissati in formalina ed inclusi in paraffina (FFPE).

I campioni di tessuto paraffinato saranno trattati al fine di estrarre ’'RNA totale che poi sara’
utilizzato per testare 1’espressione dei geni target. L’RNA totale sara purificato da sezioni di tessuto
FFPE di 3-10 um mediante 1’utilizzo del kit MasterPure™ Purification Kit (Epicentre®
Biotechnologies, Madison, WI). 1l protocollo si basa su una precipitazione salina che consente una
rapida purificazione dell’RNA totale con la possibilita di elaborare molti campioni in parallelo. Con
questo tipo di estrazione si possono ottenere rese elevate senza bisogno di utilizzare colonnine ed il
risultante acido nucleico generalmente presenta un rapporto A260/A280 pari a 1.8-2.0, cioe privo di
proteine, elemento importante per le successive applicazioni.



Sequenziamento targettato (targeted RNA-Seq)
Preparazione libraries per targeted RNA-seq

La preparazione delle librerie per il targeted RNA-seq attraverso il sequenziamento di nuova
generazione verra svolta secondo il protocollo TruSeq Targeted RNA Expression sample
preparation kit. Questo kit permette di preparare librerie in meno di due giorni, con meno di 4 ore
di lavoro manuale, a partire da 50 ng di RNA totale.

I principali step del protocollo riguardano, in ordine: la sintesi di cDNA, 1I’ibridizzazione di un pool
di oligo, ’estensione e ligazione degli oligo, amplificazione mediante PCR dei prodotti delle
reazioni precedenti usando primers che aggiungono sequenze index; infine dopo la purificazione
della PCR si procede al pooling delle librerie secondo il quale queste vengono combinate insieme,
quantizzate, denaturate e diluite in un tampone d’ibridizzazione per la generazione di cluster e
successivo sequenziamento.

Sequenziamento MiSeq

Le librerie verranno raggruppate in gruppi da 96 campioni ed il sequenziamento sara effettuato sulla
piattaforma MiSeq in modalita 2x50.

Analisi bioinformatica e analisi biostatistica

| file prodotti dalle operazioni di sequenziamento verranno prima convertiti in fastq e poi saranno
sottoposti a test di controllo delle qualita. Successivamente, le letture di sequenziamento saranno
mappate sul genoma Umano di riferimento (USCS hg 19) e sottoposte a tre algoritmi diversi per il
calcolo delle differenze di espressione genica. In particolare, modelli multivariati di regressione
Cox per il calcolo della Disease-Free Survival (DFS) saranno applicati per determinare i potenziali
geni prognostici di un outcome negativo. Le analisi statistiche saranno effettuate utilizzando il
pacchetto biostatistico R.



8. OBIETTIVI DEL PROGETTO

I carcinomi luminal (che rappresentano circa il 65% del totale) si distinguono per una particolare
eterogeneita del comportamento biologico con ripresa di malattia in circa il 40-50% e morte in circa
I due terzi di queste pazienti dopo 5 anni dalla diagnosi, nonostante quadri anatomopatologici
iniziali di apparente bassa aggressivita.

Proprio per questa categoria diagnostica sono auspicabili dei parametri biomolecolari che, partendo
da una stima del rischio di ripresa di malattia, siano in grado di orientare le scelte terapeutiche in
maniera piu articolata e modellata sulle effettive necessita.

I geni selezionati e validati dal sequenziamento trascrittoma (RNA-Seq) dei campioni dello
studio retrospettivo potranno essere ricercati e valutati sulle nuove pazienti che dovranno essere
trattate per carcinoma mammario. Tutto cio ci consentira non solo di disporre di parametri obiettivi
ai fini prognostici ma anche per I’impostazione delle terapie adiuvanti. Il test genetico ¢ realizzabile
anche da materiale di core biopsy. Cosi, anche nel corso dell’intervento chirurgico in caso di micro
metastasi, il chirurgo disporra di dati obiettivi per decidere se eseguire la dissezione ascellare o no.

Infatti, dal profilo di espressione genica, si possono ricavare informazioni aggiuntive che correlano
specificamente I’espressione di alcuni geni alla risposta alle singole terapie: per esempio in pazienti
HER2 positivi, 1’alta espressione di IGFIR correla con la resistenza all’Herceptin, cosi come
I’iperespessione di CCNE1; invece pazienti ER+ con alta espressione di PDGFRA sono resistenti al
trattamento con tamoxifene.

Obiettivo principale:
Sopravvivenza globale
Sopravvivenza libera da malattia

Sub obiettivo:
personalizzazione terapia: chirurgica e adiuvante

Per quanto concerne il problema del rischio eredo familiare il Gruppo Multidisciplinare &
disponibile, in concerto con gli Specialisti Prevenzione della Regione, per programmare il percorso
della donna a rischio nell’ambito dello screening mammografico.

In commercio sono disponibili test di profilazione genetica (Mammaprint e Oncotype DX) che sono
molto costosi e realizzati in laboratori esteri. Il nostro Kit genetico sara realizzato nei nostri
laboratori e con costi nettamente ridotti.

Inoltre sara disponibile per tutte le Sezioni del territorio nazionale che ne volessero usufruire.
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10. ELENCO DEL PERSONALE CHIAVE COINVOLTO NEL PROGETTO

Nome e Cognome Posizione Ruolo nel progetto % Tempo
dedicato

Prof. A. Rulli Resp. Selezione pazienti 25%
Breast Unit e Terapia Chirurgica Personalizzata

Prof. A. Sidoni Dir. Diagnosi istologica e bio patologica | 15%
Anatomia Patologica

Prof. L. Crino Dir. Terapia bio molecolare 10%
Oncologia Medica

Prof. A. Crisanti Dir. Esecuzione test genetico 20%
Polo Innovazione Genetica
Ricercatore Elaborazione dati

Prof. C. Aristei Dir. Terapia Radiante 5%
Radioterapia Oncologica

Prof. F. Stracci Registro Tumori Umbro di | Epidemiologia 5%
Popolazione

Data Manager nuova assunzione Raccolta dati 10%
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Prof. Angelo Sidoni

1. Discordance rate of HER2 status in primary breast carcinomas versus synchronous axillary lymph node
metastases: a multicenter retrospective investigation.

leni A, Barresi V, Caltabiano R, Cascone AM, Del Sordo R, Cabibi D, Zeppa P, Lanzafame S, Sidoni A, Franco V,
Tuccari G.

Onco Targets Ther. 2014 Jul 11;7:1267-72. doi: 10.2147/0TT.S65294. eCollection 2014.

2. An Additional Case of Breast Tumor Resembling the Tall Cell Variant of Papillary Thyroid Carcinoma.

Colella R, Guerriero A, Giansanti M, Sidoni A, Bellezza G.
Int J Surg Pathol. 2014 May 26. pii: 1066896914536222. [Epub ahead of print]

3. NEDD4 controls the expression of GUCD1, a protein upregulated in proliferating liver cells.
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Sidoni A, Puccetti P, Romani L, Servillo G, Agnese Della Fazia M.

Cell Cycle. 2014 Jun 15;13(12):1902-11. doi: 10.4161/cc.28760. Epub 2014 Apr 17.

4. The HIV matrix protein p17 promotes the activation of human hepatic stellate cells through interactions
with CXCR2 and Syndecan-2.

Renga B, Francisci D, Schiaroli E, Carino A, Cipriani S, D'Amore C, Sidoni A, Sordo RD, Ferri I, Lucattelli M, Lunghi
B, Baldelli F, Fiorucci S.

PL0S One. 2014 Apr 15;9(4):€94798. doi: 10.1371/journal.pone.0094798. eCollection 2014.

5. RAGE signaling deficiency in rhabdomyosarcoma cells causes upregulation of PAX7 and uncontrolled
proliferation.

Riuzzi F, Sorci G, Sagheddu R, Sidoni A, Alaggio R, Ninfo V, Donato R.
J Cell Sci. 2014 Apr 15;127(Pt 8):1699-711. doi: 10.1242/jcs.136259. Epub 2014 Feb 19.

6. Letter to the Editor regarding the paper by Aurilio et al., A meta-analysis of oestrogen receptor,
progesterone receptor and human epidermal growth factor receptor 2 discordance between primary breast
cancer and metastases.

leni A, Barresi V, Giuffré G, Caltabiano R, Cascone A, Del Sordo R, Cabibi D, Zeppa P, Lanzafame S, Sidoni A,
Franco V, Tuccari G.

Eur J Cancer. 2014 Mar;50(5):1035-7. doi: 10.1016/j.ejca.2014.01.013. Epub 2014 Jan 31. No abstract available.
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7. Prognostic factors in a multicentre study of 247 atypical pulmonary carcinoids.

Daddi N, Schiavon M, Filosso PL, Cardillo G, Ambrogi MC, De Palma A, Luzzi L, Bandiera A, Casali C, Ruffato A,
De Angelis V, Andriolo LG, Guerrera F, Carleo F, Davini F, Urbani M, Mattioli S, Morandi U, Zannini P, Gotti G,
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Eur J Cardiothorac Surg. 2014 Apr;45(4):677-86. doi: 10.1093/ejcts/ezt470. Epub 2013 Oct 6.

8. Localized Intrasplenic Mesothelioma: A Case Report.

Giansanti M, Bellezza G, Guerriero A, Pireddu A, Sidoni A.
Int J Surg Pathol. 2013 Sep 18;22(5):451-455. [Epub ahead of print]

9. Co-expression of receptors of the HER family correlates with clinical outcome in non-small cell lung

cancer (NSCLC).

Bellezza G, Del Sordo R, Colella R, Ludovini V, Ragusa M, Bianconi F, Ferri I, Borri F, Chiari R, Puma F, Crino L,
Sidoni A.

Virchows Arch. 2013 Nov;463(5):663-71. doi: 10.1007/s00428-013-1445-x. Epub 2013 Sep 7.

10. A novel role for Tm7sf2 gene in requlating TNFa expression.

Bellezza I, Roberti R, Gatticchi L, Del Sordo R, Rambotti MG, Marchetti MC, Sidoni A, Minelli A.
PLoS One. 2013 Jul 23;8(7):68017. doi: 10.1371/journal.pone.0068017. Print 2013.

11. Evaluation of electrospun bioresorbable scaffolds for tissue-engineered urinary bladder augmentation.

Del Gaudio C, Vianello A, Bellezza G, Maula V, Sidoni A, Zucchi A, Bianco A, Porena M.
Biomed Mater. 2013 Aug;8(4):045013. doi: 10.1088/1748-6041/8/4/045013. Epub 2013 Jul 16.

12. CD10 is frequently expressed in classical seminomas.

Del Sordo R, Ascani S, Bellezza G, Ferri I, Sharaglia M, Sidoni A.
Histol Histopathol. 2014 Jan;29(1):101-6. Epub 2013 Jul 16.

13. Peroxisome proliferator activated receptor-o/hypoxia inducible factor-1a interplay sustains carbonic
anhydrase IX and apoliprotein E expression in breast cancer stem cells.

Papi A, Storci G, Guarnieri T, De Carolis S, Bertoni S, Avenia N, Sanguinetti A, Sidoni A, Santini D, Ceccarelli C,
Taffurelli M, Orlandi M, Bonafé M.

PLoS One. 2013;8(1):e54968. doi: 10.1371/journal.pone.0054968. Epub 2013 Jan 25.
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14. Impact of Epidermal Growth Factor Receptor and KRAS Mutations on Clinical Outcome in Resected
Non-Small Cell Lung Cancer Patients.

Ragusa M, Vannucci J, Ludovini V, Bianconi F, Treggiari S, Tofanetti FR, Flacco A, Colella R, Sidoni A, Crind L,
Puma F.

Am J Clin Oncol. 2014 Aug;37(4):343-9. doi: 10.1097/COC.0b013e31827a7e7a.

15. Concomitant high gene copy number and protein overexpression of IGF1R and EGFR negatively affect
disease-free survival of surgically resected non-small-cell-lung cancer patients.
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16. Thyroid transcription factor 1 expression in a case of renal collecting duct carcinoma.

Del Sordo R, Giansanti M, Bellezza G, Sidoni A.
Hum Pathol. 2012 Jul;43(7):1153-4; author reply 1154. doi: 10.1016/j.humpath.2012.03.004. No abstract available.

17. HER-3 status by immunohistochemistry in HER-2-positive metastatic breast cancer patients treated with
trastuzumab: correlation with clinical outcome.

Gori S, Foglietta J, Mameli MG, Stocchi L, Fenocchio D, Anastasi P, lacono D, Del Sordo R, Basurto C, De Angelis V,
Sidoni A.

Tumori. 2012 Jan-Feb;98(1):39-44. doi: 10.1700/1053.11498.

18. Amniotic membrane: separation of amniotic mesoderm from amniotic epithelium and isolation of their
respective mesenchymal stromal and epithelial cells.

Barbati A, Grazia Mameli M, Sidoni A, Di Renzo GC.
Curr Protoc Stem Cell Biol. 2012 Mar;Chapter 1:Unit 1E.8. doi: 10.1002/9780470151808.5c01e08s20.

19. Optimization of patient selection for EGFR-TKIs in advanced non-small cell lung cancer by combined
analysis of KRAS, PIK3CA, MET, and non-sensitizing EGFR mutations.

Ludovini V, Bianconi F, Pistola L, Pistola V, Chiari R, Colella R, Bellezza G, Tofanetti FR, Siggillino A, Baldelli E,
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20. Nuclear receptors agonists exert opposing effects on the inflammation dependent survival of breast cancer
stem cells.

Papi A, Guarnieri T, Storci G, Santini D, Ceccarelli C, Taffurelli M, De Carolis S, Avenia N, Sanguinetti A, Sidoni A,
Orlandi M, Bonafé M.

Cell Death Differ. 2012 Jul;19(7):1208-19. doi: 10.1038/cdd.2011.207. Epub 2012 Jan 20.
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21. Natural history of imatinib-naive GISTs: a retrospective analysis of 929 cases with long-term follow-up
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22. 1gA glomerulonephritis associated with Churg-Strauss syndrome.
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Clin Exp Rheumatol. 2011 Jan-Feb;29(1 Suppl 64):S141-2. Epub 2011 May 11. No abstract available.

23. Invasive ductal carcinoma arising in ectopic breast tissue of the axilla. Case report and review of the
literature.
Sanguinetti A, Ragusa M, Calzolari F, D'Ajello F, Fioriti L, Papini D, Sidoni A, Roila F, Avenia N.
G Chir. 2010 Aug-Sep;31(8-9):383-6. Review.

24. IMP3 expression in triple-negative breast carcinoma.
Sidoni A, Cartaginese F.

Hum Pathol. 2010 Sep;41(9):1355-6; author reply 1356-7. doi: 10.1016/j.humpath.2010.05.004.

Interstitial high-dose-rate brachytherapy after breast conserving surgery.
Rulli A, Barberini F, Scialpi M, 1zzo L, D'Angeli I, Gori S, Sidoni A, Rondelli F, Noya G, Aristei C.
Oncol Rep. 2010 Aug;24(2):417-22.

25. Primary breast lymphomas: a multicentric experience.
Avenia N, Sanguinetti A, Cirocchi R, Bistoni G, Trastulli S, D'Ajello F, Barberini F, Cavallaro G, Rulli A, Sidoni A,
Noya G, De Toma G, Sciannameo F.
World J Surg Oncol. 2010 Jun 28;8:53. doi: 10.1186/1477-7819-8-53.

26. Value of Ki67 in breast cancer: the debate is still open.
Colozza M, Sidoni A, Piccart-Gebhart M.
Lancet Oncol. 2010 May;11(5):414-5. doi: 10.1016/S1470-2045(10)70089-9. No abstract available.

27. Melanocytic matricoma. Report of a further case with clinicopathological and immunohistochemical
findings, differential diagnosis and review of the literature.
Cartaginese F, Sidoni A.
Histol Histopathol. 2010 Jun;25(6):713-7.

28. Surgical treatment of primitive thyroid lymphoma.
Avenia N, Ragusa M, Cirocchi R, Puxeddu E, Cavaliere A, De Feo P, Sidoni A, Roila F, Sanguinetti A, Puma F.
Tumori. 2009 Nov-Dec;95(6):712-9.
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29. Endometriosis-associated skeletal muscle regeneration: a hitherto undescribed entity and a potential
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32. EGFR, pMAPK, pAkt and PTEN status by immunohistochemistry: correlation with clinical outcome in
HER2-positive metastatic breast cancer patients treated with trastuzumab.
Gori S, Sidoni A, Colozza M, Ferri I, Mameli MG, Fenocchio D, Stocchi L, Foglietta J, Ludovini V, Minenza E, De
Angelis V, Crino L.
Ann Oncol. 2009 Apr;20(4):648-54. doi: 10.1093/annonc/mdn681. Epub 2009 Feb 2.

33. High coexpression of both insulin-like growth factor receptor-1 (IGFR-1) and epidermal growth factor
receptor (EGFR) is associated with shorter disease-free survival in resected non-small-cell lung cancer
patients.
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1. Years of sorafenib investigation in advanced non-small cell lung cancer: is there a 'NExUS' linking an

unsuccessful treatment and a potentially active one?
Metro G, Minotti V, Crino L.
J Thorac Dis. 2012 Dec;4(6):635-8. doi: 10.3978/j.issn.2072-1439.2012.10.06. No abstract available.

2. Selumetinib plus docetaxel for KRAS-mutant advanced non-small-cell lung cancer: a randomised,
multicentre, placebo-controlled, phase 2 study.

Janne PA, Shaw AT, Pereira JR, Jeannin G, Vansteenkiste J, Barrios C, Franke FA, Grinsted L, Zazulina V, Smith P,
Smith I, Crino L.
Lancet Oncol. 2013 Jan;14(1):38-47. doi: 10.1016/S1470-2045(12)70489-8. Epub 2012 Nov 28.

3. Pemetrexed versus pemetrexed and carboplatin as second-line chemotherapy in advanced non-small-cell
lung cancer: results of the GOIRC 02-2006 randomized phase |1 study and pooled analysis with the
NVALTY trial.

Ardizzoni A, Tiseo M, Boni L, Vincent AD, Passalacqua R, Buti S, Amoroso D, Camerini A, Labianca R, Genestreti G,
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