
 n. 1 / 2024

  HOW DECODIFING BIOMARKERS PROFILE
IN NSCLC 2.0: sharing the experience between
oncologists and molecular pathologists

n.1 / 2024



3

 n. 1 / 2024

03
RAZIONALE
SCIENTIFICO 

21
ESERCITAZIONE 
PRATICA 
“NGS JOURNEY”

25
TAKE HOME MESSAGE

19
CASI FORMATIVI 
“TMB – LIKE” 

30
REFERENZE 

15
PROF. UMBERTO MALAPELLE
 CARATTERIZZAZIONE 
DEI MARCATORI 
PREDITTIVI DI RISPOSTA 
MEDIANTE NGS

04
PROF. GIANCARLO TRONCONE
 LA NECESSITÀ 
DI UN APPROCCIO 
MORFO – MOLECOLARE

12
DOTT. LUCA SALA

I NUOVI ORIZZONTI 
PER LA GESTIONE DEI 
PAZIENTI CON TUMORE 
DEL POLMONE IN
STADIO AVANZATO

10
PROF. ROBERTO BIANCO
APPROCCIO AI PAZIENTI 
CON TUMORE DEL 
POLMONE IN STADIO 
AVANZATO: FOTOGRAFIA 
DEL CONTESTO ATTUALE

2

Contenuti

Nell’era della medicina personalizzata l’aumento costante 
del numero dei biomarcatori di risposta al trattamento ha 
notevolmente modificato le strategie di gestione clinica 
dei pazienti affetti da carcinoma al polmone a cellule non 
piccole (NSCLC). In questo scenario, il recettore del fattore 
di crescita epidermico (EGFR), secondo le direttive emes-
se dalle società internazionali IASCL/AMP/CAP, ha rappre-
sentato la porta di ingresso delle caratterizzazioni moleco-
lari nei pazienti affetti da NSCLC. Sulla scia del beneficio 
clinico osservato nei pazienti portatori di alterazioni mole-
colari a carico EGFR, gli studi clinici hanno ampliato il ven-
taglio di biomarcatori approvati in pratica clinica attraver-
so l’integrazione di alterazioni molecolari che spaziassero 
dalla ricerca di mutazioni puntiformi in sequenze geniche 
come BRAF, KRAS alla valutazione di riarrangiamenti geni-
ci di rilevanza clinica in geni come ALK, ROS1, RET, NTRK. 
Un ulteriore elemento di complessità nell’ambito delle 
caratterizzazioni molecolare finalizzate alla rilevazione 
delle alterazioni che predicono sensibilità al trattamento 
con farmaci a bersaglio molecolare è rappresentato dall’ 
implementazione nel pannello dei “must test genes” delle 
mutazioni causative dello skipping aberrante dell’esone 14 
del gene MET. In questo scenario l’armonizzazione delle 
procedure preanalitiche di gestione del materiale biologico 
indirizzato alla profilazione genomica, l’implementazione 
di tecnologie di caratterizzazione molecolare in grado di 
rispondere al quesito clinico sollevato dall’oncologo, la ge-
nerazione di un report inclusivo delle informazioni tecnico 
di semplice consulto da parte dell’oncologo clinico che 
segue il paziente oncologico sono ancora oggi oggetto di 
dibattito e di discussione per ottimizzare il percorso clinico 
diagnostico del paziente affetto da NSCLC. 
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LA NECESSITÀ DI UN APPROCCIO 
MORFO – MOLECOLARE

Negli ultimi anni abbiamo assistito ad 
una rivoluzione in termini di farmaci a 
bersaglio molecolare approvati nella 
pratica clinica dei pazienti affetti da 
NSCLC. Il rapido e progressivo aumento 
delle strategie terapeutiche disponibili 
per i pazienti oncologici deriva dall’am-
pliamento del numero di biomarcatori 
approvati in pratica clinica dalle società 
internazionali CAP/IAP/IASCL per i 
quali gli studi clinici hanno evidenzia-
to un beneficio clinico derivante dalla 
somministrazione dei farmaci a bersa-
glio molecolare. In questo scenario è 
opportuno distinguere un pannello di 
minima che include i biomarcatori già 
approvati in pratica clinica (hotspot mu-
tazionali in EGFR, KRAS p.G12C, BRAF; 
traslocazioni abberranti in ALK, ROS1, 
RET, NTRK; le mutazioni causative dello 
skipping dell’esone 14 di MET, l’espres-
sione recettoriale di PD-L1) rispetto ai 
biomarcatori in dirittura di approvazio-
ne come da indicazione dagli studi cli-
nici (ERBB2). In questo scenario, le tec-
nologie singletest (RT-PCR, IHC) fino ad 
ora largamente impiegate nei laboratori 
di anatomia patologica per la profilazio-
ne genomica, oggi risultano inadeguate 
a causa del limitato reference range e 
della scarsa applicabilità a rilevare alte-
razioni a carico dei marcatori emergen-
ti. Il problema principale che affligge la 
caratterizzazione molecolare dei riar-
rangiamenti aberranti risiede nell’ina-
deguatezza tecnica da parte delle tec-
nologie convenzionali (FISH) di rilevare 
tutti i partner di fusioni che, unitamente 
all’estrema variabilità nel ‘interpretazio-
ne del segnale fluorescente da parte 
dell’operatore, evidenzia limiti sostan-
ziali alla diffusibilità in pratica clinica. A 
causa di queste criticità, lo switch ver-
so tecnologie analogico-digitali (NGS) 
che consentano l’analisi qualitativa e 
quantitativa delle alterazioni molecolari 
nei pazienti affetti da NSCLC eleggibi-
li alla terapia target ha rappresentano 
la logica conseguenza dello scenario 
diagnostico attuale. Altro vantaggio di 
queste tecnologie deriva dall’estrema 
versatilità delle piattaforme di NGS di 
produrre risultati molecolari validi indi-
pendentemente dalla tipologia di cam-
pione di partenza. Sulla base di quest-
vantaggi, i sistemi di NGS hanno invaso 
la pratica clinica portando allo sviluppo 

di piattaforme e saggi caratterizzati da 
parametri tecnici differenti. L’eteroge-
neità tecnica che caratterizza le piat-
taforme di NGS richiede studi di armo-
nizzazione finalizzati all’ottimizzazione 
dei percorsi diagnostici incentrati sulla 
analisi genomica di campioni reali. Que-
sto esercizio è preordinante ai fini della 
preparazione dei laboratori di patologia 
molecolare predittiva alla valutazione 
di biomarcatori di nuova generazione 
(NRG1, BRCA1/2, MAP2K1) oggetto 
di valutazione in studi clinici di fase III 
per i pazienti affetti da NSCLC. Alla luce 
di questo continuo rinnovamento che 
porta all’aumento esponenziale delle 
informazioni molecolari da consegnare 
agli oncologi, la discussione dei risul-
tati delle piattaforme NGS in pratica 
clinica richiede lo sviluppo di una rete 
gerarchica di gruppi multidisciplinari 
che gestiscano la complessità moleco-
lare e la traducano in un’informazione 
clinicamente spendibile per il paziente 
oncologico. 

Emerging biomarkers

A.

B.

Fig. A.
Tissue biospy

Fig. B.
Cell - block
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APPROCCIO AI PAZIENTI 
CON TUMORE DEL POLMONE 
IN STADIO AVANZATO: 
FOTOGRAFIA DEL CONTESTO 
ATTUALE 

Lo scenario clinico attuale del paziente 
affetto da NSCLC con malattia avanza-
to ha beneficiato enormemente della 
rivoluzione molecolare portando alla 
definizione di nuove classi diagnosti-
che non solo basate sulla caratteriz-
zazione morfologica ma arricchite dai 
dati di profilazione molecolare. L’appli-
cazione delle piattaforme di NGS ha 
incrementato il numero di alterazioni 
actionable nei pazienti affetti da NSCLC 
evidenziando come circa il 70% dei pa-
zienti con NSCLC sono caratterizzati 
da driver molecolari noti. Sulla scia di 
questi risultati, lo stesso approccio ha 
iniziato a rivelare le basi molecolari del 
tumore SCLC evidenziando che anche 
questo isotipo può trarre vantaggio dal-
le analisi di profilazione molecolare. I 
trattamenti oggi disponibili nel setting 
avanzato dei pazienti affetti da NSCLC 
stratificano tra prima e seconda linea la 
popolazione dei pazienti che possa be-
neficiare di un trattamento target sulla 
base delle informazioni molecolari ot-
tenute dall’analisi genomica.  Entrando 
ne dettaglio dei marcatori noti, EGFR 
ha rappresentato il capostipite della 
terapia personalizzata nei pazienti con 
NSCLC attraverso l’approvazione in pra-
tica clinica di TKIs finalizzati all’inibizio-
ne selettiva delle cellule portatrici delle 
alterazioni molecolari. Il progresso tec-

nico scientifico ha sancito lo sviluppo 
e l’impiego in clinica di nuove classi di 
TKIs con profili di efficacia selettivi in 
relazione alla tipologia di alterazione 
molecolare identificata nel recettore. 
In questo scenario, Osimertinib (TKI 
di 3 generazione) dapprima sviluppato 
per targettare esclusivamente la mu-
tazione di resistenza p.790M a carico 
dell’esone 20 di EGFR dopo resistenza 
al trattamento di prima linea con TKIs di 
prima generazione, ha mostrato tassi di 
risposta in prima linea per pazienti por-
tatori di alterazioni molecolari in EGFR 
non selezionate. L’ idea della necessità 
di dover acquisire il dato di tipizzazione 
delle alterazioni molecolare trova pieno 
riscontro nell’utilizzo degli inibitori di 
ALK che hanno evidenziato tassi di ri-
sposta estremamente dipendenti dalla 
tipologia di riarrangiamento individua-
to. Nonostante la bassa rappresentati-
vità nella popolazione di pazienti affetti 
da NSCLC oncogene addicted (2.0%), le 
traslocazioni di ROS1 evidenziano una 
sopravvivenza globale di 51.4 mesi con 
una risposta obiettiva in tutti i casi ca-
ratterizzati da questa etichetta moleco-
lare. Il panorama degli inibitori selettivi 
di BRAF è caratterizzato dalla combina-
zione di anti ERK ed anti BRAF mostran-
do come questo approccio incrementi 
significativamente la risposta oggetti-
va, la progressione libera da neoplasia e 
la sopravvivenza media nei pazienti por-
tatori di alterazioni a carico del codone 
600 del gene BRAF. Nonostante la scar-
sa frequenza nella popolazione di pa-
zienti affetti da NSCLC oncogene addi-
cted, i riarrangiamenti genici a carico di 
NTRK rendono i pazienti candidabili al 
trattamento con inibitori selettivi la pro-
teina chimerica. Infine, le traslocazioni 
che interessano il gene RET sono per lo 
più associate a manifestazioni immu-
no-fenotipiche specifiche evidenziando 
un rate di risposta significativa in termi-
ni di progressione libera da neoplasia e 
tasso di risposta oggettiva nei pazienti 

portatori dell’alterazione molecolare. 
Nell’ambito della patologia oncogene 
addicted, MET rappresenta un marca-
tore multiparametrico perché ad oggi le 
mutazioni causative dell’esone 14 del 
gene eleggono i pazienti al trattamento 
con inibitori specifici ma sono oggetto 
di valutazione trattamenti finalizzati a 
bersagliare la variazione del numero 
di copie e le traslocazioni del gene. In 
approvazione AIFA riscontriamo l’alte-
razione molecolare p.G12C dell’esone 
2 del gene KRAS che vede rovesciato 
il paradigma clinico nel setting dei pa-
zienti con NSCLC in stadio avanzato. Lo 
sviluppo di inibitori che covalentemen-
te sono in grado di legare il recettore 
che ospita questa modifica strutturale 
evidenzia un beneficio clinico signifi-
cativo nella second linea dei pazienti 
con NSCLC. Se questo rappresenta lo 
scenario clinico per i pazienti affetti da 
NSCLC caratterizzati da alterazioni pre-
dittive differenti, i trattamenti per i pa-
zienti con malattia avanzata in assen-
za di driver molecolari è incentrata sul 
‘impiego di ICIs in prima linea in com-
binazione con chemioterapia indipen-
dentemente dallo stato di espressione 
di PD-L1. Gli studi hanno evidenziato 
performance cliniche estremamente 
eterogenee in relazione all’utilizzo dei 
diversi ICIs approvati in pratica clinica.

PROF. 
ROBERTO
BIANCO
Professore Ordinario 
di Oncologia Medica, 
Dipartimento 
di Medicina Clinica 
e Chirurgia, 
Università degli Studi 
di Napoli “Federico II”

AUTORE:
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NSCLC: UNA MALATTIA ONCOGENE 
ADDICTED

INDICATIONS FOR ICIS IN ADVANCED NSCLC 
(PD-L1 <50% )

INDICATIONS FOR ICIS IN ADVANCED NSCLC 
(PD-L1 ≥50% )

*Single-agent pembrolizumab approved for ≥1% PD-L1 but not broadly recommended by experts; guideline 
recommended for PD-L1 1%-49% if poor PS or contraindications to combining with CT. †Also indicated as 
1L treatment for patients with stage III NSCLC who are not candidates for surgical resection or definitive 
chemoradiation.

Atezolizumab PI. Cemiplimab PI. Durvalumab PI. Nivolumab PI. Pembrolizumab PI. 
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I NUOVI ORIZZONTI PER LA 
GESTIONE DEI PAZIENTI CON 
TUMORE DEL POLMONE IN 
STADIO AVANZATO
Nell’era della medicina personalizzata, 
le classi diagnostiche dei pazienti af-
fetti da carcinoma al polmone in stadio 
avanzato son ostate arricchite dall’inte-
grazione del dato molecolare garanten-
do personalizzazione nei percorsi clinici 
dei pazienti oncologici. Il rapporto sem-
pre più stretto instauratori tra oncologia 
ed anatomia patologica ha portato allo 
sviluppo di percorsi incentrati sulla va-
lutazione dell’assetto molecolare di dif-
ferenti biomarcatori oggi fondamentali 
per la stratificazione clinica dei pazienti 
oncologici. Il ruolo cruciale che spetta 
all’anatomia patologica in questo scena-
rio deriva dalla necessità di selezionare 
il campione biologico alla definizione 
dell’assetto molecolare dei biomarca-
tori. Inoltre, l’espressione recettoriale di 
PD-L1 è parte integrante del pannello di 
biomarcatori ad oggi disponibili in clini-
ca a sottolineare il ruolo cruciale svol-
to dall’anatomia patologica in questo 
scenario. L’ampliamento del numero di 
biomarcatori che nei prossimi anni tro-
veranno applicazione in pratica clinica 
porterà ad identificare una nuova classe 
di pazienti che vedranno ottimizzati il 
proprio percorso terapeutico sulla base 
dello sviluppo di nuovi approcci farma-
cologici mirati. Ad oggi, EGFR rappre-
senta il biomarcatore di cui abbiamo le 
maggiori informazioni biologiche e clini-
che; è interessante sottolineare come un 
importante filone di ricerca sia orientato 
a decifrare i meccanismi molecolari che 
sottendono la resistenza ai TKIs contro 
EGFR (TP53, PIK3CA, HER2). L’identifi-
cazione di nuovi target molecolari che 
spieghino i meccanismi di resistenza al 
trattamento anti EGFR ha posto sotto i 
riflettori nuovi approcci terapeutici in-
centrati sull’impiego di nuove classi di 
farmaci 	(Amivantamab che targetta le 
inserzioni dell’esone 20 di EGFR) che 
mostra un beneficio clinico dal confron-
to con la chemioterapia convenzionale. 
Numerosi filoni di ricerca stanno valu-
tando come anticorpi farmaco coniugati 
(ADCs) possano rappresentare una vali-
da opzione di trattamento in pazienti con 
NSCLC in termini di efficacia, di tossicità. 
Questa strategia di trattamento ha evi-
denziato risultati promettenti anche nel 
trattamento di pazienti che esibiscono 

riarrangiamenti di ALK in termini di ri-
sposta obiettiva e progressione libera da 
neoplasia. L’importanza di qualificare le 
alterazioni molecolari ha sancito un ulte-
riore upgrade nella scelta del trattamen-
to nei pazienti affetti da NSCLC come 
testimoniato dagli studi UNICORN ed AR-
TICUNO che hanno posto l’accento sulla 
risposta clinica differenziale a seconda 
della specifica alterazione molecolare 
riscontrata. Soprattutto per le inserzioni 
dell’esone 20 i trattamenti sono oggetto 
di esplorazione; strategie di monotera-
pia o di ADCs in combinazione con anti 
EGFR rappresentano le ultime frontiere 
nel trattamento dei pazienti con NSCLC. 
Ad oggi, le strade consolidate nel trat-
tamento di pazienti affretti da NSCLC 
positivi alle alterazioni druggable bel 
gene BRAF si basano sull’utilizzo della 
strategia di combinazione con anti MEK. 
In seconda linea, si stanno affacciando, 
invece, nuove strategie di trattamento 
che hanno mostrato buona performance 
clinica nel trattamento della p.G12C a 
carico del gene KRAS. Nell’ambito della 
malattia dipendente da traslocazione di 
ALK, differenti meccanismi di resistenza 
agli inibitori selettivi anti ALK sono sta-
ti identificati. In questo ambito, assume 
particolare importanza l’impiego della 
biopsia liquida nell‘identificare questi 
meccanismi nel paziente andato incon-
tro a resistenza radiologica. Nel tenta-
tivo di massimizzare l’out come clinico 
dei pazienti che progrediscono dopo 
trattamento con ALK inibitori, nuove mo-
lecole sono oggetto di valutazione. Nello 
stesso solco degli inibitori selettivi delle 
traslocazioni del gene ALK, i meccanismi 
di resistenza post trattamento con inibi-
tori di ROS1 in pazienti che esibiscono 
riarrangiamenti genici sono oggetto di 
indagine. I dati preliminari che vedono 
protagonisti nuovi anti ROS1 mostrano 
un tasso di risposta ed una sopravvi-
venza libera da neoplasia sostanziale 
nelle evidenze precliniche e cliniche ad 
oggi disponibili. Come conseguenza di 
queste innovazioni, anche RET ed NTRK 
perseguono questa strada divenendo 
oggetto di sviluppo di nove classi di far-
maci in grado di ottimizzare il percorso 
clinico dei pazienti con NSCLC.  

ANATOMIA PATOLOGICA

Jordan et al, Cancer Discovery 2017

Tan et al, JCO 2022

PD-L1
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CARATTERIZZAZIONE 
DEI MARCATORI PREDITTIVI 
DI RISPOSTA MEDIANTE NGS
Il numero di biomarcatori predittivi di 
risposta al trattamento per la stratifica-
zione clinica dei pazienti con NSCLC è 
in divenire perché il sempre crescente 
numero di biomarcatori introdotti in 
pratica clinica aumenta l’elemento di 
complessità dei laboratori adibiti all’e-
secuzione dei test molecolari. Se a que-
sto aggiungiamo l’estrema eterogeneità 
che affligge l’approvazione dei singoli 
biomarcatori nei singoli Paesi della co-
munità europea il panorama si arricchi-
sce di ulteriori livelli di complessità. A 
riguardo, è opportuno distinguere tra i 
dati di rea- life, che derivano dalla pra-
tica clinica, rispetto ai dati degli studi 
clinici. Lao sviluppo di database come 
ATLAS permette di sistematizzare le 
informazioni tecniche, cliniche e mole-
colari annotate nel database. L’imple-
mentazione di database di riferimenti 
sviluppati con lo scopo di armonizzare 
la condivisione dei dati supporta la fru-
ibilità da parte dell’oncologo di assetti 
molecolari complessi caratterizzati dal-
la presenza di co-mutazioni che impat-
tano sulla storia clinical del paziente. In 
questo scenario, l’armonizzazione delle 
procedure analitiche trova massima ef-
ficacia nell’analisi di biomarcatori com-
plessi come MET che nei prossimi anni 
vedrà rivoluzionato il proprio ruolo dive-
nendo un marcatore “triplice” di selezio-
ne dei pazienti con NSCLC a trattamenti 
a bersaglio molecolare. Questi studi 
mostrano che lavorare sul RNA diventa 
cruciale quando si va a ricercare alte-

razioni molecolari come traslocazioni 
aberranti o le mutazioni causative del-
lo skipping dell’esone 14 del gene MET 
contribuendo a definire la funzionalità 
dell’alterazione molecolare identifica-
ta. Davanti all’aumento esponenziale 
del numero di biomarcatori introdotti 
in clinica, il tessuto risulta inadeguato 
per consentire una corretta ed esausti-
va profilazione molecolare nel 40.0% 
dei casi. I campioni tissutali di piccole 
dimensioni (biopsie o preparati citologi-
ci) mostrano adeguatezza comparabile 
alle resezioni chirurgiche nel predire la 
risposta terapeutica nei pazienti con 
NSCLC. La scelta di impiegare in pra-
tica clinica strategie di testing basate 
sull’utilizzo del sequenziamento genico 
massivo e parallelo consente una pro-
filazione molecolare esaustiva con una 
riduzione dei costi complessivi soste-
nuti rispetto alle tecnologie singlerplex 
quando i biomarcatori sono almeno 4. 
Nonostante queste migliorie appor-
tate ai protocolli analitici, una buona 
fetta di pazienti non beneficerebbe di 
terapie a bersaglio molecolare se tool 
diagnostici integrativi (biopsia liquida) 
non fossero stati introdotti in pratica 
clinica. Nel concetto di biopsia liquida 
annoveriamo una serie di fonti biolo-
giche liquide da cui è possibile isolare 
differenti analiti (acidi nucleici, cellule 
tumorali circolanti, proteine) e che pre-
mettono di superare i problemi analitici 
di gestione del campione tissutale che 
ancora oggi persistono nella pratica 
clinica. Sulla scia di questa innovazio-
ne è opportuno considerare tessuto e 
biopsia liquida come aspetti comple-
mentari dello stesso percorso diagno-
stico finalizzato all’acquisizione di dati 
molecolari spendibili nella pratica clini-
ca. Come conseguenza delle caratteri-
stiche intrinseche alla biopsia liquida, 
nuovi scenari di management clinico 
del paziente oncologico hanno svelato 
le potenzialità applicative della biopsia 
liquida giustificando l’utilizzo di questa 
risorsa biologica nei setting iniziali di 
malattia oppure nel ‘intercettazione del-
la malattia in pazienti sani.

PROF. 
UMBERTO
MALAPELLE
Professore Associato, 
Dipartimento 
di Sanità Pubblica, 
Università degli Studi 
di Napoli “Federico II”

AUTORE:

Pisapia P, L'Imperio V, Galuppini F, Sajjadi E, Russo A, Cerbelli B, Fraggetta F, 
d'Amati G, Troncone G, Fassan M, Fusco N, Pagni F, Malapelle U. The evolving 
landscape of anatomic pathology. Crit Rev Oncol Hematol. 2022; 178:103776.

PATHOLOGISTS 2.0:
From microscopy to the "digital revolution" 
and molecular tumor board (MTB)

THE KWAY ITALIAN MULTICENTRE COST 
EVALUATION STUDY: Study design
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CASI FORMATIVI “TMB – LIKE”

Sono stati discussi casi clinici che han-
no mostrato:

• La fase pre analitica relativa al ma-
nagement del campione biologico, sia 
esso fluido o tessuto, rappresenta una 
fase imprescindibile che non può risul-
tare slegata dal percorso analitico-dia-
gnostico.  Per quanto concerne il cam-
pione tissutale, la scelta del fissativo, il 
tempo di fissazione e il sezionamento 
del campione su una postazione dedi-
cata rappresentano buone pratiche di 
laboratorio che riducono sensibilmente 
il rate di campioni inadeguati e, in parti-
colare, di generare risultati falsi positivi 
derivanti da cross contaminazione del 
materiale biologico. il campione di san-
gue periferico necessita di una gestione 
ancora più accurata rispetto al prelievo 
tissutale a causa dell’instabilità di cui ri-
sentono gli acidi nucleici circolanti. Per 
tale motivo, la separazione del plasma 
(che contiene gli acidi nucleici circolan-
ti) deve essere realizzata nel più breve 
tempo possibile dal prelievo al fine di 
ridurre risultati falsi negativi che verreb-
bero generati a causa dell’esiguità del 
materiale analizzato. A tale riguardo, 
l’utilizzo di provette contenenti stabi-
lizzanti rappresenta un utile supporto 
diagnostico nella gestione del prelievo 
di sangue dai centri satelliti (richiedenti 
l’analisi) al centro hub (esecutore dell’a-
nalisi).

•  La quantizzazione e qualificazione 
degli acidi nucleici estratti rappresen-
ta uno step preordinante per la cor-
retta esecuzione del test molecolare. 
Le differenti tipologie di campioni che 
pervengono al laboratorio di biologia 
molecolare e su cui deve essere avviata 
l’analisi sono distinguibili in: campio-

ni con alta qualità/quantità degli acidi 
nucleici (campioni a fresco), campio-
ni con scarsa qualità ed alta quantità 
degli acidi nucleici (resezioni chirurgi-
che), campioni con alta qualità e scarsa 
quantità degli acidi nucleici (campioni 
citologici), campioni con scarsa quali-
tà/quantità di acidi nucleici (campioni 
allestiti some cell-block). Per tale mo-
tivo, l’analisi quantitativa e qualitativa 
degli acidi nucleici va incoraggiata e re-
alizzata attraverso piattaforme adegua-
te alla tipologia di campione in analisi. 
Nella fase della valutazione quali/quan-
titativa degli acidi nucleici, le metodiche 
fluorimetriche e microfluidiche consen-
tono la più corretta valutazione relativa 
allo status degli acidi nucleici estratti in 
quanto caratterizzate da una maggiore 
sensibilità e specificità analitica nella 
valutazione di frammenti scarsamente 
rappresentati nel campione biologico.

• Le tecnologie finalizzate all’analisi 
molecolare si dividono in relazione alla 
tipologia di approccio analitico di cui 
dispongono. Le tecnologie singleplex 
permettono l’analisi di una singola alte-
razione in ogni seduta analitica (RTPCR, 
dPCR) mentre le tecnologie multiplex 
consentono di estendere le determina-
zioni a differenti hotspots in differenti 
geni di pazienti differenti (NGS)

• Un'ulteriore differenza tra queste due 
macro categorie di approcci tecnici ri-
siede nella possibilità di qualificare le 
alterazioni riscontrate. I saggi basati su 
approcci di RTPCR sono spesso viziati 
dall’impossibilità di nomenclare un’al-
terazione identificando la positività del 

campione con un gruppo di alterazioni. 
Tuttavia, nell’era della medicina di pre-
cisione il paradigma “un’alterazione-un 
biomarcatore” viene soppiantato dal 
concetto “un’alterazione una terapia” 
che sottolinea come le differenti alte-
razioni molecolari che ricadono nello 
stesso gene hanno un peso specifico 
differente nel guidare il clinico ad un 
approccio terapeutico mirato. Infine, 
ultimo elemento di discussione è stato 
rappresentato dalle mutazioni classifi-
cate come “uncommon”. Queste altera-
zioni sono caratterizzate da una mino-
re frequenza di insorgenza nel NSCLC 
rispetto alle mutazioni convenzionali. 
L’utilizzo di piattaforme di RTPCR pre-
giudica la corretta detection di queste 
alterazioni a causa del ridotto reference 
range di queste tecnologie rispetto alle 
piattaforme di NGS.

• I workflow analitici finalizzati all’inter-
pretazione del dato di sequenza fornito 
dalle piattaforme di NGS richiede un 
corretto training da parte dell’operatore. 

Spesso, l’impostazione della pipeline di 
analisi incongruente con la tipologia di 
analisi in atto si traduce nella genera-
zione di risultati errati che pregiudicano 
al paziente la possibilità di accedere ad 
un trattamento più adeguato sulla base 
delle caratteristiche molecolari del pa-
ziente.  L’integrazione tra i software di 
analisi di primo e di secondo livello rap-
presenta una soluzione valida per risol-
vere le problematiche relative all’inter-
pretazione del dato molecolare.
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ESERCITAZIONE PRATICA 
“NGS JOURNEY”

Ciascun partecipante ha preso parte 
all’esercitazione pratica, svoltasi pres-
so il laboratorio di patologia molecolare 
predittiva dell’Università degli studi di 
Napoli Federico II, finalizzata alla valu-
tazione degli aspetti tecnici legati alla 
processazione del campione biologico 
e all’esame molecolare volto alla carat-
terizzazione del profilo mutazionale del-
le cellule tumorali. Nel dettaglio, sono 
stati discussi i principali percorsi dia-
gnostici di allestimento del preparato 
cito-istologico.  

Successivamente, sono state descritte 
le procedure estrattive manuali ed auto-
matizzate per il recupero e la purifica-
zione degli acidi nucleici da tessuto e 
da sangue. Infine, sono state analizza-
ti in dettaglio i percorsi analitici basati 
sull’impiego di tecnologie di NGS con 
particolare rilevanza alla fase interpre-
tativa del dato di sequenza realizzata 
attraverso software di analisi di primo e 
di secondo livello. 

TAKE HOME MESSAGE

•  La fase pre-analitica di gestione del 
campione tissutale e/o del prelievo 
di sangue periferico Rappresenta un 
aspetto cruciale nel percorso diagnosti-
co del paziente con NSCLC. 

• Nel contesto dei pazienti affetti da 
NSCLC, il prelievo tissutale risulta spes-
so rimaneggiato in termini di qualità e 
quantità di acidi nucleici ricavabili. L’im-
piego di piattaforme di NGS di permet-
tono un’analisi multi-comprensiva dei 
biomarcatori della pratica clinica e con-
segnando all’oncologo un’informazione 
più pertinente possibile rappresentativa 
dell’assetto molecolare della neoplasia.

• L’utilizzo di pipeline bioinformatiche 
ottimizzate e standardizzate per l’inter-
pretazione del dato molecolare è fon-
damentale per la corretta interpretazio-
ne del dato. L’integrazione di algoritmi 
analitici di primo e di secondo livello 
consente una più adeguata gestione del 
risultato molecolare in particolar modo 
nei casi dove la qualità dell’analisi mo-
lecolare è pregiudicata a causa delle 
caratteristiche del campione biologico. 

•  L’armonizzazione delle procedure ana-
litiche si sviluppa attraverso la continua 
formazione di personale qualificato nel-
la gestione del campione biologico dal-
la fase pre-analitica all’interpretazione 
del dato molecolare.

• Il momento della refertazione, vissuto 
collegialmente nell’ambito di un team 
multidisciplinare dove confluiscono 
vari interlocutori con differenti experti-
se, rappresenta il momento ultimo del-
le procedure analitiche e deve essere 
orientato alla generazione di un report 
analitico di immediata comprensione 
per il clinico che amministra il paziente 
oncologico.

Per ciascuna fase dell’esercitazione 
pratica, i partecipanti all’evento hanno 
assistito e attivamente preso parte alle 
attività poste in essere e hanno colle-
gialmente discusso la propria esperien-
za in merito agli aspetti tecnici della 
profilazione molecolare. Sono state, in-
fine, discusse ed analizzate le peculiari-
tà analitiche di ciascun centro in ottica 
di evidenziare le criticità che riducono 
l’efficienza analitica per la caratterizza-
zione molecolare dei biomarcatori pre-
dittivi della pratica clinica. 
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