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Glossario

cfDNA: circulating cell free DNA

ctDNA: circulating (cell free) tumor DNA

VAF: variant allele frequency

MAF: mutant allele frequency

CHIP: clonal hematopoiesis of indeterminate potential
PBMNC: peripheral blood mononuclear cells

SNV: single nucleotide variant

CNV: copy number variation

UMI: unique molecular identifiers



1. Biopsia liquida

1.1 Definizione

La biopsia liquida & un termine utilizzato per indicare un esame di laboratorio eseguito su un
campione di sangue, urina o altri fluidi biologici finalizzato alla ricerca in circolo di cellule di
origine tumorale (CTCs), microRNA (miRNA), le piastrine, le vescicole extracellulari (EVs) o altre
molecole rilasciate dalle cellule tumorali nei fluidi corporei del paziente
(https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/liquid-biopsy).

Con il termine biopsia liquida si fa riferimento all’utilizzo di fluidi biologici come surrogato al
tessuto neoplastico per ottenere informazioni utili ai fini diagnostici, prognostici o predittivi ai
fini della selezione dei pazienti oncologici al trattamento con farmaci a bersaglio molecolare.
L’applicazione di maggiore interesse clinico € rappresentata dalla possibilita di valutare il
profilo mutazionale del DNA tumorale circolante (circulating tumor DNA, ctDNA) che
rappresenta un’esigua frazione del DNA libero circolante (circulating cell free DNA, cfDNA),
isolato da sangue periferico. La ricerca di alterazioni molecolari a carico dei biomarcatori
predittivi di risposta al trattamento in biopsia liquida richiede piattaforme analitiche
caratterizzate da elevata sensibilita e specificita per identificare alterazioni poco
rappresentate nel torrente circolatorio. A causa della scarsa abbondanza del ctDNA nel
torrente circolatorio, la presenza di DNA di origine tumorale € confermata solamente quando
una mutazione driver e/o oncogenica viene rilevata. In questo contesto, il parametro per
misurare 'abbondanza dell’allele mutato € la variant allele frequency (VAF), che indica il valore
percentuale calcolato dividendo il numero di frammenti di DNA potatori dell’alterazione
specifica per il numero totale di frammenti di DNA analizzati in quel specifico locus.

1.2 Vantaggi della biopsia liquida
La biopsia liquida presenta alcuni evidenti vantaggi rispetto alla biopsia tissutale, ed in
particolare:

e la procedura non € invasiva, in quanto si tratta di un semplice prelievo di sangue
pressoché privo di complicanze specifiche per il paziente;



prelievi seriali di campioni di sangue periferico possono essere collezionati
longitudinalmente per monitorare Uevoluzione molecolare della malattia, sebbene non
esista ad oggi evidenza che indirizzi a modificare la scelta terapeutica, in assenza di
progressione clinico-strumentale di malattia;

permette di superare le criticita legate all’eterogeneitda molecolare della neoplasia
rispetto alla biopsia tissutale in quanto nello stesso campione di fluido pud essere
presente ctDNA derivante da diverse aree di uno stesso tumore e dalle differenti sedi di
malattia (Watanabe et al., 2021).

1.3 Problematiche della biopsia liquida

L’impiego della biopsia liquida nel management clinico del paziente oncologico € limitato da
alcune problematiche di natura biologica ed analitica che ne riducono laccuratezza
diagnostica. Le limitazioni di maggior rilievo sono rappresentate da:

“falsi negativi” strettamente dipendenti dalla scarsa abbondanza di ctDNA nel torrente

circolatorio infunzione della localizzazione, delvolume e della variabilita nello shedding

di materiale genetico in circolo, e del timing in cui € stato effettuato il prelievo. Alte

quantita di ctDNA sono riscontrate prevalentemente nelle seguenti condizioni:

- Alto carico di malattia;

- Localizzazioni viscerali;

- Elevato indice di proliferazione delle cellule tumorali;

- Basso indice fibrotico, cioé quantita bassa di tessuto connettivo in rapporto alla
cellularita tumorale (Watanabe et al., 2021; Zhang et al., 2021).

“falsi positivi” causati dalla scelta di pipeline bioinformatiche non congruenti con la

rilevanza clinica delle alterazioni molecolari o da varianti derivanti da ematopoiesi

clonale.

presenza di varianti germinali che richiedono attivazione del counseling genetico per

rintracciare nella famiglia eventuali alterazioni che predispongono a patologie

neoplastico-sindromiche.

scelta della sorgente biologica da cui estrarre analita di interesse (sangue intero, urine,

saliva, liquido cefalorachidiano, washing peritoneale, pleurico...)

problematiche pre-analitiche, analitiche e post-analitiche legate alla gestione ed

analisi del campione biologico e all’interpretazione dei dati molecolari.




Le varianti rilevate nel ctDNA possono includere varianti germinali e varianti somatiche
provenienti da cellule ematiche o altri tessuti non neoplastici che fisiologicamente rilasciano

frammenti di DNA nel sangue. Una componente importante da discriminare nel corso
dell’analisi € rappresentata dalla presenza di mutazioni attribuibili alla clonal hematopoiesis
of indeterminate potential (CHIP), che possono interferire con la rilevazione di alterazioni
molecolari di origine neoplastica. Studi hanno dimostrato che oltre il 25% delle mutazioni nel
sangue periferico pud essere attribuito a CHIP e quasi la meta di queste sono in oncogeni
(Brown et al., 2025; Chen & Zhao, 2019; Esposito Abate et al., 2019; Hu et al., 2018; Rachiglio
etal., 2016).

Tali mutazioni coinvolgono piu frequentemente i geni CHEK2, ATM, TP53, PLB2, CDK12, BRAF
e BRCA1/2 (Brown et al., 2025) e si verificano nelle cellule staminali ematopoietiche,
conferendo un vantaggio competitivo per guidare l'espansione clonale (Jaiswal, 2020) (Hu et
al., 2018). L’ematopoiesi clonale &€ un processo in cui le cellule staminali/progenitrici
emopoietiche acquisiscono mutazioni somatiche che vengono rilevate nel sangue. Queste
varianti sono associate all'avanzare dell'eta e all'abitudine al fumo e sono piu frequentemente
riscontrate in pazienti con malattie cardiovascolari, ictus ischemico e neoplasie ematologiche.
E necessario distinguere la CHIP perché costituisce un rischio reale di falsi positivi quando si
analizza il cfDNA.

Con lanalisi del ctDNA, le varianti di origine germinale tendono a presentare valori di VAF
caratteristici: circa il 50% (generalmente nel range 40-60%) per le varianti eterozigoti e
prossimi al 100% per le varianti omozigoti/emi-zigoti. Al contrario, le varianti somatiche
identificate nel ctDNA mostrano nella maggior parte dei casi VAF inferiori, spesso <40%, in
quanto presenti solo in una quota delle cellule tumorali e diluite nel cfDNA di origine non
neoplastica (Stout LA et AL, 2021).

In particolare, VAF somatiche >50% possono essere rilevate in pazienti con elevata carico di
malattia dove la quota di ctDNA in circolo € massiva o in loci genomici amplificati. In questo
contesto, per la rilevazione di mutazioni ad elevato impatto clinico €& necessaria la
consapevolezza di intercettare ed identificare potenzialmente varianti germinali, soprattutto
nei geni comuni associati alla predisposizione ereditaria al cancro (ad esempio, APC, ATM,
BRCA1, BRCA2, KIT, MLH1, NF1, PTEN, RB1, RET, SMAD4, STK11, TP53, TSC1 e VHL)
diventando imprescindibile ai fini dellinquadramento clinico del paziente oncologico
(Lockwood et al., 2023).



In evidenza: per escludere falsi positivi/negativi nella valutazione del risultato dell’analisi,
deve essere posta particolare attenzione all’individuazione delle varianti germinali (APC, ATM,
BRCA1, BRCA2, KIT, MLH1, NF1, PTEN, RB1, RET, SMAD4, STK11, TP53, TSC1 e VHL) e quelle
associate a CHIP (CHEK2, ATM, TP53, PLB2, CDK12, BRAF, BRCA1/2).

1.4 Il percorso analitico

Il percorso analitico finalizzato all’analisi del ctDNA per la rilevazione di alterazioni molecolari
di interesse clinico richiede procedure analitiche ottimizzate per incrementare Uaffidabilita
clinica dell’analisi molecolare. La concentrazione del ctDNA dal plasma & molto spesso
limitata (in media 1-10 ng/ml in individui asintomatici), per questo motivo alcune fasi nei
processi pre-analitici, analitici e post-analitici risultano essere cruciali e devono essere
oggetto di particolare attenzione. Il ctDNA presenta un’emivita di 15 minuti una volta prelevato
dal torrente circolatorio, mentre il cfRNA risente di una piu marcata instabilita tale da non
consentire la valutazione dell’emivita.

1.4.1 Fase pre-analitica

La fase pre-analitica copre tutte le procedure operative che intercorrono dalla raccolta del
campione alla preparazione dell’analita per affrontare U'analisi molecolare e deve essere
eseguita controllando ogni singolo passaggio in modo da preventivamente eliminare qualsiasi
fattore dirischio che possa inficiare la valutazione molecolare.

Gli step cruciali della fase pre-analitica si distinguono in:

o modalita e tempo della raccolta, processazione e conservazione del campione

o isolamento del cfDNA

1.4.1.1 Modalita e tempo della raccolta, processazione e conservazione del campione

Il cfDNA pu0 essere isolato dal siero o dal plasma, quest’ultimo da preferire rispetto al siero
poiché il processo di coagulazione puo causare il rilascio di DNA genomico derivante dai
leucociti, abbattendo la gia esigua quota di ctDNA in cui € possibile rilevare un’alterazione
molecolare driver per la stratificazione clinica del paziente oncologico. Ad oggi, non esistono
al momento indicazioni sulla quantita di sangue da impiegare ai fini diagnostici, anche se e
raccomandato isolare il cfDNA da almeno 2 ml di plasma. Il gruppo di Patologia Molecolare e
Medicina di Precisione (PMMP) in seno alla SIAPEC sta lavorando per standardizzare 'optimum




di sangue intero da collezionare ai fini delle caratterizzazioni molecolari (14-20 ml di sangue).
Il prelievo di sangue pud essere raccolto in tubi standard K2- o K3-EDTA oppure impiegando
tubi contenenti speciali fissativi, in grado di stabilizzare il cfDNA dai 3 ai 7 giorni (es. PAXgene
Blood ccfDNA Tubes, Streck Cell-Free DNA BCT Tubes, Roche Diagnostics Cell-Free DNA
Collection Tubes) a temperature controllate (16-24h dal prelievo) (Alidousty et al., 2017).

Se il prelievo € effettuato utilizzando provette standard (es. K-EDTA), il plasma contenente
cfDNA deve essere separato entro 1-2 ore dal prelievo per evitare la lisi leucocitaria e la
contaminazione da DNA genomico, che possono ridurre la frazione di cfDNA tumorale e
aumentare il tasso di falsi negativi. Diversi studi hanno dimostrato che, superate le 3 ore dal
prelievo, si pud verificare una lisi delle cellule mononucleate periferiche (PBMNC) con
conseguente rilascio di DNA nucleare riducendo significativamente la possibilita di rilevare
eventuali alterazioni molecolari di interesse clinico nel campione biologico che determina una
diluizione del DNA tumorale.

Per Ueliminazione dei residui cellulari e per ottenere un campione idoneo alle successive
analisi, il plasma deve essere isolato mediante centrifugazione, assicurandosi di aver
completamente allontanato il contaminante leucocitario derivante dal buffy coat. Esistono
diversi protocolli di centrifugazione: € consigliabile eseguire una prima centrifugazione a bassa
velocita (1200-1600 g) per evitare la lisi dei leucociti ed una successiva centrifugazione del
sopranatante a elevata velocita (23000 g) per rimuovere tutti i contaminanti a temperatura
controllata (4°C) ed evitare fenomeni litici a causa delle elevate temperature.

Il plasma ottenuto pud essere conservato a -20°C per brevi periodi (circa 1 mese) o, per periodi
piu prolungati, a-80°C, temperatura che garantisce una maggiore stabilita del cfDNA. Nelcaso
in cuivengarichiesta l’analisi simultanea del cfDNA e del cfRNA € mandatoria la conservazione
del campione a -80°C anche per periodi brevi. Tuttavia, allaumentare del periodo di
conservazione diminuisce la quantita totale di cfDNA e cfRNA che & possibile estrarre,
soprattutto se il campione dovesse essere sottoposto a cicli di congelamento e
scongelamento (Danesi et al., 2021).

In evidenza: 1) Utilizzare provette da emocromo (K-EDTA) o dedicate per lisolamento del
cfDNA e del cfRNA ; 2) conservare il sangue periferico a +4°C per non piu di 1 ora (provette
standard) o per periodi maggiori (fino a 7 giorni) in provette dedicate (verificare istruzioni
specifiche); 3) effettuare due step consequenziali di centrifughe per evitare lisi PBMNC e
raccogliere almeno 2 ml plasma; 4) conservare a -20°C o -80°C (preferibilmente) a seconda
dell’intervallo temporale che precede la purifica del cfDNA (entro 24 ore & possibile preservare
il cfDNA a -20°C)) prima dell’estrazione.
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1.4.1.2 Estrazione

Per Uestrazione e la purificazione degli acidi nucleici circolanti da plasma e da fluidi biologici
sono oggi disponibili vari dispositivicommerciali sviluppati e validati per massimizzare la quota
di ctDNA nel volume di cfDNA estratto (Perez-Barrios et al., 2016; Wang et al., 2021). Questi
kit sfruttano principi fisico-chimici (colonnine con membrane di silice, biglie magnetiche) per
isolare e catturare acidi nucleici da fluidi biologici permettendo lUisolamento del cfDNA a
partire da un minimo di 10 pl a un massimo di 10 ml di plasma. In generale, siritiene che 2 ml
di plasma siano la quantita minima necessaria in grado di fornire risultati accurati utilizzando
le diverse metodiche di estrazione. Inoltre, la maggior parte dei kit sopra citati consente di
concentrare 'eluato in un volume variabile (20-150 pl).

Una volta estratto, il cfDNA pud essere sottoposto a quantificazione e qualificazione per
conoscere lo spettro di lunghezza dei frammenti contenuti all’interno del campione biologico,
in modo da ottimizzare il processo di analisi e garantire solidita nell’analisi del profilo
molecolare. L’accuratezza nella fase di quantificazione puo essere ottenuta ad esempio con
sistemi di elettroforesi capillare (es. Agilent TapeStation). In generale, i kit di estrazione sopra
citati consentono di ottenere campioni di cfDNA di alta qualita e con una concentrazione
superiore a5 ng/ml.

La conservazione ottimale del cfDNA consente di eseguire ulteriori indagini molecolari post-
storage del materiale, previo esplicito consenso informato da parte del paziente. Il processo
richiede una strumentazione adeguata, tra cui congelatori in grado di raggiungere temperature
di -20°C/-80°C, dispositivi di controllo grafico della temperatura, sistemi di allarme acustico
(data loggers), controlli di qualita del materiale biologico conservato (Ungerer et al., 2020).

In evidenza: 1) avere a disposizione almeno 2 ml di plasma; 2) utilizzare kit dedicati per
Uestrazione di cfDNA; 3) ottenere un eluato di 20-150 pl; 4) conservare a -20°C, se necessario,
0 a -80°C a seconda del campione e dell’intervallo temporale antecedente alla fase analitica.

1.4.2 Fase analitica

Le metodiche consigliate per analisi del cfDNA includono, PCR quantitative (QPCR), PCR
digitali (dPCR) e Next Generation Sequencing (NGS). Le differenze principali delle due
tecnologie sono ben note e riportate nella tabella sottostante (Capasso et al., 2025). Sono
state, inoltre, sviluppate RT-PCR ad elevata sensibilita che possono surrogare l'utilizzo delle




tecnologie digitali in alcuni setting analitici.

Tabella 1. Differenze tra dPCR ed NGS

Aspetti tecnici dPCR NGS

Coverage Solo varianti hot-spot | Tutte le varianti incluse nelle regioni
analizzate

Rilevazione di varianti a singolo Si Si

nucleotide (SNV)

Rilevazioni di fusioni geniche Sub-ottimale Si

Rilevazioni di amplificazioni geniche Sub-ottimale Si

(CNV)

Limite di rilevazione (LOD) 0.001%-1% 0.01%-5%

Valutazione della tumor fraction No Si (solo grandi pannelli di geni)

Turnaround time (TAT) Poche ore ~7 giorni

Costi <200 euro >800-1200 euro

Le tecnologie utilizzate per U'analisi del ctDNA devono essere in grado di rilevare in modo
affidabile mutazioni clinicamente significative nel cfDNA anche a bassa VAF, es. <0.5%. Il
rilevamento di VAF <1% richiede metodi altamente sensibili e specifici per evitare di generare
risultati falsi negativi o falsi positivi. La dPCR puo raggiungere elevata sensibilita e specificita ma
con processivita bassa, mentre le piattaforme di NGS possono raggiungere elevata sensibilita e
specificita con una processivita maggiore analizzando piu campioni per tutti i geni di riferimento
(reference range) nella stessa seduta analitica. Le piattaforme di NGS sono caratterizzate da
un’elevata sensibilita analitica, ma richiedono complesse analisi informatiche e sono piu
costose delle piattaforme di dPCR nell’interpretazione del dato di sequenza rispetto alle
tecnologie di dPCR.

IL limite di rilevazione (limit of detection o LoD) € un parametro importante nella scelta della
metodologia analitica per la ricerca di alterazioni molecolari clinicamente rilevanti a carico del
cfDNA, poiché la maggior parte delle varianti € osservata a bassa frequenza (<5%) sottolineando
Uimportanza di tecnologie digitali nella rilevazione delle alterazioni a carico del ctDNA.

E necessaria cautela quando siimposta una soglia rigida basata su una VAF minima, poiché cio
potrebbe comportare la perdita di risultati veri positivi clinicamente rilevanti, soprattutto in
campioni di scarsa qualita. Il LoD puo variare notevolmente tra le tecniche e i test molecolari.
La dPCR e la NGS hanno mostrato il LoD piu basso tra le tecniche molecolari (Lockwood et al.,
2023).
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In evidenza: a parita di tecnologia, non tutte le varianti mostrano lo stesso LOD [ad esempio, in
dPCR saggi a singola variante hanno una sensibilita maggiore di saggi multiplex nel ricercare
specifiche varianti; in NGS le varianti a singolo nucleotide (SNV) vengono rilevate con maggior

efficienza]

1.4.2.1 dPCR

La dPCR rappresenta un avanzamento tecnologico della classica PCR. Il termine digital fa
riferimento alla modalita di rilevazione di tipo binario, presenza o assenza, del segnale di
amplificazione al termine dell’amplificazione stessa all’interno di molteplici camere di
reazione o bio-reattori: quello che avviene & la distribuzione di singole molecole di DNA
all’interno dei bio-reattori secondo il principio statistico della distribuzione di Poisson. Questa
compartimentalizzazione della reazione di amplificazione permette di identificare e
quantificare in maniera assoluta anche piccolissime quantita di allele mutato in un
background di alleli wild-type, caratteristica che risulta fondamentale quando si considera la
ricerca di mutazioni nel ctDNA, poco rappresentato rispetto al carico di DNA germinale wild-
type presente in circolo. Questo consente di valutare con elevata precisione e riproducibilita
campioni con una VAF inferiore al 1.0%. Tramite appositi software, i risultati possono essere
elaborati per fornire la concentrazione della mutazione in termini di copie/ul, copie/ml,
frazione allelica, rapporto tra gli alleli e fractional abundance (Diehl et al., 2006; Vogelstein &
Kinzler, 1999; Zhang et al., 2015).

Le piattaforme di dPCR, a differenza della classica RT-PCR o del sequenziamento genico di
nuova generazione (NGS), non analizzano autonomamente i risultati, ma € necessario che
Per questo motivo, € molto importante non solo che il laboratorio esibisca un’adeguata
esperienza nella gestione di queste metodologie, ma anche che Uinterpretazione dei risultati
(soprattutto quelli borderline) avvenga alla luce di parametri pre-analitici, analitici e clinici. |
limiti principali della dPCR sono: a) analisi limitata a mutazioni note con richiesta di sonde specifiche
per ognivariante; b) non adatta a screening esplorativi o scoperta di nuove mutazioni; c) bassa capacita
di multiplexing; d) poco efficiente per pannellimulti-gene complessi; €) non adatta per 'analisi del Copy
Number Variations (CNV) e per fusioni geniche complesse

| risultati di dubbia interpretazione possono riguardare la presenza di un segnale di qualita non
ottimale, oppure 'assenza di una mutazione in presenza di progressione di malattia.
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1.4.2.2 NGS

Le piattaforme di NGS consentono ’analisi simultanea di molteplici target genomici nella

stessa seduta analitica. Sulla base di questa considerazione, ’analisi mediante piattaforme di
NGS si articola sia nell’analisi di specifiche regioni di DNA (analisi target) che di regioni estese
del genoma (analisi dell’intero genoma o dell’esoma) utilizzando pannelli genici per il
rilevamento specifico e altamente sensibile delle mutazioni su ctDNA. Sono attualmente
disponibili molti pannelli genici dedicati all’analisi del ctDNA in grado di raggiungere sensibilita
fino al 98% e specificita fino al 100% in specifici contesti clinici. Alcuni si limitano ad analizzare
poche decine di geni, altri arrivano anche a identificare varianti in oltre 500 geni. Quasi tutti i
pannelli analizzano solo cfDNA, ma esistono anche pannelli che prevedono U'analisi sia del
DNAche del’RNAcircolante. In particolare, URNAviene preferito al DNA per il sequenziamento
delle fusioni geniche e di altre alterazioni difficili da individuare a livello di DNA. Inoltre, pannelli
di Comprehensive genome profile (CGPs) sono in grado di valutare aspetti genomici complessi
(tumor mutational burden, homologous recombination deficiency, instabilita microsatellitare)
esplorando nuove frontiere nella gestione molecolare dei pazienti oncologici.

L’analisi effettuata mediante NGS puo inoltre identificare sia nuove alterazioni molecolari non
rilevabili con tecnologie non basate su sequenziamento come la dPCR, sia alterazioni
molecolari complesse quali le fusioni inter- ed intra-geniche. Il limite dei pannelli target
nell’analisi di mutazioni a partire da campioni di biopsia liquida & imputabile alla ridotta
sensibilita di tali strategie nell’individuare mutazioni a bassa frequenza (<1%). L’'upgrading dei
dispositivi analitici (pannelli) basati su identificatori molecolari univoci o su codici a barre
univoci puo aiutare ad aumentare la sensibilita e ridurre i falsi negativi, raggiungendo livelli di
LoD compresi tra lo 0.1% e lo 0.01%. Per gquanto ad elevata sensibilita, si deve sempre
ricordare che differenti tipologie di alterazioni hanno differenti livelli di LoD anche all’interno
dello stesso pannello (ad es., SNV vs inserzioni/delezioni vs fusioni geniche vs varianti di
numero di copie geniche [CNV]).

Uno dei principali problemi associati all'analisi del ctDNA mediante NGS ¢ rappresentato dalla
possibilita di falsi positivi dovuti ad artefatti di sequenza, relativamente frequenti per varianti a
bassa frequenza allelica. In tal senso, una serie di accorgimenti sono stati adottati nelle nuove
tecnologie di sequenziamento per risolvere la problematica degli artefatti. In particolare,
Uutilizzo di barcodes molecolari, definiti anche unique molecular identifiers (UMI), associati a
pipelines biocinformatiche dedicate, consente in molti casi di ridurre in maniera significativa il
tasso di falsi positivi.
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1.4.3 Fase post-analitica

1.4.3.1 Interpretazione del dato

Se si escludono problematiche pre-analitiche, potrebbe essere utile valutare alcuni dei
requisiti clinici al fine di interpretare il risultato. Infatti, poiché la qualita e la quantita del DNA
ricavato dal plasma sono dipendenti da alcune caratteristiche strettamente legate alla
malattia, € necessario tenere in considerazione il carico e le sedi di malattia, le sedi di
progressione di malattia, il trattamento in corso, i precedenti e il tempo alla progressione
(Ruglioni et al., 2025). Basso carico di malattia, progressioni encefaliche o ossee
caratterizzano generalmente il tumore a basso rilascio di ctDNA, che dovrebbe dunque
allertare il laboratorista per il rischio di un possibile falso negativo (in assenza di mutazioni) o
effettivo positivo (nel caso delrisultato borderline) (Ruglioni et al., 2025).

La possibile presenza di mutazioni associate a CHIP aumenta con U’eta, presentandosi spesso
in geni coinvolti in sindromi mielodisplastiche e/o processi di leucemogenesi. Tuttavia, sono
state descritte mutazioni anche in geni prognostici o predittivi di risposta a terapie antitumorali
(i.e. CHEK2, ATM, IDH1, BRCA, TP53, RAS) (Brown et al., 2025).

Per distinguere tra mutazioni associate a ctDNA piuttosto che a CHIP, si suggerisce di isolare
e conservare la frazione di PBMNC all’atto della separazione del plasma. L’analisi del DNA
estratto da PBMNC potra consentire di stabilire Uorigine di un’eventuale variante, qualora il
quesito avesse rilevanza clinica (Brown et al., 2025; Chen & Zhao, 2019; Hu et al., 2018).

1.4.3.2 Report

Informazioni minime per larichiesta

Per la generazione di un report attendibile sono necessarie delle informazioni minime in
accompagnamento al campione biologico per il quale & richiesta Uanalisi:

— L’identificazione univoca del paziente comprendente codice fiscale

— L’identificazione del medico e della struttura che ha richiesto Uanalisi
— Lamotivazione della richiesta (obiettivo dell’esame richiesto)

— Patologia

— Stadio della malattia

— Estensione (carico e siti)

— Trattamenti pregressi

— Altre patologie concomitanti (neoplastiche e non).
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Informazioni minime contenute nel referto

Un referto di biopsia liqguida deve contenere le seguenti informazioni minime:
— L’identificazione univoca del paziente comprendente codice fiscale

— L’identificazione del medico e della struttura che ha richiesto Uanalisi

— Ilmateriale utilizzato per l’analisi (tipologia, volume)

— Ladata del prelievo del materiale utilizzato per 'analisi

— Le modalita di conservazione del prelievo

— Ladatadi arrivo del campione nel laboratorio che esegue 'analisi

— La metodica impiegata per 'esecuzione dell’analisi con indicazione della sensibilita e dei
limiti del test

— Le mutazioni indagate

— | risultati del test, con specifiche del tipo di mutazione eventualmente rilevata, VAF e
(opzionale) tumor fraction

— Sequenza diriferimento, nel caso si utilizzi le piattaforme di NGS

— L’interpretazione del dato e una valutazione complessiva dell’analisi con le eventuali
problematiche legate al caso (eventuale commento su CHIP/germinale)

— Tutte le mutazioni rilevabili con la metodica utilizzata vanno dettagliate e insieme al
riscontro di eventuali mutazioni nel campione analizzato vanno definite le loro caratteristiche
— Ilreferto deve essere compilato su un modello prestabilito (checklist collegata al gestionale
LIS del laboratorio), datato e firmato (possibilmente in modo digitale) dal dirigente esecutore e
responsabile dell’analisi.

2. Applicazione cliniche della biopsia liquida

2.1 Tumori gastrointestinali

2.1.1 Tumori del colon-retto

Le applicazioni della biopsia liquida per rilevazione di ctDNA nel carcinoma del colon-retto
(CRC) riguardano prevalentemente il setting metastatico per la valutazione della presenza o
dell’insorgenza di varianti predittive di risposta o resistenza a terapie farmacologiche, qualora
il tessuto non sia disponibile al momento della diagnosi oppure per la valutazione del ri-
trattamento con anti-EGFR a progressione di malattia (Pascual et al., 2022).
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Nel tumore del colon-retto 'analisi del ctDNA pud essere utilizzata per (Tabella 2) (Algoritmo

1):

e tipizzazione dei geni RAS, BRAF, HER2, MSI, NTRK1/2/3 per vicariare la diagnosi su tessuto
quando non fattibile (Nakamura et al., 2021; Pascual et al., 2022; Siravegna et al., 2019; Van
Cutsemetal., 2016);

e tipizzazione di RAS per ri-trattamento con anti-EGFR (Van Cutsem et al., 2016; Normanno et
al. 2018; Sartore-Bianchi et al., 2022; Ciraci et al, Ann Oncol 2025 e Ciardiello et al, Ann
Oncol 2025);

e Numerosi studi hanno gia dimostrato la fattibilita di esecuzione dei test molecolari su

ctDNA come potenziale sostituto dell’analisi su tessuto tumorale nel CRC metastatico. La
concordanza tra i due approcci con le attuali tecnologie € superiore all’80% (Normanno et
al., 2018; Procaccio et al., 2021), anche se bisognha considerare che il campione tissutale e
il sangue periferico sono campioni biologici con caratteristiche differenti e pertanto non e
ragionevole attendersi una concordanza perfetta e che le discrepanze osservate in termini
di specificita—assumendo il tessuto tumorale come riferimento — trovano giustificazione nel
fatto che la biopsia liquida € in grado di superare U'eterogeneita spaziale e temporale che
limitano Uanalisi tissutale (Ciardiello et al., 2025; Reinert et al., 2019; Tie et al., 2016).
Accanto alle piattaforme NGS, che consentono un’analisi estesa di piu geni e alterazioni in
un singolo test, la ricerca di mutazioni actionable nel CRC pu0 essere eseguita anche
mediante RT-PCR e dPCR. Queste metodiche si caratterizzano per rapidita, costi contenuti
ed elevata sensibilita, consentendo il rilevamento e la quantificazione assoluta di mutazioni
anche abassafrequenza. L’impiego di RT-PCR e dPCR favorisce un maggiore accesso ai test
molecolari e ne rende la profilazione piu sostenibile e diffusa, risultando particolarmente
rilevante per la selezione della terapia mirata piu appropriata (Chen et al. 2025).

Complessivamente, poiché il tumore del colon-retto si caratterizza come una malattia ben

vascolarizzata e generalmente ad alto carico, il rischio di falsi negativi — soprattutto nel setting

metastatico — € molto basso. E opportuno ricordare che alcune localizzazioni metastatiche

come il peritoneo e il polmone (in assenza di coinvolgimento epatico) possono presentare
maggiori probabilita di risultati falsi negativi.

2.1.1.2 Raccomandazioni emergenti
La possibilita di utilizzare il ctDNA quale marker di malattia minima residua (MRD) nella
malattia in stadio I-lll, mediante la ricerca di mutazioni specifiche somatiche presenti nel
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tessuto o attraverso approcci agnostici come la valutazione dei marcatori di metilazione e
frammentazione, € diventato un settore emergente della ricerca clinica per il CRC localizzato.
In questo ambito € stata gia osservata una correlazione tra la presenza di ctDNA dopo
rimozione chirurgica del tumore primario e la recidiva della malattia, sia in stadio Il che lll, ed

€ emerso come, nel caso di analisi di mutazioni somatiche, la ricerca di piu di una variante e
Uutilizzo di prelievi seriati aumentino accuratezza nel predire la presenza di MRD (Tarazona et
al., 2019; Tie et al., 2022).

Carcinoma del colon-retto metastatico
(CRC)

BIOPSIA LIQUIDA
® | (tDNANGS/ dPC?! / RT-PCR) Campione cito-istologico BIOPSIA TISSU:M-“E NG
y Analisi delle alterazioni molecolari con quantité ¢/o qualitd Analisi delle al oni molecolari
lerazi ADEGUATA di cellulari attivanti*
attivanti* neoplastica

n o

| TRATTAMENTO SECONDO LINEE GUIDA

Algoritmo 1. Carcinoma del colon-retto metastatico.
* RAS / BRAFVB0OE / HER2 / MSI / NTRK1-2-3

2.1.2 Carcinoma delle vie biliari

Le applicazioni della biopsia liquida per rilevazione di ctDNA nei tumori delle vie biliari
riguardano prevalentemente il setting metastatico per la valutazione della presenza di varianti
predittive di risposta a terapie con agenti target, qualora il tessuto non sia disponibile al
momento della diagnosi per candidare i pazienti a terapia standard:

In evidenza: Nei tumori delle vie biliari ’analisi del ctDNA pu0 essere utilizzata per (Tabella 2)

(Algoritmo 2):

e tipizzazione mediante ctDNA con pannello che includa alterazioni genomiche a carico di
FGFR2, IDH1/2, HER2, MSI e BRAF per vicariare la diagnosi su tessuto quando non fattibile,
come da linee guida ESMO (Vogel et al., 2023).

16




| tumori delle vie biliari, caratterizzati da basso carico di malattia, potrebbero essere soggetti a
falsi negativi. Si consiglia, pertanto, di valutare attentamente la fattibilita di una biopsia tissutale
se l’analisi su ctDNA fosse negativa.

Carcinoma delle vie biliari localmente
avanzato o metastatico (BTC)
Contestualmente alla diagnosi istopatologica per
futura scelta della seconda linea di trattamento

@ | BIOPSIALIQUIDA (ctDNA NGS) Campione cito-istologico BIOPSIA TISSUTALE (NGS)
& Analisi delle alterazioni molecolari con quantita e/o qualita Analisi delle alterazioni molecolari
' attivanti* A attivanti*

neoplastica

|
=]

| TRATTAMENTO SECONDO LINEE GUIDA

Algoritmo 2. Carcinoma delle vie biliari localmente avanzato o metastatico (BTC).
*FGFR2/IDH1/ NTRK1-2-3 / HER2 / MSI / BRAFV600E

2.2 Tumore della mammella

Le applicazioni della biopsia nel carcinoma della mammella riguardano prevalentemente il
setting metastatico al fine di rilevare alterazioni molecolari actionable nei geni ESR71, PIK3CA,
AKT1 e PTEN. Le mutazioni a carico di PIKBCA sono driver della lesione e risultano identificabili
in qualsiasi momento della storia clinica in fase metastatica. Le mutazioni a carico del gene
ESR1, invece, sono subclonali, ovvero presenti solo in una frazione delle cellule tumorali e
riflettono lU'eterogeneita spaziale e temporale del tumore emergendo sotto la pressione
selettiva delle terapie sistemiche, come i CDK4/6-inibitori e, in particolare, la terapia
endocrina. In questo contesto, la biopsia tissutale per la valutazione delle alterazioni attivanti
ESR1 o per genotipizzare le mutazioni a carico di PIK3CA- soprattutto se eseguita su campioni
d’archivio o prelevati da un singolo sito metastatico puo risultare inadeguata nel rilevare tali
mutazioni, non rappresentando l'intero panorama molecolare aggiornato della malattia. Sulla
base dell’evidenza prodotta dagli studi registrativi EMERALD, SOLAR-1 e CAPItello-291,
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raccomandazioni e linee guida internazionali e nazionali, tra cui AIOM, ESMO ed ASCO,
raccomandano di eseguire la ricerca delle mutazioni attivanti ESR7 preferenzialmente su
ctDNA, e del pathway di PIKBCA/AKT/PTEN su biopsia liquida quando il tessuto non &
informativo in termini di profilazione genomica o dopo progressione al trattamento con

CDK4/6-inibitori + terapia endocrina per la scelta della linea successiva (Bidard, Hardy-
Bessard et al., 2022; Schagerholm et al., 2024, Turner et al., 2023). Va sottolineato che
alterazioni molecolari (shilanciamento del numero di copie, ampie delezioni) che inducono il
fenotipo molecolare “PTEN loss” sono difficilmente identificabili in biopsia liquida
sottolineando la necessita di integrazione con il tessuto corrispondente, quando disponibile.

In evidenza: Nel tumore della mammella metastatico ER+/HER2-negativo l’analisi del ctDNA
puo essere utilizzata nelle pazientiin progressione ad una linea con inibitori di CDK4/6 + terapia
endocrina per Uidentificazione di (Tabella 2) (Algoritmo 3):

e Mutazioni del gene codificante il recettore alfa per gli estrogeni (ESR17) al fine di identificare
pazienti candidabili a trattamento con farmaci degradatori selettivi del recettore
estrogenico (SERDs) (Bidard et al., 2022).

e Alterazioni genomiche nel pathway PI3K/AKT/PTEN, al fine di identificare pazienti
candidabili a trattamento con capivasertib o alpelisib, secondo indicazione clinica (Chaki et
al., 2025; Schagerholm et al., 2024).

Complessivamente, poiché il tumore della mammella si caratterizza come una malattia ben
vascolarizzata e generalmente ad alto carico, il rischio di falsi negativi — soprattutto nel setting
metastatico — & molto basso. E opportuno ricordare che alcune localizzazioni metastatiche
come il tessuto osseo (malattia a pattern metastatico osseo prevalente in assenza di
coinvolgimento epatico) possano presentare maggiori probabilita di risultati falsi negativi.

2.2.1 Raccomandazioni emergenti

La possibilita di utilizzare il ctDNA quale marker precoce di resistenza al trattamento & stato
valutato negli studi di fase 3 PADA-1 (switch a Fulvestrant) e Serena-6 (switch al serd orale
camizestrant) (Bidard et al., 2025). In pazienti sottoposti a terapia di prima linea con un
inibitore dell'aromatasi piu un inibitore di CDK4/6 per il carcinoma mammario avanzato, le
mutazioni di ESR1 risultano rilevabili nel ctDNA con una mediana di circa 6 mesi prima della
progressione della malattia (Bidard, Hardy-Bessard, et al., 2022). Il rilevamento delle
mutazioni di ESR1 prima della progressione della malattia pud consentire un trattamento

18



target alternativo per ritardare la progressione clinica e prolungare la durata del beneficio
della terapia di prima linea. | risultati dello studio Serena-6 (Bidard 2025) hanno dimostrato
che il monitoraggio periodico per la rilevazione delle mutazioni di ESR1 su ctDNA nei pazienti
con carcinoma mammario avanzato ER+/HER2-negativo durante il trattamento con un
inibitore dell'aromatasi+inibitore di CDK4/6, pud permettere uno switch precoce (prima della
progressione radiologica) a camizestrant (SERD orale) e continuazione di un inibitore di
CDK4/6, con una sopravvivenza libera da progressione significativamente piu lunga rispetto
ai pazienti che hanno mantenuto la combinazione inibitore CDK4/6+antiaromatasico fino a
progressione radiologica.

Recentemente, lo studio INAVO120 ha portato a un cambiamento significativo dello scenario
terapeutico in prima linea, dimostrando che la combinazione di inavolisib + palbociclib +
fulvestrant migliora significativamente sia la PFS che la OS, posticipando l'inizio della
chemioterapia di quasi due anni. Tali risultati hanno condotto alla recente approvazione EMA
di questo regime e all’inserimento nelle linee guida internazionali come nuova opzione
standard in prima linea per pazienti HR+/HER2— con mutazione PIK3CA dopo recidiva in
corso di oppure entro 12 mesi dal completamento della terapia endocrina adiuvante (Komal
L. Jhaveri et al. 2025). Si rimane in attesa della sua approvazione AIFA per I'ingresso in
pratica clinica in Italia (Algoritmo 4).
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Carcinoma mammario metastatico
HR+/HER2-
> 1-2 L (post-CDK4/6i +/- ET)

TRIAGE TEST
(ctDNA NGS / dPCR / RT-PCR)
Analisi status ESR] /

PIK3CA /| AKT1 /| PTEN
y v
PIK3CAmut
ESRImut + /AKT1/PTEN NEGATIVO
alterazioni
+
v vy A
Fulvestrant- BIOPSIA
SERDs® Capivasertib® TISSUTALE,
Y . reflex testing
Fulvestrant-
Alpelisib

Algoritmo 3. Management del carcinoma mammario metastatico HR+/HER2- alla
progressione di malattia dopo terapia di prima linea

* Indicazione emergente (Approvato EMA), in corso di approvazione AIFA

° Elacestrant (AIFA approvato) o Camizestrant (in corso di approvazione AIFA)
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Carcinoma mammario localmente
avanzato o metastatico
HR+/HER2-

Recidiva durante o entro 12 mesi dal
completamento della terapia endocrina adiuvante

TRIAGE TEST

PIK3CAmut (ctDNA NGS / dPCR / RT-PCR) P HBE_A’"“‘
- Analisi status PIK3CA
A A
BIOPSIA
TISSUTALE, ,,;,‘
reflex testing '
v
Fulvestrant-
PIK3CAmut 1
i =+ Palbociclib-
Inavolisib*

Algoritmo 4. Management del carcinoma mammario localmente avanzato o metastatico

HR+/HER2- in terapia di prima linea

* Indicazione emergente (Approvato EMA), in corso di approvazione AIFA

2.3 Tumori polmonari

Le applicazioni della biopsia liquida per rilevazione di ctDNA nei tumori polmonari riguardano
prevalentemente il setting avanzato del tumore polmonare non a piccole cellule (NSCLC), a
istologia non-squamosa e nei casi a istologia squamosa caratterizzati da particolari
caratteristiche cliniche (ad esempio, pazienti giovani e non/lieve fumatori), per la valutazione
della presenza di varianti predittive di risposta a terapie farmacologiche, qualora il tessuto non
sia disponibile al momento della diagnosi per candidare i pazienti a terapia standard:

Nel NSCLC l’analisi del ctDNA puo essere utilizzata per (Tabella 2):

e tipizzazione mediante ctDNA con pannello che includa regioni target di ALK, EGFR, MET,
BRAF, HER2, KRAS p.G12C, NTRK1/2/3, RET, ROS1 per vicariare la diagnosi su tessuto
guando non fattibile, come da raccomandazioni ESMO (Pascual et al., 2022).

In accordo con le ultime raccomandazioni nazionali ed internazionali, nell’impossibilita di
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eseguire una biopsia tissutale o in caso di inadeguata o incompleta profilazione molecolare, la
valutazione delle alterazioni molecolari su ctDNA pu0 rappresentare una valida alternativa per
la definizione della strategia terapeutica di prima linea nei pazienti affetti da NSCLC avanzato
(Algoritmo 5). L'attuale principale impiego della biopsia liquida €, dunque, nel NSCLC avanzato
non pre-trattato, un setting dove fino al 20-40% dei casi la quantita e/o qualita del tessuto
disponibile possono non essere adeguate alla caratterizzazione molecolare prevista, anche a
fronte di una diagnosi morfologica completa (Malapelle et al. 2021).

L’analisi del ctDNA rappresenta un’opzione praticabile gia in fase di malattia naive al
trattamento ed € particolarmente indicata in condizioni cliniche specifiche: quando si preveda
un ritardo significativo nell’ottenimento del tessuto tumorale, qualora le procedure invasive
risultino ad elevatissimo rischio o controindicate, o nei casi in cui 'unico sito accessibile alla
biopsia sia rappresentato dall’osso. E opportuno, tuttavia, condurre tali procedure in centri ad
elevata specializzazione, come sottolineato anche dalle ultime indicazioni dell’International
Association for the Study of Lung Cancer (Rolfo et al., 2021). Per la valutazione dei biomarcatori
molecolari approvati nella pratica clinica in pazienti affettida NSCLC in stadio avanzato, data la
disponibilita di materiale frequentemente limitato e inadeguato dal punto di vista qualitativo,
rispetto alle tecnologie single-gene convenzionali &€ consigliabile Uimpiego del NGS che
potrebbe consentire l’analisi simultanea di multipli biomarcatori. L'impiego di tale tecnologia
risulta indicato anche in considerazione del numero crescente di biomarcatori molecolari
predittivi emergenti per i quali vi sono terapie target efficaci disponibili nel contesto di
programmi di uso compassionevole/accesso allargato e/o trial clinico in Italia
(https://www.aiom.it/linee-guida-aiom-2024-neoplasie-del-polmone/). In tali scenari, il ctDNA
puo essere considerato un approccio alternativo o, in talune circostanze, complementare
all’analisi NGS su tessuto per la valutazione dei biomarcatori predittivi di risposta terapeutica.
E tuttavia fondamentale riconoscere i limiti intrinseci di questa tecnologia. Il tumore del
polmone si caratterizza per un potenziale di shedding del ctDNA variabile (derivante da indice di
proliferazione e grado di differenziazione delle cellule tumorali, necrosi, carico e sedi di
malattia) (Ruglioni et al., 2025; Driussi et al., 2025), per questo motivo il rischio di ottenere falsi
negativi € considerevole e si suggerisce di valutare la fattibilita di una biopsia tissutale se
analisi su ctDNA fosse negativa. Ad esempio, tumori di piccole dimensioni, prevalentemente
intratoracici o con localizzazione intracranica isolata, sono frequentemente associati a
un’elevata probabilita di risultati falsi negativi. L’analisi in biopsia liquida puo essere estesa
anche allo studio di fusioni/traslocazioni previa opportuna scelta di una metodica validata e a
seconda dello scenario clinico di malattia. Tuttavia, i test su ctDNA mostrano una sensibilita
ridotta nell’identificazione di riarrangiamenti genici (fusioni). L’analisi RNA su tessuto rimane
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superiore nell’individuazione di varianti di splicing (mutazioni skipping dell’esone 14 di MET) e
fusioni di geni driver (ALK, RET, ROS1, NTRK1/2/3) (Benayed et al. 2021). Pertanto, laddove
disponibile e di adeguata qualita, il test molecolare su tessuto continua a rappresentare lo
standard di riferimento rispetto al ctDNA, pur potendo anch’esso essere limitato da scarsa
cellularita o qualita del campione.

Nei pazienti gia sottoposti a trattamenti sistemici, ’esperienza clinica con la mutazione di
resistenza EGFR p.T790M ha introdotto un modello operativo di utilizzo del ctDNA: U'analisi
plasmatica costituisce il primo step per Uidentificazione della mutazione, con ricorso alla
biopsia tissutale qualora il risultato sia negativo, riducendo cosi la necessita di procedure
invasive (Passiglia et al., 2018). In questo contesto, nonostante il crescente utilizzo di
osimertinib nella | linea standard di pazienti affetti da mutazioni attivanti comuni di EGFR,
un’ulteriore applicazione dell’analisi del ctDNA riguarda Uidentificazione della presenza di
mutazione EGFR p.T790M nei pazienti affetti da mutazioni attivanti non comuni di EGFR in
progressione sistemica da inibitori di EGFR di Il generazione (Algoritmo 6).

Va tuttavia sottolineato che modificazioni istologiche di resistenza, quali la trasformazione
neuroendocrina o la differenziazione squamosa, non sono attualmente rilevabili tramite ctDNA
e richiedono una valutazione diretta del tessuto qualora vi sia sospetto clinico.

2.3.1 Raccomandazioni emergenti

Per i pazienti affetti da NSCLC avanzato oncogene-addicted in progressione sistemica a una |
linea standard, la biopsia liquida rappresenta un approccio iniziale accettabile e clinicamente
appropriato per lidentificazione dei meccanismi di resistenza alle terapie a bersaglio
molecolare nei pazienti. La possibilita di analizzare ampie regioni genomiche mediante NGS
ha difatti ampliato notevolmente l'utilizzo della biopsia liquida per lo studio dei meccanismi di
resistenza ai farmaci a bersaglio molecolare.

In tal senso, grazie all'analisi in NGS della biopsia liquida sono stati scoperti molti dei
meccanismi di resistenza agli inibitori tirosin-chinasici di nuova generazione nel NSCLC.
Questi approcci devono essere in qualche modo considerati sperimentali, in quanto non sono
disponibili al momento terapie specifiche per queste alterazioni nella pratica clinica. E
innegabile, tuttavia, che ’acquisizione di queste informazioni puo favorire la personalizzazione
dei trattamenti e ’eventuale arruolamento in studi clinici. Pertanto, seppur non indicato nella
pratica clinica, Uimpiego del test NGS su biopsia liquida per lo studio della resistenza in
pazienti trattati con farmaci a bersaglio molecolare puo sicuramente fornire informazioni
rilevanti in centri accademici che abbiano a disposizione un ampio numero di trials clinici.
Vista la complessita dei dati che derivano da ampi pannelli genici e la necessita di una loro
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correttainterpretazione nel contesto dello scenario clinico, siraccomanda che irisultati di test
NGS effettuati con pannelli ampi siano discussi nell’ambito dei Molecular Tumor Boards

(MTBs).

NSCLC avanzato naive al trattamento

Ad istologia non-squamosa e nei casi a istologia

squamosa con particolari caratteristiche cliniche
(e.g., pazienti giovani ¢ non/lievi fumatori)

BIOPSIA TISSUTALE (NGS)
BIOPSIA LIQUIDA (ctDNA NGS) Campione cito-istologico Analisi delle alterazioni molecolari
Analisi delle alterazioni molecolari con quantita e/o qualita attivanti*
attivanti* A j

neoplastica

n o

| TRATTAMENTO SECONDO LINEE GUIDA

Algoritmo 5. NSCLC avanzato naive al trattamento.
* EGFR /ALK / MET / BRAF / HER2 / KRAS p.G12C / NTRK1-2-3 / RET / ROS1
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NSCLC avanzato pre-trattato con EGFR-
TKI
TKI EGFR di 3° TKI EGFR di 1-
generazione 2° generazione

T790M —
(~30% FN)
Y
RE-BIOPSIA 4
TISSUTALE, se f
fattibile

Afatinib per
mutazioni EGFR non
comuni

T790M +

A

TKI EGFR di 3°

NON +
fattibile T790m

¥

generazione

(o]

v

all’interno di studi clinici (preferibilmente NGS)

Profilazione molecolare di altri biomarcatori su biopsia liquida solo

Algoritmo 6. NSCLC avanzato pre-trattato con EGFR-TKI.

2.4 Tumori genito-urinari

2.4.1 Tumore della prostata

Alterazioni genetiche a carico del sistema di ricombinazione omologa (Homologous
Recombination Repair, HRR) sono descritte in circa il 20-25% dei pazienti con carcinoma
prostatico metastatico (mCP) resistente alla castrazione (mCPRC). Nell’ambito dei geni HRR, le
varianti patogenetiche e verosimilmente patogenetiche (VP) a carico delgene BRCA2 sono le piu
frequenti (7 -13% nel setting mCPRC). Differenze sono riportate nei diversi stadi di malattia (piu
frequenti nella malattia metastatica rispetto a quella localizzata) e in relazione alla natura
germinale o somatica dell’alterazione (Robinson et al., 2015; Pritchard et al., 2016). Recenti
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evidenze stimano una prevalenza delle VP BRCA1/2 germinali nella popolazione italiana del
4.3% in pazienti con mCP, rispetto al 9.5% di VP BRCA1/2 di natura somatica (Incorvaia et al.,
2025). ILriscontro di VP a carico dei geni BRCA1/2 & associato a caratteristiche prognostiche e
outcomes clinici piu sfavorevoli (Castro et al., 2013; Mateo J et al., 2017), e rappresenta un
biomarcatore predittivo di sensibilita al trattamento con inibitori dell’enzima Poli (ADP-ribosio)
Polimerasi (PARPI).

Aifinidella selezione deltrattamento con PARPI, iltessuto tumorale rappresentail gold standard
per l'identificazione delle VP dei geni BRCA1/2. Il test pud essere eseguito in pazienti con CP
metastatico, indipendentemente dallo stato di sensibilita/resistenza alla castrazione. Il
riscontro diuna VP a carico dei geni BRCA1/2 sucampione di tessuto tumorale richiede lo studio
della variante su campione di sangue periferico per stabilirne l'origine somatica o germinale. Per
le indicazioni all’esecuzione del test germinale con finalita preventiva nel CP si rimanda alle
specifiche raccomandazioni intersocietarie AIOM (https://www.aiom.it/wp-
content/uploads/2023/04/2023-03_Racc_BRCA_Prostata.pdf).

E’ bene precisare che la probabilita di successo del test BRCA7/2 su tessuto tumorale &
fortemente influenzata da numerose variabili, principalmente dal tipo di tessuto utilizzato per
analisi (biopsia vs prostatectomia vs metastasi, prevalentemente ossee), dal tempo di
conservazione e di archiviazione del preparato, dalle condizioni di conservazione del campione
e dal contenuto tumorale. | principali trials clinici hanno dimostrato che il test somatico su
campionitissutali fissatiin formalina e inclusi in paraffina (FFPE) fornisce risultati informativi nel
60-70% dei casi a causa della bassa cellularita del tumore e dell’elevato grado di
frammentazione del DNA (Hussain et al. 2022).

Relativamente all’utilizzo della biopsia liquida nel CP, due importanti studi hanno mostrato
una concordanza superiore all’80% del test tra tessuto tumorale e ctDNA nell’identificazione
di alterazioni BRCA1/2 (Chi et al., 2023; Tukachinsky et al., 2021).

In evidenza: nel tumore della prostata l’analisi del ctDNA puo0 essere utilizzata per (Tabella 2)

(Algoritmo 7):

e la valutazione di varianti a carico dei geni BRCA1/2 in pazienti metastatici per i quali il
tessuto d'archivio non sia disponibile o sia non adeguato per quantita o qualita,
all’esecuzione della analisi molecolare, e non sia possibile ottenere una nuova biopsia

tissutale.
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Per quanto riguarda Uattendibilita dei risultati in biopsia liquida nel tumore della prostata,
vanno considerati alcuni importanti fattori biologici e tecnologici:

1) iltestin biopsialiquida perilriscontro delle alterazioni di interesse clinico a carico dei geni
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BRCA1/2 richiede tecnologie ad elevata sensibilita, in grado di rilevare alterazioni con
frequenza <1.0%, e laboratori certificati con adeguata esperienza

lo shedding del ctDNA & molto variabile tra i pazienti con tumore della prostata
metastatico, con valori di tumor fraction piu elevata nei pazienti con mCRPC pluritrattati
rispetto a quelli naive al trattamento (Annala et al., 2018), e in pazienti con piu elevato
burden tumorale (Fonseca et al., 2024)

la localizzazione della malattia metastatica (soprattutto quando ossea o linfonodale, sedi
prevalenti, rispetto a quella epatica) impatta notevolmente sul basso rilascio del ctDNA
(Fonseca et al., 2024)

alcune alterazioni, come le delezioni omozigoti e gli ampi riarrangiamenti (frequenti nel
tumore della prostata BRCA mutato) sono difficilmente rilevabili su ctDNA (Chi et al., 2023)
varianti in BRCA, ATM, CHECK potrebbero derivare da fenomeni di ematopoiesi clonale
(Jensen et al., 2021).



| Paziente con carcinoma della prostata metastatico

Valutazione clinica
caso per caso

Re-biopsia tessutale
(ultima sede
metastatica)

Test somatico |

V v

| Biopsia liquida (NGS su ctDNA)°

|

Analisi germinale su
tessuto sano (es. sangue)

v

Variante patogenetica costituzionale: Variante patogenetica acquisita per
tumore ereditario BRCA-relato mutazione somatica:
‘ no tumore ereditario BRCA-relato
Percorso preventivo: l
Consulenza genetica

Valore predittivo del test di
risposta ai PARP inibitori

*uso di dispositivi validati
*Escludere falsi postivi (es. CHIP); se campione subottimale,
valutare approccio complementare con analsisu tessuto

Algoritmo 7. Carcinoma della prostata metastatico.

2.4.2 Tumore della vescica

Le applicazioni della biopsia liquida per rilevazione di ctDNA nei tumori della vescica
riguardano prevalentemente il setting metastatico, per la valutazione della presenza di varianti
predittive di risposta a terapie farmacologiche, qualora il tessuto non sia disponibile al
momento della diagnosi per candidare i pazienti a terapia standard.

In evidenza: nel tumore della vescica ’'analisi del ctDNA puo0 essere utilizzata per (Tabella 2):
e tipizzazione mediante ctDNA con pannello che includa regioni target di FGFR, NTRK1/2/3
per vicariare la diagnosi su tessuto quando non fattibile, come da raccomandazioni ESMO

(Pascual et al., 2022).
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2.4.2.1 Raccomandazioni emergenti

Nel tumore della vescica il ctDNA rilevato prima della terapia neoadiuvante pud essere un
importante marcatore prognostico e ha dimostrato di essere correlato con la recidiva e la
soprawvivenza. Inoltre, la negativizzazione del ctDNA durante la terapia neoadiuvante & stata
associata a un down-staging patologico riscontrato al momento dell'intervento chirurgico.
Questi dati suggeriscono che nei pazienti con ctDNA positivo, il carico di ctDNA nel tempo puo
essere utilizzato come surrogato di malattia o di progressione della malattia. Non da ultimo,
anche il rilevamento del ctDNA dopo l'intervento chirurgico definitivo, come biomarcatore di
malattia minima residua (MRD), ha dimostrato di essere un importante marcatore prognostico
e predittivo utile ai fini della decisione sulla effettuazione o meno di una terapia adiuvante
(Powles et al., 2021, 2025).

Tabella 2. Tabella delle varianti ESCAT 1 tumore-specifiche (modificata daPascual et al., 2022)

Patologia Gene/biomareatore Variante/status ESCAT
Colon-retto BRAF p.V600X 1A
RAS Exon 2,3,4 NA
KRAS p.G12C 1A
ERBB2/HER2 Amplification 11B
POLE/POLD1 Mutations 1B
NTRK1/2/3 Fusions IC
RET Fusions IC
MS MSI-H 1A
Vie biliari IDH1 Mutazioni attivanti 1A
IDH2 Mutazioni attivanti 1A
FGFR2 Fusioni e riarrangiamenti IB
FGFR2 Mutazioni 11B
ERBB2/HER2 Amplificazione IC
ERBB2/HER2 Mutazioni 11B
BRAF p.V600E B
BRCA1/2 Mutazioni 1A
PALB2 Mutazioni 1A
KRAS p.G1C IC
NTRK 1/2/3 Fusioni IC
RET Fusioni IC
MS MSI-H IC
Mammella PIK3CA Mutazioni attivanti 1A
ESR1 Mutazioni attivanti 1A
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AKT Mutazioni attivanti 1A
PTEN Perdita di funzione 1A
Tumore del EGFR Mutazioni comuni e non comuni, inserzioni 1A
polmone dell’esone 20, mutazione T790M
Fusioni e mutazioni di resistenza 1A
ALK Mutazioni dello skipping dell’esone 14 1B
MET p.G12C 1A
KRAS p.V600X 1A
BRAF Fusioni e mutazioni attivanti 1A
RET Fusioni 1A
ROS1 Fusioni 1A
NTRK 1/2/3 Inserzioni dell’esone 20, mutazioni transmenbrana, 1A
ERBB2/HER2 amplificazione 11B
Tumore della BRCA1/2 Mutazioni 1A
prostata
Tumore della FGFR Mutazioni IB
vescica FGFR3 Fusioni FGFR3-TACC3 IB
NTRK 1/2/3 Fusioni IC
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