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1.   Biopsia liquida: definizione  
 

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 per predire la 
risposta alla terapia con terapie a bersaglio molecolare. L’analisi del DNA tumorale circolante 
(circulating tumor DNA, ctDNA) che rappresenta una frazione del DNA libero circolante (cell free 
DNA, cfDNA) isolato dal sangue periferico (principalmente plasma), rappresenta ad oggi il 
principale approccio di biopsia liquida impiegato nella pratica clinica. Tuttavia, è possibile che nel 
futuro altri derivati ottenuti dal sangue, quali le cellule tumorali circolanti (CTC), l’RNA tumorale 
circolante ed i microRNA (miRNA), le piastrine, gli esosomi, come pure altri fluidi biologici quali 
le urine ed il liquido cefalorachidiano, possano essere utilizzati nella pratica clinica per avere 
ulteriori informazioni rispetto a quelle ottenibili mediante l’analisi del solo ctDNA estratto da 
plasma. La quota di cf/ctDNA può variare in relazione al momento di raccolta del campione ed alla 
condizione clinica del paziente. 
Nell’attuale pratica clinica, per biopsia liquida ci si riferisce generalmente all’identificazione di 
mutazioni driver presenti nel ctDNA derivanti sia dal tumore che dalle cellule tumorali circolanti 
(1). Il ctDNA è tuttavia una frazione, a volte estremamente esigua, del cfDNA totale che è possibile 
isolare dal plasma dei pazienti neoplastici e che contiene anche DNA derivante da cellule non 
tumorali. 
Alcuni sistemi commerciali (con marchio CE-IVD) reperibili sul mercato europeo ed italiano 
riportano come analita il ctDNA mentre altri il cfDNA, dato che quando si effettua l’analisi non si 
ha certezza della presenza di DNA di origine tumorale fino all’eventuale rilevazione di una 
mutazione. 
Per questo motivo, nel presente documento si farà riferimento al cfDNA più in generale, ed al 
ctDNA in caso di positività per le mutazioni oggetto dell’analisi. 
La biopsia liquida presenta alcuni evidenti vantaggi rispetto alla biopsia tissutale, ovvero: 
– la procedura non è invasiva, in quanto si tratta di un semplice prelievo di sangue pressoché privo 
di complicanze; 
– può essere ripetuta nel tempo per monitorare l’evoluzione molecolare della malattia, sebbene non 
esista ad oggi evidenza che indirizzi a modificare la scelta terapeutica, in assenza di progressione 
clinica di malattia; 
– è in grado di rappresentare in maniera più̀ esaustiva rispetto alla biopsia tissutale l’eterogeneità 
molecolare della malattia contenendo, almeno potenzialmente, DNA tumorale derivante dalle 
diverse aree di uno stesso tumore e dalle differenti possibili sedi di malattia. 
La transizione dal cfDNA come interesse di ricerca ad importante strumento di diagnostica 
routinaria di laboratorio nelle neoplasie è tuttora un processo lento e uno dei motivi principali 
riguarda una serie di problematiche pre-analitiche che restano ancora difficili da superare.  
La biopsia liquida presenta inoltre alcuni limiti, sia legati alla biologia del tumore che a  
problematiche relative alle tecnologiche utilizzate. 
 
 



  

Tra le problematiche di natura biologica: 
a)   la quantità̀ di ctDNA nel contesto del cfDNA è spesso estremamente limitata, in funzione sia 

del volume che delle localizzazioni di malattia, e ciò può determinare risultati “falsi negativi” 
sul campione di biopsia liquida; 

b)   l’eterogeneità tumorale rappresenta un fattore da tenere in considerazione durante 
l’interpretazione dei risultati ottenuti da un’analisi condotta a partire dal ctDNA; 

c)   la scelta della sorgente da cui estrarre il cf/ctDNA (sangue, liquidi cavitari, ecc.). 
Le problematiche metodologiche e tecnologiche riguardano prevalentemente:   
d)   raccolta e processazione del campione 
e)   conservazione 
f)   scongelamento 
g)   isolamento del cfDNA  
h)   conservazione del cfDNA.  

 
Per ciascuno degli aspetti (da “d” a “h”), esistono numerose opzioni metodologiche tra cui scegliere, 
oltre che una vasta scelta di prodotti commerciali costantemente in aggiornamento: a seconda della 
tipologia di soluzione adottata, il metodo scelto può influire in varia misura sull'esito delle 
misurazioni sul cfDNA.  
Per effetto di tali variabilità, non è facile raggiungere un consenso sulle procedure pre-analitiche 
ottimali: risulta pertanto molto impegnativo e difficile stabilire standard applicabili diffusamente. 
L’assenza di un percorso di armonizzazione delle procedure, al momento, pone le seguenti 
problematiche: 

a)   necessità di una presentazione arbitraria dei dati quantitativi e qualitativi relativi alle indagini 
condotte su cfDNA in un campione; 

b)   difficoltà nella riproducibilità dei dati di cfDNA; 
c)   limitazioni nei confronti inter-individuali e inter-studio 
d)   difficoltà nell'interpretazione risultati 

La convergenza di tutti questi fattori ostacola l'ottimizzazione sistematica dei protocolli ed il rapido 
sviluppo nella routine clinica dei test su cfDNA. Quindi, nell’approccio all’analisi del cfDNA 
bisogna tener conto dell'importanza degli aspetti della fase pre-analitica, oltre che di quella post-
analitica, al fine di non pregiudicare la qualità dei risultati.  

Bibliografia 
1.Russo A, Giordano A, Rolfo C, et al. Liquid biopsy in cancer patients: the hand lens to investigate tumor evolution. 
Current Clinical Pathology. Springer International Publishing 2017.   

 
 
 
 
 
 
 

 



  

2.   Problematiche pre-analitiche: dal prelievo di sangue al cfDNA  

La maggior parte dei tipi di cellule umane rilasciano frammenti del loro genoma nei fluidi corporei 
e nel sistema circolatorio. Poiché queste molecole di cfDNA sono stabili e mantengono le 
caratteristiche genetiche ed epigenetiche distintive delle cellule da cui provengono, possono essere 
candidati ideali alla valutazione di biomarcatori per la rilevazione e il monitoraggio di disordini 
genomici, particolarmente quelli presenti nei tumori solidi o nelle anomalie genetiche fetali. Il 
cfDNA rilasciato per apoptosi è di gran lunga più corto (166-498 kb) di quello rilasciato per necrosi 
(anche di lunghezza superiore a 10 kb). 

Come descritto in precedenza, il cfDNA può essere estratto da diversi liquidi biologici. Tuttavia, le 
procedure maggiormente standardizzate nella pratica clinica riguardano l’isolamento del cfDNA dal 
sangue periferico.  
La quantità̀ di DNA che è possibile estrarre dal sangue periferico è spesso molto limitata, nella 
misura di pochi ng/ml, di cui il ctDNA è solo una piccolissima frazione. La concentrazione di 
ctDNA è solo tra 1 e 10 ng/ml circa negli individui asintomatici: pertanto, al fine di raggiungere la 
sensibilità del 95%, è stato dimostrato che, ad esempio, per lo screening del carcinoma mammario, 
sono necessari da 150 a 300 ml di campione di sangue per test. La relazione tra la concentrazione 
di molecole mutanti (ctDNA) e cfDNA possono essere descritte come frazione allelica mutante 
(Mutant Allele Frequency, MAF). 
Infatti, la concentrazione del DNA target nel plasma dipende da diversi fattori, tra cui: il carico di 
malattia, i livelli di espressione della mutazione nelle cellule del tumore primitivo, la velocità di 
rilascio del ctDNA nel torrente circolatorio e i livelli di DNA rilasciati da cellule non trasformate 
(ad esempio, in conseguenza di processi infiammatori che si instaurano nel tessuto sano e che 
circonda il tumore o di lisi dei leucociti dopo il prelievo di sangue). Per questi motivi la fase pre-
analitica deve essere attentamente controllata.  
Un primo problema che potrebbe inficiare la qualità̀ del campione è costituito dall’emolisi 
determinata durante la flebotomia: è necessario, pertanto, che il prelievo di sangue sia effettuato da 
personale altamente qualificato.  
Il cfDNA può essere isolato dal siero o dal plasma. Tuttavia, diversi studi hanno dimostrato che 
l’uso del plasma è da preferirsi al siero; in quest’ultimo, infatti, il processo di coagulazione causa il 
rilascio di DNA genomico derivante dai leucociti. Non esistono al momento indicazioni conclusive 
sulla quantità̀ di sangue da impiegare ai fini diagnostici. Tuttavia, molti kit diagnostici indicano la 
quantità̀ minima di plasma necessaria per l’analisi.  
Il prelievo può essere raccolto in tubi standard K2- o K3-EDTA (contenenti acido 
etilendiamminotetraacetico) oppure impiegando tubi contenenti speciali fissativi, in grado di 
stabilizzare il sangue ed il cfDNA per diversi giorni. Se il prelievo è effettuato impiegando tubi 
standard, si deve tenere conto di due fattori importanti:  
1. il cfDNA ha una breve emivita, stimata in circa 2,5 ore;  
2. diversi studi hanno dimostrato che superate le tre ore dal prelievo si può verificare una lisi dei 
leucociti con conseguente rilascio di DNA germinale che determina una diluizione del DNA 
tumorale. Pertanto, il sangue raccolto in tubi contenenti solo EDTA può essere conservato prima 



  

dell’isolamento del plasma per un massimo di 3 ore a temperatura ambiente. La conservazione del 
sangue alla temperatura di 4 °C non previene la lisi dei leucociti.  
Nei casi in cui non sia possibile processare il campione entro le 3 ore dal prelievo, si raccomanda 
l’utilizzo di tubi contenenti specifici conservanti in grado di stabilizzare sia il cfDNA che i leucociti. 
Tuttavia, questi tubi garantiscono, in genere, la conservazione del prelievo solo in un range limitato 
di temperatura (16-24°C). Pertanto, è importante assicurarsi che queste temperature siano rispettate 
in caso di trasporto del campione. Per l’eliminazione 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. È consigliabile eseguire una prima centrifugazione a bassa 
velocità (1200-1600g) per evitare la lisi dei leucociti ed una successiva centrifugazione del 
sopranatante ad elevata velocità (≥3000g) per rimuovere tutti i contaminanti. Le centrifugazioni 
devono essere eseguite senza freno. È suggerito anche l’impiego di una centrifuga refrigerata (4°C). 
Il plasma ottenuto può essere conservato a -20°C per brevi periodi (~1 mese) o, per periodi più 
prolungati, a -80°C, temperatura che garantisce una maggiore stabilità del cfDNA. Tuttavia, 
all’aumentare del periodo di conservazione diminuisce la quantità̀ totale di cfDNA che è possibile 
estrarre, soprattutto se il campione dovesse essere sottoposto a cicli di congelamento e 
scongelamento.  

3.   Estrazione, quantificazione e conservazione del cfDNA   

Esistono molti metodi per l’estrazione del cfDNA, che comprendono sia l’utilizzo di kit commerciali 
che di protocolli sviluppati dai laboratori. A causa della piccola quantità e della natura molto 
frammentata del cfDNA nel plasma (<1.000 bp), non dovrebbero essere utilizzate metodiche di 
estrazione validate su campioni tissutali o su altre matrici biologiche. Il metodo di estrazione deve 
essere molto affidabile e deve garantire quanto più cfDNA possibile del campione in esame, per non 
compromettere il risultato dell’analisi e generare risultati falsi negativi o positivi.  
Vi è un ulteriore aspetto critico che è legato al momento in cui il prelievo viene effettuato: la 
situazione cambia se si è di fronte a stadi avanzati di malattia rispetto a quelli precoci. È stato 
dimostrato che la concentrazione di ctDNA nel plasma è correlata alla dimensione del tumore ed 
allo stadio. I pazienti con malattia in stadio I, per vari tipi di tumore, presentano meno di 10 copie 
di mutazioni tumorali/5 ml di plasma. Al contrario, il numero di copie è aumentato da 10 a 100 volte 
tra i pazienti in fase avanzata. Pertanto, i test del ctDNA utilizzati a fini di diagnosi precoce di 
neoplasia dovrebbero essere altamente sensibili: tuttavia, i test altamente sensibili sono sempre 
costosi, rendendo non realistiche le applicazioni pratiche su larga scala. C'è sempre un compromesso 
tra sensibilità e costi. Sono stati proposti vari metodi per ridurre i costi, il rumore di fondo e gli 
errori indotti nella fase di amplificazione (1).  
Per l’estrazione e la purificazione del cfDNA da plasma sono oggi disponibili vari kit commerciali 
dedicati a questo specifico uso. Questi kit sono in genere basati sull’utilizzo di colonnine dotate di 
membrane di silice, in associazione con pompa a vuoto, oppure sull’impiego di biglie magnetiche, 
per la cattura degli acidi nucleici.  



  

Questi sistemi sono corredati da protocolli di semplice esecuzione e permettono di estrarre da 1 a 
24 campioni, freschi o congelati, simultaneamente, e catturare frammenti di cfDNA da plasma a 
partire da un minimo di 10 µl a un massimo di 10 ml di campione. In generale, si ritiene che 2 ml di 
plasma sia la quantità minima necessaria in grado di fornire risultati accurati utilizzando le diverse 
metodiche di estrazione. Inoltre, la maggior parte dei kit sopra citati contiene reagenti o, in generale, 
dispositivi, in grado di concentrare l’eluato in un volume flessibile di eluizione (20-150 µl).  
Una volta estratto, il cfDNA deve essere sottoposto a quantificazione, in modo da ottimizzare il 
processo di amplificazione e permettere di conoscere se le successive analisi molecolari possano 
essere possibili a partire dal cfDNA estratto. L’accuratezza nella fase di quantificazione può essere 
ottenuta con sistemi di elettroforesi capillare oppure fluorimetrici. In generale, i kit di estrazione 
sopra citati consentono di ottenere campioni di cfDNA di alta qualità e con una concentrazione 
superiore a 5 ng/ml. La quantità di cfDNA estratto è comunque influenzata dallo stato di malattia e 
dal momento in cui viene effettuato il prelievo.  
La conservazione ottimale del cfDNA ne consente un utilizzo anche a distanza di tempo per poter 
eseguire ulteriori indagini molecolari, 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, controlli di qualità del materiale biologico conservato.  
 
Bibliografia 
1. Ungerer V, Bronkhorst A J, Holdenrieder S et al. Preanalytical variables that affect the outcome of cell-free DNA 
measurements. Critical Reviews in Clinical Laboratory Sciences. 2020; doi: 10.1080/10408363.2020.1750558 
 

4. Metodiche per lo studio delle mutazioni nel ctDNA  

4.1. Real Time PCR  

La Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) è attualmente la metodica gold standard per 
l’analisi di mutazioni puntiformi e/o di piccole inserzioni/delezioni su ctDNA. La considerevole 
diffusione di tale metodica nei laboratori di diagnostica molecolare rappresenta una valida soluzione 
in quanto rapida ed economica. Varie modifiche sono state introdotte per incrementarne la 
sensibilità diagnostica. Una di queste è la tecnologia Amplification Refractory Mutation System 
(ARMS)/SCORPION) che aumenta la sensibilità tramite co-amplificazione di uno o più alleli mutati 
del gene d’interesse e un gene di controllo endogeno. Inoltre, una specifica miscela di 
oligonucleotidi di controllo consente la valutazione della qualità e quantità del DNA presente nei 
campioni. L’analisi permette, mediante amplificazione con sonde sequenza-specifiche marcate con 
FAM ed HEX, di rilevare basse percentuali di allele mutato, anche in presenza di elevate quantità di 
DNA genomico wild-type, arrivando ad un limite di rilevazione (limit of detection, LOD) anche 
inferiore allo 0,5%.  

 

 



  

4.2. Digital PCR (dPCR)  

La digital polymerase chain reaction (dPCR) rappresenta un avanzamento tecnologico della classica 
PCR (1). Il termine “digital” fa riferimento alla modalità 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. Esistono tre tipi di piattaforme: 1) digital droplet PCR (ddPCR), 
2) digital solid PCR (dsPCR), e 3) BEAMing (Beam, Emulsion, Amplification, Magnetics) dPCR. 
Nella ddPCR i bio-reattori sono rappresentati da decine migliaia (circa 20000) di droplets 
(goccioline) omogenee in un’emulsione olio-acqua (2). Per evitare la procedura di emulsione e la 
possibilità di rottura delle droplets, con conseguente diminuzione del numero dei bio-reattori, nella 
dsPCR i bio-reattori sono rappresentati da decine di migliaia di pozzetti (12000) scavati tramite un 
laser su un supporto solido (chip) (3). In entrambi i casi quello che avviene è la distribuzione di 
singole molecole di DNA all’interno dei bio-reattori secondo il principio statistico della 
distribuzione di Poisson (1). Per permettere la reazione di amplificazione, vengono dispensati 
all’interno dei bio-reattori anche la master mix e specifiche sonde fluorescenti (una per l’allele wild-
type ed una per l’allele mutato). L’amplificazione dello specifico bersaglio all’interno del bio-
reattore viene valutata tramite la rilevazione della fluorescenza emessa dalle sonde (1). Questa 
compartimentalizzazione della reazione di amplificazione permette di identificare e quantificare in 
maniera assoluta anche piccolissime quantità 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. Infatti, la 
ripartizione in goccioline del DNA da analizzare aumenta la specificità e la sensibilità dell’analisi 
mediante la riduzione della competizione esistente tra il DNA tumorale mutato ed il DNA wild-type. 
Questo consente di valutare con elevata precisione e riproducibilità campioni con una percentuale 
di alleli mutati pari allo 0.1% (2). Tramite appositi software, i risultati possono essere elaborati a 
fornire la concentrazione della mutazione in termini di copie/µl, copie/ml, frazione allelica, rapporto 
tra gli alleli e fractional abundance. Differentemente dalle altre due piattaforme, il BEAMing dPCR 
richiede una fase di pre-amplificazione del DNA di interesse mediante una PCR standard (4). A 
questo punto i prodotti di amplificazione vengono distribuiti in migliaia di dropletsomogenee 
generate con un’emulsione olio-acqua a cui vengono aggiunte microsfere magnetiche che legano i 
prodotti di PCR. Queste ultime vengono successivamente isolate tramite centrifugazione o mediante 
un magnete. Infine, mediante una scansione ottica o la citometria a flusso è possibile quantificare il 
DNA legato alle microsfere. Questo approccio consente di analizzare campioni con una percentuale 
di alleli mutati pari allo 0.01% (4). La quantità di DNA richiesta per l’amplificazione in dPCR è di 
3 ng (con un range di 50 fg-100 ng) e di 3-30 ng per la BEAMing dPCR. Nonostante quest’ultima 
presenti una maggiore sensibilità rispetto alle altre due tecnologie, la specificità risulta essere più 
bassa (87% vs. 97%). Nello studio clinico AURA è emerso come la maggiori difficoltà della 
BEAMing dPCR si riscontrassero quando si andava a considerare la mutazione di resistenza 
p.T790M nell’esone 20 di EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (sensibilità e specificità pari 
al 70.3% e 69.0%, rispettivamente) (5). Inoltre, a causa degli elevati costi e della complessità della 
metodica, con necessità di una lunga curva di apprendimento da parte del personale di laboratorio, 
la tecnologia BEAMing dPCR risulta essere poco adatta alla pratica clinica (6). Un ulteriore limite 



  

della dPCR, a differenza delle metodiche basate sul sequenziamento, è rappresentato dalla sua 
capacità di identificare solo mutazioni note. Questo impedisce la possibilità di identificare mutazioni 
molto rare o nuove alterazioni. Inoltre, elementi come etanolo o paraffina (come quella utilizzata in 
alcuni tubi per preservare la lisi cellulare) possono interferire con la formazione dell’emulsione 
rendendo l’analisi non valutabile. Nonostante questi limiti, la dPCR può essere una valida metodica 
per confermare i risultati ottenuti mediante sequenziamento, e ci permette, quantificando in maniera 
assoluta il numero di alleli mutati, di monitorare i pazienti nel tempo, consentendo una corretta 
valutazione della risposta clinica ad un determinato trattamento (7).  
 

Raccomandazioni per il protocollo di dPCR 
L’allestimento delle reazioni di dPCR deve avvenire sotto cappa a flusso laminare, in un 
ambiente differente da quello utilizzato per la fase di estrazione del ctDNA e dell’analisi dei 
prodotti di amplificazione, evitando contaminazioni (camice dedicato, guanti, puntali con filtro, 
ecc.). In ogni caso, va predisposta un’area dedicata alle procedure di preparazione in dPCR. 
A questo punto si prepara la soluzione contenente il DNA, la master mix e le sonde. Quando si 
esegue la ddPCR è previsto uno step in cui questa soluzione viene trasferita in un’apposita 
cartuccia, all’interno della quale viene dispensato l’olio per formare l’emulsione. La cartuccia 
viene poi introdotta nell’apposito droplet generator a formare le gocce contenute nell’emulsione 
olio-acqua. Il passaggio successivo prevede il trasferimento dell’emulsione dalla cartuccia alla 
piastra da 96 pozzetti, per procedere poi con la reazione di amplificazione. 
Per ogni analisi sono previsti un controllo positivo di amplificazione (ad esempio, utilizzando 
un campione di ctDNA precedentemente validato) e un controllo negativo (ossia, la miscela di 
reazione priva di templato di DNA). 
Come per ogni nuova procedura, ogni laboratorio dovrebbe validare la metodica di dPCR in via 
preventiva utilizzando diluizioni di DNA mutato in DNA non-mutato da linee cellulari il cui 
stato mutazionale di EGFR sia noto. In alternativa, si può ricorrere a campioni di riferimento 
certificati che garantiscono una corretta determinazione di sensibilità, specificità e LOD. 
L’analisi dei risultati avviene grazie all’uso di un lettore connesso a un computer in cui uno 
specifico software è in grado di trasformare il segnale da analogico a digitale e rilevare le 
goccioline negative (prive del DNA target e/o del DNA di riferimento) e positive (che 
contengono l’allele target) in ciascun campione grazie alle varie fluorescenze rilevate. 

 
Le metodiche di dPCR, a differenza della classica RT-PCR o del sequenziamento genico di nuova 
generazione (NGS), non analizzano autonomamente i risultati, ma è necessario che l’operatore 
definisca la soglia di positività in base al risultato stesso. 
Per questo motivo, è molto importante non solo che il laboratorio acquisisca una adeguata esperienza 
eseguendo numerosi test, ma anche che l’interpretazione dei risultati (soprattutto quelli borderline) 
avvenga alla luce sia di parametri pre-analitici ed analitici, che clinici. 
I risultati di dubbia interpretazione possono riguardare la presenza di un segnale di qualità non 
ottimale, oppure l’assenza di una mutazione in presenza di progressione di malattia. 



  

In entrambi i casi è necessario assicurarsi che le condizioni della gestione del campione abbia 
rispettato i requisiti pre-analitici (si rimanda al paragrafo 3), al fine di escludere eventuali 
problematiche tecniche. 
Se si escludono problematiche pre-analitiche, potrebbe essere utile valutare alcuni dei requisiti 
clinici al fine di interpretare il risultato. Infatti, poiché la qualità e la quantità del DNA ricavato dal 
plasma è dipendente da alcune caratteristiche strettamente legate alla malattia, è necessario tenere 
in considerazione il carico e le sedi di malattia, le sedi di progressione di malattia, il trattamento in 
corso ed i trattamenti precedenti, il tempo alla progressione. 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 del risultato borderline) (8). 
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4.3. Next-generation sequencing (NGS)  

Le tecniche di ddPCR e RT-PCR sono ampiamente utilizzate nella pratica clinica per l’analisi del 
ctDNA, per la loro elevata sensibilità e buona specificità. Tuttavia, queste metodiche presentano il 
limite di poter analizzare solo alcuni tipi di alterazioni genetiche (mutazioni puntiformi e brevi indels) 
e di poter interrogare un numero limitato di loci per analisi. Esse sono pertanto inadeguate per una 
determinazione complessiva del profilo genetico delle neoplasie e per l’analisi di alterazioni 
genetiche complesse quali ad esempio i riarrangiamenti che determinano fusioni geniche. 
La next-generation sequencing (NGS) e soprattutto le applicazioni di targeted sequencing mirate alla 
analisi di regioni limitate del genoma, possono in teoria superare le suddette limitazioni. Infatti, con 
questi approcci è possibile identificare contemporaneamente tutti i diversi tipi di alterazioni genetiche 
in più geni in una singola analisi. La NGS può inoltre identificare nuove mutazioni che non potrebbero 
essere rilevate con tecnologie non basate su sequenziamento, come appunto la ddPCR e la RT-PCR. 
L’utilizzo della NGS per l’analisi della biopsia liquida è stato per lungo tempo limitato dalla sua 
relativamente bassa sensibilità. In particolare, i pannelli di targeted sequencing standard, 
comunemente usati per l'analisi molecolare dei campioni di tessuto, hanno una sensibilità di circa l'1-



  

2% che ne limita la possibilità di utilizzo per i test su ctDNA (1). Infatti, mutazioni a frequenza allelica 
inferiore all’1% sono frequentemente descritte in pazienti anche con neoplasie avanzate. 
Lo sviluppo di nuove tecniche di NGS con incrementata sensibilità ha consentito di superare questo 
limite. Attualmente, le tecnologie basate su NGS sono in grado di rilevare MAF   <1%. Inoltre, molti 
metodi, come quelli basati su identificatori molecolari univoci o su codici a barre univoci, possono 
aiutare ad aumentare la sensibilità e ridurre i falsi negativi. Questi metodi, quando impiegati su 
ctDNA, sono in grado di raggiungere sensibilità che variano dallo 0.1% allo 0.01% (2). Le tecniche 
in NGS possono essere applicate utilizzando pannelli mirati (targeted) per il rilevamento specifico e 
altamente sensibile delle mutazioni su ctDNA. Tra questi, il Tagged-Amplicon (TAm-seq) ad elevata 
profondità, il sistema di sequenziamento sicuro (safe-sequencing system, Safe-SeqS), la profilazione 
personalizzata CAncer mediante sequenziamento profondo (CAPP-Seq) e sistema AmpliSeq (Ion 
Torrent). La versione avanzata di TAm-Seq, denominata eTAmSeq™, è in grado di rilevare alterazioni 
genetiche con MAF dello 0.25% con una sensibilità del 94%. Inoltre, è in grado di identificare varianti 
a singolo nucleotide (single-nucleotide variant, SNV), piccole inserzioni/delezioni (indels) e varianti 
di numero di copie (copy number variation, CNV). CAPP-Seq è in grado di rilevare varianti con MAF 
~ 0.02% con una sensibilità di quasi il 100% nei pazienti affetti da tumore polmonare non a piccole 
cellule (non-small cell lung cancer, NSCLC) in stadio II-IV. AmpliSeq consente il rilevamento di 
CNV, SNV, indels e geni di fusione con un input di DNA pari a 1 ng. Safe-SeqS riduce gli errori di 
sequenziamento di almeno 70 volte ed ha una sensibilità fino al 98% nel rilevare le mutazioni 
tumorali. 
Alcune di queste tecnologie, quali la AmpliSeq e la SAFE-SeqS, sono impiegate anche da kit 
disponibili in commercio, mentre altre sono utilizzate da laboratori indipendenti o da aziende che 
offrono il servizio di sequenziamento del ctDNA. 
Sebbene i pannelli mirati (targeted) abbiano il vantaggio di una elevata sensibilità, solo  il 
sequenziamento dell'intero genoma (whole-genome sequencing, WGS) ha possibilità di identificare 
ampie alterazioni di struttura del genoma. Questa applicazione è tuttavia sperimentale e non ancora 
utilizzabile nella pratica clinica. 
Un altro sistema molto promettente è quello chiamato PARE (Personalized Analysis of Rearranged 
Ends) che viene impiegato per identificare i riarrangiamenti su ctDNA. PARE utilizza innanzitutto 
l'analisi di sequenza NGS per identificare i riarrangiamenti individuati sul tessuto tumorale: quindi 
applica la PCR per il monitoraggio quantitativo dei riarrangiamenti rilevati. È altamente sensibile nel 
rilevare mutazioni nel ctDNA< 0.001% nei campioni di plasma di pazienti (3). Alcuni studi hanno 
suggerito che mutazioni nel ctDNA a livelli> 0,75% potrebbero essere rilevate in pazienti oncologici 
con sensibilità > 90% e specificità> 99%. Anche una singola copia di riarrangiamento nel ctDNA 
potrebbe infatti essere rilevata senza falsi positivi con tale metodologia (3). 
Sono attualmente disponibili molti pannelli NGS dedicati all’analisi del ctDNA. Alcuni si limitano 
ad analizzare poche decine di geni, altri arrivano anche a coprire mutazioni in oltre 500 geni. Quasi 
tutti i pannelli analizzano solo cfDNA, ma esistono anche pannelli che prevedono la analisi sia del 
DNA che dell’RNA circolante. In particolare, l’RNA viene preferito al DNA per il sequenziamento 
delle fusioni geniche e di altre alterazioni difficili da individuare a livello di DNA (ad esempio, la 
mutazione skipping dell’esone 14 del gene Mesenchymal Epithelial Transition [MET]).  



  

E’ importante sottolineare che, comunque, esistono differenti livelli di sensibilità tra metodi targeted  
e untargeted . Rispetto agli approcci mirati in grado di rilevare MAF da 0.01% a 0.5%, gli approcci 
non mirati possono rilevare MAF> 10%. Tuttavia, gli approcci untargeted non richiedono conoscenze 
preliminari delle alterazioni di interesse e possono permettere di sviluppare algoritmi predittivi di 
variazione del numero di copie a livello del genoma o valutare spettri di mutazione (3). 
Uno dei principali problemi associato alla analisi del ctDNA con NGS è rappresentato dalla possibilità 
di falsi positivi dovuti ad artefatti di sequenza, che sono relativamente frequenti per varianti a bassa 
frequenza allelica (4). Una serie di accorgimenti è stata adottata nelle nuove tecnologie di 
sequenziamento per risolvere la problematica degli artefatti. In particolare, l’utilizzo di barcodes 
molecolari, definiti anche unique molecular identifiers (UMI), associato a pipelines bioinformatiche 
dedicate, consente in molti casi di ridurre in maniera significativa il tasso di falsi positivi.  
Ai laboratori che vogliono adottare pannelli di NGS per la analisi del ctDNA, viene pertanto 
raccomandato di: 

Ø   utilizzare per l’analisi del ctDNA pannelli NGS specifici per questo approccio e per i quali sia 
stata effettuata una adeguata validazione; 

Ø   effettuare, in caso di utilizzo di pannelli commerciali già validati, una verifica per garantire 
che la performance del pannello sia riprodotta utilizzando la tipologia di campioni che 
vengono analizzati nella routine diagnostica (5); 

Ø   partecipare a controlli di qualità esterna per validare il nuovo percorso diagnostico adottato. 
La comparazione dei dati di sequenziamento mediante NGS di tessuto e ctDNA spesso dimostra un 
basso livello di concordanza (6), mentre studi recenti dimostrano una concordanza di circa il 97% tra 
le mutazioni identificate nelle biopsie delle metastasi e il ctDNA (7). 
Al netto degli artefatti di sequenza, tale discordanza può essere dovuta alla eterogeneità tumorale 
oppure a mutazioni associate ad emopoiesi clonale. La frequenza di mutazioni associate ad emopoiesi 
clonale aumenta con l’età e la possibilità di individuarle con un test NGS su cfDNA è funzione della 
sensibilità della tecnologia utilizzata (8). La maggior parte delle mutazioni associate ad emopoiesi 
clonale avviene in geni coinvolti in sindromi mielodisplastiche e/o processi di leucemogenesi. 
Tuttavia, sono state descritte mutazioni anche in altri geni tra cui KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral 
Oncogene Homolog) (9). Non essendo al momento possibile distinguere tra mutazioni associate a 
ctDNA o piuttosto ad emopoiesi clonale, si suggerisce di isolare e conservare la frazione di cellule 
mononucleate (peripheral blood leukocytes, PBL) all’atto della separazione del plasma. L’analisi del 
DNA estratto da PBL potrà consentire di stabilire la origine di una eventuale variante, qualora il 
quesito avesse rilevanza clinica. 
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5. Applicazioni della biopsia liquida (ctDNA) in pratica clinica  
 

5.1. Non-small cell lung cancer (NSCLC)  

Nella corrente pratica clinica, la biopsia liquida è al momento principalmente utilizzata per l’analisi 
dello stato mutazionale del gene EGFR in pazienti con NSCLC in stadio avanzato. La fase pre-
analitica, ovvero la valutazione iniziale dell’adeguatezza del campione, rappresenta in questo setting 
un momento cruciale per la determinazione di un biomarcatore predittivo di risposta ad un trattamento 
farmacologico mirato. In considerazione del numero sempre crescente di marcatori da valutare a fini 
diagnostici, prognostici e terapeutici, la gestione del materiale biologico risulta critica non solo al 
momento della prima diagnosi di malattia avanzata, ma anche in caso di progressione di malattia, 
dove il concetto di “re-biopsia” appare spesso la strategia migliore per la gestione clinica del paziente 
affetto da NSCLC avanzato. Come evidenziato da molteplici studi e meta-analisi, nella pratica clinica 
ci sono particolari situazioni in cui è possibile utilizzare altri campioni biologici oltre quello tessutale 
(quale il sangue periferico) per l’identificazione di eventuali biomarcatori predittivi di risposta a 
terapie a bersaglio molecolare. In particolare, la determinazione dello stato mutazionale del gene 
EGFR su ctDNAestratto da plasma può essere eseguita: (i) nei casi in cui il campione cito-istologico 
in esame non contenga una quantità e/o qualità di cellule neoplastiche vitali sufficienti per le analisi 
molecolari previste; o (ii) nei casi in cui sia impossibile ottenere un campione di materiale tessutale 
(istologico o citologico) per condizioni avverse al campionamento legate alla tecnica (quantità, 
qualità) e/o alle condizioni generali del paziente.  
Alla luce della concordanza diagnostica delle analisi condotte su ctDNA e tessuto per la valutazione 
dello stato mutazionale di EGFR, la biopsia liquida è attualmente raccomandata come possibile 
alternativa all’analisi su tessuto tumorale in due scenari clinici: 1) nei pazienti con nuova diagnosi di 
NSCLC avanzato e prima di iniziare qualsiasi tipo di trattamento (“al basale”), in cui la quantità e/o 
qualità del tessuto disponibile non siano sufficienti per effettuare le analisi molecolari previste o nei 
quali l’analisi molecolare su tessuto sia risultata inadeguata; 2)   nei pazienti EGFR-mutati in 
progressione a terapia di prima linea con inibitori del dominio tirosin-chinasico (tyrosine kinase 
inhibitor, TKI) di EGFR di prima o seconda generazione (“alla comparsa della progressione”) per la 
ricerca della mutazione di resistenza p.T790M nell’esone 20 di EGFR, al fine di indirizzare ad un 
trattamento con TKI di terza generazione.  



  

Contrariamente ad EGFR, la valutazione mediante biopsia liquida dello stato mutazionale del gene 
V-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog B (BRAF), dei riarrangiamenti dei geni Anaplastic 
Lymphoma Kinase (ALK) e ROS Proto-Oncogene 1, Receptor Tyrosine Kinase (ROS1), e di altre 
alterazioni geniche che conferiscono sensibilità e/o resistenza a trattamenti a bersaglio molecolare 
(riarrangiamenti dei geni Rearranged During Transfection [RET] ed Neurotrophic Receptor Tyrosine 
Kinase [NTRK] 1-3,  mutazione exon skipping a livello dell’esone 14 di MET, amplificazioni di MET 
e Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 [HER2], mutazione p.G12C dell’esone 2 del gene 
KRAS) sono da ritenersi procedure non ancora approvate in pratica clinica e quindi restano test da 
effettuare ancora nell’ambito di studi clinici. Tuttavia, data la mole di evidenze scientifiche riportate 
in letteratura a supporto dell'analisi di alterazioni a carico del ctDNA in integrazione a quanto già 
disponibile per quanto riguarda il DNA estratto da campioni tissutali, in casi selezionati e discussi 
all'interno dei gruppi multidisciplinari è raccomandabile l'utilizzo delle procedure di cui sopra anche 
al di fuori di studi clinici, ma per esigenze cliniche opportunamente identificate. 

 

5.1.1.   Pazienti affetti da NSCLC avanzato non pre-trattato  

L’analisi del ctDNA estratto da plasma può essere considerata una valida alternativa all’analisi del 
campione cito-istologico per la sola determinazione dello stato mutazionale di EGFR in tutti quei 
pazienti NSCLC in cui, dopo opportuna diagnosi morfologica e di malattia in stadio avanzato, la 
qualità e/o quantità del campione tessutale sia scarsa o non disponibile per portare a termine le analisi 
molecolari previste, oppure sia stata condotta su tessuto ma risulti inadeguata. Tuttavia, in caso di 
risultato negativo su plasma (assenza di mutazioni attivanti di EGFR), in considerazione del tasso di 
falsi negativi spesso dipendente dalla quantità di DNA rilasciata nel sangue dal tumore, è indicato un 
ulteriore prelievo bioptico per permettere la definizione dell’assetto molecolare, laddove questo sia 
clinicamente possibile e accettato dal paziente. Pertanto, la determinazione di marcatori predittivi di 
risposta al trattamento rimane raccomandata su tessuto neoplastico, con l’utilizzo della biopsia liquida 
laddove non sia possibile l’utilizzo della biopsia tissutale per condizioni legate alla tecnica (quantità, 
qualità) e/o al paziente. 

Per quanto riguarda la tecnologia biomolecolare da utilizzare per la valutazione upfront dello stato 
mutazionale di EGFR a partire da ctDNA, l’impiego della NGS, implementato in centri preparati alla 
gestione del campione, risulta preferibile rispetto alle tecnologie tradizionali in considerazione della 
maggiore specificità e sensibilità della metodica. Le procedure diagnostiche come la RT-PCR o la 
ddPCR rappresentano validi strumenti dotati di elevata sensibilità, talvolta poco specifici e con un 
tempo di completamento (turnaround time o TAT) breve. Il limite principale di queste metodiche 
risiede nella capacità di identificare solo mutazioni note (utilizzo di sonde specifiche). Le piattaforme 
NGS hanno sicuramente il vantaggio di poter analizzare uno spettro di mutazioni (reference range) 
più ampio e sono strumenti affidabili e da preferire sia per la loro sensibilità che specificità, anche se 
il TAT e la necessità di adeguato expertise rendono tale procedura ancora poco diffusa.  



  

 

 

5.1.2.   Pazienti affetti da NSCLC avanzato pre-trattato con TKI 

Tutti i pazienti EGFR mutati in progressione a terapia di prima linea con TKI di EGFR di prima o 
seconda generazione (gefitinib, erlotinib o afatinib), dovrebbero essere sottoposti ad analisi 
mutazionale per la ricerca del principale meccanismo di resistenza, la mutazione p.T790M a carico 
dell’esone 20 di EGFR. Considerata l’elevata accuratezza diagnostica dell’analisi condotta su ctDNA 
e viste le condizioni spesso precarie di questi pazienti, è ragionevole effettuare in prima battuta la 
ricerca della mutazione p.T790M su biopsia liquida (preferibilmente mediante ddPCR o RT-PCR). In 
caso di risultato positivo, un trattamento con un TKI di III generazione (osimertinib) dovrebbe essere 
preso in considerazione come opzione terapeutica di prima scelta; in caso di esito negativo su biopsia 
liquida invece, è sempre necessario procedere al test con ddPCR (o NGS) su tessuto tumorale 
prelevato mediante nuova biopsia, laddove clinicamente possibile e accettato dal paziente. Più 
recentemente, alla luce dei tassi di sopravvivenza globale dello studio FLAURA, osimertinib è stato 
approvato in Italia anche per la prima linea di trattamento del paziente NSCLC avanzato con 
mutazioni attivanti del gene EGFR. In considerazione dell’attività inibitoria di questo TKI di terza 
generazione sia a livello delle mutazioni sensibilizzanti di EGFR sia a livello della p.T790M, la 
ricerca su biopsia liquida e/o tissutale della mutazione di resistenza in seguito a progressione di 
malattia da TKI di terza generazione diventa un’opzione secondaria. Dopo aver esaurito le possibilità 
di trattamento con farmaci a bersaglio molecolare, i pazienti i cui tumori presentano una mutazione 
di EGFR sono candidati a chemioterapia secondo gli schemi utilizzati nell’istologia non-squamosa.  
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Altri meccanismi di resistenza agli inibitori di EGFR (amplificazioni di MET e di HER2, ulteriori 
mutazioni a carico di EGFR), agli inibitori di ALK (mutazioni puntiformi di ALK o up-regolazione di 
altri oncogeni), agli inibitori di ROS1 o agli inibitori di BRAF e MEK possono essere studiati su 
biopsia liquida e/o tissutale e trattati sulla base del meccanismo biologico responsabile dello sviluppo 
della resistenza nell’ambito di studi clinici. Come precedentemente riportato, data la mole di evidenze 
scientifiche riportate in letteratura a supporto dell'analisi di alterazioni a carico del ctDNA in 
integrazione a quanto già disponibile per quanto riguarda il DNA estratto da campioni tissutali, in 
casi selezionati e discussi all'interno dei gruppi multidisciplinari è raccomandabile l'utilizzo delle 
procedure di cui sopra anche al di fuori di studi clinici, ma per esigenze cliniche opportunamente 
identificate. 

 
 

6. Applicazioni cliniche emergenti  
 
Lo sviluppo di tecnologie di NGS per lo studio del ctDNA ha notevolmente ampliato le possibilità di 
applicazione clinica della biopsia liquida. 
La disponibilità di ampi pannelli genici consente di poter ottenere un completo profilo genomico della 
neoplasia anche a partire dai pochi nanogrammi di cfDNA che di solito possono essere estratti dal 
sangue periferico. Numerosi studi hanno dimostrato che il profilo genetico derivato dall’analisi del 
cfDNA è simile a quello che si ottiene dall’analisi del DNA tumorale tessutale soprattutto nel 
carcinoma del polmone, anche se non mancano ormai applicazioni a quasi tutte le neoplasie (1-4). In 
particolare, è stato evidenziato in diverse pubblicazioni la possibilità di identificare con NGS diverse 
tipologie di alterazioni genetiche anche analizzando il ctDNA, con tassi di risposte ai trattamenti 
target simili a quelli rilevati per alterazioni genetiche identificate mediante analisi del tessuto 
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tumorale (5). Pertanto, alla luce di queste evidenze scientifiche, l’analisi del ctDNA con NGS può 
rappresentare un approccio alternativo per l’identificazione di mutazioni driver nelle neoplasie umane 
nonché di marcatori complessi come l’instabilità dei microsatelliti (microsatellite instability, MSI) o 
il tumor mutational burden (TMB). Il ricorso alla biopsia liquida deve però essere preso in 
considerazione solo in caso di non disponibilità di tessuto tumorale. Infatti, le possibilità di successo 
dell’analisi della biopsia liquida sono legate alla quantità di ctDNA presente nel sangue periferico, 
che possono limitare in maniera significativa la sensibilità del test. Un ulteriore limite all’impiego di 
questo approccio può essere inoltre rappresentato da assenza di studi specifici effettuati con biopsia 
liquida e quindi dall’impossibilità di prescrizione del farmaco. 
Nel caso delle fusioni geniche, devono essere poi valutate anche le limitazioni tecniche legate alla 
analisi del DNA. Soprattutto per fusioni complesse, come quelle di NTRK (Neurotrophic Receptor 
Tyrosine Kinase) caratterizzate da larghe regioni introniche o quelle di FGFR (Fibroblast Growth 
Factor Receptor) che presentano molteplici partner, le possibilità di identificazione mediante analisi 
del ctDNA sono limitate e, pertanto, questa analisi potrebbe dare dei falsi negativi. La possibilità di 
identificare fusioni geniche è in genere maggiore analizzando l’RNA. Tuttavia, la ridotta stabilità 
dell’RNA circolante limita le possibilità di successo di questo approccio. 
Inoltre, deve essere sottolineato che ogni pannello/metodica di NGS ha i propri livelli di sensibilità e 
di specificità che possono variare in maniera significativa. Pertanto, i risultati ottenuti con uno 
specifico pannello non possono essere generalizzati. Ogni pannello deve essere sottoposto ad una 
necessaria fase di validazione e/o verifica per determinare la sua affidabilità ed i suoi limiti. 
Infine, la possibilità di analizzare ampie regioni genomiche con la NGS ha ampliato notevolmente 
l’utilizzo della biopsia liquida per lo studio dei meccanismi di resistenza ai farmaci biologici (6-8). 
Ad esempio, grazie alla analisi con NGS della biopsia liquida sono stati scoperti molti dei meccanismi 
di resistenza agli inibitori  tirosinchinasici di nuova generazione nel tumore del polmone come pure 
le mutazioni di reversione di BRCA in pazienti con carcinoma ovarico trattate con inibitori di PARP 
(Poli ADP-ribosio polimerasi). Questi approcci devono essere in qualche modo considerati 
sperimentali, in quanto non sono disponibili al momento terapie specifiche per queste alterazioni nella 
pratica clinica. È innegabile, tuttavia, che la acquisizione di queste informazioni può favorire la 
personalizzazione dei trattamenti e l’eventuale arruolamento in studi clinici. Pertanto, seppur non 
indicato nella pratica clinica, l’impiego del test NGS su biopsia liquida per lo studio della resistenza 
in pazienti trattati con farmaci biologici può sicuramente fornire informazioni rilevanti in centri 
accademici che abbiano a disposizione un ampio numero di trials clinici. 
Vista la complessità dei dati che derivano da ampi pannelli genici e la necessità di una loro corretta 
interpretazione nel contesto dello scenario clinico, si raccomanda che i risultati di test NGS effettuati 
con pannelli ampi siano discussi nell’ambito dei Molecular Tumor Boards (MTBs). 
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6.1.   Carcinoma del colon-retto (CCR) 
 

Le applicazioni della biopsia liquida per rilevazione di ctDNA nel carcinoma del colon-retto (CCR) 
sono un campo emergente di ricerca e riguardano prevalentemente: a) la malattia in stadio iniziale 
per una valutazione prognostica e quindi sulla base del rischio definito personalizzare la scelta della 
terapia adiuvante, e b) la malattia in stadio avanzato per l’analisi di mutazioni RAS e BRAF e il 
monitoraggio delle terapie a bersaglio molecolare. 
Malattia in stadio I-III - La possibilità di utilizzare il ctDNA quale marker di malattia minima residua 
(MMR), mediante la ricerca in circolo di mutazioni specifiche somatiche presenti nel tessuto o 
attraverso approcci agnostici come la valutazione dei marcatori di metilazione, è diventato un settore 
emergente della ricerca clinica per il CCR localizzato. In questo ambito è stata già osservata una 
correlazione tra la presenza ctDNA dopo rimozione chirurgica del tumore primario e la recidiva della 
malattia, sia in stadio II che III (1-4) ed è emerso come, nel caso di analisi di mutazioni somatiche, la 
ricerca di più di una variante e l’utilizzo di prelievi seriati aumenti l’accuratezza nel predire la 
presenza di MMR (4). i dati attualmente disponibili sono provenienti da serie eterogenee, molto 
spesso con un limitato numero di pazienti, non sempre trattati con i regimi chemioterapici adiuvanti 
attualmente standard, e manca una contestualizzazione rispetto ad altri markers clinici, immunologici 
e molecolari che permetta di gerarchizzare l’importanza di questa determinazione rispetto ad altre 
standard o emergenti (es. immunoscore, CDX-2,MSI). Questa applicazione della biopsia liquida 
per la malattia in stadio iniziale, pertanto, è da ritenersi ancora sperimentale.   

Malattia in stadio IV - Numerosi studi hanno dimostrato la fattibilità di eseguire il test RAS su biopsia 
liquida come potenziale sostituto dell’analisi su tessuto tumorale nel CCR metastatico. La 
concordanza tra i due approcci con le attuali tecniche di sequenziamento varia dal 60 all’80% (5) , 
anche se bisogna considerare che il tumore e il sangue periferico sono due tessuti distinti e pertanto 
non è ragionevole attendersi una concordanza perfetta e che le discrepanze osservate in termini di 
specificità – assumendo il tessuto tumorale come riferimento – trovano giustificazione nel fatto che 
la biopsia liquida è in grado di superare l’eterogeneità spaziale e temporale che limitano l’analisi 



  

tissutale. Certamente la biopsia liquida offre i vantaggi di un approccio relativamente non invasivo e 
più duttile, sia per la possibilità di effettuare più facilmente la determinazione dello stato mutazionale 
in base al momento esatto dell’intervento terapeutico con anti-EGFR, sia per il ridotto TAT. Tuttavia, 
alcune considerazioni limitano l’utilizzo nella clinica della biopsia liquida per ricerca di ctDNA quale 
sostituto per l’analisi mutazionale di RAS ai fini dell’esclusione dalla terapia con cetuximab e 
panitumumab. Quest’analisi non è ancora controllata in generale da programmi di controllo di qualità 
esterna (External quality assessment [EQA] schemes), come quelli messi in atto per l’analisi tissutale, 
e non esistono sufficienti evidenze cliniche per stabilire in termini quantitativi quale sia la soglia 
percentuale di alleli RAS mutati determinata su sangue periferico che conferisca resistenza alla terapia 
con anti-EGFR, visto che la conoscenza attuale si basa su analisi svolte su tessuto tumorale nei trial 
clinici registrativi. Pertanto, data la mole di evidenze scientifiche riportate in letteratura a supporto 
dell'analisi di alterazioni a carico del ctDNA in integrazione a quanto già disponibile per quanto 
riguarda il DNA estratto da campioni tissutali, in casi selezionati e discussi all'interno dei gruppi 
multidisciplinari è raccomandabile l'utilizzo delle procedure di cui sopra anche al di fuori di studi 
clinici, ma per esigenze cliniche opportunamente identificate. 
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6.2 Carcinoma della mammella  
 

Il tumore della mammella è caratterizzato da un elevato livello di eterogeneità molecolare, che vede 
la presenza di cloni cellulari portatori di differenti alterazioni geniche che ne guidano la crescita e la 
proliferazione. La presenza di alterazioni molecolari rende, in alcuni casi, il tumore responsivo ad un 
trattamento, ma, la co-presenza di cloni cellulari portatori di altre mutazioni, fa si che durante il 
trattamento vengano selezionati cloni minoritari, ma resistenti alla terapia, della quale ne 
determineranno il fallimento (1). 
Numerosi studi hanno dimostrato una possibile utilità clinica della biopsia liquida nelle pazienti 
affette da tumore della mammella, sia nell’identificazione di biomarcatori predittivi di risposta o 
resistenza al trattamento, sia come monitoraggio quantitativo del ctDNA durante il trattamento stesso 
(2-6). 
In particolare, analisi in biopsia liquida di geni frequentemente mutati nel tumore della mammella 
(i.e. Estrogen Receptor 1 [ESR1], PhosphoInositide 3-kinase [PI3K], tumor protein p53 [p53]) sono 



  

state associate anche alla valutazione del carico tumorale all’identificazione ed al monitoraggio della 
malattia residua in pazienti sottoposte ad intervento chirurgico (7), e come significativo fattore 
prognostico (8). 
Recentemente è stato dimostrato che mutazioni a carico del gene ESR1 hanno un ruolo predittivo di 
resistenza al trattamento con CDK4/6 inibitori. In particolare, le mutazioni di ESR1 sono state 
analizzate nel ctDNA di 1017 pazienti con tumore della mammella metastatico prima e dopo un mese 
di trattamento con palbocliclib in combinazione ad antiaromatasico come prima linea, ed è stato 
dimostrato che la presenza delle mutazioni riduceva significativamente la progression free survival 
(PFS) al trattamento (ESR1 wild type vs ESR1 mut 26.7 vs 11 mesi, p<0.001). Inoltre, nel gruppo di 
pazienti mutate (3.2%), è stato dimostrato anche che la clearance delle mutazioni di ESR1 nel ctDNA 
dopo un mese di trattamento predice una sopravvivenza più lunga, rispetto al gruppo di pazienti che 
manteneva quantità di mutazione nel ctDNA rilevabili (ESR1 mut cleared vs ESR1 mut detected 24.1 
vs 7.4 mesi, p<0.001). I risultati finali di questo studio, presentato durante il congresso ASCO 2020, 
per valutare se lo screening delle mutazioni del gene ESR1 avessero effettivamente validità clinica, 
saranno riportati nel 2021 (PADA-1 trial - NCT03079011) (9). 
Il trattamento con alpelisib, inibitore del gene PIK3CA, è stato nel 2019  approvato da FDA per il 
trattamento delle pazienti con tumore della mammella metastatico, PIK3CA-mutato. Lo studio 
registrativo ha infatti dimostrato che il trattamento con alpelisib prolunga la PFS delle pazienti che 
avevano ricevuto una linea precedente di terapia endocrina (10). In Italia, alpelisib è utilizzabile 
all’interno di studi clinici, al momento della elaborazione di queste Raccomandazioni. 
Alcuni studi hanno dimostrato che l’insorgenza di mutazioni nel gene PIK3CA è uno dei meccanismi 
di resistenza acquisita all’ormonoterapia (11, 12). Per questo motivo, il trattamento con alpelisib, è 
stato approvato da FDA (Food and Drug Admnistration)sulla base della presenza di mutazioni di 
PIK3CA sia su tessuto (qualora disponibile) che su biopsia liquida. 
Il trattamento con l’inibitore di PI3K è approvato sulla base della presenza di una delle seguenti 
mutazioni del gene PIK3CA: p.C420R, p.E542K, p.E545A, p.E545D, p.E545G, p.E545K, p.Q546E, 
p.Q546R, p.H1047L, p.H1047R, p.H1047Y. 
Benchè approcci tecnologici come l’NGS, consentano un migliore studio della eterogeneità clonale 
della malattia permettendo l’identificazione di molteplici biomarcatori ed una valutazione della 
evoluzione molecolare neoplastica durante il follow-up clinico, questi restano, ad ora, raccomandati 
solo all’interno di studi clinici. 
In conclusione, per quanto riguarda il tumore della mammella, è verosimile che l’analisi su plasma 
delle mutazioni del gene PIK3CA, sarà a breve raccomandata in pratica clinica. 
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6.3. Melanoma  
 

Numerosi studi hanno dimostrato una possibile utilità clinica della biopsia liquida nei pazienti affetti 
da melanoma, sia nell’identificazione delle mutazioni di BRAF e di NRAS per impostare il trattamento 
(qualora non sia disponibile il tessuto), sia come monitoraggio quantitativo del ctDNA durante il 
trattamento stesso (1-5). 

In particolare, le analisi delle mutazioni nei geni BRAF e/o NRAS nel ctDNA tramite metodiche di 
RT-PCR o ddPCR sono state associate alla valutazione del carico tumorale (6), all’identificazione 
della MMR in pazienti sottoposti ad intervento chirurgico radicale (7), e come significativo fattore 
prognostico in pazienti affetti da melanoma in stadio II/III (8-10) o con malattia metastatica (6). 
Inoltre, l’analisi del ctDNA è stata proposta come utile biomarcatore della risposta alla terapia con 
inibitori delle chinasi o con immunoterapia, e della comparsa precoce di resistenza al trattamento (11-
14). 

Come accaduto in altri contesti neoplastici, anche per il melanoma sono stati recentemente introdotti 
pannelli multigenici di NGS per lo studio del ctDNA (15-16). Tale approccio permette di estendere 
l’analisi della biopsia liquida anche ai casi che non presentano mutazioni in BRAF/NRAS. Inoltre, tale 
metodica consente un migliore studio della eterogeneità clonale in malattia metastatica e permette 
una valutazione non invasiva della evoluzione molecolare neoplastica durante il follow-up clinico. 

Oltre allo studio del cfDNA, sono stati proposti altri biomarcatori in biopsia liquida nei pazienti con 
melanoma. Tra questi, la valutazione della espressione esosomiale di PD-L1 (Programmed death-
ligand 1) è risultata marcatore predittivo di risposta alla immunoterapia (17). 

Bisogna sottolineare che mutazioni nel gene BRAF sono state identificate nel cfDNA dell’1.4% dei 
pazienti in screening dermatologico (18) e che quindi ulteriori studi sono necessari a determinarne 
possibili implicazioni diagnostiche al fine di evitare falsi negativi, dovuti al basso carico di malattia, 



  

che si riflette in un minimo rilascio di ctDNA. Infatti, la concordanza tra ctDNA e tessuto aumenta 
proporzionalmente allo stadio della malattia, salendo al 25-40% circa negli stadi II/III, fino al 70% 
circa negli stadi IV (8, 10, 19). 

Riassumendo, l’utilizzo del ctDNA nel melanoma metastatico si è dimostrato un utile strumento per 
l’identificazione di biomarcatori predittivi di risposta a targeted therapy (BRAF, NRAS), 
l’identificazione di biomarcatori predittivi di resistenza a targeted therapy (comparsa di NRAS 
durante il trattamento della malattia BRAF mutata con TKI), monitoraggio durante il trattamento con 
targeted therapy e con immunoterapia (8, 12, 19, 20). Tuttavia, data la mole di evidenze scientifiche 
riportate in letteratura a supporto dell'analisi di alterazioni a carico del ctDNA in integrazione a quanto 
già disponibile per quanto riguarda il DNA estratto da campioni tissutali, in casi selezionati e discussi 
all'interno dei gruppi multidisciplinari è raccomandabile l'utilizzo delle procedure di cui sopra anche 
al di fuori di studi clinici, ma per esigenze cliniche opportunamente identificate. 
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7. Problematiche di Clinical Utility, sostenibilità, accesso al test molecolare e 
accesso ai  farmaci su indicazione biopsia liquida in un SSN universalistico  

Nella valutazione del possibile inserimento di un test molecolare nei LEA (livelli essenziali di 
assistenza) è opportuno valutarne la possibile validazione in termini di Validità clinica e di Utilità 
clinica, termini che non sono considerati quali sinonimi. 
La “validità analitica” è definita infatti, nel nostro ambito di valutazione come: Abilità di un test 
di identificare un target molecolare presente nel DNA circolante.  
L “utilità clinica”, è definita invece come: Abilità di un test di guidare una decisione terapeutica 
che determina un vantaggio in termini di sopravvivenza globale (overall survival, OS) e qualità 
della vita (quality of life, QOL). 
La validità clinica e la utilità clinica rappresentano ambiti diversi e presuppongono una validazione 
prospettica. Se infatti la validità clinica può ricevere validazione interna, per esempio nell’ ambito di 
uno studio clinico, la validazione dell’utilità clinica deve avvenire nell’ ambito della dimostrazione 
prospettica di un valore aggiunto e venire considerate cost-effective. 
Il NICE (National Institute for health and care excellence) ha publicato il 18 gennaio 2018 un 
Medtech innovation briefing su test mutazionali di EGFR in biopsia liquida per il NSCLC localmente 
avanzato o metastatico (1). Gli esperti consultati nel briefing evidenziavano come possibili benefici 
la ridotta necessità di re-biopsia, ridotto numero di accessi ospedalieri, un incremento dei pazienti 
con corretta diagnosi con offerta di trattamento appropriato e diagnosi più precoce.  
E’ stata recentemente pubblicato un Health Technology Assessment (HTA)dall’ Ontario Health 
Quality (2).  Le conclusioni dell’HTA erano che la biopsia liquida identifica una proporzione elevata 
di pazienti con la mutazione EGFR p.T790M offrendo l’opportunità di un trattamento personalizzato. 
Va però considerata un triage test, da utilizzare e a cui far poi seguire una biopsia tissutale se negativa 
a causa del basso valore predittivo negativo. La biopsia liquida “triage” è più cost-effective della 
biopsia tessutale in prima istanza.  
Studi di questo tipo sono assolutamente necessari per future analisi anche in considerazione del 
mutato scenario determinate dallo studio FLAURA con l’approvazione di osimertinib in prima linea 
di trattamento. 
E’ inoltre assolutamente necessario che le analisi costo beneficio nella medicina di precisione vadano 
integrate con le analisi costo beneficio del farmaco a bersaglio molecolare, considerando il costo 



  

globale della cura che include tutte le procedure di monitoraggio, accesso ospedaliero, mantenimento 
capacità lavorativa, ecc. 
Un approccio emergente per la biopsia liquida è l’impiego di piattaforme di comprehensive genome 
profiling (CGP), basate su tecnologie di NGS. 
Il CGP ha in effetti rivoluzionato il trattamento dei tumori umani attraverso la possibilità che il 
trattamento possa venire impostato su base tessuto agnostica ovvero sulla base di un biomarcatore 
per un target “actionable” a prescindere dal tessuto di origine. 
FDA  ha infatti approvato secondo la procedura “agnostic approval”: 
 
-pembrolizumab per il trattamento di tumori solidi metastatici con elevata MSI o deficit del mismatch 
repair (MMR) (3). 
- pembrolizumab per il trattamento con di tumori solidi metastatici con elevato TMB (4). 
- larotrectinib (5) e successivamente entrectinib (6) per il trattamento di neoplasie solide con il 
riarrangiamento di NTRK. 
 
Successivamente anche EMA (European Medical Agency) ha approvato: 
- larotrectinib (7) ed entrectinib (8) per il trattamento di pazienti adulti e pediatrici affetti da tumori 
solidi avanzati e non resecabili con riarrangiamento di NTRK. 
 
In un recente studio sono stati correlati i dati di GCP e le caratteristiche ed outcomes clinici in 4064 
pazienti con NSCLC. È stato possibile dimostrare la concordanza fra trattamento targeted 
personalizzato e beneficio clinico in OS e fra elevato TMB e beneficio in OS con immunoterapia. 
Tale studio anche se non disegnato formalmente per la validazione in termini di utilità clinica, offre 
una vision real world che necessiterà ulteriori analisi di cost-effectiveness (9).  
Le piattaforme di CGP possono oltre all’ NGS includere altre tecnologie in grado di analizzare acidi 
nucleici estratti da materiale istologico ma anche da biopsia liquida (plasma o altri fluidi biologici). 
La biopsia liquida con l’utilizzo di saggi di profilazione genomica sono raccomandati dalle linee 
guida del College of American Pathologists (CAP) e dell’International Association for the Study 
of Lung Cancer (IASLC). 
I vantaggi concettuali del CGP in biopsia liquida non si limitano alla semplicità di acquisizione del 
cfDNA ma anche della rappresentatività dell’intero burden tumorale in una dinamica longitudinale 
qualora si sospetti l’emergere di un nuovo target. 
L’offerta commerciale  di piattaforme di CGP in biopsia liquida rappresentano una grande 
opportunità ma pongono grosse criticità per il corretto impiego ed una adeguata accessibilità in un 
Sistema universalistico. Nel referto vengono in genere presentate opzioni di impiego di farmaci sulla 
base dei dati molecolari o viene suggerita l’adesione a studi clinici. A parte ovviamente la necessità 
di garantire da parte delle singole Istituzioni adeguati standard etici, unMTBappare necessario per 
definire una linea di condotta per la rimborsabilità (un possibile percorso viene offerto dal Fondo 
AIFA 5%: vedi Raccomandazioni Molecular Tumor Board) e  definire un Quadro normativo che 
identifichi le reali condizioni di impiego di CGP in biopsia liquida indicandone i needs di maggiore 
priorità quali malattie orfane, condizioni di refrattarietà alla prima linea di trattamento, ecc.  A questo 



  

scopo sono necessari studi di cost-effectiveness nel contesto nazionale considerando ovviamente il 
costo del trattamento. 
Una grande opportunità ma da gestire nell’ambito di un Sistema controllato e sostenibile. 
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8.  Applicazioni della biopsia liquida nel contesto della ricerca clinica 

8.1. Monitoraggio della risposta alla terapia  

8.1.1 Monitoraggio della risposta alla terapia nel tumore del polmone 
L’utilizzo del ctDNA si sta confermando sempre più un valido ed utile strumento per il monitoraggio 
della risposta al trattamento in pazienti affetti da tumori solidi con alterazioni target di terapia. Le 
tecniche radiologiche tradizionali non producono lo stesso tipo di informazioni e questo può avere 
conseguenze sulla capacità di comprendere i meccanismi molecolari di resistenza limitando il 
potenziale diagnostico e di adattamento terapeutico. L’identificazione della MMR dopo la chirurgia, 
così  come la capacità di predire la recidiva in tempo utile, resta ancora un importante unmet-need, al 
qualela valutazione del ctDNA può dare importanti risposte. 
Il ctDNA ha una clearance relativamente elevata, e questo lo rende un ottimo biomarcatore per 
riflettere in tempo reale il dinamismo adattativo della malattia, fornendo un metodo potenzialmente 
molto utile per la gestione del paziente durante il trattamento. La rilevazione del ctDNA negli stadi 
avanzati del tumore del polmone è già stata dimostrata in molti studi), ed è noto che la concordanza 
tra ctDNA e tessuto aumenta all’aumentare della stadiazione TNM (i.e. stadio I, 57.9%; stadio II, 
66.7%; stadio IIIA, 90%) ). Inoltre, il ctDNA si e’ dimostrato piu’ sensibile rispetto ai marcatori 
tumorali tradizionali, tra cui CA19.9 e CEA15.5, in vari studi). 
L’analisi del ctDNA è in grado di dare informazioni riguardo l’eterogeneità intratumorale, che 
contribuisce, tramite selezione clonale, alla comparsa della resistenza al trattamento (8). La necessità 



  

di ottenere informazioni sull’eterogeneità tumorale del NSCLC, pone le basi per valutare la risposta 
al trattamento utilizzando il monitoraggio del ctDNA. E’ stato dimostrato che alcune mutazioni 
bersaglio di targeted therapy, come EGFR, MET e BRAF sono per lo piu’ mutualmente esclusive a 
livello clonale e compaiono precocemente nella tumorigenesi, spiegando cosi’ le risposte importanti 
ed uniformi che si vedono nei differenti siti di malattia quando queste alterazioni sono colpite da un 
trattamento target (9, 10). Durante la terapia, più del 75% dei tumori sviluppano una selezione clonale 
di alterazioni drivers, con la comparsa di nuove mutazioni in geni come PIK3CA, NF1, KRAS, TP53, 
e NOTCH (11). Inoltre, alcune mutazioni possono comparire in corso di terapia in singole regioni, a 
conferma delle limitazioni che può avere la biopsia tissutale in una singola sede (11). 
Proprio in considerazione dei motivi sopra elencati, l’analisi del ctDNA riveste un ruolo molto 
importante nel monitoraggio della risposta al trattamento in pazienti affetti da NSCLC portatori di 
una mutazione druggable (i.e. EGFR, ALK). Il monitoraggio del ctDNA si è dimostrato utile non solo 
per identificare la comparsa di mutazioni acquisite durante il trattamento, ma anche per una 
valutazione quantitativa dinamica delle mutazioni note.  
Molti studi hanno dimostrato che nella malattia EGFR mutata il ctDNA è in grado di: 
- rilevare al basale sia la mutazione attivante di EGFR che la presenza di eventuali altre mutazioni, 
permettendone un monitoraggio quantitativo in grado di identificare le variazioni in maniera dinamica 
e quantitativa durante il trattamento con TKIs (gefitinib, erlotinib, afatinib, osimertinb). È stato 
dimostrato infatti che le variazioni del ctDNA trovano conferma nelle risposte cliniche e radiologiche, 
in quanto variazioni in incremento o riduzione del ctDNA correlano rispettivamente con progressioni 
o risposte parziali o complete al trattamento (12-14) e, 
- identificare la comparsa di nuove mutazioni di resistenza contemporaneamente alla progressione di 
malattia o con un anticipo di circa 2 mesi (15, 16) 
Anche per quanto riguarda la malattia ALK traslocata, il monitoraggio tramite ctDNA durante il 
trattamento con TKI (crizotinib, alectinib, brigatinib, ceritinib, lorlatinib) puo’ essere un utile 
strumento per: 
- indentificare la comparsa di nuove mutazioni di resistenza a carico del gene ALK stesso oppure in 
altri geni (17, 18), e 
- monitorare l’evoluzione delle mutazioni secondarie di ALK o altri geni, durante il trattamento (17, 
18). 
Tra i maggiori limiti del monitoraggio con ctDNA, resta l’impossibilità di identificare meccanismi di 
resistenza associati al cambiamento dell’istotipo, ed una linea guida che identifichi la tecnologia più 
indicata per l’esecuzione dell’analisi (19). 
 
In conclusione, le informazioni a sostegno dell’utilizzo della biopsia liquida a scopo di 
monitoraggio della targeted therapy nel NSCLC (EGFR mutato o ALK traslocato) sono solide e 
riproducibili. Considerando la possibilità di utilizzare linee successive di trattamento con 
farmaci con caratteristiche molecolari ben differenziate, per poterne sfruttare a pieno la loro 
potenzialità, il monitoraggio tramite ctDNA rappresenta uno strumento compatibile con una 
mini-invasività, e con una sensibilità e specificità idonee allo scopo. 
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8.1.2. Monitoraggio della risposta alla terapia nel tumore del colon retto 
Un campo di esplorazione della biopsia liquida nel tumore del colon retto è l’analisi molecolare 
dinamica dell’evoluzione della malattia, capace di rilevare l’eterogeneità biologica temporale del 
tumore superando anche i limiti dell’eterogeneità spaziale della biopsia su tessuto. 
La ricerca di mutazioni di RAS nella malattia metastatica del colon retto, infatti, si prefigge l’obiettivo 
di monitorare la resistenza acquisita in corso di trattamento con anti-EGFR e l’affinamento della 
selezione dei pazienti da candidare ad un rechallenge terapeutico. In entrambi i casi ci si basa su forti 
evidenze traslazionali che hanno dimostrato come la resistenza in corso di anti-EGFR si associ 
all’aumento di alleli mutati RAS e del dominio esterno di EGFR e che questo comportamento segua 
un andamento pulsatile (1 ), con un decadimento esponenziale nel tempo che richiede mediamente 
3.4 e 6.9 mesi, rispettivamente (2). Dati emergenti, inoltre, sono disponibili sull’utilizzo della biopsia 
liquida nella determinazione di meccanismi di resistenza RAS-indipendenti, quali per esempio 



  

l’amplificazione di MET o ERBB2 e le mutazioni di BRAF e MEK, aprendo lo scenario per nuove 
prospettive terapeutiche (1). 
Tuttavia, i dati a supporto dell’utilizzo della biopsia liquida a scopo di monitoraggio della terapia 
anti-EGFR provengono da serie limitate di pazienti e non sono conclusivi per l’utilizzo in 
pratica clinica (3), mancando della dimostrazione di un eventuale impatto terapeutico. 
I dati riguardanti la selezione molecolare per il rechallenge sono da considerarsi fortemente 
suggestivi di una possibile e utile razionalizzazione dell’impiego di questa strategia terapeutica, 
pur necessitando di validazioni su popolazioni più ampie (4,5).  
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8.2. Analisi di liquidi biologici diversi dal plasma  

Ai giorni nostri, per “biopsia liquida”, da un punto di vista strettamente legato all’approvazione 
clinica, viene considerato esclusivamente il prelievo di sangue venoso periferico. In questo ambito 
l’unico analita clinicamente rilevante per l’esecuzione di analisi molecolari è rappresentato dal 
ctDNA estratto da plasma (1). In realtà, il concetto di “biopsia liquida” è molto più ampio e va ad 
abbracciare, oltre al sangue venoso periferico, anche altri fluidi biologici (urina, saliva, liquido cefalo-
rachidiano, liquido pleurico, altri versamenti) (2). In questo ambito è stato dimostrato come l’analisi 
condotta su acidi nucleici estratti da questi fluidi possa garantire risultati analoghi a quelli ottenuti su 
campione ematico. Addirittura l’analisi condotta su questi fluidi biologici potrebbe garantire risultati 
superiori al plasma quando si va a considerare la valutazione di lesioni metastatiche in particolari siti 
anatomici (ad esempio il sistema nervoso centrale) (3). Numerosi studi hanno evidenziato la presenza 
di materiale genetico tumorale in questi fluidi rendendo questi campioni candidati a pieno titolo nella 
valutazione dell’assetto mutazionale ai fini predittivi e prognostici, nel monitoraggio della risposta ai 
trattamenti, nella valutazione di malattia minima residua e nella valutazione tempestiva della 
comparsa di meccanismi di resistenza ad un determinato trattamento, nei pazienti affetti da neoplasia 
maligna (2). A livello renale, la filtrazione glomerulare rappresenta un processo naturale di 
ultrafiltrazione del plasma, permettendo il passaggio nelle urine di piccoli frammenti di DNA, anche 
quello liberato dal tumore (4). Il più grande vantaggio delle urine, rispetto ad altri campioni, è 
rappresentato dalla non invasività del prelievo e dalla possibilità di disporre di un campione pressoché 
illimitato ottenuto con un’ottima compliance del paziente (2). Purtroppo un limite non trascurabile è 
rappresentato dalla elevata attività della DNA idrolasi urinaria che contribuisce ad una rapida 



  

degradazione del DNA (5). Nonostante questo limite, utilizzando metodiche dotate di un’elevatissima 
sensibilità è possibile ottenere ottimi risultati sul campione di urine in termini di sensibilità e 
specificità nella rilevazione di mutazioni clinicamente rilevanti (6). Nello studio clinico di fase 1/2 
per rociletinib (TIGER-X), gli autori hanno confrontato i risultati ottenuti nella rilevazione di tre 
diverse mutazioni in EGFR (p.T790M dell’esone 20, p.L858R dell’esone 21 e delezioni dell’esone 
19) sul campione di urine (90-100 ml) con quelli ottenuto su corrispondente campione tissutale (gold 
standard).  I risultati sul campione di urine hanno evidenziato una sensibilità pari al 93%, 80% e 83% 
ed una specificità per le stesse mutazioni pari al 96%, 100% e 94% (7). Sebbene la puntura lombare 
sia una procedura piuttosto invasiva, l’analisi del DNA tumorale estratto dal liquido cefalo-rachidiano 
trova, come già accennato, indicazione soprattutto in casi di malattia metastatica con singola 
localizzazione al sistema nervoso centrale (2). Diversi studi hanno infatti evidenziato come l’analisi 
del DNA tumorale estratto da liquido-cefalorachidiano sia in grado di garantire risultati superiori, in 
termini di identificazione delle mutazioni, rispetto al plasma, permettendo ad un numero maggiore di 
pazienti affetti da neoplasia maligna metastatica di accedere a trattamenti farmacologici mirati (8, 9). 
In maniera simile, anche liquido pleurico e liquido ascitico hanno evidenziato promettenti risultati 
soprattutto in casi di patologia neoplastica localizzata al torace ed all’addome, rispettivamente (9). 
L’indicazione al possibile utilizzo della saliva deriva dall’evidenza della presenza al suo interno di 
differenti proteine, acidi nucleici, elettroliti, ed ormoni liberati da organi differenti (2). Oggetto di 
studio nei pazienti con carcinoma del polmone a cellule non piccole, il suo possibile utilizzo nella 
pratica clinica è fortemente limitato dalla bassa sensibilità (non superiore al 50%) (10). Oltre ai fluidi 
biologici, recentemente sono entrati a far parte in un contesto più ampio del concetto di “biopsia 
liquida” anche i fluidi di scarto che si producono durante la processazione dei campioni citologici 
(11). In questo caso, infatti, l’analisi molecolare condotta su acidi nucleici estratti da questi fluidi di 
scarto potrebbe andare ad integrare la diagnosi morfologica evitando di sacrificare il materiale 
diagnostico tissutale (11). 
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8.3. Potenziali applicazioni nell’ immunoterapia  

Gli Inibitori di check-point immunitari (immune-checkpoint inhibitors, ICIs), somministrati da soli o 
in combinazione, hanno rappresentato un’importante rivoluzione nel trattamento di numerose 
neoplasie aumentandone le percentuali di sopravvivenza. Tuttavia, non tutti i pazienti traggono 
beneficio dal trattamento e soltanto una parte di essi mostra una risposta significativa o un beneficio 
a lungo termine. Fattori biologici e/o immunitari individuali influiscono probabilmente sulla 
eterogeneità nella risposta. Per tale motivo l’identificazione di biomarcatori predittivi di risposta o di 
resistenza al trattamento con ICI assume oggi un ruolo particolarmente importante al fine di 
selezionare i pazienti che possono trarre maggior beneficio dall’immunoterapia.  
Molti elementi biologici e tecnici comportano che la determinazione dell’espressione 
immunoistochimica di PD-L1  su tessuto tumorale non sia adeguatamente rappresentativa della 
neoplasia nel suo complesso, e della eterogeneità anche temporale che spesso la caratterizza (1). 
Anche il TMB, proposto più recentemente come marcatore predittivo, necessita di una maggiore 
standardizzazione e di una ulteriore validazione analitica e clinica.  In tale contesto, l’utilizzo della 
biopsia liquida potrebbe superare, nel prossimo futuro, alcuni di questi limiti. 
Facendo seguito alle importanti informazioni ottenute dall’utilizzo della profilazione genomica in 
pazienti in trattamento con targeted therapy, attualmente numerosi studi sono in corso con l’obiettivo 
di valutare il potenziale utilizzo di cfDNA/ctDNA e CTC, ma anche delle forme solubili di 
checkpoints immunitari, di talune sottopopolazioni linfocitarie come le cellule T, e di vescicole 
esosomiali, quali biomarcatori predittivi di risposta nei pazienti in trattamento con ICIs. 
Alcuni studi hanno valutato in diverse neoplasie l’espressione dei livelli plasmatici o sierici basali di 
PD-L1, dosati singolarmente o in associazione ad altri checkpoints immunitari (2-6). Tali studi hanno 
mostrato che elevati livelli della forma solubile di PD-L1 (sPD-L1) sono associati a caratteristiche 
prognostiche sfavorevoli e ad un peggiore outcome clinico. I risultati dei primi studi condotti su 
pazienti sottoposti a trattamento con ICIs sembrano, inoltre, evidenziarne un ruolo predittivo, che va 
tuttavia confermato in più ampie coorti prospettiche (7-9).  
Inoltre, anche il PD-L1 esosomiale può essere rilevato nel plasma ed è stato studiato come 
biomarcatore, mostrando come concentrazioni elevate di PD-L1 esosomiale in pazienti affetti da 
melanoma in trattamento con ICI siano associate a prognosi peggiore (10,11).  
La valutazione dell'espressione di PD-L1 su CTC, invece, rimane ad oggi tecnicamente più 
complessa, prevalentemente a causa dei bassi livelli CTC riscontrabili nei fluidi biologici, e i risultati 
degli studi pubblicati appaiono piuttosto eterogenei (12,13). 



  

Recentemente alcuni studi hanno mostrato come la valutazione quantitativa del cfDNA e del “numero 
di instabilità genomica” (“Genomic Instability number” - GIN), ma anche la determinazione del TMB 
su plasma (blood TMB  [bTMB]) possano essere predittivi di risposta ad ICIs. In uno studio che ha 
analizzato la concentrazione di cfDNA e GIN in diversi tumori solidi, in cui un GIN più elevato 
indicava più alterazioni del numero di copie, una riduzione del GIN durante il trattamento era 
predittiva di risposta (14). Su cfDNA è anche possibile studiare la presenza di differenti mutazioni 
genetiche e di instabilità dei microsatelliti (15).  Per esempio le mutazioni del gene STK11 sembrano 
associate ad una riduzione della risposta terapeutica in pazienti con NSCLC in trattamento con ICIs 
(16). 
Molteplici sono anche le evidenze a favore di un potenziale ruolo predittivo del bTMB, studiato 
soprattutto in pazienti con NSCLC in trattamento immunoterapico (17); tali evidenze necessitano, 
tuttavia, di una validazione tecnica che tenga conto della possibilità di alterazioni genomiche legate 
al fenomeno dell’ematopoiesi clonale (18). 
Infine, sembrano promettenti anche i dati sperimentali riguardanti lo studio del T-cell receptor (TCR) 
dei linfociti T-periferici, effettuata mediante il sequenziamento della regione complementare-
determinante 3 (CDR3), unica per ciascun TCR. Questo studio funzionale dei linfociti T, permette di 
definire la concentrazione del “repertorio di cellule T” con la stessa specificità neoantigenica ed è 
attualmente in studio per stratificazione dei pazienti in trattamento immunoterapico (19,20). 
L’applicazione della biopsia liquida all’immunoterapia rappresenta, pertanto, un ambito di attiva 
ricerca, che ha la potenzialità di fornire nel prossimo futuro dei biomarcatori “dinamici” e ripetibili, 
nell’ottica della personalizzazione del trattamento immunoterapico. 
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9. La refertazione  

La refertazione è parte integrante della procedura diagnostica e dovrebbe 
contenere le seguenti informazioni: 
– L’identificazione univoca del paziente comprendente codice fiscale 
– L’identificazione del medico e della struttura che ha richiesto l’analisi. 
– La motivazione della richiesta (setting clinico e obiettivo dell’esame richiesto) 
– Il materiale utilizzato per l’analisi (tipologia, volume) 
– Il momento del prelievo (diagnosi, periodo intra-post chemioterapia o terapia biologica) 
– La data del prelievo del materiale utilizzato per l’analisi 
– Le modalità di conservazione del prelievo 
– La data di arrivo del campione nel laboratorio che esegue l’analisi 
– La metodica impiegata per l’esecuzione dell’analisi con indicazione della sensibilità e dei limiti del 
test 
– Le mutazioni indagate 
– I risultati del test, con specificazione del tipo di mutazione eventualmente rilevata 
– L’interpretazione del dato e una valutazione complessiva dell’analisi con le eventuali problematiche 
legate al caso 
–  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 di sensibilità e/o 
resistenza.  
Il referto 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 dal 
responsabile del servizio. 



  

In considerazione dell’impatto sulla strategia terapeutica, il tempo per la refertazione non deve 
superare i 5 giorni lavorativi dalla richiesta della determinazione. 
Nota: data la sensibilità diagnostica globale dei risultati ottenuti su plasma e siero (circa 87%), per 
sensibilità analitiche dell’1%, i risultati negativi per mutazione NON vanno identificati come “wild 
type”, essendo sempre possibile una falsa negatività.  
Per effetto di una dinamica variabile di rilascio in circolo del cfDNA, l’esito della metodica su biopsia 
liquida non raggiunge il 100% di concordanza rispetto alla biopsia tissutale. In caso di negatività si 
consiglia pertanto di ripetere la ricerca di mutazioni in prima istanza su una seconda biopsia liquida 
e/o su biopsia tissutale, se tecnicamente effettuabile.  
 


