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INTRODUZIONE

In questi ultimi anni, I'individuazione di un
numero crescente di biomarcatori predittivi
di risposta a specifici trattamenti con far-
maci biologici antineoplastici ha modificato
notevolmente i protocolli oncologici. Una
delle patologie tumorali che, con l'introdu-
zione nella pratica clinica degli inibitori tirosi-
no-chinasici (TKI) anti-EGFR, ha beneficiato
maggiormente di tale rivoluzione farmaco-
logica ¢ I'adenocarcinoma polmonare in fase
metastatica.

Alla data attuale, I'oncologo puo stabilire il
trattamento solo dopo che sia stato definito lo

Il ruolo della biopsia liquida nella diagnosi
e monitoraggio delle resistenze alla terapia

stato mutazionale di due importanti marcatori
EGFR e ALK predittivi di risposta,' ma in un
prossimo futuro sara richiesto anche l'assetto
genetico di altri marcatori quali ROS1, BRAF,
HER2, KRAS ed altri ancora.

Alcune determinazioni molecolari sono rea-
lizzate in situ in quanto richiedono sezioni
istologiche per analisi immunoistochimiche o
di ibridazione (FISH) a scopo predittivo; altre
determinazioni sono in vitro e richiedono
sezioni di tessuto o campioni citologici per I’e-
strazione del DNA. Pertanto, la diagnosi mor-
fologica con annessa caratterizzazione immu-
noistochimica e le analisi molecolari per la
migliore scelta terapeutica richiedono glo-
balmente la disponibilita di una quota consi-
stente di tessuto tumorale.

Circa il 30% dei pazienti affetti da cancro pol-
monare ¢ sottoposta ad intervento chirurgico.
Per tali pazienti si dispone di abbondante tes-
suto. Per i rimanenti pazienti la diagnosi ¢ affi-
data a campioni bioptici che talora risultano
poveri di cellule neoplastiche a seguito della
caratterizzazione istologica, e pertanto non
idonei per 'esecuzione di test molecolari.
Anche i campioni citologici possono presen-
tare problemi di adeguatezza e creare difficolta
al patologo in quanto a seguito del loro uti-
lizzo si puo perdere la documentazione della
diagnosi effettuata.

Questa problematica clinica emerge anche
da ampi trials clinici, quali IPASS ed INTE-
REST, che hanno sottolineato una scarsita di
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materiale biologico da destinare ad analisi
molecolari nel 20-50% dei pazienti con can-
cro polmonare in fase avanzata o metastatica.
Tutte queste motivazioni giustificano il forte
interesse della comunita scientifica e medica
oncologica verso un materiale biologico alter-
nativo, piu facilmente accessibile, come la
biopsia liquida.

Gli studi pubblicati finora sull’argomento
hanno dimostrato 'affidabilita dei test mole-
colari per lindividuazione delle mutazioni
di EGFR a partire da DNA libero circolante
(cfDNA).

Per tale motivo, nel 2014, 'EMA ha approvato
l'utilizzo del plasma per la determinazione
dello stato mutazionale di EGFR in funzione
del trattamento con TKI qualora non sia pos-
sibile eseguire il test su tessuto/citologia per
mancanza di materiale neoplastico idoneo.

ANALISI MUTAZIONALI DI EGFR
SU PLASMA

Lutilizzo della biopsia liquida per indagini
mutazionali rappresenta attualmente un set-
tore in rapida espansione sia in ambito di
ricerca traslazionale sia in ambito di diagno-
stica molecolare oncologica per i pazienti
affetti da adenocarcinoma polmonare, in fun-
zione della migliore scelta terapeutica.

Gli studi finora condotti sono stati rivolti a
varie componenti presenti nel sangue: cellule
tumorali circolanti (CTC), micro-RNA, eso-
somi e cfDNA. Il maggiore interesse ¢ attual-
mente concentrato sul cfDNA e in particolare
sul DNA tumorale circolante (ctDNA) che
rappresenta in molti casi una piccola frazione
rispetto a tutta la quota di DNA proveniente
dalle cellule normali presente nel plasma.

Per I'analisi mutazionale sono state utilizzate
varie procedure che differiscono per sensibilita
e specificita. Sulla base degli studi finora pub-
blicati, appare chiaro che le procedure piti ido-
nee sono quelle caratterizzate da elevata sen-
sibilita, in considerazione dei livelli di ctDNA
che potrebbero rappresentare una minima fra-
zione rispetto alla totalita del cfDNA.

Fra le metodiche ad alta sensibilita maggior-
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mente utilizzate, vanno citate le metodiche
specifiche per il target mutato, quali la meto-
dica ARMS con primer scorpion, la PNA-LNA
clamp e la PCR digitale*”?, mentre nell’ambito
delle metodiche di sequenziamento basato
su PCR, che amplificano sia il DNA normale
che mutato, il deep-NGS (sequenziamento
di seconda generazione in profondita) con-
sente di evidenziare rari alleli mutati in virtu
dell’alto numero di sequenze effettuate.*®
Nella pratica clinica ¢ preferibile optare per
procedure ad alta sensibilita che, utilizzate
nel contesto di kit commerciali con controlli
interni positivi e negativi, risultano standar-
dizzate e che richiedono piattaforme alta-
mente tecnologiche.

Recentemente, abbiamo valutato I’affidabi-
lita del test mutazionale su sangue mettendo
a confronto due metodiche, il deep-NGS su
piattaforma GS Junior 454 e la real-time PCR
allele-specifica mediante kit cobas “EGFR V2
Mutation test” su piattaforma cobas z 480.°¢
Per questa finalita abbiamo analizzato il san-
gue di 69 pazienti affetti da adenocarcinoma
polmonare, localmente avanzato o metasta-
tico, positivi per mutazioni di EGFR su tessuto
neoplastico e di 21 individui di controllo privi
di mutazioni di EGFR.

Per ogni test mutazionale sono stati utiliz-
zati 2ml di plasma dai quali ¢ stato estratto il
cfDNA con kit cobas “cfDNA Sample Prepara-
tion” che utilizza colonnine dedicate all’estra-
zione di DNA da plasma.

Il test mutazionale ¢ stato condotto con il kit
cobas “EGFR V2 Mutation test” che utilizza
controlli interni positivi e negativi per 'ampli-
ficazione PCR allele-specifica.

La sensibilita dell’analisi real-time cobas e
dell’analisi NGS sul plasma prelevato prima
del trattamento, in confronto all’analisi su tes-
suto, ¢ stata del 72% e 74% rispettivamente.

La specificita ¢ risultata del 100%. La concor-
danza dei dati ¢é risultata molto elevata (R2 >
95%) (Fig. 1).

In particolare, il test in real-time ha rivelato
una grande sensibilita riuscendo ad eviden-
ziare mutazioni di EGFR anche quando pre-
senti in concentrazioni bassissime come docu-
mentato dal sequenziamento in NGS (Tab. 1).
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LA BIOPSIA LIQUIDA PER
IL MONITORAGGIO DEI PAZIENTI
CON NSCLC

La biopsia liquida rappresenta una procedura
clinica non invasiva che consente di effettuare
saggi mutazionali ripetibili nel tempo idonei al
monitoraggio dello stato di malattia neopla-
stica.

Alcuni studi hanno esplorato con successo
questa possibilita’ ed ¢ stato inoltre dimo-
strato che il monitoraggio delle mutazioni di
EGEFR nel sangue consente di evidenziare la
presenza di mutazioni inducenti resistenza,
quali la T790M, anche vari mesi prima della
evidenza clinica di progressione di malat-
tia.®

Gli studi condotti sul monitoraggio hanno solo
recentemente esplorato la possibilita di “quan-
tificare” la presenza degli alleli mutati nel san-
gue. Nell’ambito di una casistica di 27 pazienti,
affetti da adenocarcinoma polmonare con

B) RESPONSIVI LENTI

14 v

mutazioni di EGFR nel tumore primitivo e nel
plasma prelevato prima della terapia, abbiamo
deciso di monitorare I'effetto dei TKI fin dai
primi giorni di trattamento, dal quarto al ses-
santesimo, e successivamente ogni due mesi
a partire dalla scomparsa di alleli mutati nel
sangue.®

L’analisi mutazionale ¢ stata condotta utiliz-
zando i metodi di estrazione e amplificazione
sopra menzionati; la piattaforma cobas z 480
per la detezione della mutazione EGFR ha uti-
lizzato un software dedicato per la quantifica-
zione della mutazione su plasma (EGFR Blood
Analysis Package Software).

Nel 95% dei casi ¢ emersa una riduzione pro-
gressiva dei livelli ematici di EGFR mutato fin
dal quarto giorno di trattamento con un TKI
anti-EGFR (erlotinib).

In particolare, la riduzione osservata era supe-
riore al 50% entro il quattordicesimo giorno
nel 70% dei pazienti esaminati, definiti quindi
responsivi rapidi (Fig. 2).

Figura 2
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La riduzione si ¢ realizzata molto pill lenta-
mente, con un azzeramento dei livelli ema-
tici di EGFR mutato fra il trentacinquesimo
e il sessantesimo giorno dall’inizio della tera-
pia, per i rimanenti pazienti che si sono quindi
comportati come responsivi lenti al tratta-
mento con TKI. Inoltre, due pazienti respon-
sivi lenti non hanno avuto un azzeramento
della mutazione sensibilizzante, ma un incre-
mento intorno al ventesimo giorno dall’inizio
del trattamento (Fig. 2).

Allincremento della mutazione sensibiliz-
zante nel plasma ha fatto seguito, in entrambi

APPLICAZIONI CLINICHE
DELLA BIOPSIA LIQUIDA

La biopsia liquida ¢ stata approvata recente-
mente soltanto per l'analisi mutazionale di
EGFR nei pazienti con carcinoma polmonare
che non dispongono di prelievi tissutali/cito-
logici idonei al test molecolare.

Altra possibilita di applicazione ¢ il moni-
toraggio dei pazienti in funzione del tratta-
mento per una diagnosi precoce di ripresa di
malattia, sulla base della presenza di muta-
zioni sensibilizzanti o inducenti resistenza.
La quantificazione delle mutazioni nel pla-
sma potrebbe avere vari risvolti nella pratica

i casi, la comparsa e 'incremento della muta-
zione T790M.

Dalla comparazione dei dati di “risposta
molecolare” con quelli della risposta clinica
¢ emerso che una rapida risposta plasmatica
si associava significativamente ad una mag-
giore percentuale di riduzione della massa
tumorale.

Studi clinici su una pitt ampia popolazione
saranno necessari per stabilire il signifi-
cato clinico prognostico e predittivo di una
risposta molecolare precoce verso una tar-
diva.

clinica, sia di natura predittiva che progno-
stica. Tuttavia, saranno necessari studi clinici
multicentrici per chiarire il significato clinico
della valutazione precoce di “risposta mole-
colare” nel plasma.

Anche in ambito di ricerca la biopsia liquida
potra essere di grande aiuto soprattutto
nell’ambito di studi clinici randomizzati volti
a stabilire le relazioni dose-effetto e l’efficacia
di farmaci differenti.

Infine, in un prossimo futuro, grazie alla
biopsia liquida sara possibile la determina-
zione simultanea di altri biomarcatori mole-
colari mediante sequenziamento di nuova
generazione.
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