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Biopsia Solida

mBC HR+/HER2-

Ruolo principale

Rappresentativita

Invasivita

Ripetibilita

Limiti tecnici

Biopsia Liquida (ctDNA)
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mBC HR+/HER2-

Gene Livello
ESCAT
PIK3CA 1A
AKT1 1A
PTEN IB
ESR1 1A
BRCA1/2 1A

ESCAT —

Scale for Clinical
Actionability of

Molecular Targets ... .‘



Alterazioni Somatiche Driver (Stabili)

Mutazioni Acquisite (Pressione Selettiva)

Presenti fin dalle fasi precoci nel tumore
primitivo e persistenti nelle lesioni metastatiche.
Rappresentano I'impronta genetica di base.

Emergono sotto la spinta della terapia.
Segnano l'evoluzione del tumore verso nuovi
meccanismi di sopravvivenza.

Via PI3BK/AKT/PTEN

Riparazione del DNA

Ciclo Cellulare e
Sopravvivenza

¢
|

Genotipi Chiave:
PIK3CA, AKT1, PTEN

Genotipi Chiave:
gBRCA1/2, gPALB2

Genotipi Chiave:
CCND1, TP53

ESR1 dominio LBD




mBC HR+/HER2-

Gene Funzione Tipo di Alterazione Prevalente
Principale
PIK3CA Oncogene Mutazioni specifiche a singolo
nucleotide (Hotspot)
ESR1 Recettore Mutazioni acquisite nel dominio di
Estrogenico legame del ligando
(Resistenza)
PTEN Oncosoppressore Delezioni geniche complete o
mutazioni frameshift
AKT1 Oncogene Mutazione hotspot specifica (E17K)

=17%

Coesistenza di cloni
Tesistenti multipli

PIK3CA

21%-35%

“! Tasso di Positivita Globale




Heat-map showing the association of the main ESR1 and PIK3CA codon
variants with concomitant ctDNA alterations in other oncogenic pathways.

PI3K/AKT pathway alterations co-occurrence ESR1 5371 ‘ . .
in the first 3 lines of therapy (n=2,639)
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Gerratana et al. Breast Cancer Research (2023) 25:112
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Breast Cancer Research and Treatment (2024) 207:599-609
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Raccomandazioni 2025:

Test Molecolari su
Biopsia Liquida
in Oncologia

Guida clinica e algoritmi decisionali

per la pratica oncologica

A cura del Gruppo di Lavoro:
AIOM, SIAPEC-IAP, SIBIOC, SIF.

Algoritmo Clinico: Carcinoma Mammario (HR+/HER2-)

Progressione dopo CDK4/6i + Terapia Endocrina (Setting Metastatico)

v

Triage Biopsia Liquida:
Ricerca mutazioni di
resistenza

Se ESR1 mutato

Se PIK3CA / AKT1/PTEN alterati

Esito Negativo

v

v

v

@ Switch a SERDs
(Elacestrant, Camizestrant)

@ Switch a Fulvestrant +
Capivasertib o Alpelisib

A Reflex Testing su Tessuto

Nota Tecnica (PTEN)
La perdita di funzione di PTEN (ampie

delezioni) é difficile da rilevare su ctDNA.

Recidiva Precoce (<12 mesi)
Se PIK3CA mutato: Nuova indicazione (Studio
INAVO120) -> Fulvestrant + Palbociclib + Inavolisib.




Pre-Analitica

/

Raccolta, processamento e

purificazione del cfDNA.

(I fondamento dell'integrita

del campione).

ﬁﬂn g

Analitica Post-Analitica

Regolamentazione

=/
Selezione del metodo e Interpretazione
validazione del saggio. bioinformatica e
(Lestrazione del segnale refertazione clinica.
dal rumore). (La traduzione in insight
azionabile).

Workflow diagnostico

\ J

Conformita FDA, IVDR e
standard di accreditamento.
(La garanzia di sicurezza
per il paziente).




PIK3CA
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upstream: ligand-independent
non-coding transcriptional
exons activator (AF-1)
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Genomic rearrangements involving the ESR1 gene.

gene rearrangements POLH |
| 180 263 302 595
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ARTN2
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TCF12

Biological functions of ESR1 fusion partners.

AKR1D1
COAS
CDK13
NOP2
MTHFD1L
GYG1
PCMT1
ARMT1

DAB2
CLINT1
TFG

YAP1, SOX9, TCF12, ARNT2
NCOAT1, GRIP1, CDK13

Transcriptional

regulation

Enzymatic/
metabolic
processes

Intracellular
trafficking

Cytoskeletal

organisation/
cell adhesion

CCDC170, AKAP12,
PCDH11X, PLEKHGT, LPP

DNA/RNA
binding &
processing

Signal
transduction/

regulatory
pathways

ARID1B

TNRC6B

PLEKHG1
AKAP12
DAB2
TFG

Oncogene volume 45, 2075-2084 (2026)



https://www.nature.com/onc

Expert Rev Mol Diagn. 2025 Dec;25(12):903-914.

Table 1. Analytical performance of commercial PCR-based assays for ESRIm detection in liquid biopsy

Sensitivity  Input ESRT hotspot mutation coverage Turnaround

Assay name and manufacturer* (%)  DNA(ng) E380Q V422del 5462Q L536P L536H L536R Y537C YS37D Y537N Y5375 D538G Others time
Quantitative PCR (qPCR)

QuantiDeX

exoMutater Kit (Asuragen) w02 N vV V V V V VS 5-6 hours

APIS ESR1 qPCR Kit (APIS

Assay Technologies) 0.500% 10-30 o W e (N R TN v Vv P535H, L536Q 2 hours

QLT BRI 0040-0330% 25ng v Vo N B oV e o N i PS35H, L536Q 3 hours

g 2 G344D, H356D, H356Y, L370F, L3791, E380K, V418E,
9&%5’22&%%%’”5 ERI= 0050020% 30ng v ¢ VvV vV v ¥ ¥ ¥ G L6, HAL vsy(z)s, L5366, L536K, L536G, 5-6 hours
Y537H, DS38N, D538Y, L5499

Digital PCR (dPCR)

dPCR dDPLEX ESR7 Mutation 2-

Detection (Bio-Rad)® 0.010-0.025% ng J J J ( J J J J J J <8 hours

dPCR (17 mutations) i D538N, L536Q_delinsAG,

Crystal Digital PCR Assay 0.120-0.150 '7,,5;20 valle " Gl A 1 SN AleT S A b AR 4 YS37H, YS37N_delinsTA, Y5375_delinsAG, NS

(Stilla Technologies) Y5375 _delinsCA

APIS ESRT dPCR Kit (APIS 10-

Assay Technologies) 0.100% 30ng v v vV v v vV v v Vv V LS36Q, PS35H <4 hours

TDersotp(léch:rzx ;bgutation 0.500% 2?‘ MoV vV vV v v v v VSHEL5360, 15366, L536K, YS3TH, DS38E NS

4|l assays are for research use only, except Gencurix Droplex, approved for in vitro diagnostics.

bPercentage refers to the lowest reliable variant allelic frequency detected >95% of the time. Ranges indicate mutation variability.
‘Updated Bio-Rad assay with 11 ESR1m coverage will be available soon.

Abbreviations: dPCR, digital PCR, ESR1m, ESR1 mutations; NS, not specified; PCR, polymerase chain reaction; qPCR, quantitative PCR.



Expert Rev Mol Diagn. 2025 Dec;25(12):903-914.

Table 2. Analytical performance of commercial NGS-based assays for ESRTm detection in liquid biopsy.

NGS assay name and manufacturer

Study

ESR1 exon coverage®

Sensitivity®  Turnaround time

Guardant360 CDx (Guardant Health)

FoundationOne Liquid CDx (FoundationOne)
Oncomine Breast ctDNA Assay (Thermo Fisher Scientific)

InVisionSeq ctDNA Assay
(NeoGenomics)

lon AmpliSeq Custom DNA Panel
(Thermo Fisher Scientific)

Plasma-SeqSensel Breast Cancer IVD Kit (Sysmex)®

QlAseq Targeted DNA Panel Kit
(QIAGEN)

PredicineCARE Ultra
(Predicine)

MammaSeq*

oncoReveal core LBx
(Pillar Biosciences)

AVENIO ctDNA Expanded Kit V2
(Roche)

AmoyDx HANDLE Breast Cancer Liguld NGS Panel (AmoyDx)

Gerratana et al. [62];
Jacob et al. [63]
Woodhouse et al. [64]
Dhingra et al. [65];
Nteliopoulus et al. [66]
Gale et al. [67];
Nteliopoulus et al. [66]
Yanagawa et al. [68];
Guttery et al. [43];
Shaw et al. [43]
Martens et al. [70];
Virga et al. [71]

Keup et al. [72];
Callens et al. [11]

Liao et al. [73]

Smith et al. [74]
Cao et al. [75]

Rojo et al. [76]

48

4-8
57,8

4,8
NS

578
Full CDS
NS

Hotspots only
4-8

Full CDS
4-8

0.2-1.1% 7 days
0.4% NS
0.1% 2 days
0.5-0.33% NS
0.2-3.0% 1 day
0£0% 2 days
0.1% NS
0.06% 6 days
0.1% NS
0.15% < 3 days
0.5% 5 days
0.2-1% 2-3 days

2Exon coverage and numbering is based on the consensus CDS CCDS5234.1.
PPercentage refers to the lowest varient allelic frequency that can be reliably detected > 95% of the time. A range indattes variabity depending on specific

mutation or concentration of input DNA.

“Guardant360 CDx specifies the following 23 ESR1m are covered: K303R, E380Q, V392, S436P, S466P; L469N; R503W; V534E; L36H; L5361; L536P; L536R; L536Q;
L536G; L536K; Y5375; Y537C; Y537D; Y537H; Y537N; D538G; D538E; T594R.

dNot currently available in the US.

Only available through University of Pittsburgh Medical Center.

Abbreviations: CDS, coding sequence: cfDNA, cell-free DNA; ctDNA, circulating lumor DNA, ESR1m, ESR1 mutations; IVD, in vitro diagnostic; LBx, liquid biopy; NG

next-generation sequencing; NS, not specified.



Strategie analitiche

Parametri

dPCR (PCR Digitale)

NGS (Sequenziamento)

Copertura (Coverage)

D Solo varianti hot-spot note

Approccio agnostico su
ampie regioni

Sensibilita / LOD

. Eccellente 0.001%-1%

Alta 0.01%-5% con UMI

Rilevazione Fusioni e CNV

Alta processivita

Valutazione Tumor Fraction

Si, con grandi pannelli

Turnaround Time (TAT)

~7 giorni

Costi

O0®000e

> 800-1200 €

La dPCR offre velocita, alta sensibilita a basso costo per mutazioni gia codificate. L'NGS
e I'approccio indispensabile per ampie profilazioni, identificazione di meccanismi di
resistenza complessi e ricerca agnostica.




Metodologie NGS a confronto

Parametro

Input di DNA

Amplicon-based

(es. TAm-Seq, Safe-SeqS)

Richiede quantita inferiori

Hybrid capture-based

Richiede quantita maggiori

Costi & Efficienza

Piu economico, alti tassi
“on-target”

Costi superiori, ma
copertura piu uniforme

Artefatti PCR

Maggiore probabilita

Rileva meno duplicati PCR
(ideale per campioni
ctDNA)

Caso d'Uso ldeale

Esperimenti su piccola
scala, target mirati

Grandi pannelli (CGP),
Whole-Exome Sequencing
(WES)




variant allele fraction (VAF)

Abnormal Alleles
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Metastatico Cellulare

La VAF correla
direttamente con la massa
tumorale complessiva
presente nell'organismo.

L'estensione e il numero
delle sedi secondarie
influenzano la
concentrazione di DNA
rilasciato.

Il tasso di apoptosi e
necrosi cellulare determina
lo "shedding" (rilascio) di
frammenti nel plasma.



Breast Cancer Res. 2025 Jul 1;27:122.
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Utilita clinica del monitoraggio in tempo reale

Studio PADA-1

Paradigma Tradizionale

Attendere la progressione clinica e radiologica (RECIST) per modificare I'impianto terapeutico.
Un approccio che interviene su una malattia gia macroscopicamente resistente.
Progressione
Clinica
Paradigma PADA-1

Monitoraggio Monitoraggio Monitoraggio Monitoraggio Monitoraggio

Monitoraggio seriale in real-time tramite droplet digital PCR (ddPCR). Intercettazione
Identificazione precoce dei cloni mutati ed esecuzione di uno switch terapeutico mirato
(verso i SERD) nella finestra molecolare pre-clinica.

Progressione clinica
senza mutazione o
gmmmmemenees >} decesso
H Fuori studio
! e
Monitoraggio seriale . (395 pazient) Step 3
del CtDNA tramite . (Randomizzazione 1:1)
ddPCR (ogni 2 cicli ;;er Step 1
ot >12.500 campioni di Trattamento Iniziale
101&;::':"“ sangue totali) ¢ friae) Terapia Standard s"gp:’zg:f:zm
Terapia Stand Continuativa «»  Fulvestrant all
(ER*/HER.Z‘ mBC, Inibitore (Al + Palbociclib) pto;ressi;ne clinica
prima linea) dell'Aromatasi (Al) + Emergenza di per il braccio
+ Palbociclib bESR1-mut senza standard.
sincrona (RECIST) Switch Sperimentale
(Fulvestrant +
Accesso allo Step 2 Palbociclib)
(172 pazienti)

100% 1

75% 1

25% 1

Probabilita di Sopravvivenza
8
R

o
®

D

Hazard Ratio: 0.54 (95% Cl 0.38 - 0.75)

Riduzione del rischio di progressione del 46%
a favore dello switch a Fulvestrant.

Dati PFS 5.9m vs 12.8m

Pazienti con bESR1-mut
Non Rilevabile a 2 Mesi
100% -

1 68.2%
60%

40% 32.1%

20% -

Braccio Braccio Switch
Mantenimento Al Fulvestrant



Studio PADA-1

Matrice Diagnostica:
Fattori Associati all'lInsorgenza di bESR1-mut

PADA-1 ha permesso per la prima volta di identificare i determinanti clinici e patologici basali che
predispongono all'insorgenza della mutazione in corso di terapia con Al e Palbociclib.

Sede Metastatica

Assetto Recettoriale

Fattori Demografici

Fattori Sistemici

o

Metastasi Ossee: Forte
associazione.

(Solo 0sso: OR 2.7 | Osso +
altri siti: OR 2.1).

Il microambiente osseo
potrebbe favorire la
selezione dei cloni mutati.

b4

e

Espressione ER: Positivita
correlata.

Un incremento del 10%
nell'espressione di ER (IHC)
aumenta il rischio (OR 1.1).
Indica una marcata
dipendenza del tumore dal
signalling recettoriale.

M

Eta Anagrafica: Le pazienti
piu giovani presentano un
rischio maggiore di
comparsa della mutazione
(OR 1.2 per ogni decade di
diminuzione).

it

Livelli di LDH: Un livello
elevato di lattato
deidrogenasi al basale (OR
1.6) correla con una
maggiore incidenza,
indicando un potenziale
legame con il burden
tumorale o il metabolismo
aggressivo.

Le pazienti con metastasi viscerali e intervallo libero da malattia <3 anni mostravano un rischio maggiore di progressione clinica sincrona
(impossibilita di intercettazione precoce).
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