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6 fusioni

49 biopsie liquide NSCLC

30 WT19 mutati 22 test  tessuto

8 WT 14 mutati



Biopsia liquida

• Procedura non invasiva o minimamente invasiva

• Rappresentativa di lesioni multiple

• Ruolo prognostico e predittivo

• TAT più rapido

• Permette un monitoraggio longitudinale

Keller ta l., 2021 BJC, Dao et al. 2023 Int J Mol Sci



F.E. Femmina 54 anni

In attesa di poter programmare biopsia tessutale ESEGUE BIOPSIA LIQUIDA

Fumatrice. 10/2024 frattura patologica del bacino e TVP arto inferiore sx con neodiagnosi di 
mts epatiche, ossee e linfonodali a verosimile primitività polmonare. 

10 ml di sangue in provetta stabilizzat Stabilizzata
Volume plasma: 4.0ml; Sistema estrazione Maxwell CsC (Promega) 
KIT:RSC ccf DNA plasma + RSC miRNA Plasma and Serum + CSC RAPID ccf DNA plasma
Input caricato:45ng; Sistema di analisi: Genexus/OPA (Thermofisher)

DABRAFENIB+ TRAMETINIB



11/2024 test effettuato su biopsia tissutale

(Brown et al., 2025; Chen & Zhao, 2019; Esposito Abate et al., 2019; Hu et al., 2018; Rachiglio et al., 2016). 

Istiocitosi a cellule di 
Langerhans

Emopoiesi clonale

Lesioni benigne 
precancerose



Plasma ctDNA can now be considered a valid tool for genotyping of 
newly diagnosed patients with advanced NSCLC, and results are often 
complementary to those of tissue analysis.

At the time of acquired resistance after TKI therapy in an oncogene-driven 
NSCLC, initial use of ctDNA is preferred for evaluation of mechanisms of 
resistance (“plasma-first”), with repeat tissue biopsy if plasma ctDNA is 
uninformative.

Recommendations ctDNA testing IASLC-AIOM



R.E.  Femmina 53 anni 

Non fumatrice, commessa

5/2025 per algie agli arti inferiori e anca dx esegue RM bacino che evidenzia diverse lesion ossee.

6/2025 TC TB mdc: nodo polmonare LSD (35x34x46) e minuti noduli bilaterali. Plurimi linf. mediastinici
e ilari. Formazione nodulare tiroidea

• Esegue biopsia bronchiale + broncoaspirato:

Quadro citologico compatibile con cellule di adenocarcinoma



Analisi molecolari su broncoaspirato: “microscopic tumor enrichment”

DNA extraction, amplification, 
purification, analysis

Sistema estrazione Maxwell CSC DNA/RNA FFPE KIT (Promega)
[DNA]=0,8 ng/ul
[RNA]=1,3ng/ul
Sistema di analisi: Genexus/OPA
Input caricato:16 ng



Analisi molecolari su liquida

SCELTA METODO DI ANALISI:Mutazione pintiforme a bassa frequenza 
valutabile in RT-PCR. In questo caso bassa concentrazione di DNA. 
Quantità non sufficiente per eseguire questo tipo di test.



SM, donna 46 anni, never smoker,

In seguito a dolori ossei esegue accertamenti

TC TB mdc: esteso rimaneggiamento osseo a livello di bacino, vertebre dorsali e omero destro. A 
livello polmonare lesione parenchimale ilare posteriore LSS e multiple nodularità LIS.

Stadio cT4N1M1b (mts ossee)

ESEGUE BIOPSIA OSSEA : localizzazione di adenocarcinoma del polmone (TTF1 debole e focale)

PROFILO MOLECOLARE CON NGS:

EGFR, KRAS, BRAF, ERBB2: TUTTO WT

ALK, ROS1, RET, NTRK, METex14: non valutabili per analisi RNA fallita

RT-PCR ALK, ROS1, RET, NTRK, METex14: non valutabile

IHC ALK, ROS1, pan-TRK: negativo?  (controlli positivi solo esterni)



Esegue prelievo di sangue per analisi NGS su plasma (cfTNA)

Provetta EDTA
Volume plasma: 4.5ml Sistema estrazione Maxwell CSC (Promega) 
KIT:RSC ccf DNA plasma + RSC miRNA Plasma and Serum + CSC RAPID ccf DNA plasma 

Input caricato:22ng
Sistema di analisi: Genexus/OPA (Thermofisher)



Trattamento con Alectinib

Difficoltà tecniche legate a tessuto decalcificato. EDTA per tempi brevi. Prelievi 
dedicati al test molecolare.

Alla prima rivalutazione PR su 

tutte le lesioni ossee e 

polmonari: prosegue 

trattamento con Alectinib



Plasma ctDNA can now be considered a valid tool for genotyping of 
newly diagnosed patients with advanced NSCLC, and results are often 
complementary to those of tissue analysis.

At the time of acquired resistance after TKI therapy in an oncogene-driven 
NSCLC, initial use of ctDNA is preferred for evaluation of mechanisms of 
resistance (“plasma-first”), with repeat tissue biopsy if plasma ctDNA is 
uninformative.

Recommendations ctDNA testing IASLC-AIOM



Alla seconda rivalutazione TC TB mdc: nuovo rimaneggiamento osseo a livello di coste, vertebre dorsali e sacrali. A 
livello polmonare lesione parenchimale ilare stabile ma comparsa di multiple nodularità polmonari diametro 
massimo cm 0,4 associate ad adenopatie mediastiniche, localizzazioni epatiche.

In attesa di programmazione biopsia tessutale ESEGUE NUOVA BIOPSIA LIQUIDA

SM, donna 46 anni, never smoker



Biopsia liquida in fluidi corporei non-plasma

DNA libero circolante in fluidi non di derivazione ematica possono essere di elevate utilità in tutti 
gli stadi di NSCLC



F.A Maschio 66 anni
Ex fumatore. Ex saldatore
Per tosse persistente eseguiva TC torace (02/2023):  nella piramide basale sinistra una
formazione addensante di 42x30x28 mm verosimile lesione produttiva. 
Concomitano numerosissime formazioni nodulari diffuse in entrambi I polmoni, verosimile
disseminazione secondaria; si osservano formazioni linfonodali in sede mediastinica e ilare.

Esegue EBUS-TBNA sedi 7, 11L, 11R:
Quadro citologico compatibile con cellule di adenocarcinoma

Estrazione DNA, 
amplificazione, 
purificazione, analisi



Analisi molecolari su EBUS-TBNA



In considerazione dello stadio avanzato di malattia e del profilo

molecolare indicazione a trattamento di I linea con Osimertinib 

(04/2023).

TAC TB del 4/2025: PD

A destra, nel contesto del LM appare lievemente incrementata di volume la 

localizzazione grossolanamente tondeggiante, la cui componente consolidativa sulle

scansioni assiali attualmente ha diametro 19 mm vs 15 mm.

A destra è altresì incrementato di volume un nodoulo satellite nell'ambito del LID 5 vs 

3 mm.

• Giugno 2025: esegue broncoscopia per ricaratterizzazione molecolare:

• Biopsia bronchiale: frustoli di parenchima polmonare

• Broncoaspirato: cellule di adenocarcinoma



• Giugno 2025: esegue broncoscopia per ricaratterizzazione molecolare:

• Biopsia bronchiale: frustoli di parenchima polmonare

• Broncoaspirato: cellule di adenocarcinoma

Estrazione DNA, 
amplificazione, 
purificazione, analisi



Analisi molecolari su broncoaspirato



4/2025 avviato Gefitinib (con buona tolleranza, non effetti collaterali).  Gefitinib è un TKI di prima 
generazione che è meno potente ed efficace di Osimertinib, ma essendo anche meno specifico ha attività 
anche su mutazioni di resistenza a Osimertinib come la mutazione p.(C797S)



Agosto 2025: progressiva comparsa di ipoacusia e atassia per cui veniva riprogrammata
ristadiazione con TAC TB con riscontro di lieve riduzione della lesione polmonare sinistra e 
stabilità delle altre lesioni extracraniche.

Progressivo peggioramento neurologico e comparsa di importante disfagia richiedente
ricovero.
RM encefalo: comparsa di 2 millimetriche lesioni dell'emisfero cerebellare destro (non 
giustificava la intensità dei sintomi del paziente) per cui eseguita rachicentesi.

• Esame citologico su liquor: negativo per cellule 
neoplastiche

Estrazione DNA, amplificazione, 
purificazione, analisi



Analisi molecolari su surnatante Cf DNA da liquor





- Seconda rachicentesi: positiva per cellule di adenocarcinoma

- Analisi molecolari su cellule: ex19 delins ma non per C797S.

9/2025 ha avviato la combinazione (Gefitinib+Osimertinib) con migloramento neurologico discreto e progressiva 
ripresa della deambulazione. 
Durante il ricovero sovrainfezione batterica a livello polmonare che ne è stato il motivo del decesso.



Nel marzo 2019 diagnosi di adenocarcinoma polmonare su biopsia bronchiale con adenopatie sovra e 
sottodiaframmatiche e lesione encefalica frontale singola. 

PROFILO MOLECOLARE CON NGS: KRAS G12C

ALK, ROS1, RET, NTRK, METex14: negativo

PD-L1: negativo

Eseguito trattamento radioterapico stereotassico su lesione frontale (DFT 24 Gy).

Avviata CT di I linea sec schema CDDP/Pemetrexed x 4 cicli seguita da pemetrexed in mantenimento

Alla 1° TC TB di rivalutazione: RP di malattia. SD encefalica.

La paziente veniva sottoposta a intervento di lobectomia inferiore dx + linfadenectomia (ypT2ypN2)

Alla 2° TC TB di rivalutazione: PD encefalica e SD polmonare

Arruolata in protocollo 20190009, studio randomizzato in aperto di confronto tra AMG 510 

e docetaxel.   Eseguito Monitoraggio molecolare in longitudinale.

ME, 56 anni, “light smoker”



ME, 56 anni, “light smoker”

ctDNA KRAS p.G12C

START PR SD SD SD PD

Limiti:

Biologici («tumor 
shedding»)

«Timing »
Progressione molecolare vs 
rdiologica

Mancanza di una 
«threshold» standardizzata

Disponibilità di trattamenti

Sostenibilità



CONCLUSIONI

✓ Sebbene in alcuni settings è ancora sperimentale, la biopsia liquida è ormai entrata 
nella pratica clinica ed è in continua espansione per applicazioni e fluidi corporei 
utilizzati.

✓ Nel NSCLC il test su biopsia liquida non può ancora sostituirsi ai test su tessuto (ci 
sono aspetti che la biopsia liquida non può predire: IHC di markers predittivi come 
PDL1 e nuovi marcatori emergenti TROP2; trasformazione istologica tumorale).

✓  Test su matrici biologiche diverse devono essere eseguiti in ottica integrativa e 
complementare al fine di identificare al meglio tutte quelle alterazioni che hanno un 
risvolto clinico.



GRAZIE PER LA VOSTRA
ATTENZIONE
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