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Tutte le varianti incluse nalle regioni

analizzate
Rilevazione di varianti a singolo S Si Raccomandazioni 2025 per esecuzione di Test
nucleotide (SNV) Mol lari Bi ia Liquida in O logi
Rilevazioni di fusioni geniche Sub-ottimale Si olecolari su Blopsia Liquida in Oncologia
Rilevazioni di amplificazioni geniche Sub-ottimale Si Documento congiunto AIOM - SIAPeC-IAP - SIBIOC - SIF
(CNV)
Limite di rilevazione [LOD) 0.001%-1% 0.01%-5% Estensori: o ,

- - - Giordano Beretta, Ettore Capoluongo, Romano Danesi, Marzia Del Re, Matteo Fassan, Giuseppe
Valutazione della tumaor fraction No Si (solo grandi pannelli di geni) Giuffre, Stefania Gori, Valerio Gristina, Lorena Incorvaia, Umberto Malapelle, Antonio Marchetti,
Turnaround time {TAT:I Pache ore ~ 7 giorni Nicola Normanno, Carmine Pinto, Andrea Sartore-Bianchi, Nicola Silvestris, Pierosandro

Tagliaferri, Giancarlo Troncone, Saverio Cinieri, Daniele Santini, Antonio Russo
Costi <200 euro >800-1200 euro
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2019

casi biopsia liquida AOU San Luigi

2020 2021 2022

2023 2024 2025

Periodo Numero | Metodo 50
campioni )

Gennaio-giugno 2019 26 Real time -

Luglio-dicembre 2019 23 Eeal time 30

Gennaio-giugno 2020 17 Eeal time

Luglio-dicembre 2020 25 Feal ime 20

Gennaio-giugno 2021 15 Real time .

Luglio-dicembre 2021 14 Real time 10

Gennalo-giugno 2022 11 Feal ime f

Luglio-dicembre 2022 9 Eeal time / NG5S )

Gennaio-giugno 2023 13 Eeal time / NGS

Luglio-dicembre 2023 14 NGS

Gennalo-giugno 2024 16 NGS

Luglio-dicembre 2024 23 NGS

Gennalo-giugno 2025 32 NGS

Luglio-dicembre 2025 107 NG5S

Gennalo maggio 2026 70 NGS

19 mutati

49 biopsie liquide NSCLC

30 WT — 22 test tessuto

8WT

14 mutati

6 fusioni
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LINTRODUZIONE della BIOPSIA LIQUIDE
nella DIAGNOSTICA ONCOLOGICA
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Keller ta l., 2021 BJC, Dao et al. 2023 Int J Mol Sci
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F.E. Femmina 54 anni
Fumatrice. 10/2024 frattura patologica del bacino e TVP arto inferiore sx con neodiagnosi di

mts epatiche, ossee e linfonodali a verosimile primitivita polmonare.
In attesa di poter programmare biopsia tessutale ESEGUE BIOPSIA LIQUIDA

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)

Results / APD20241018-LB¥ / OPAcfTNAW3.2.0 ¥ / APD20241018LB FV ¥

APD20241018LB_FV QC v Key Findings Variants Plugins Reports

n Shvsfindels | Fusions ‘ CNVs |

iClass T Oncomine Variant Class T Gene T Locus hig AA Change T Allele Frequency (%) T call T Coverage T N
Hotspot BRAF chr:140453135 pVEOOE 7.2 PRESENT (HETERGCZYGOUS) 6748 c.1799T=A
Hotspot KRAS chr12:25380283 pASET 0.2 PRESENT (HETEROZYGOUS) 3344 c.175G=A
Hotspot MTOR chri:11130804 p-ELT99K 0.1 PRESENT (HETEROZYGOUS) 3363 ©.3395GA

= Giudizio diagnostico:
CAMPIONE MUTATO NELL'ESONE 15 DEL GENE BRAF (p.V60OE

CAMPIONE NEGATIVO PER LE MUTAZIONI TESTATE DEI GENI EGFR E KRAS. DABRAFENIB+ TRAMETINIB
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LINTRODUZIONE della BIOPSIA LIGUIDE 1B
nella DIAGNOSTICA ONCOLOGICA 1

11/2024 test effettuato su biopsia tissutale

RISULTATO SINOTTICO BIOMARCATORI PREDITTIVI

rete

' oncologica

GENE RISULTATO GENE RISULTATO

FGFR (NM 005228.5) Non alterato ALK Non alterato
WRAS (NM 004985.4) Non alierato ROST Non alterato
BRAF (NM_004333.4) MUTATO p.(V60OE) RET Non alterato
EREBB2 (NM_04448) Non alterato NTRKY Giudizio diagnostico: '
MET (NM_000245.3) Non alterato | CAMPIONE MUTATO NELL'ESONE 15 DEL GENE BRAF (p.V600E,

. CAMPIONE NEGATIVO PER LE MUTAZIONI TESTATE DEI GENT EGFR E ERAS.

DETTAGLIO VARIANTI IDENTIFICATE DEI GENI COMPRESI NEL II

Gene Codifica Sostituzione aminoacidica Esunl-—uq-mmmn——!-ugu—u .
BRAF c.1799T=4 p.(Val600GIu)-p.(VEOOE) 15 25 patogenetica

Non sono state identificate alterazioni patogenetiche nelle regioni testate dei geni compresi nel pannello (*)

Istiocitosi a cellule di
Langerhans

, : per escludergfalsi positivi/negativi riella valutazione del risultato dell’analisi,
VE essere posta particolare attenzione all’individuazione delle varianti germinali (APC, Emopoiesi clonale
ATM, BRCA1, BRCA2, KIT, MLH1, NF1, PTEN, RB1, RET, SMAD4, STK11, TP53, TSC1 e VHL)

e quelle associate CHEKE, ATM, TP53, PLB2, CDK12) BRAF, |5RCAN2}. Lesioni benigne
precancerose

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



Recommendations ctDNA testing IASLC-AIOM
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Diagnostic algorilhm for liquid biopsy use in treatment-naive advanced/metastatic NSCLC
Advanced NSCLC with unknawn
genotype
NSCLC svanzats nafve sl trattamento
Ad istologia non-squamaoss ¢ sel cass 8 istolopa
sqpamos con partolan carstenstche chiniche
l2.g.. paianti gicvani ¢ nonlievi fumason)
- Tissue sample available Tissue sample U
;‘.‘.'// for tumer genotyping for tumer genatypi //\ .
I | d = BIOPSIA TISSUTALE (NGS)
& | BIOPSIA LIQUIDA (etDNA NGS) N~ Campaces cito-moiogico M 5| i erazion i
& Analisi delle alierazioni mobecolari |[+—————<  con quansai e0 quabai  [————= “’“"“*"""* oni molecsleri
- AN . Fd sitivanti® “ ADEGUATA & cellulising, i
4 \ “Plasrja first . mecplmtics
i apprijach” ™ -~
/
Tumer tizsue adequate for Ll !lssue wemifof
uncertain adequacy for
genotyping genotyping
“Saquential "Cemplementary
approach” approach” drivers in plazma
= Tumor issus genotyping Concurrent tumar tissue [N i
L 4 andciona genotyping - [N g TRATTAMENTO SECONDO LINEE GUIDA
Algoritmo 5. NSCLC avanzato naive al trattamento.
! cfDNA enalysis in case of * EGFR /ALK / MET / BRAF f HER2 / KRAS p.G12C /NTRK1-2-3 / RET / ROS1
| owam incomplete tumor
genotyping

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.

Raccomandazioni 2025 per ’esecuzione di Test
Molecolari su Biopsia Liquida in Oncologia
Documento congiunto AIOM - SIAPeC-IAP - SIBIOC - SIF

,VD\] s‘c - g
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L'INTRODUZIONE della BIOPSIA LIQUID& /

R.E. Femmina 53 anni
nella DIAGNOSTICA ONCOLOGICA ]

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”

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

¢
] 5 ¥ z}"' §_:9er )
. ” DNA extraction, amplification, . o 4
I AFATE ot i : * | purification, analysis ' &% E A
. 4 . 224 (( e ', x \ : -
RISULT -\TO SINOTTICO BIOMARCATORI PREDITTIVI
GENE RISULTATO GENE RISULTATO

EGFR (NM _005228.5) WMUTATO p.(L858R) ALK Non alterato

KRAS (NM _004985.4) Non alterato ROSI Non alterato

BRAF (NM _004333.4) Non aiterato RET Non alterato

[ERBB2 (NM _04448) Non alterato NTRK 1, 2, 3 N\Non aiterato

MET (NM_0001127500.3 \Non alterato

DETTAGLIO VARIANTIIDENTIFICATE DEI GENI COMPRE SI NELGFANNELLO

Gene Codifica Sostituzione aminoacidica Esone requenza allelica Categoria **ESCAT \/
[EGFR c.2573 I>G p-(Leu8584rg)-p.(L858R) 21 <5% patogenetica I4

IP53 c.818C>4 p.(Arg273His)-p.(R273H) 8 <3% prob.patogenetica v

limitatamente alla cellularita neoplastica presente nel preparato

CAMPIONE MUTATO NELL'ESONE 21 DEL GENE EGFR

(L858

ico dell'oncogene EGFR, con conseguente attivita costitutiva del dominio catalitico. Tale alterazione
a farmacologica, é associata a risposta al trattamento con TKI (Sharma V. et al., Nature Reviews Cancer

La mutazione identificata risiede nel dominio tirosina I
in assenza di alterazioni g bili di 1
2007).

iche r 74

La muntazione identificata ha una _firequenza allelica al di sotto del LoD previsto dalla metodica ntilizzata (<5%). Si

consiglia, se clinicamente opportunoe a gindizio delle Specialista Curante, validazione del visnltato su materiale diverse
o ntlteriore ove eventualmente disponibile.




Analisi molecolari su liquida

Shcolog

jca
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All Fusions CNVs ‘ Apply Non-Small Cell Lung Cancer Gene List Oncomine Bxtended (5'1:};,i z(fl;‘;';al‘;:’:f:g:;:
User Classification Y  VariantiD h g Locus Y Gene Y  AAcChange h Allele Frequency (%) ¢
Classification = COSM10660 chrlT:7577120 TPs3 p-R273H 48.5
Classification = COSMe224 chr7:55259514 EGFR p.L8528R 34.9
Classification = COSMs039 chrl0:89711900 PTEN p-R173H 0.2
Classification = COSM3094417 chrX:66931504 AR pN716M 0.1

Giudizio diagnostico:

CAMPIONE MUTATO NELL'ESONE 21 DEL GENE EGFR (p.L858R)

La mutazione idennificata risiede nel domanio nirosina-chinasico dell'oncogene EGFR, con conseguente ativita costituniva del domanio catalitico. Tale
alterazione in assenza di alterazioni genetiche responsabali diresistenza farmacdlogica, € associata a risposta al trattamento con TKI (Sharma V. et al., Natwre

Reviews Cancer 2007).

L

< ° Quantita non sufficiente per eseguire questo tipo di test.

. |

= SCELTA METODO DI ANALISI:Mutazione pintiforme a bassa frequenza
ﬁ@_@“}f. = valutabile in RT-PCR. In questo caso bassa concentrazione di DNA.
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L'INTRODUZIONE della BIOPSIA LIGUIDE i Sia
nella DIAGNOSTICA ONCOLOGICA I

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 nodularita LIS.

Stadio cTAN1M1b (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)
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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 cctf DNA plasma

Input caricato:22ng —
Sistema di analisi: Genexus/OPA (Thermofisher) ;*1 7
J

Results [ APD20240318Y [ OPACfTNAwWS3.2.0¥ [ LB1-APD20240318 ¥

LB1-APD20240318 (¢ / KeyFindings  Variants  Plugins  Reports

n SNVe/Indels Fusions CHVs Gene List Only Variant Matrix Summary (5.16) Fi;te; gi;;‘\:‘f?:e‘: Edit Filters Export
OF 3, vanan

T Genes (Exons)

[ Gene Y  Locus T  AMAcChange Y AlleleFrequency(%) Y  Coverage Y HNucChange Y  PValue

BRAF chr7:140453148 p.G596D 0.1 1566 C-1787G>A 0.08T60320584714274

TPs3 chri7:7578403 p.C176F 6.3 2085 €.527G=T 1.1142845335916495e-206

ALK chr2:42522656 - chr2:29446348 EML4(13) - ALK(20)
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RISULTATO

Gene EGFR (ESONI18-19-20-21): non sono state evidenziate mutazioni nelle regioni analizzate

Gene KRAS (ESONI 2-3-4): non sono state evidenziate mutazioni nelle regioni analizzate

Gene TP53 (ESONI 18-21): é stata riscontrata la sostituzione nucleotidica ¢.527G>T che comporta a livello proteico la
sostituzione aminoacidica Cysl 76Phe (C176F) (VAF 6.3%)

Gene ALK: é stato riscontrato il prodotto di fusione EML4 (13)-ALK(20) (70 reads)

Non sono state rilevate mutazioni negli altri geni testati (vedi note tecniche)

*‘\otetmhe:IIKITPremmhmG\ il s2q L diratto = multizenico di ragzioni Hot-Spot 2/o di interesse 2 caricodi gani interassati dalla Trattamento con AIeCtinib

di vananti a oL iz (AKT1, AKT2, AKT3, ALK, AR, ARAF, BRAF, CDK4, (CDKN2A, (HEK2, CTNNBI, EGFR, ERBB2,
ERB&, ERBB4, ESR1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, FLTS GNAll, GNAQ, GNAS, HRAS, IDH1, IDH2, KIT, KRAS, MAP2K.1, MAP2K2, MET,
MTOR, NRAS, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RAF1, RET, ROSLSMQTPS3). _LOD 0.1 %Analisi Bioinformatica effettuata

diante Uutilizzo di soft dedi Ion Reporter 5.16 (LifsTachnology 'Dxezmo Fuher Scxennﬁc“z.lthzm. USA) ssclusivamernte delle regioni acavico dei gerd

richiesti dal medico curants. I test psvmele\anmlemuludu]xmmxry’a»tfxoma'@rcodsgmp&eﬂinslpmrsﬂomumomlemdzzmommn A”a prlma rlvaluta2|one PR Su

nchle.n che s omaaLpo:momdsI medico per un mirimo di 5 avi previa specifica r sta € auto: analisi sad effattuata solo se il campions
dera una p media di seq &t 500X 2 vna chiamata con CQ>20.1 rest € eseguil do le "R daziori per I'andlisi

mﬁgxﬁggw’dﬁc‘% %ﬁéﬁ"fw’g:ﬁé\hm guida AIOM-SIAPEC-IAP- Pathologica2010:102:123-1211 laboratiorio partecipa a controlli di tutte |e |eS loni ossee e

Giudizio diagnostico: p0|m0narl prosegue
CAMPIONE POSITIVO PER PRODOTTO DI FUSIONE DEL GENE ALK (EML4(13)-ALK(20) tra t ta men to con AI ec ti n i b

,,;;‘{'\}??\x ’ Difficolta tecniche legate a tessuto decalcificato. EDTA per tempi brevi. Prelievi
= dedicati al test molecolare.




Recommendations ctDNA testing IASLC-AIOM &2

Diagnostic algorithm for liquid biopsy use in treatment-naive advanced/metastatic NSCLC

Advanced NSCLC with unknown
genotype

Tissue sample available
for tumar genctyping

Tissue sample unavailable

<

for tumer genatyping

“Plasrga first
apprijach”

Tumer tissue scantfof
uncertain adequacy for

Tumer tissue adequate for
genotyping

genotyping y for tumor tis:
ing in ¢
“Sequential “Complementary of targetable
approach’ approach’ drivers in plazma
- . oY
i Concurrent tumor tissue
|l and efDNA genotyping jo &5F
\ cfDMA enalysis in case of
e incomplete tumor
v genotyping

nella DIAGNOSTICA ONCOLOGICA

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.

L'INTRODUZIONE della BIOPSIA LiGUIDE B
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NSCLC avanzato pre-trattato con EGFR-
TKI
= - Afatinib per
TKI EGFR di 3° TKIEGFR di 1-
generazione 2° generazione mutazioni EGFR non
comuni
PD
Chemioterapia
NO L TriaceTEST_ Bl
T790)
( Loy ) fQ Avalis status ai EGFR | 7MY
p.T790M
REBIOPSIA | Pod
TISSUTALE, se &
Tuttihile
RN | Moo+ | TKIEGFR di 3°
fattibile L generazione

Profilazione molecolare di altri biomarcatori su biopsia liquida solo

all'interno di studi clinici (preferibilmente NGS)

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

ADN
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L'INTRODUZIONE della BIOPSIA LIQUIDE B
nella DIAGNOSTICA oNcoLoaicA il

Gnéologica [ -

SM, donna 46 anni, never smoker

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 nodularita polmonari diametro
massimo cm 0,4 associate ad adenopatie mediastiniche, localizzazioni epatiche.

In attesa di programmazione biopsia tessutale ESEGUE NUOVA BIOPSIA LIQUIDA

UV-APD20240625 QC Key Findings Variants Plugins Reports

n SNVs/Indels l Fusions CNVs ] Gene List Only Oncamine Extended {S.16} Fj;z;.?;aj;\?;gft‘: m Excp
s 15

Oncomine Gene Class Y Oncomine Variant Class T Gene hg Locus h g AA Change hg Allele Frequency (%) Coverage
Gain-of-Function Hotspot ALK chr2:29445213 p-11171N 6.4 969
RISULTATO

Gene ALK (ESONI 11, 21, 22, 23, 24, 25, 27, 28): é stata identificata la presenza della mutazione ¢.3512T=A4 che
comporta a livello proteico la sostituzione aminoacidica p.(Ile11714sn)-p.(I117IN) (VAF 6,4%)

Non sono state rilevate mutazioni negli altri geni testati (vedi note tecniche)

*Note tecniche: II KIT Pracision Assz\ GX, il 1 diratto 2 multigenico di regioni Hot-Spot 2o di interasse a caricodi  geni intaressati dalla
&i varianti ich

2 necpl 12 (AKTI, AICI" AKT3, ALK AR, ARAF, BRAF, CDK4, CDKN24, CHEK2, CTNNB1, EGFR, ERBB2, ERBB3,
/ ERBB4, ESR1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, FLT3, GNA11, GNAQ, GNAS, HRAS, IDHI, IDEL, KIT, KRAS, \L\P‘KI MAP2K2, MET, MTOR, NRAS,
NTRKI, NTRK2,NTRK3, PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RAF1, RET, ROS1,SMOTP53._LOD 0.1%Analisi Bicinfo diante 1 ‘wilizzo d software
dedicato, ImR.eportez 5.16 (LifeTachnology/Thermo Fisher ScientificW: altham USA) esclusivamente dells rsgioni a carico dex geni richiesti dal medico cwants. Il

test peymestte | evertuals andlizi di ulteriori informazioni a carico dei geri presenti nel pamello mutazionals utilizzato mmmnciu&n. ches somo a d..po:mom del
medico per w mivimo di 5 awvi previa specificarichi & auwtorizzazioneL’ analist sara efettvata soloseil 1 dera unap dita madia
J di sequenzamento di 500X 2 vna chiamata con CQ>2011 test é i do le "R dazioni per I'analisi nutazionals sl gens EGFR nsl carcinoma

\/ poimonare” Linee guida AIOM-SIAPEC-IAP- Pathologica2010.;102:123-1211 laboratioric partecipa a conprolli di qudita sterni nazionali AIOM-SIAPEC ed
swropei EMON.

Giudizio diagnostico:
CAMPIONE MUTATO NELL'ESONE 22 DEL GENE ALK p.(I117IN)
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L'INTRODUZIONE della BIOPSIA LIQUIDEI
nella DIAGNOSTICA ONcoLoGICA "l

Biopsia liquida in fluidi corporei non-plasma

DNA libero circolante in fluidi non di derivazione ematica possono essere di elevate utilita in tutti

gli stadi di NSCLC

CSF

- LC diagnosis with higher sensitivity than cytology @
- Genomic profiling (targeted, NGS) of metastatic lung

cancer with LC or brain metastasis, with higher kit

sensitivity compared to plasma O

= - L ning (t: i ic bi rki

- Discrimination between LC progression due to poor drug Qf . N‘;‘Lgmczziigﬁutﬂ‘ ;:::;c:t:t':;lc omsries)

penetration vs molecular resistance ‘e methylation, miRNA) ’

4 - Genotyping of advanced diseases (low sensitivity )
EBUS Supernatant
Bronchoscopic washings and brushings

- Increased yield of EBUS-TBNA for genomics, with low ‘

turnaround time - Lung cancer diagnosis and nodule characterization

(transcriptomic, methylation, miRNA)

- Distinction lymphangitis and inflammatory
processes

Pleural effusion

- Fast molecular profiling of advanced lung cancer, with
higher sensitivity compared to cell block alone (tumor
DNA detected in cytology-negative PE)

- Fast distinction between adenocarcinoma, malignant
mesothelioma or benign process using RNA profiling

Urine

- Complementary to other liquids for initial and
resistance genotyping

- Non-invasive monitoring of targeted therapies

- Screening and nodule characterization (DNA
methylation, miRNA)
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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 | 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,
# o pe o . »
.\ purificazione, analisi
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LINTRODUZIONE della BIOPSIA LIQUIDEI
nella DIAGNOSTICA ONCOLOGICA

Analisi molecolari su EBUS-TBNA

RISULTATO

Gene EGFR (ESONI 18-19-20-21): é stata RISCONTRATA NELL'ESONE 19 la presenza della delezione
c.2239 2248delinsC _che comporta a _livello proteico la delezione in _frame p.(Leu747 Ala750delinsPro)
D AL747 A750delinsP) VAF 44%

Gene KRAS (ESONI 2-3-4): non sono state evidenziate mutazioni nelle regioni analizzate

Gene BRAF (ESONE 15): non sono state evidenziate mutazioni nelle regioni analizzate

Gene ERBB2 (ESONI 8, 17-22):non sono state evidenziate mutazioni nelle regioni analizzate

*Note tecniche. N KIT Predeios Az=ay GX . permetie il sequenriamento dwetio ¢ multigenioo di regnni Hot-Spot e di mteressea canco i gent msesesati dala presencn dh varianti somatic he assocange a neopleoe

{AKT1, AKT2 AKT3 ALK AR ARAF, BRAF, CDK4, CDKN2A, CHEK2, CTNNBL EGFR ERBEI ERBBJ, ERBBJY, ESR1, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFRY, FLT3, GNAlL GNAQ GNAS HRAS, IDHL,
IDH2, KIT, KRAS, MAPIK 1 MAPIK2 MET, MTOR, NRAS, NTRK1, NTRK2 NTRKJ3, PDGFRA, PIK3CA, PTEN, RAFL RET, ROS1LSMO.TPS3). ZOD3% teanctic, molve. b valstimone deFauwmento del
mmmero di copie (ONV) das segment gen: ALK AR, CD274, CDEN2A ERBEL ERBE3, PGPRL rmrm KRAS, MET, PIK3CA, P‘l'!N). Asalri Bicas formatica Maw&lnrnb::,o & sgftwere

dedica®, |on Reporier ‘x(lllllo.hrnh v Iharmo Feher SOentificWaltham, |SA ) escleshvamense dell phowd a carico del perd ricliestl dal medico cwanse 1l st permeste eventwale analisd i wlsersovi informaciond
@ carico del pend presents nel parnello musacionale sl Ezaso ma wow rickiesd, ek posicione del medicn pe ke specifica ricliess .uul anaks san effeman sobo <e
CAanpone SCgaenzRI p:mn:d\::.: wa 5\1»1\‘-:\1:‘.: .'nu.!u < soque I Meno ma con OO0 & n: ‘ 2 o 3 e del pene EGER nel carciooma

polmonare” Linee gukda MOM-NMPEC AR PatlalogieaDI0; 102 1 251 20 kb conmolll di quali st essernd nazionali ATOM-NIPEC ¢

Giudizio diagnostico:
CAMPIONE MUTATO NELL'ESONE 19 DEL GENE EGFR (p.L747 A750delinsP)
CAMPIONE CON ASSENZA DIMUTAZIONI NELLE REGIONI TESTATE DEI GENI KRAS, BRAF ed ERBB2

La mutazione idensificata risiede nel dominio firosina-chinasico dell'oncogene EGFR, con conseguente atfivita cosatuniva del dominio catalinico.Tale
alterazione in conconutanza all'assenza delle muutazions geneniche responsabili di resistenza farmacologica, € associata a risposta al rartamento con TKI
(Sharma V. & al., Nature Reviews Cancer 2007).
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nella DIAGNOSTICA ONCOLOGICA

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
scansiont assiali attualmente ha diametro 19 mm vs 15 mm.

A destra ¢ altresi incrementato di volume un nodoulo satellite nell'ambito del LLID 5 vs
3 mm.

* Giugno 2025: esegue broncoscopia per ricaratterizzazione molecolare:
* Biopsia bronchiale: frustoli di parenchima polmonare
* Broncoaspirato: cellule di adenocarcinoma
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Giugno 2025: esegue broncoscopia per ricaratterizzazione molecolare:
* Biopsia bronchiale: frustoli di parenchima polmonare
* Broncoaspirato: cellule di adenocarcinoma

Estrazione DNA,
amplificazione,
purificazione, analisi

J;?WT

&0
VA £Y)




Analisi molecolari su broncoaspirato
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Key Variants

[ Key Vanants Detected ] [ Other Vanants Detected ] [ Nore Detected ] Not Assayed Oncomine Extended (5.16) filter chain and No gene list applied Edit Filters
CTNNB1 SNV/Indel EGFR SNV/Indel EGFR SNV/Indel EGFR SNV/Indel ERBB3 CNV
COSMs663 COSM12382 COSM6219 COSM6493937 ERBB3

AA Change: p.S45P AA Change: p.L747_A750delinsP AA Change: p.ATSOP AA Change: p.C797S

Allele Frequency: 0.307 Allele Frequency: 0.236 Allele Frequency: 0.235 Allele Frequency: 0.099

PIK3CA SNV/Indel

COSM757

AA Change: p.C420R

Allele Frequency: 0.217

Reports

T-APD20250604 QC Key Findings Variants Plugins

- S

Oncomine Extended (5.16) Filter Chain Applied
50f 2,152 SNVs/Indels

Edit Filters

[ ewort | [ cotumns- |

User Classification h g Variant ID Y Locus Gene Y AA Change hg Allele Frequency (%) Y call Y Ph
-

Classification = COSMs663 chr3:41266136 CTNNB1 p.S4sP 30.7 PRESENT (HETEROZYGOUS) 137

Classification = COSM12382 chr7:55242465 EGFR p.L747_A750delinsP 236 PRESENT (HETEROZYGOUS) 94:

Classification = COSM6219 chr7:55242478 EGFR p.A'TSUP 235 PRESENT (HETEROZYGOUS) 93(

Classification ~ COSM6493937 chr7:55249091 EGFR p.C797S 9.9 PRESENT (HETEROZYGOUS) 16:

Classification ~ COSM757 chr3:178927980 PIK3CA p-C420R 21.7 PRESENT (HETEROZYGOUS) 52(



f
rete”

nella DIAGNOSTICA ONCOLOGICA

RISULTATO BIOMARCATORI PREDITTIVI

GENE RISULTATO GENE RISULTATO
EGFR (NM 005228.5) MUTATO p.(L747 A549delinsP)+p.(C797S) LK Non alterato
KRAS (NM 004985.4) Non aiterato ROSI Non aiterato
BRAF (NM 004333.4) Non alterato RET Non alterato
IERBB2 (NM 04448) Non alterato NIRK 1,2, 3 Non alterato
MET (NM_000245.3) Non alterato
DETTAGLIO VARIANTIIDENTIFICATE
Gene Codifica Sostituzione aminoacidica Esone | Frequenza allelica Categoria *ESCAT
EGFR |c.2239 2248delinsC| p.(Leu”47-Ala750delinsPro) 19 23% Patogenetica I4
EGFR c.2389T>4 p-(Cys797ser)-p.(C7975) 20 10% patogenetica I4
PIK3CA ¢.1258T>C p-(Cys420Arg)-p.(C420R) 8 21% patogenetica 74
CINNBI c.133T=C p.(Ser45Pro)-p.(S45P) 3 30% patogenetica X

*Classificazione ESCAT:( Mateo J. et al. Ann Oncol.2018; Raccomandazioni ESMO -Mosele M.F. et al. Ann Oncol 2024)
Non sono state identificate ulteriori_alterazioni patogenetiche nelle regioni testate dei geni compresi nel pannello (**)

(=TEN é L'INTRODUZIONE della BIOPSIA LIQUIDAJ

TORINO
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Giudizio diagnostico:

CAMPIONE MUTATO NELL'ESONE 19 p.(L747 A750delinsP) E NELL'ESONE 20 p.(C797S) DEL

GENE EGFR

4/2025 avviato Gefitinib (con buona tolleranza, non effetti collaterali).

Gefitinib € un TKI di prima

generazione che € meno potente ed efficace di Osimertinib, ma essendo anche meno specifico ha attivita

anche su mutazioni di resistenza a Osimertinib come la mutazione p.(C797S)

AULA LENTI
Presidio Molinette
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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
stabilita 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 intensita dei sintomi del paziente) per cui eseguita rachicentesi.

{\ Estrazione DNA, amplificazione,

* Esame citologico su liquor: negativo per cellule . purificazione, analisi
/4
neoplastiche =




Analisi molecolari su surnatante Cf DNA da liquor
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Key Variants
[ Key ] [ Other ] [ None Detected ] Not Assayed Oncomine Extended (5.16) filter chain and No gene list applied Edit Filters
AKT1 SNV/Indel CTNNB1 SNV/Indel EGFR g SNV/Indel EGFR SNV/Indel ERBB3 CNV
COSM5027916 COSMs663 COSM12422 COSM12382 ERBB3
AA Change: p.CT7F AA Change: p.S45P AA Change: p.L747_A750delinsP AA Change: p.L747_A750delinsP
Allele Frequency: 0.018 Allele Frequency: 0.479 Allele Frequency: 0.017 Allele Frequency: 0.301
FGFR3 CNV PIK3CA SNV/Indel FGFR1 CNV
FGFR3 COSM757 FGFR1
AA Change: p.C420R
Allele Frequency: 0.493
VAT E Fusions | CNVs Oncomine Extended (5.16) Filter Chain Applied [T, Export - Columns =
5 of 2,166 SNVs/Indels
User Classification Y  VariantID Y Locus Y  Gene AA Change Y Allele Frequency (%) h g Call Y Ph
a
Classification ~ COSM5027916 chr14:105243053 AKT1 p.CT7F 1.8 PRESENT (HETEROZYGOUS) 44,
Classification ~ COSMs663 chr3:41266136 CTNNB1 p.545P 419 PRESENT (HETEROZYGOUS) 78!
Classification ~ COSM12382 chr7:55242469 EGFR p.L747_A750delinsP 30.1 PRESENT (HETEROZYGOUS) 801
Classification ¥ COSM12422 chr7:55242468 EGFR p.L747_A750delinsP 1.7 PRESENT (HETEROZYGOUS) 5.7
Classification ~ COSM757 chr3:178927980 PIK3CA p.C420R 49.3 PRESENT (HETEROZYGOUS) 13’
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Leptomeningeal metastasis from solid tumours: EANO—ESMO Clinical
Practice Guideline for diagnosis, treatment and follow-up™

E. Le Rhun®2, M. Weller?, M. van den Bent®, D. Brandsma®, J. Furtner®, R. Ruda®, D. Schadendorf”*°, J. Seoane'’,
1-C. Tonn'*+12, P. Wesseling>'*, W. Wick'*"', G. Minniti'’-%, 5. Peters'®, G. Curigliano®®?' & M. Preusser’,
on behalf of the EANO Guideli C i and ESMO Guideli [o i

a Py

Table 1. Recc e for the diag

ion of suspected LM to establish the level of

Recommended protocols of evaluation

Thorough neurological examination focused on abnormalities typically seen in
patients with LM

Clinical evaluation

Field strength of 1.5 or preferably 3 T
Gadolinium should be injected 10 min before data acquisition at a dose of 0.1
mmol/kg. The slice thickness should be <1 mm at the brain level and <3 mm
at the spinal level

Brain: 3D pre-contrast T1-weighted, 2D or 3D FLAIR, 2D diffusion-weighted
imaging, 2D pre-contrast T2-weighted, post-gadolinium 3D T1-weighted.
Post-gadolinium 3D FLAIR sequences should be considered

Spinal axis: sagittal fat-suppression T2-weighted sequences, sagittal pre-
contrast T1-weighted sequences, T1-weighted post-gadolinium sagittal
fat-suppressed sequence

Fresh CSF samples should ideally be processed within 30 min after sampling
CSF volume is ideally =10 ml but at least 5 ml

After centrifugation, cytospins can be air-dried and subsequently
May-Griinwald-Giemsa (MGG = Pappenheim) stained

Alternatively, fresh CSF samples can be fixed with Ethanol-Carbowax
(CSF—fixative ratio 1:1) to reduce time pressure, followed by Papanicolaou
staining of the cytospins

Upon indication and availability of material, additional immunocytochemical
stainings for epithelial and melanocytic markers should be considered

Neuroimaging

CSF cytology

generation sequencing.”’ ™ A higher sensitivity for the

detection of genomic alterations, including EGFR mutation,
ALK rearrangements and ROS1 rearrangements, has been
re i i i

ith LM from lung cancer.”~** However, in clinical practice,
there is still insufficient evidence to substitute a positive
CSF cytology result with the detection of tumour-specific
mutations at a DNA level in the CSF, e.g. BRAF V600E or
EGFR T790M. It remains unclear whether tumour DNA
detection in the CSF compartment always reflects the local
presence of tumour cells or whether this DNA may be
derived from concomitant brain metastases, tumour cells
circulating in the blood or even from distant extracerebral
etastases. Future studies need to address the question of
corre-
sponds to clinically relevant LM. However, genomic analysis
of the CSF can be considered in patients with LM from
cancers where targeted therapies are available in order to

define the molecular profile.””**%!
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- Seconda rachicentesi: positiva per cellule di adenocarcinoma

.~ N

- 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 ¢ stato il motivo del decesso.
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oncologica

ME, 56 anni, “light smoker”

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).

Awviata CT di | 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.
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ME, 56 anni, “light smoker”
ctDNA KRAS p.G12C
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Biologici («tumor

0,5 shedding»)
04 «Timing »
§ 03 Progressione molecolare vs
< rdiologica
0,2
Mancanza di una
01 «threshold» standardizzata
0
18/08/20 07/10/20 26/11/20 15/01/21 06/03/21 25/04/21 14/06/21 Disponibilita di trattamenti
Data prelievo
Sostenibilita

Circulating tumor DNA dynamic variation predicts sotorasib
efficacy in KRASp.G12C-mutated advanced non-small cell
lung cancer

Francesco Passiglia MD, PhD' | Francesco Pepe PhD® | Gianluca Russo PhD? 1
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CONCLUSIONI

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

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

v 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.
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