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Nel Mondo si registrano all’incirca 

il < =,

dato relativo all’incidenza 



https://gco.iarc.fr/
https://gco.iarc.fr/


, largamente diffuse nei vari Paesi dell’Europa Occidentale: infatti, sta

un notevole riscontro sull’abbattimento dei 



sono stati registrati all’incirca 44.831 

https://gco.iarc.fr/


all’anno 

’80

non a piccole cellule (NSCLC) e all’istologia 

dalla Doxa su incarico dell’Istituto Superiore di S , in collaborazione con l’Istituto 

si evince come l’abitudine al fumo in Italia

dell’intera popolazione (

soggetti di sesso maschile) soprattutto nel Sud Italia rispetto al Centro e Nord Italia. Un’altra 

ione dell’abitudine al fumo di sigaretta fra gli 



<bab fumatori= (minorenni tra i 14

protagonisti in negativo con una percentuale pari all’11% (più di 1/4 di milione di



correlati all’insorgenza dei tumori polmonari. È noto che l

all’uso della 

Al netto di queste evidenze, lo IARC ha deliberato che l’inquinamento

to dei quali l’effetto di una possibile correlazione tra esposizione e rischio 



comparsa di questo tumore: dal consumo di tabacco e fumo passivo, all’esposizione seppur 

in maniera meno frequente al gas radon, all’amianto e/o ad altre sostanze cancerogene come 



un’unica morfologia

L’

l’istotipo tumorale 

l’ADC è 

L’istotipo 

l’International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), l’American Thoracic 

Society (ATS) e l’European Respiratory Society 



ante classica dell’ADC

’adenocarcinoma mu

carcinoma bronco alveolare mucinoso), l’istotipo colloide, l’adenocarcinoma enterico e 

All’interno della classificazione dei LCNEC, oltre ai microcitomi di cui abbiamo già 

l’1



organoide con una mancanza di necrosi (struttura a <rosetta=) ed uno scarso

con l’aggiunta di focolai necrotic

del paziente e procedere con l’esame fisico approfondito. 

l’utilizzo per l’individuazione di macro

scelta dell’esame più 

l’albero bronchiale e ipologia di strumento impiegato. In poche parole, quest’ultima 



L’iter

l’estensione e 

l’estensione della malattia come infi

con l’incremento delle dimensioni, più aumenta il rischio che la

TC con mezzo di contrasto del torace e dell’addome,





l’espressione di un determina

Nell’adenocarcinoma del polmone le mutazioni più 

nell’esone



) nell’esone 21; mutazioni a carico di 

prevalentemente dovute a un’inserzione a carico dell’esone 20 e quelle a carico di 

dell’esone 14. 

Altre alterazioni molecolari riscontrate in associazione all’istologia dell’adenocarcinoma 

in una percentuale variabile tra l’8 e il 

) nell’1.1% dei casi e 

citomi l’alterazione molecolare pià caratteristica è la mutazione 



Il trattamento d’elezione dei carcinomi polmonari non a piccole cellule è rappresentato 

bulky, valutati nell’

dell’esone 14 



l’approccio curativo di prima linea si 

mediastiniche N2 non sono candidati al trattamento chirurgico < =, ma 

, oltre allo stadio della malattia, è rappresentato dall’età 

chirurgica e/o chemioterapia. Una ridotta funzionalità d’organo, soprattutto renale, epa

è l’immunoterapia. 

cetto che l’insorgenza di un 



dall’interazione delle cellule cancerogene con il sistema immunitario

molecolare, attualmente la scelta del trattamento si basa principalmente sull’istologia, sulle 

. In presenza di un’espressione di PD

1, annulla l’attività delle cellule T e aumenta 

personalizzato di < ”, che consiste nell’uso di <intelligenti=, che 

– apie target nei NSCLC sono ascrivibili, infatti, all’azione 

dell’Asso

. Le raccomandazioni includono, con variazioni correlate all’istologia, 

l’analisi di mutazioni

a carico dell’esone 15 del gene 

l’analisi dello dell’esone 14 del gene 



), insieme alla valutazione dell’

in cui si è dimostrata l’efficacia di osimertinib rispetto al placebo, nei 



definiti < =, riveste una grandissima i

l’utilizzo di f

Alectinib, inibitore di Tirosinchinasi, abbia significativamente l’intervallo libero da malattia 

Nell’est dell’Asia le alterazioni dell’



alfa). Il legame del ligando promuove l’accoppiamento del 

recettore con un’altra proteina recettoriale adiacente, in genere HER2, con formazione di un 

e proliferazione cellulare, invasione ed adesione cellulare, regolazione dell’apoptosi e 

dell’angiogenesi.

Pertanto, un’alterazione della regolazione dell’attività del recettore e quindi la rottura 

dell’equilibrio tra processi di crescita e di morte cellulare determina uno sbilanciamento a 



favore dell’iperproliferazione che può rappresentare l’input allo sviluppo dei tumori. Tra le 

di cinque amminoacidi nell’esone 19 (codoni 746

l’attivazione del fattore di trascrizione STAT (

attraverso l’attivazione delle proteine chinasi MAPK (

–



Dati a lungo termine sull’andamento d

sono anch’essi 

geografiche, l’eventuale correlazione con i differenti sottotipi dell’adenocarcinoma 

che possono maggiormente beneficiare del trattamento adiuvante con l’inibitore tirosino

crescita, fungono da interruttori di questo gene, che a sua volta è coinvolto nell’attivazione 

l’oncogene più frequentemente mutato in diverse neoplasie solide, come il 



–

Trasduzione del segnale dell’oncogene 

nucleotidiche nei codoni 12, 13 e 61 del gene. Oltre l’80% dei tumori con 

polmone; la stessa mutazione è stata osservata nell’1



retto e nell’adenocarcinoma del pancreas (PDAC)

dell’esone 2 del gene 



costitutiva dell’oncoproteina KRAS ostacolando la sua capacità di idrolizzare GTP1

Le alterazioni dell’oncogene 

< =, cioè impossibili da colpire con una terapia

l’efficacia di nuovi

poi con l’approvazione della F

dell’Agenzia Italiana del Farmaco (AIFA) 



Data l’elevata selettività di questi 





dell’epidemiologia molecolare in Puglia, potrebbe migliorare la comprensione del profilo 



http://www.aiom.it/


l’

re il DNA sono stati tagliati al microtomo presso l’Anatomia 

ell’Ospedale

eosina, sono state sottoposte ad un’attenta analisi al 

l’area del vetrino contenente le cellule tumorali e scartare eventuale tessuto necrotico, 

di 3 sezioni da 10 μm, che sono state poi microdissecate mediante un bisturi sterile, per 

uto sano, non utile ai fini dell’analisi molecolare da eseguire. 

L’area della sezione tumorale contrassegnata dal Patologo è stata gra

mediante l’utilizzo di bisturi e successivamente trasferita in tubo sterile, all’interno del quale 

sono stati aggiunti 160μL di Deparaffination Solution a 56°C per 3’ per eliminare la 

paraffina. Lo step successivo è consistito nell’addizi

https://publications.iarc.fr/


contenente 25μL di Buffer FTB che causa la lisi delle cellule e 20μL di Proteinasi 

K necessaria per la digestione delle proteine. Dopo un’ora di incubazione a 56°C e 90°C, la 

per un’altra ora, al termine della sono stati mescolati 115μL di Rnase free water e 35μL di 

polinucleotidi non purinici e anche tutto l’Uracile contaminante.

ciascun campione 2μL di RNAsi

singola elica di RNA a residui di citosina ed uracile. Infine 250μL di BUFFER AL (che 

consentono l’isolamento del DNA) e 250μL di ETANOLO 100% sono stati prima 

decrescenti (AW1, AW2). Il DNA così purificato è stato eluito aggiungendo 30μL di Buffer 

L’analisi qualitativa e quantitativa 

di DNA a concentrazione nota. Lo strumento prevede l’uso di due differenti kit per l’analisi 

DNA HS/BR Assay Kit), a seconda dell’intervallo di concentrazione 

parata la soluzione contenente l’intercalante 



l’intercalante; successivamente 10µL di Qubit® dsDNA BR standard #1 (100ng/µL) sono 

i addizionati ai 190µL di soluzione contenente buffer più l’intercalante ed infine i 10µl 

contenente buffer e l’intercalante. Prima della lettura dei campioni, il fluorimetro

analizzare i campioni misurando l’ipotetica quantità di DNA presente espressa in µg/mL 

. Schema dell’analisi fluorimetrica del DNA

l’identificazione solo di specifiche mutazioni nelle



L’NGS su piattaforma Ion Torrent (

revede quattro fasi fondamentali per l’analisi dei campioni

ni genomiche d’interesse vengono dapprima 

sequenziamento e l’analisi dei dati

e l’impiego 

Nucleo centrale dell’intero sistema di sequenziamento è l’Ion Chip

Quest’ultimo è strutturato come una piastra di sensori, uno corrispondente a 

all’interno del pozzetto durante il sequenziamento, trasformandole in differenze di 





, su cui è avvenuta l’amplificazione clonale, presenta sulla propria 

l’idrolisi del gruppo trifosfato del nucleotide entrante con la liberazione netta di un protone 

(H+). Il rilascio dei protoni causa l’abbassamento del pH della soluzione presente all’interno 

cui la sequenza stampo presenta una zona omopolimerica, l’intensità della variazione di 

nella sequenza nascente, tuttavia all’aumentare del numero delle basi identiche consecutive, 

< = per individuare e annota

esearch Panel v2 (Ampliseq™, Life Technologies) e il kit Ion 

Ampliseq™ Library 2.0. su chip Ion 520™ e 



PCR digitale a goccia sul Droplet Digital™ PCR Syste

amplificate in un termociclatore C1000 Touch™ deepwell (Bio

specificità e la sensibilità dell’analisi. In questo modo l’abbondanza relativa del DNA target 

utili per la reazione di amplificazione. Dopo l’amplificazione, la piastra viene collocata 

all’interno del QX100 Droplet Reader, il quale è in grad

completo di strumenti utili per l’impostazione e la denominazione dei campioni, per 

l’esecuzione e il controllo dello strumento e per l’analisi dei risultati. E

http://www.bio-rad.com/it
http://www.bio-rad.com/it


positive grazie all’algoritmo di Poisson per determinare la 

DNA per numero di copie/μL. 

della ddPCR son infine visualizzati in un grafico monodimensionale, dove l’asse x è relativo 

al numero degli eventi e l’asse y all’intensità di fluorescenza di ciascuna 

<plottata= lungo il canale di fluorescenza. 





complementare al filamento stampo, mentre i nucleotidi (dNTPs: adenina dATPαS, timina 

Il pirofosfato è utilizzato dall’enz

L’ATP è utilizzato dalla luciferasi (luciferase) per ossidare la luciferina ed emettere 

L’apirasi (apyrase) rimuove i nuclueotidi non incorporati e l’ATP residuo.

https://www.qiagen.com/us/knowledge-and-support/knowledge-hub/technology-and-research/pyrosequencing-resource-center/pyrosequencing-technology-and-platform-overview


camera ed è convertita in un picco di segnale. L’intensità del segnale è proporzionale 
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e dell’esone 21 di 

dell’esone 19, 



basato sull’analisi 

I risultati dell’



’approccio 



vent’anni i progressi compiuti nell’ambito 

maggiore complessità, relativa in particolare all’impatto che le alterazioni in 

dell’NSCLC hanno sull’evoluzione della malattia non meta

appartenenti all’area geografica della 

– , dato quest’ultimo che potre

e mutazioni nell’esone 21 e nell’esone 19 hanno mostrato un’uguale 



’ultimo risultato 

’abitudine tabagica e in linea con quanto

Fatta salva l’esclusività real



l’esecuzione dei 

d’altro canto rappresentati dall’unicità della 

omprendere la distribuzione e l’interazione delle mutazioni d

l’andamento clinico

ran parte sconosciuto, supportando l’utilità dello screening 

l’architettura 

delle cellule tumorali gioca un ruolo cruciale nella determinazione dell’aggressività della 

valutazione dell’utilità e della fattibilità della 

probabilità di ottenere campioni adeguati e l’elevata sensibilità nella rilevazione dei target 

l’andamento clinico della malattia.

L’obiettivo finale è massimizzare l’efficacia terapeutica riducendo al contempo la 



terapie sistemiche. In questo contesto, l’analisi epidemiologica sottolinea l’importanza di 

e le strategie terapeutiche al panorama genetico del NSCLC, garantendo un’ottimale 
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lung cancers from <never smokers= and are associated with sensitivity of tumors to 
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