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ABSTRACT 

 

Background: Osimertinib is the current standard of care for the first-line treatment 

of advanced EGFR-mutant Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC). The study of 

primary and acquired resistance mechanisms is one of the burning issues for further 

improving the outcome of EGFR-mutated patients. Liquid biopsy permits to char-

acterize and quantify the presence of tumor-related genetic alterations in plasma, it 

has the potential to mirror tumor heterogeneity and evolution during treatment and 

might be exploited to early identify patients who are likely to derive limited clinical 

benefit from treatment.  

 

Objectives: This study aims to evaluate the feasibility and potential predictive role 

of liquid biopsy serial monitoring in EGFR-mutant NSCLC and to describe the po-

tential predictive role of co-mutations found at baseline in plasma 

 

Methods: In the prospective multicentre translational study REM, patients with 

EGFR-mutated advanced NSCLC receiving first-line Osimertinib according to 

clinical practice are enrolled. Liquid biopsy is performed at the time of Osimertinib 

start (T0), after 10 (T1) and 28 (T2) days, and upon radiological progression (T3). 

Plasmatic EGFR mutations are tested at each timepoint using real-time polymerase 

chain reaction (RT-PCR). Clearance at specific timepoints is defined as the absence 

of detectable plasmatic EGFR mutant cfDNA. Next-generation sequencing (NGS) 

with 77-gene panel is performed at T0 and T3. As primary end-point we observed 

the compliance of enrolled patients to established procedures and the feasibility of 

the planned tests. As secondary end-points we associated the absence of clearance 

at T1 and T2 and the presence of TP53 co-mutations at baseline with the probability 

of developing Primary resistance, defined as progression within 6 months since the 

start of Osimertinib and Early progression, defined as progression disease within 9 

months since the start of Osimertinib. 

 

Results: Since August 2022, 106 patients have been enrolled, mainly females 

(N=59 60%) and non-smokers (N=41, 49,5%). Median age at diagnosis is 70 years 
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(IQR 61, 76). The majority of patients had a common EGFR mutation (Ex19del 

N=47, 49% and L858R, N=35, 37%). After a median follow-up of 8,45 months 

(95%CI 9.0-13.0), objective response rate was 67% (95%CI 54%-77%) and 15 pa-

tients (16%) experienced early progression disease. No clinical feature was associ-

ated with the risk of early progression disease, while the presence Exon 19 deletion 

was associated with better outcome and less risk of progression (p=0,003) G1-G2 

Adverse events were seen in 91% of patients, G3 or more only in 8,3% of patients 

At the time of the current analyses, 84 (79%) patients completed all the blood sam-

ple collection from T0 to T2, 84 samples were analysed with RT-PCR and 49 with 

NGS and the concordance between tissue and plasma at baseline was 82%. 91 

(86%) out of 106 patients enrolled performed all the planned liquid biopsies, two 

samples were not evaluable. Clearance of cfDNA was observed at T1 in 40 patients 

(53%) and at T2 in 53 pts (76%). Lack of clearance at T1 and T2 was associated 

with higher probability of experiencing early progression (p=0.04, p=0.03), while 

baseline EGFR positivity in plasma was not. NGS analysis on T0 plasma was per-

formed on 49 patients. The most common mutation was found on tp53 gene, which 

significantly correlates both with the risk of Primary Resistance and with early pro-

gression disease (p=0,007). 

 

Conclusions: Our preliminary data confirm feasibility of longitudinal characteri-

zation in plasma in clinical practice. Clearance of EGFR mutation after 10 and 28 

days since Osimertinb start and TP53 co-mutation were able to identify patients at 

risk for early progression disease. Data warrant validation for use in clinical practice 

decision making and are consistent with the literature references. 
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RIASSUNTO 

 

Contesto dello studio: Osimertinib è l'attuale standard di cura per il trattamento di 

prima linea del carcinoma polmonare non a piccole cellule (NSCLC) avanzato con 

mutazione di EGFR. Lo studio dei meccanismi di resistenza primaria e acquisita è 

una delle questioni urgenti per migliorare ulteriormente l'esito dei pazienti con mu-

tazione di EGFR. La biopsia liquida consente di caratterizzare e quantificare la pre-

senza di alterazioni genetiche correlate al tumore nel plasma, ha il potenziale di 

riflettere l'eterogeneità del tumore e l'evoluzione durante il trattamento e potrebbe 

essere sfruttata per identificare precocemente i pazienti che probabilmente trarranno 

un beneficio clinico limitato dal trattamento. 

 

Obiettivi: Questo studio mira a valutare la fattibilità e il potenziale ruolo predittivo 

del monitoraggio seriale mediante biopsia liquida nel NSCLC EGFR-mutato e a 

descrivere il potenziale ruolo predittivo delle co-mutazioni trovate al basale nel pla-

sma. 

 

Metodi: Nello studio traslazionale multicentrico prospettico REM, vengono arruo-

lati pazienti con NSCLC avanzato mutato per EGFR che ricevono Osimertinib di 

prima linea secondo la pratica clinica. La biopsia liquida viene eseguita al momento 

dell'inizio di Osimertinib (T0), dopo 10 (T1) e 28 (T2) giorni e al momento della 

progressione radiologica (T3). Le mutazioni plasmatiche di EGFR vengono testate 

a ciascun punto temporale utilizzando la real time-polymerase chain reaction (RT-

PCR). La clearance a punti temporali specifici è definita come l'assenza di cfDNA 

mutante di EGFR rilevabile nel plasma. Il sequenziamento di nuova generazione 

(NGS) con un pannello di 77 geni viene eseguito a T0 e T3. Come endpoint prima-

rio, abbiamo osservato la conformità dei pazienti arruolati alle procedure stabilite e 

la fattibilità dei test pianificati. Come endpoint secondari, abbiamo associato l'as-

senza di clearance a T1 e T2 e la presenza di co-mutazioni di Tp53 al basale con la 

probabilità di sviluppare resistenza primaria, definita come progressione entro 6 

mesi dall'inizio di Osimertinib, e progressione precoce, definita come progressione 

della malattia entro 9 mesi dall'inizio di Osimertinib. 
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Risultati: Da agosto 2022, 106 pazienti sono stati arruolati, principalmente fem-

mine (N=59, 60%) e non fumatori (N=41, 49,5%). L'età mediana alla diagnosi è di 

70 anni (IQR 61, 76). La maggior parte dei pazienti aveva una mutazione comune 

di EGFR (Ex19del N=47, 49% e L858R, N=35, 37%). Dopo un follow-up mediano 

di 8,45 mesi (IC 95% 9,0-13,0), il tasso di risposta obiettiva è stato del 67% (IC 

95% 54%-77%) e 15 pazienti (16%) hanno sperimentato una progressione precoce 

della malattia. Nessuna caratteristica clinica è stata associata al rischio di progres-

sione precoce della malattia, mentre la presenza della delezione dell'esone 19 è stata 

associata a un miglior esito e a un minor rischio di progressione (p=0,003). Eventi 

avversi di grado G1-G2 sono stati osservati nel 91% dei pazienti, mentre eventi 

avversi di grado G3 o superiore solo nell'8,3% dei pazienti. Al momento delle ana-

lisi attuali, 84 (79%) pazienti hanno completato tutte le raccolte di campioni di san-

gue da T0 a T2, 84 (82%) campioni sono stati analizzati con RT-PCR e la concor-

danza tra tessuto e plasma al basale è stata dell'82%. Dei 106 pazienti arruolati ad 

oggi, 91 (86%) hanno svolto tutti i prelievi programmati; complessivamente due 

campioni sono risultati ad oggi non valutabili. La clearance del cfDNA è stata os-

servata a T1 in 40 pazienti (53%) e a T2 in 53 pazienti (76%). La mancanza di 

clearance a T1 e T2 è stata associata a una maggiore probabilità di sperimentare una 

progressione precoce (p=0,04, p=0,03), mentre la positività di EGFR al basale nel 

plasma non lo è stata. L'analisi NGS sul plasma T0 è stata eseguita su 49 (47%) 

pazienti. La mutazione più comune è stata trovata sul gene Tp53, che correla signi-

ficativamente sia con il rischio di resistenza primaria sia con la progressione pre-

coce della malattia (p=0,007). 

 

Conclusioni: I nostri dati preliminari confermano la fattibilità della caratterizza-

zione longitudinale nel plasma nella pratica clinica. La clearance della mutazione 

EGFR dopo 10 e 28 giorni dall'inizio di Osimertinib e la co-mutazione di TP53 

sono state in grado di identificare i pazienti a rischio di progressione precoce della 

malattia. I dati richiedono una validazione per l'uso nella decisione clinica e sono 

coerenti con le referenze della letteratura. 
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1. INTRODUZIONE: NEOPLASIA POLMONARE 

 

1.1 EPIDEMIOLOGIA 

 

La neoplasia polmonare risulta essere la prima per incidenza a livello mondiale in 

entrambi i sessi e tutte le età secondo i dati dello IARC Globocan del 2022 con 2.48 

milioni di casi registrati (12,4% del totale delle diagnosi di neoplasia), seguita dal 

cancro alla mammella (11,5%), colon-retto (9,6%), prostata (7,3%), stomaco 

(4,8%) e fegato (4,3%) (1). 

Il sesso maschile ha recentemente visto un sorpasso della neoplasia polmonare nei 

confronti del cancro alla prostata per quanto riguarda l’incidenza assoluta (15,2% 

vs 14,2%).  

Il sesso femminile, invece, presenta tutt’ora un netto primato di incidenza per il 

cancro alla mammella con 2,3 milioni di casi (23,8%), contro gli 0,9 milioni della 

neoplasia polmonare (9,4%) (1). 

 

 

 

 

 

Figura 1: Incidenza delle neoplasie più frequenti nel sesso maschile. 
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La mortalità della neoplasia polmonare rappresenta un dato ancora più preoccu-

pante, in quanto si stima un valore di 1,8 milioni di decessi dovuti al cancro al pol-

mone nel 2022 su un totale di 9,8 milioni di morti per tutte le neoplasie.  

Il sesso maschile evidenzia una supremazia ancora maggiore della neoplasia pol-

monare come primo killer, attestando una mortalità del 22,7% sul totale delle morti 

Figura 2: Incidenza delle neoplasie più frequenti nel sesso femminile. 

Figura 3: Incidenza delle neoplasie più frequenti in ambo i sessi. 



7 

 

 

 

per neoplasia, mentre nel sesso femminile il primato rimane al cancro alla mam-

mella con una mortalità del 15,4% sul totale e il polmone segue al 13,5% (1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Mortalità delle neoplasie più frequenti nel sesso maschile. 

Figura 5: Mortalità delle neoplasie più frequenti nel sesso femminile. 
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La distribuzione geografica dell’incidenza della malattia, così come le sue varia-

zioni nel tempo sono principalmente legate al suo principale fattore di rischio: il 

fumo di sigaretta. 

Per quanto riguarda la distribuzione geografica, l’incidenza e la mortalità del tu-

more al polmone, valutate secondo lo stato politico-economico dei vari paesi mon-

diali, sono dalle 3 alle 4 volte superiori nei paesi con un’economia sviluppata (ele-

vato Human Development Index – HDI) (3). Tuttavia, questo andamento potrebbe 

cambiare in quanto l’80% dei fumatori di tabacco con età >15 anni risiede nei paesi 

a medio-basso reddito (4)  

In Italia sono stati stimati circa 41.000 nuovi casi di tumore al polmone (27.550 

negli uomini e 13.300 nelle donne): I decessi si attestano a circa 34.000 nel 2017, 

di cui 23.400 negli uomini e 10.000 nelle donne. Il trend è nettamente in calo per 

gli uomini (-11,2%) e in aumento per le donne (+5,2%) (5). 

L’età è un fattore molto importante nel determinare l’insorgenza della neoplasia 

polmonare, in quanto nella fascia tra i 50-69 anni e negli ultrasettantenni è la se-

conda più frequente dopo quella alla prostata. Questi dati indicano che è una pato-

logia soprattutto dell’anziano. 

Anche l’istologia delle neoplasie polmonari è mutata nel tempo, passando da un 

picco importante di carcinoma squamoso negli anni 80’ e 90’ (17 su 100.000 

Figura 6: Mortalità delle neoplasie più frequenti in ambo i sessi. 
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persone/anno) alla supremazia dell’adenocarcinoma, dopo gli anni 90’. Gli altri sot-

totipi più rari, come il microcitoma e il carcinoma a grandi cellule presentano dei 

trend in lieve diminuzione (6). 

 

 

 

 

1.2 FATTORI DI RISCHIO  

 

I fattori di rischio per lo sviluppo di neoplasia polmonare sono numerosi. Il più 

importante e prevenibile è sicuramente il fumo di sigaretta, che statisticamente 

rende conto di circa 2/3 di tutte le morti per tumore polmonare (7, 8). Tra i fattori 

prevenibili si individuano anche la dieta, in cui è importante il ruolo protettivo delle 

crucifere e negativo del consumo di carne rossa e di alcol (9, 10, 11,). Importanti 

anche le patologie croniche infiammatorie delle vie respiratorie, sia di natura re-

strittiva che ostruttiva: BPCO, asma, enfisema e bronchite sono le maggiormente 

associate a neoplasia polmonare. Associazioni meno forti si registrano per la tuber-

colosi (13, 14, 15, 16). Rare, ma rilevanti le esposizioni alle radiazioni ionizzanti, 

all’asbesto e altri metalli che irritano il parenchima polmonare (17, 18, 19, 20, 21, 

22, 23, 24), nonché l’inquinamento atmosferico, sia indoor e quindi basato su pra-

tiche di cottura errate all’interno delle abitazioni, che outdoor, dovuto a livelli 

Figura 7: I trend nel corso degli anni dell'incidenza dei prin-

cipali istotipi del tumore al polmone. 
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pericolosi di PM2.5 e PM10 (25, 26, 27, 28) Esistono anche fattori genetici, i quali 

vanno dalla semplice storia familiare senza evidenza di mutazioni identificabili, alla 

presenza di polimorfismi in specifici loci genici e patologie monogeniche come la 

sindrome di Li-Fraumeni (29, 30, 31, 32, 33). 

 

1.2.1 FUMO DI SIGARETTA 

 

L’utilizzo di tabacco è il fattore di rischio principale per lo sviluppo di cancro al 

polmone. Si stima che nel 2012 abbia causato 226.000 nuove diagnosi di neoplasia 

polmonare e 160.000 decessi come conseguenza diretta del tumore nei soli Stati 

Uniti d’America (34). 

Il picco per l’uomo si è raggiunto alla fine degli anni 90’ e ora sta lentamente ridu-

cendosi grazie alle campagne antitabacco, mentre per le donne la situazione è an-

cora in ascesa, a causa di un’iniziazione più tardiva all’abitudine voluttuaria taba-

gica e dunque una maggiore difficoltà alla sua cessazione (35). 

Il rischio relativo dei fumatori rispetto ai non fumatori si attesta intorno a 14, mentre 

se si considerano i forti fumatori (coloro che fumano oltre 20 sigarette al giorno), il 

rischio arriva a 20 (36). Tuttavia, questo rischio non è costante per tutta la vita, ma 

si riduce significativamente se si interrompe l’abitudine voluttuaria, anche se per-

mane elevato per gli heavy smokers anche dopo 25 anni dall’ultima sigaretta (37).  

Attualmente la situazione in Italia, secondo uno studio del 2019, evidenzia un de-

cremento del numero di fumatori, che si attestano intorno al 22% (28% uomini e 

16,5% donne) dell’intera popolazione rispetto al 23,3% del 2018. Il vizio si sviluppa 

in età adolescenziale, tra i 15 e i 20 anni e poi viene mantenuto fino all’anzianità: 

l’età media dei fumatori in Italia è di 45,3 anni (38). 

La fisiopatologia del danno da fumo di sigaretta non è ancora stata determinata del 

tutto, in quanto degli oltre 9.000 agenti chimici contenuti nel tabacco raffinato in-

dustrialmente, solo 80 sono stati individuati come sicuri o possibili cancerogeni 

(39). 

Le componenti cancerogene principali sono gli idrocarburi aromatici policiclici 

(PAH), che si formano dalla combustione incompleta del tabacco. Inoltre, le aldeidi, 
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tra cui la formaldeide, l’acroleina, l’acetaldeide e la crotonaldeide, sono tra gli ele-

menti cancerogeni che si formano in quantità maggiore dalla combustione del ta-

bacco (40). 

Negli ultimi anni è aumentato sempre di più il fenomeno delle sigarette elettroniche, 

device che insufflano nicotina e altre sostanze psicoattivi tramite aerosol. All’in-

terno degli aerosol delle sigarette elettroniche sono presenti umettanti (propilene 

glicolo e glicerina) che in seguito a combustione producono sostanze cancerogene 

a base di carbonio, come la formaldeide e l’acroleina (41). 

 

1.3 PREVENZIONE PRIMARIA E SECONDARIA  

 

La prevenzione primaria legata al tumore al polmone consiste in tutte le attività atte 

a limitare l’esposizione del paziente agli agenti cancerogeni descritti nei paragrafi 

precedenti. In particolare, sono fondamentali le campagne di controllo sul fumo, le 

quali sono cominciate in Italia nel 2005 a seguito dell’emanazione del programma 

MPOWER da parte della WHO (World Health Organization). Successivamente i 

divieti si sono fatti ancora più stringenti con una legge del 2013 finalizzata a proi-

bire l’utilizzo di sigarette et similia all’interno delle scuole, spiagge e parchi pub-

blici. A partire dal 2016 vengono riportate immagini shock che dimostrano gli ef-

fetti dannosi del fumo di sigaretta direttamente sui pacchetti, per cercare di sensibi-

lizzare soprattutto i più giovani ai rischi del fumo e creare uno stigma sociale nei 

confronti di questa attività voluttuaria che ne riduca sempre di più l’appeal (5). 

Le strategie messe in atto per interrompere l’abitudine tabagica consistono in un’as-

sociazione di supporto comportamentale e farmacoterapia. In particolare, i farmaci 

maggiormente utilizzati per combattere la dipendenza dalla nicotina sono il bupro-

pione e la vareniclina (42).  

L’utilizzo della sigaretta elettronica si è rivelato utile per ridurre l’utilizzo delle 

sigarette normali rispetto ai dispositivi NRT (Nicotine Replacement Therapy), ma 

soltanto se all’interno della miscela fosse presente la nicotina. Inoltre, circa 1/3 dei 

pazienti che utilizzano questo metodo continuano ad utilizzare la sigaretta elettro-

nica a più di un anno di distanza (43, 44). 
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La prevenzione secondaria consta di tutte le attività finalizzate a raggiungere una 

diagnosi precoce della malattia, quando è ancora in una fase asintomatica e tratta-

bile. Il tumore al polmone sta cominciando solo negli ultimi anni a presentare pro-

grammi di screening che possano essere applicati alle popolazioni maggiormente a 

rischio. 

Il primo studio a supportare la possibilità di eseguire delle TC torace a bassa dose 

in soggetti ad alto rischio (55-74 anni, fumatori o ex-fumatori entro 15 anni dall’ar-

ruolamento) al fine di effettuare una diagnosi precoce di malattia e ridurre la mor-

talità è stato effettuato nel 2011 dal National Lung Screening Trial Research Team 

negli Stati Uniti. Si individua una riduzione della mortalità del 20% nel gruppo dei 

pazienti studiati mediante TC rispetto a quelli screenati tramite radiografia del to-

race (5, 45). 

Nel decennio successivo si sono susseguiti altri studi indipendenti atti a confermare 

i risultati ottenuti precedentemente, fino a giungere nel 2021 ad uno statement da 

parte della US Preventive Services Task Force in cui si definiscono i punti principali 

dello screening per la neoplasia polmonare: i pazienti aggregabili devono avere 

un’età compresa tra i 50 e gli 80 anni, fumatori o ex-fumatori da massimo 15 anni, 

con una storia di fumo di almeno 20 pack-year. Il metodo radiologico da utilizzare 

è la TC torace a basse dosi annuale. Fondamentale associare i programmi di cessa-

zione dell’abitudine tabagica al programma di screening, che altrimenti non deter-

minerebbe una riduzione della mortalità tale da giustificare i costi dello screening 

stesso (46). 

Attualmente in Europa lo screening non è garantito gratuitamente dai sistemi sani-

tari nazionali; tuttavia, si sta lavorando sia sul piano nazionale (ad esempio, in Italia 

è presente la RISP – Rete Italiana per lo Screening Polmonare) che sul piano sovra-

nazionale per mettere in atto il prima possibile un programma ottimizzato di dia-

gnosi precoce del tumore al polmone (47). 
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1.4 CLASSIFICAZIONE ISTOLOGICA  

 

La classificazione istologica utilizzata dagli anatomopatologi per descrivere le neo-

plasie polmonari è la V edizione del bluebook della WHO (World Health Organi-

zation) aggiornata al 2021. 

La diagnosi istologica si basa inizialmente sulla valutazione morfologica, per poi 

applicare delle tecniche di indagine immunoistochimica e infine le tecniche mole-

colari (49). 

Nonostante siano stati individuate numerose sottocategorie di neoplasia polmonare, 

il 95% dei decessi viene determinato da quattro istotipi principali: 

• Microcitoma: detto anche carcinoma a piccole cellule (SCLC) 

• Carcinoma squamoso (CS) 

• Adenocarcinoma (ADC) 

• Carcinoma a grandi cellule (CGC) 

Gli ultimi tre compongono la macrocategoria degli NSCLC, ovvero i carcinomi non 

a piccole cellule, che si differenziano nettamente dal microcitoma sia per compor-

tamento, che per classificazione e approccio terapeutico (5). 
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Tumore Lesione precursore Varianti Note 

Papillomi - Squamoso esofitico, Squa-
moso invertito, Ghiando-

lare Misto, squamoso e 

ghiandolare 

Comportamento benigno 

Adenomi - Alveolare, Papillare, Bron-

chiolare/tumore papillare 

ciliato muco nodulare, Ci-
stoadenoma mucinoso, A 

ghiandole mucinose 

Comportamento benigno 

Adenocarcinoma Iperplasia adenomatosa ati-

pica (AAH); adenocarci-
noma in situ (AIS) e mini-

mamenteinvasivo (MIA) 

mucinoso e nonmucinoso 

Pattern lepidico, acinare, 

papillare, micro-papillare, 
solido Mucinoso Fetale 

(basso/alto grad) Enterico 

Colloide 

Importanza delle dimen-

sioni: AAH ≤ 5 mm AIS ≤ 
3 cm senza invasione stro-

male MIA ≤ 3 cm con in-

vasione stromale ≤ 5 mm 

Carcinoma squamocellu-

lare 

Displasia e carcinoma 

squamoso in situ 

Cheratinizzante Non-che-

ratinizzante Basaloide 

 

Carcinoma a grandi cellule - - Negativo per marcatori di 
differenziazione squamosa 

(p40, CK5/6), adenocarci-

noma (TTF1, napsina) e 

neuroendocrini 

Carcinoma adenosquamoso - - Le componenti squamosa e 

ghiandolare devono essere 

commiste tra loro ed evi-

denti morfologicamente 

Carcinoma sarcomatoide - A cellule fusate, A cellule 

giganti, A cellule fusate e 
giganti, Pleomorfo (con 

componente convenzionale 

di NSCLC) accanto a com-
ponente a cellule fusate e/o 

giganti, Carcinosarcoma 

(presenza di NSCLC con-

venzionale accanto a sar-

coma: osteo/condro/leio-

mio/radbdo/angio-sar-

coma), Blastoma 

 

Tumori neuroendocrini Iperplasia idiopatica dif-

fusa delle cellule neuroen-
docrine (DIPNECH) (solo 

per alcuni carcinoidi peri-

ferici) 

Carcinoide tipico, Carci-

noide atipico, Carcinoma 
neuroendocrino a grandi 

cellule, Carcinoma a pic-

cole cellule, Carcinomi 
neuroendocrini combinati 

con NSCLC 

Indice mitotico, necrosi e 

morfologia delle cellule 
sono i criteri classificativi 

Ki67 molto utile soprat-

tutto nelle biopsie con arte-

fatti 

Metastasi -   

 

 

 

 

 

 

 

Tabella I: Classificazione dei principali tumori polmonari secondo la V edizione del bluebook della 

WHO aggiornata al 2021 (48) 
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1.4.1 ADENOCARCINOMA 

 

L’adenocarcinoma è una neoplasia epiteliale caratterizzata da differenziazione 

ghiandolare. L’aspetto morfologico può variare secondo il grado di differenzia-

zione, cioè di conservazione della struttura ghiandolare di origine. Le forme meno 

differenziate vengono ricondotte ad un’origine adenocarcinomatosa basandosi sulla 

produzione di mucina o sull’espressione di specifici marcatori (50). Presenta una 

grande varietà di pattern di crescita, tra cui l’acinare, il papillare, il lepidico, il so-

lido e il cribriforme, ma l’80% degli adenocarcinomi cade nella categoria mista, 

ovvero il singolo tumore presenta due o più pattern di crescita contemporaneamente 

(49). 

Le lesioni precursori dell’adenocarcinoma secondo la nuova classificazione della 

WHO sono l’iperplasia adenomatosa atipica (AAH), l’adenocarcinoma in situ 

(AIS), l’adenocarcinoma minimamente invasivo (MIA) (48). 

Le indagini immunoistochimiche sono molto utili per individuare l’adenocarci-

noma, in particolare per avere una diagnosi di certezza il gold standard è la rileva-

zione del marcatore TTF1, alla quale si può associare la ricerca della Napsina-A, 

che in alcuni studi clinici ha dimostrato una migliore sensibilità (51). 

Radiologicamente, l’adenocarcinoma ha una presentazione tipicamente periferica 

(50), mentre epidemiologicamente è più frequente degli altri istotipi nelle donne e 

nei non fumatori. La sua incidenza relativa rispetto agli altri istotipi è in costante 

incremento (3). 

 

1.4.2 CARCINOMA SQUAMOCELLULARE 

 

Il carcinoma squamoso è una neoplasia maligna che mostra caratteristiche di diffe-

renziazione epidermoidi. Il grado di differenziazione del tumore a seconda delle 

caratteristiche che vengono evidenziate all’analisi istologica, tra cui la presenza di 

ponti cellulari e cheratinizzazione. I tumori differenziati presentano un’organizza-

zione cellulare pavimentosa, ordinata, con nuclei ovali e contorni ben definiti, 
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mentre quelli scarsamente differenziati sono caratterizzati da atipie cellulari, attività 

mitotica elevata e aree di necrosi o emorragie (50). 

I pattern di crescita sono cheratinizzante, non cheratinizzante e basaloide, tra cui 

quest’ultimo presenta un andamento peggiore in termini di prognosi (49). 

Le lesioni pre-invasive possono essere la displasia squamosa e la presenza di carci-

noma squamoso in situ (48). 

L’immunoistochimica viene raccomandata come indagine per differenziare più pre-

cisamente l’istotipo squamoso dall’adenocarcinoma. Attualmente, p40 è il marca-

tore di scelta per individuare la variante squamocellulare, perché più sensibile del 

p63, usato in precedenza (51). 

La sede più frequente del carcinoma squamoso è centrale e spesso ostruisce il lume 

bronchiale, ma in circa 1/3 dei casi si localizza perifericamente (50). 

Viene diagnosticato soprattutto in forti fumatori e rappresenta ancora, nonostante 

un calo di incidenza negli ultimi decenni, 1/3 di tutti i casi di tumore al polmone 

(3). 

 

1.4.3 CARCINOMA A GRANDI CELLULE 

 

Neoplasia definita in passato anaplastica, in quanto composta da cellule grandi scar-

samente differenziate e prive di marcatori immunoistochimici tipici dell’adenocar-

cinoma, del carcinoma squamocellulare, o dei tumori neuroendocrini. Istologica-

mente si individuano cellule con nuclei ovaliformi, nucleoli prominenti, attività mi-

totica intensa e marcata atipia. Una caratteristica distintiva di questa neoplasia è la 

presenza di abbondante infiltrato infiammatorio localizzato nello stroma tra le cel-

lule tumorali (50). 

Attualmente non sono state individuate varianti e neppure lesioni precancerose (48, 

49). 

Rappresenta meno del 10% di tutti i tumori al polmone diagnosticati (3). 

 



17 

 

 

 

1.4.4 MICROCITOMA (SCLC) 

 

Il carcinoma a piccole cellule è caratterizzato dalla proliferazione di cellule di di-

mensioni ridotte, con scarso citoplasma, cromatina molto densa e nucleoli assenti. 

Le cellule si dispongono in modo caotico e solitamente risultano separate da setti 

fibrosi con necrosi diffusa. Il grado di differenziazione può variare all’interno della 

medesima massa tumorale, in quanto è un tumore istologicamente pleomorfo in 

molti casi (50). 

L’immunoistochimica del microcitoma si basa sull’utilizzo di marcatori neuroen-

docrini, i quali possono essere positivi anche nei carcinoidi polmonari o nei tumori 

neuroendocrini a grandi cellule, che presentano, però, un quadro istologico solita-

mente ben distinguibile dal SCLC. Il marcatore più sensibile è CD56, ma è fonda-

mentale associare questa indagine con le caratteristiche morfologiche, in quanto 

può essere espresso anche da cellule neuromuscolari ed ematopoietiche benigne. La 

malattia è tipicamente caratterizzata da un elevato indice proliferativo ed elevata 

attività mitotica e può esprimere anche sinaptofisina e cromogramina A (51). 

Gli SCLC si localizzano tipicamente a livello centrale, portando ad ostruzione bron-

chiale. Hanno una tendenza molto rapida a metastatizzare a distanza e possono cau-

sare numerose sindromi paraneoplastiche, tra cui la sindrome da ipersecrezione di 

ADH, la sindrome di Cushing e la Lambert-Eaton (50). 

È fortemente associato all’abitudine tabagica e ha un tasso di sopravvivenza molto 

più basso degli altri istotipi (3, 5). 

 

1.4.5 ISTOTIPI RARI DI TUMORE AL POLMONE 

 

Il carcinoma adenosquamoso presenta caratteristiche comuni sia all’adenocarci-

noma che al carcinoma squamocellulare. Al fine di porre diagnosi è necessario che 

almeno il 10% di entrambi gli istotipi sia presente sul vetrino (50). 

L’andamento clinico è peggiore rispetto agli altri NSCLC (8). 
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La definizione di Carcinoma sarcomatoide include invece una categoria molto ete-

rogenea di neoplasie con una componente di differenziazione mesenchimale, che 

comprende vari sottotipi (a cellule fusate, a cellule giganti, pleomorfo, carcinosar-

coma, blastoma) (48). 

Altre neoplasie epiteliali più rare sono neoplasie caratterizzate dal riarrangiamento 

di nut e neoplasie di derivazione delle ghiandole salivari (mucoepidermoide e ade-

noidocistico (48) (50). 

 

1.5 PATOLOGIA MOLECOLARE 

 

La maggior parte dei pazienti affetti da neoplasia polmonare viene trattata quando 

la patologia è già ad uno stadio avanzato o localmente avanzato. In questo contesto, 

la caratterizzazione molecolare del tumore è fondamentale per ricercare eventuali 

geni mutati suscettibili a terapia sistemica a bersaglio molecolare (52). 

Le alterazioni geniche che vengono routinariamente testate da pratica clinica com-

prendono: mutazioni sensibilizzanti di Egfr (Epidermal Growth Factor Receptor) 

riarrangiamenti del gene Alk (Anaplastic Lymphoma Kinase) e Ros1, mutazioni 

V600 di B-raf. Queste alterazioni sono ad oggi indispensabili per decidere la stra-

tegia terapeutica di prima linea nella malattia avanzata. Devono inoltre essere inda-

gate: la presenza di mutazione G12C di K-ras (Kristen Rat Sarcoma Virus), riar-

rangiamenti di Ret e Ntrk 1-2 (Neurotrphic Tyrosine Receptor Kinase), mutazione 

exon skipping 14 di Met (Mesenchymal Epithelial Transition) (5, 52, 53). 

Inoltre, è indispensabile la quantificazione dell’espressione di PD-L1 (Programmed 

Cell Death Ligand), che ha un ruolo dei criteri decisionali sul trattamento di prima 

linea in assenza di alterazioni driver di EGFR, ALK, ROS1 (52). 

 

1.5.1 EGFR  

 

EGFR appartiene ad una famiglia di recettori tirosin-chinasici che include anche 

HER2, HER3 e HER4. L’attivazione della pathway molecolare di EGFR porta alla 

proliferazione cellulare, sopravvivenza, invasione e angiogenesi cellulare. Le 
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mutazioni a livello di questo recettore comportano un’attivazione costitutiva della 

cascata molecolare, favorendo il processo di cancerogenesi (54). 

Le mutazioni di Egfr sono riscontrate in circa il 10-20% di NSCLC di istotipo non 

squamoso e di etnia caucasica, mentre sono più frequenti negli asiatici (sino al 

50%9. Inoltre, l’incidenza delle mutazioni di Egfr risulta circa tripla nei non fuma-

tori rispetto ai fumatori (55). 

La maggioranza delle mutazioni che costituiscono bersaglio per la terapia biologica 

ricade in due categorie: delezioni in-frame dell’esone 19 (ex19del) e la sostituzione 

L858R localizzata all’interno dell’esone 21. (52) Le altre mutazioni vengono con-

siderate rare e spesso risulta difficile prevedere la loro risposta ai TKI (Tyrosine 

Kinase Inhibitors), la quale in alcuni studi sembra essere sostanzialmente minore 

in confronto alle mutazioni più frequenti (56). Tra queste, le più frequenti sono al-

terazioni dell’esone 18 (E709X, G719X), inserzioni dell’esone 20 e la mutazione 

L861Q dell’esone 21 (52). 

Le mutazioni vengono comunemente testate su tessuto (o plasma) mediante sequen-

ziamento genico tradizionale (Sanger), real-time PCR (Polymerase Chain Reac-

tion) o NGS (Next Generation Sequencing). 

 

1.5.2 ALK 

 

Il recettore tirosin-chinasico ALK ha delle funzioni poco chiare nella fisiologia cel-

lulare umana, tuttavia un suo riarrangiamento con EML4 (Echinoderm Microtru-

bule-associated protein-Like 4), o altri partner più rari porta alla formazione di una 

proteina intracellulare coinvolta in vari processi di sopravvivenza e proliferazione 

cellulare (54). 

La traslocazione di Alk si verifica in circa il 5-8% degli NSCLC e, come EGFR, è 

tipica delle donne, giovani, non fumatrici (55). 

ALK si attiva esclusivamente tramite traslocazione, ma ha una pletora di mutazioni 

secondarie che possono rendere inefficaci i principali inibitori utilizzati nella pra-

tica clinica, tra cui la più frequente è la G1202R. 
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La fusione di Alk viene testata su tessuto mediante NGS, che comprende le altera-

zioni più comuni. In alternativa, si può effettuare un primo screening con l’immu-

noistochimica da confermare con metodiche di secondo livello (FISH, RT-PCR, 

NGS) per i pazienti che risultano 1 o 2+ (5). 

 

1.5.3 ROS1 

 

Ros1 è un gene che codifica per un recettore con attività tirosin-chinasica, il quale 

al pari di ALK diviene costitutivamente attivo in seguito ad un riarrangiamento 

con un’altra proteina, come CD74, esitando in una iperattivazione di numerose 

pathway di proliferazione e sopravvivenza cellulare (54). 

Questa traslocazione si verifica nell’1-2% degli NSCLC diagnosticati ed è altresì 

maggiormente frequente nei non fumatori di sesso femminile (55). 

Vi è un’alta omologia tra i domini delle chinasi ros1 e alk, per cui i farmaci utiliz-

zati per l’uno sono tipicamente efficaci anche nell’altro (54), e anche nel caso di 

ros1 si registrano numerose mutazioni di resistenza (ad esempio G2032R, 

D2033N, L2155S) ai principali inibitori tirosinchinasici (TKI) (59, 60). 

La ricerca di Ros1 viene effettuata mediante l’utilizzo dell’immunoistochimica, la 

cui positività richiede però conferma tramite la FISH stessa anche per i pazienti 

3+, in quanto sono molto frequenti i falsi positivi. Negli ultimi anni si utilizza 

sempre di più l’NGS (5). 

 

1.5.4 BRAF  

 

Si tratta di un gene che codifica per la proteina B-RAF, la quale appartiene al gruppo 

delle serina/treonina-protein chinasi. La mutazione attivante principale della pro-

teina è la V600E, la quale comporta un’attivazione costitutiva della proteina e con-

seguente aumento dell’attività di proliferazione cellulare (54). 

La traslocazione riguarda l’1-5% degli NSCLC ed è entrata recentemente nel pan-

nello di geni da screenare grazie alla scoperta dell’efficacia della terapia di 
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combinazione tra inibitori di BRAF (vemurafenib e dabrafenib) e gli inibitori di 

MEK (trametinib) (5, 55). 

La terapia a bersagalio molecolare ha dimostrata efficacia solo in presenza di mu-

tazione V600, che viene ricercata mediante sequenziamento standard o più frequen-

temente NGS (61). 

 

1.5.5 ALTRE ALTERAZIONI A BERSAGLIO MOLECOLARE 

CON RISVOLTO TERAPEUTICO 

 

Le mutazioni che coinvolgono l’esone 14 di Met, tra cui la principale è l’exon skip-

ping, comportano un’iperespressione di questo recettore (54). Si tratta di un’altera-

zione che si associa ad un’età più elevata delle precedenti ed ha maggior probabilità 

di associarsi al fumo di sigaretta. 

La traslocazione rappresenta il 2-3% degli adenocarcinomi ed è frequente soprat-

tutto nei pazienti anziani. Si può trattare con TKI specifici, attualmente indicati a 

progressione dopo chemio-immunoterapia (55). 

Le traslocazioni di Ret sono responsabili per circa l’1-2% degli NSCLC e hanno 

un’epidemiologia più simile a EGFR, ALK e ROS-1in quanto è più frequente nelle 

donne, giovani, non fumatrici (55). 

Gli Ntrk sono geni che codificano per specifici recettori chinasici della tropomio-

sina, i quali sono mutati molto raramente negli NSCLC (<1%), ma i pochi pazienti 

che presentano questa alterazione rispondono molto bene ad entrectinib e larotrec-

tinib (54, 62). 

Le mutazioni di K-ras invece sono molto frequenti negli NSCLC non squamosi, 

costituendo il 15-30% del totale. Sono tipiche soprattutto dei fumatori, ma sono 

state rilevate anche in pazienti non fumatori con pattern diversi: i tumori indotti dal 

tabacco solitamente presentano la mutazione G12C, mentre in quelli dei non fuma-

tori si individua la variante G12D (54, 63). 

Attualmente sono state sviluppate terapie a bersaglio molecolare solo per la muta-

zione G12C (54). 
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1.5.9 PD-L1 E PD-1 

 

Un’altra caratteristica fondamentale delle neoplasie, e quella al polmone non fa ec-

cezione, è la capacità di eludere la risposta immunitaria dell’ospite mediante l’ipe-

respressione di recettori che bloccano la cascata di attivazione dei leucociti. Le mo-

lecole più importanti in questo processo sono PD-1 e il corrispettivo ligando PD-

L1. In particolare, PD-1 è tipicamente espresso sulla membrana dei linfociti T atti-

vati, mentre PD-L1 viene espresso dalle cellule tumorali. Quando avviene l’intera-

zione tra queste due proteine, la risposta citotossica del linfocita T viene inibita e la 

cellula tumorale riesce a sopravvivere (64). 

Negli ultimi anni sono stato sviluppati degli anticorpi monoclonali diretti specifi-

camente contro PD-L1 (atezolizumab, durvalumab, avelumab) e PD-1 (pembroli-

zumab, nivolumab, cemiplimab), i quali impediscono l’interazione tra il recettore e 

il suo ligando, permettendo ai linfociti T attivati di eliminare le cellule neoplastiche 

(54). 

La valutazione dei livelli di espressione di PD-L1 è fondamentale per individuare i 

pazienti affetti da NSCLC in stadio avanzato che siano eleggibili ad un trattamento 

di prima linea con la sola immunoterapia. In questo caso, il risultato dell’indagine 

non è un valore dicotomico (positivo o negativo) come nel caso delle neoplasie 

oncogene-addicted, bensì si inserisce in uno spettro continuo espresso in percen-

tuale: per la I linea di trattamento il campione bioptico del paziente deve presentare 

una positività a PD-L1 maggiore o uguale al 50% delle cellule neoplastiche valutate 

secondo il Tumor Proportional Score su un totale di almeno 100 cellule (64). 

 

1.6 ITER DIAGNOSTICO 

 

L’iter diagnostico della neoplasia polmonare può variare molto, in quanto alcune 

diagnosi, soprattutto agli stadi iniziali in cui il paziente risulta ancora asintomatico, 

viene effettuata accidentalmente mediante un esame radiologico richiesto per altri 

motivi, oppure grazie ai nuovi programmi di screening (65). 
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Negli stadi più avanzati spesso compaiono dei sintomi che portano il medico a so-

spettare la possibile presenza di neoplasia. In questi casi è fondamentale procedere 

con un’indagine anamnestica approfondita sui fattori di rischio, eseguire un esame 

obiettivo accurato e valutare le comorbidità del paziente. Successivamente si inizia 

con la stadiazione radiologica mediante TC, PET-TC e RMN e in parallelo si valu-

tano la funzionalità renale, epatica e cardiopolmonare, al fine di stabilire la fattibi-

lità dei diversi approcci terapeutici. Infine, è fondamentale procedere con la biopsia 

della massa principale utilizzando la tecnica più opportuna in base alla localizza-

zione del tumore, all’eventuale coinvolgimento linfonodale e alla presenza di me-

tastasi a distanza (5). 

 

1.6.1 SINTOMATOLOGIA  

 

Circa il 10% dei tumori al polmone risulta asintomatico alla diagnosi, mentre il 90% 

dei pazienti presenta qualche tipo di sintomo. I sintomi possono essere aspecifici, 

come astenia, anoressia, perdita di peso, oppure causati direttamente dalla massa 

tumorale, sia in ambito intratoracico che extra toracico. In alcuni casi si rendono 

evidenti anche delle sindromi paraneoplastiche dovute al rilascio di sostanze bioat-

tive da parte della neoplasia (67). Le neoplasie possono essere centrali o periferiche: 

le neoplasie centrali sono definite come masse che si trovano entro 2 cm in tutte le 

direzioni da strutture mediastiniche critiche (albero bronchiale, esofago, cuore, 

plesso brachiale, midollo spinale, nervo frenico, nervo laringeo ricorrente).  



24 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabella II: Sintomi più comuni di neoplasia polmonare suddivisi in base alla causa: tumore primi-

tivo, diffusione intratoracica, diffusione extratoracica. (67) 
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TUMORE PRIMITIVO 

 

Il sintomo più frequente è la tosse (fino a 75% dei pazienti), in quanto spesso la 

localizzazione del tumore è a livello delle vie aeree centrali, comportando polmoniti 

post-ostruttive o aumento di volume dei linfonodi.  

Segue la dispnea, la quale si sviluppa nelle fasi iniziali della malattia in una percen-

tuale prossima al 60% dei pazienti ed è dovuta all’occlusione delle vie aeree. 

L’emottisi è un’evenienza sicuramente più rara, ma altamente più specifica di neo-

plasia polmonare.  

Infine, è possibile avere nel 50% dei casi un senso di fastidio a livello del torace, 

descritto come altamente variabile in termini di dolore e localizzazione (67, 68). 

 

DIFFUSIONE INTRATORACICA 

 

La sintomatologia da diffusione intratoracica è presente nel 40% dei casi alla dia-

gnosi di malattia ed è causata dalla estensione della massa primitiva tumorale, o in 

alternativa all’invasione di stazioni linfonodali limitrofe. Le strutture coinvolte pos-

sono essere nervose, vascolari, viscerali e pleuriche. (67, 68) 

Le manifestazioni dipendono dalla struttura coinvolta nella crescita della neoplasia. 

In particolare, spesso si individua un’invasione del nervo laringeo ricorrente, con 

conseguente disfonia, per i tumori che si sviluppano nel polmone sinistro, in quanto 

si porta maggiormente in profondità nel mediastino rispetto alla controparte destra.  

Un’altra struttura nervosa altamente a rischio di lesione è il nervo frenico, adibito 

alla regolazione della contrattilità diaframmatica. Si tratta di una problematica rile-

vabile con una semplice radiografia del torace in cui si nota un sollevamento asim-

metrico dell’emidiaframma con innervazione compromessa. 

Un’associazione tipica è la presenza di tumore di Pancoast e sindrome di Claude-

Bernard-Horner. La neoplasia in questo caso si sviluppa posteriormente a livello 

dell’apice di un lobo polmonare superiore, causando da un lato dolore e lesioni mu-

scolari, e dall’altro l’invasione del plesso brachiale con coinvolgimento della catena 
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simpatica e del ganglio stellato. Il danno nervoso di queste strutture si esprime con 

la sindrome di Horner e la sua triade tipica: enoftalmo, ptosi palpebrale e miosi.  

Il cuore e il pericardio possono essere coinvolti in seguito alla diffusione diretta o 

linfonodale del tumore, portando a tamponamento cardiaco e versamento pericar-

dico in circa il 15% dei pazienti. Molto più frequente, soprattutto nell’istotipo 

SCLC, è l’ostruzione della vena cava superiore, che comporta un’alterazione del 

ritorno venoso evidenziabile all’esame obiettivo con edema di volto, collo e palpe-

bre, vene visibilmente dilatate a livello del torace, spalle e braccia. Inoltre, il pa-

ziente riporta spesso una sintomatologia di vertigini, cefalea, visione sfuocata e di-

sfagia.  

Il coinvolgimento della parete toracica e/o della pleura causa invece algie toraciche 

(67, 68) 

 

DIFFUSIONE METASTATICA EXTRATORACICA 

 

Le sedi di metastasi più frequenti per la neoplasia polmonare sono le ossa, il fegato, 

i surreni, i linfonodi intra-addominali, il cervello, il midollo spinale e la cute. 

Le metastasi ossee possono comportare un dolore importante e aumentano di molto 

il rischio di frattura, in particolare a livello delle porzioni prossimali delle ossa lun-

ghe degli arti e dello scheletro assiale. 

Le metastasi a livello del fegato, dei surreni e dei linfonodi intra-addominali pre-

sentano tipicamente un’obiettività muta, ma possono associarsi a sintomi sistemici 

aspecifici quali astenia, malessere, calo ponderale.  

Nel 10% dei casi si riscontrano metastasi intracraniche, le quali possono comportare 

la comparsa di cefalea, nausea, vomito, segni neurologici focali, crisi comiziali, 

confusione e cambiamenti della personalità, mentre il coinvolgimento spinale è più 

raro e comporta principalmente parestesie, dolore, deficit motori (67, 68). 
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SINDROMI PARANEOPLASTICHE 

 

Le sindromi paraneoplastiche corrispondono a tutte le sintomatologie causate indi-

rettamente dal tumore, cioè non strettamente correlate all’invasione e compressione 

dei tessuti limitrofi o a distanza. Attualmente le sindromi paraneoplastiche mag-

giormente comprese riguardano la secrezione di peptidi e ormoni da parte del tu-

more, oppure la cross-reattività immunologica tra il tumore e l’ospite, che causano 

la comparsa di alterazioni dell’omeostasi ormonale del paziente; altre patologie non 

hanno una fisiopatologia ben identificabile (69). 

La diagnosi di queste sindromi si basa sullo studio della funzionalità endocrina, la 

quale deve subire delle alterazioni riconducibili al tumore secondo alcuni criteri: 

L’attività endocrina del paziente deve presentare un funzionamento privo del fisio-

logico meccanismo di feedback; le condizioni del paziente devono peggiorare in-

spiegabilmente senza l’aumento volumetrico del tumore; la riduzione della neopla-

sia deve portare ad un miglioramento della funzione endocrina; si devono trovare 

delle evidenze della presenza di ormoni nel tumore o che la sintesi dell’ormone 

derivi dallo stesso (70). 

Nel caso del tumore al polmone, le sindromi paraneoplastiche si individuano in 

circa il 10% dei pazienti e principalmente nell’istotipo SCLC. Tra le più frequenti 

si riscontrano la Sindrome da Inappropriata secrezione di ADH (SIADH), caratte-

rizzata da iponatriemia euvolemica dovuta ad un aumentato riassorbimento d’acqua 

a livello renale. 

Meno frequentemente si evidenziano l’ipercalcemia maligna, associata in genere ad 

una fase tardiva della malattia e a prognosi sfavorevole, la sindrome di Cushing, 

sindrome da carcinoide, ipoglicemia, acromegalia, ginecomastia e ipertiroidismo 

(69, 70). 
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1.6.2 DIAGNOSI RADIOLOGICA 

 

Una volta appurato il sospetto diagnostico di neoplasia del polmone è necessario 

approfondire il caso mediante l’utilizzo di tecniche diagnostiche radiologiche (5). 

L’esame di primo livello è la radiografia del torace, la quale presenta una sensibilità 

diagnostica tale da individuare lesioni fino a 1 cm di diametro (71). Ha un costo 

ridotto, basso rischio di problematiche legate alle radiazioni, facilità tecnica di ese-

cuzione (5, 72). I reperti da ricercare con questa indagine possono essere sia diret-

tamente correlati alla neoplasia, come la tipica lesione nodulare singola, che indi-

retti, come la presenza di aree di ostruzione lobare cronica e collassi polmonari, 

linfoadenopatie ilari, erosioni costali (72). 

Se la radiografia risulta sospetta per neoplasia, è necessario approfondire il quadro 

radiologico mediante l’esecuzione di una TC di torace, addome superiore e regione 

cervicale inferiore in modo da individuare eventuali interessamenti metastatici a 

livello di fegato, surreni e linfonodi sovraclaveari (5). La TC è dotata di una risolu-

zione superiore alla RX, arrivando a mostrare noduli di 1-5 mm di diametro. Inoltre, 

permette uno studio più approfondito dei linfonodi, che tipicamente vengono rite-

nuti sospetti nel caso in cui superino i 10 mm di diametro (71, 72). In alcuni casi è 

consigliato eseguire fin da subito una TC cerebrale per individuare un eventuale 

coinvolgimento di questa regione, in particolare in Italia si esegue nei pazienti con 

istologia non squamosa e malattia di stadio II o maggiore evidenziato dagli esami 

precedenti (5). 

Nel caso in cui la TC non evidenzi la presenza di metastasi a distanza, è raccoman-

dato completare la stadiazione con la 18F-FDG PET-TC (5). Si tratta di un esame 

che aumenta l’accuratezza diagnostica del coinvolgimento linfonodale rispetto alla 

TC, ma anche il numero di falsi positivi, per cui è sempre consigliabile applicare 

successivamente delle tecniche invasive di stadiazione per verificare l’effettiva ma-

lignità delle lesioni (5, 73). Un grande limite della PET è legato allo studio dell’en-

cefalo, motivo per cui la TC cerebrale deve sempre essere eseguita in caso di so-

spetto coinvolgimento a questo livello (73). 
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La RMN è l’esame elettivo per la valutazione del coinvolgimento metastatico del 

SNC e viene eseguito generalmente nel caso in cui la TC abbia individuato una o 

più lesioni sospette, oppure siano presenti sintomi neurologici focali nei pazienti di 

stadio II-IV di NSCLC candidabili ad un trattamento a scopo curativo (5). 

 

1.6.3 TIPIZZAZIONE DELLA MALATTIA 

 

Esistono numerose tecniche per accedere alla lesione individuata con la diagnostica 

radiologica ed è fondamentale scegliere quella che equilibri maggiormente il suc-

cesso diagnostico al tasso di complicanze (74). 

I tumori centrali, ovvero visibili endoscopicamente o localizzati nel 1/3 interno del 

polmone, vengono tipizzati mediante broncoscopia con un rendimento diagnostico 

pari al 90% (5). Mediante endocopia è possibile accedere direttamente a lesioni con 

sviluppo esofitico/infiltrante o mediante agoaspirazione transbronchiale (TBNA – 

Trans Bronchial Needle Aspiration) eventualmente con supporto ecografico in caso 

di lesioni esterne alla via aerea (EBUS – EndoBronchial UltraSound o trans-esofa-

gea EUS – Endoscopic UltraSound) (5, 74). 

Le lesioni periferiche, localizzate nel 1/3 esterno del polmone e non individuabili 

endoscopicamente per definizione, sono più complesse e variabili da gestire (5). 

Vengono utilizzate metodiche percutanee mediante guida TC che presenta il 90% 

di rendimento diagnostico, nonostante un più elevato rischio di pnx (5, 74).  

Le linfoadenopatie mediastiniche giudicate sospette alla TC o PET-TC offrono un 

ottimo equilibrio tra il successo diagnostico (>90%) e il basso tasso di complicanze, 

in quanto possono essere tipizzate mediante EBUS/EUS (5, 74).  

Nei pazienti metastatici la diagnosi può essere eseguita anche nelle sedi secondarie, 

secondo il criterio del più semplice accesso (ad esempio biopsie percutanee eco-

guidate per lesioni linfonodali, sottocutanee o epatiche) (75). 
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1.6.4 CLASSIFICAZIONE TNM 

 

La stadiazione TNM è uno strumento condiviso per definire l’estensione anatomica 

della malattia neoplastica tramite la valutazione di tre parametri: fattore T, che in-

dica l’estensione del tumore primario, fattore N che segnala il coinvolgimento lin-

fonodale, fattore M che individua la presenza di eventuali metastasi a distanza. At-

tualmente l’ultima versione è l’VIII (5). 

 

 

 

 

 

Tabella III: Tabella riassuntiva dell'VIII classificazione TNM della neoplasia polmonare (76). 
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L’unione dei tre parametri permette di ottenere una suddivisione della malattia in 

diversi stadi (tabella IV), i quali hanno una valenza sia prognostica che terapeutica 

(76). 

 

1.7 TERAPIA DEL NSCLC 

 

1.7.1 TRATTAMENTO DELLO STADIO PRECOCE (I-II) 

 

VALUTAZIONE DEL RISCHIO 

 

Prima di eseguire una terapia locoregionale sul paziente è fondamentale valutare il 

suo stato di salute e cercare di prevedere come sarà la sua funzionalità dopo aver 

subito il trattamento locale. Gli interventi chirurgici a livello del polmone inficiano 

infatti in maniera importante la riserva polmonare e cardiovascolare della persona 

(65).  

Gli algoritmi utilizzati per la valutazione preoperatoria del paziente suggeriscono 

di effettuare dei test di valutazione per la funzionalità cardiaca e la funzionalità 

polmonare viene valutata tramite spirometria e il parametro più importante è la 

FEV1, il cui decremento significativo è un indice di elevato rischio peri-operatorio. 

Tabella IV: Stadiazione prognostica della neoplasia polmonare secondo la 

classificazione TNM, VIII edizione (76) 
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A fronte di una spirometria normale, è importante anche calcolare la DLCO, la 

quale permette di individuare una riduzione della riserva respiratoria che sarebbe 

ulteriormente intaccata dalla chirurgia (79). 

 

CHIRURGIA 

 

La chirurgia con intento radicale viene selezionata come trattamento di scelta con 

intento curativo, ossia di raggiungere la guarigione. Le opzioni chirurgiche sono 

numerose e devono essere discusse in ambito multidisciplinare al fine di individuare 

la migliore in termini di rapporto rischio/beneficio. La procedura standard è la lo-

bectomia associata a linfadenectomia ilo-mediastinica, mentre interventi meno ra-

dicali come la segmentectomia anatomica sono accettabili unicamente per lesioni 

non solide a vetro smerigliato o per stadi estremamente precoci (Tis o T1a). Se la 

localizzazione della lesione non permette di effettuare una lobectomia o è presente 

un significativo sconfinamento trans-scissurale, è indicata in casi selezionati l’ese-

cuzione di una bilobectomia o pneumonectomia. Qualunque sia la tecnica chirur-

gica decisa, l’intento deve sempre essere quello della radicalità totale, definita con 

la sigla R0. Un risultato di R1 (margini microscopicamente positivi per residuo di 

malattia) o R2 (margini macroscopicamente intaccati da malattia) comporta una 

prognosi negativa, sovrapponibile ai pazienti non operati. L’analisi dei linfonodi è 

obbligatoria per completare la stadiazione patologica della neoplasia e comporta 

l’esecuzione di un’evacuazione chirurgica di almeno 6 stazioni linfonodali. Un’ul-

tima scelta riguarda la tecnica di approccio al torace da utilizzare, tra cui le più 

utilizzate sono il classico approccio toracotomico o la nuova e microinvasiva vi-

deotoracoscopia (VATS) (5, 65,80). 

Il fattore più importante legato alla buona riuscita dell’intervento è il volume di 

interventi che vengono eseguiti nel centro di riferimento del paziente. Quindi, la 

terapia chirurgica è da eseguirsi esclusivamente presso strutture che eseguono al-

meno 150 interventi di resezione polmonare all’anno e dotate di personale specia-

lizzato con molta esperienza (5). 
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RADIOTERAPIA 

 

La radioterapia stereotattica (SABR) può essere utilizzata come terapia di prima 

linea in tutti i pazienti inoperabili a causa di comorbidità o rifiuto della procedura, 

con un controllo locale della malattia del 90% a 5 anni (65). 

Il dosaggio delle radiazioni non ha ancora un valore univocamente definito per 

avere il corretto equilibrio tra resa terapeutica ed effetti collaterali, ma secondo una 

metanalisi sarebbe opportuno utilizzare dosaggi intermedi (106-146 Gy10) rispetto 

a dosaggi elevati (>146 Gy10) per garantire una overall survival più elevata (81). 

Le neoplasie centrali sono definite come masse che si trovano entro 2 cm in tutte le 

direzioni da strutture mediastiniche critiche (albero bronchiale, esofago, cuore, 

plesso brachiale, midollo spinale, nervo frenico, nervo laringeo ricorrente). 

 

CHEMIOTERAPIA 

 

La chemioterapia può essere somministrata prima dell’esecuzione della chirurgia, 

chiamata neoadiuvante, oppure dopo, definita adiuvante. 

La chemioterapia adiuvante, invece, viene fortemente consigliata nei pazienti affetti 

da NSCLC radicalmente operati in stadio II-III con buon performance status come 

opzione terapeutica di prima scelta dalle linee guida. Il trattamento di scelta è una 

doppietta a base di cisplatino, generalmente associato a vinorelbina o gemcitabina. 

Il trattamento ha dimostrato un incremento della overall survival (OS) a 5 anni di 

circa 5%, pur essendo associato ad un rischio di morti non-cancro relate (circa 1%) 

(66). 

Nello stadio IA la chemioterapia non è indicata, mentre nello stadio IB può essere 

presa in considerazione in casi selezionati, con elevato rischio di recidiva, preva-

lentemente sulla base delle dimensioni della malattia. 
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ALTRE TERAPIE SISTEMICHE 

 

Attualmente, è indicato il trattamento sistemico post-operatorio con terapia a ber-

saglio molecolare (osimertinib per 3 anni) in tutte le neoplasie radicalmente operate 

in stadio IB-IIIa che abbiano o meno ricevuto una chemioterapia adiuvante, sulla 

base dei risultati dello studio di fase III ADAURA, che ha dimostrato un vantaggio 

molto importante anche in termini di OS rispetto al placebo, a fronte di un buon 

profilo di tolleranza. (5, 84, 85) 

Più recentemente la terapia adiuvante con alectinib per due anni ha dimostrato netta 

superiorità in termini di sopravvivenza libera da ripresa di malattia (DFS) rispetto 

alla chemioterapia standard nei pazienti con fusione di ALK. 

Il trattamento immunoterapico adiuvante è attualmente indicato dopo il trattamento 

chemioterapico per i pazienti ad elevata espressione di PD-L1 (5). 

 

1.7.2 TRATTAMENTO DELLA MALATTIA LOCALMENTE 

AVANZATA (IIIA-IIIC) 

 

La gestione della malattia localmente avanzata è più complessa e si basa sulla ge-

stione multidisciplinare, a partire da una corretta stadiazione (5). 

 

MALATTIA LOCALMENTE AVANZATA RESECABILE 

 

La definizione di malattia resecabile segue dei punti specifici: tumore N2 con solo 

una stazione positiva, non bulky, tumore T4, N0 in cui è considerato possibile ese-

guire una resezione R0; dopo terapia di induzione, si assiste ad un down-staging 

della malattia con possibilità di evitare l’esecuzione di una pneumonectomia (65). 

In questi casi lo standard di trattamento attuale è la chemioterapia preoperatoria 

seguita da chirurgia ma i risultati degli studi già disponibili dimostrano chiaro be-

neficio anche in termini di sopravvivenza del trattamento chemio-immuoterapico 

in assenza di alterazioni sensibilizzanti di EGFR e ALK (5). 
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MALATTIA LOCALMENTE AVANZATA NON RESECABILE 

 

La neoplasia viene definita non resecabile in tutti i casi in cui non è possibile giun-

gere ad una resezione completa (R0) neppure dopo la somministrazione di una te-

rapia di induzione, ovvero i pazienti allo stadio IIIB, IIIC o IIIA con coinvolgimento 

N2 multiplo, N3 o T3-T4 che sono troppo estesi localmente (65). 

La terapia d’elezione è la chemio-radioterapia con la CT a base di platino unito ad 

un altro chemioterapico (etoposide, paclitaxel). In particolare, studi prospettici 

hanno dimostrato la superiorità dell’approccio concomitante rispetto a quello se-

quenziale, in cui veniva prima somministrata la CT e poi la RT. Quest’ultimo può 

essere preso in considerazione nei pazienti con comorbidità o performance status 

tali da non reggere la terapia contemporanea (86). 

Dopo il trattamento chemio-radioterapico a dosaggio radicale, è indicata terapia di 

mantenimento con durvalumab per 12 mesi nei pazienti con espressione di PD-L1 

uguale o superiore all’1%, che non abbiano sviluppato progressione dopo il tratta-

mento locale. Lo studio che ha permesso di validare questa opzione terapeutica è il 

PACIFIC, il quale ha confrontato durvalumab e placebo nei pazienti con malattia 

localmente avanzata non resecabile. I dati finali dello studio dimostrano un vantag-

gio importante del gruppo del durvalumab rispetto al placebo, sia in termini di PFS 

(Progression Free Survival), sia di OS (Overall Survival) e tassi di recidiva (86). 

 

1.7.3 TRATTAMENTO DELLA MALATTIA AVANZATA 

 

La malattia avanzata viene considerata per i pazienti con uno stadio IIIB/IIIC che 

non è suscettibile ai trattamenti locoregionali ad intento radicale o uno stadio IV. I 

parametri su cui si basa la scelta della terapia sono l’istologia del tumore, la pre-

senza di specifiche alterazioni molecolari, il livello di espressione di PD-L1, le ca-

ratteristiche cliniche del paziente (età, performance status, comorbidità) (8). 

 

 

 



36 

 

1.7.3.1 MALATTIA ONCOGENE-ADDICTED 

 

Il concetto di neoplasia oncogene-addicted è legato alla capacità del tumore di ac-

cumulare delle mutazioni genetiche durante la propria crescita. In alcuni casi, no-

nostante la complessità del genotipo neoplastico, è possibile individuare degli spe-

cifici geni, che danno origine a specifiche proteine singolarmente responsabili per 

la crescita e la sopravvivenza cellulare. Queste mutazioni sono definite driver e, 

poiché apportano un vantaggio biologico in termini di proliferazione e sopravvi-

venza, vengono selezionate positivamente durante la maturazione della malattia 

(87). 

Questo concetto fisiopatologico che sta alla base dello sviluppo di alcune neoplasie 

ha permesso di creare la terapia a bersaglio molecolare, la quale colpisce proprio le 

mutazioni driver che favoriscono la crescita del tumore e permette di cronicizzare 

e controllare la malattia più efficacemente delle terapie sistemiche convenzionali 

come la chemioterapia (87). 

 

MUTAZIONE DI EGFR 

 

Esistono più generazioni di inibitori tirosinchinasici di EGFR, in particolare la 

prima generazione include gefitinib, erlotinib e icotinib, i quali sono inibitori rever-

sibili del dominio ATPasico di EGFR. Molti studi di confronto hanno dimostrato la 

superiorità di questa generazione di inibitori rispetto allo standard a base di platino 

(5, 88).  

La seconda generazione include afatinib e dacomitinib, il cui scopo iniziale era su-

perare le resistenze ai farmaci di prima generazione.  

Tra i farmaci di terza generazione, osimertinib è caratterizzato da elevata attività a 

livello centrale e capacità di azione nei confronti della mutazione T790M, che rap-

presenta il più frequente meccanismo di resistenza acquisita agli inibitori di prima 

e seconda generazione. Il meccanismo d’azione si basa sulla formazione di un le-

game covalente tra il farmaco e il dominio legante l’ATP di EGFR mutato, mentre 

EGFR wild-type viene inibito irrisoriamente. Osimertinib presenta, infatti, un 
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profilo di tollerabilità ed efficacia molto superiore alle precedenti generazioni con 

meno effetti collaterali e una PFS e OS migliori. Rappresenta attualmente lo stan-

dard di trattamento in prima linea per le mutazioni classiche. Il motivo di tale scelta 

è legato allo studio FLAURA, il quale ha confrontato l’efficacia di osimertinib con-

tro quella degli inibitori tirosin-chinasici standard di EGFR. Si è individuata una 

PFS di 18,9 mesi per i pazienti del gruppo di osimertinib contro i 10,2 mesi dell’al-

tro gruppo. Le progressioni cerebrali di malattia si sono verificate solo in 17 pazienti 

(6%) contro i 42 (15%) degli altri TKI, dimostrando un’importante penetranza del 

farmaco anche a livello dell’SNC, che è una sede di metastasi tipica degli adeno-

carcinomi oncogene-addicted. Questi ottimi risultati sull’efficacia sono stati soste-

nuti anche da una buona tolleranza del farmaco, con effetti avversi sovrapponibili 

tra i due gruppi tranne che per l’allungamento del QT, il quale ha avuto un’inci-

denza doppia nel gruppo di osimertinib (5% vs 10%) (5, 90, 91). 

Il trattamento attualmente standard a progressione ad osimertinib è rappresentato 

dalla chemioterapia con platino e pemetrexed ma sono disponibili i risultati di di-

versi studi che prevedono l’utilizzo di strategie a bersaglio molecolare in particolare 

sulla base del principale meccanismo di resistenza acquisita, l’amplificazione di 

MET (92). 
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TRASLOCAZIONI DI ALK 

 

Crizotinib è il primo farmaco sviluppato per trattare questo tipo di alterazioni e in 

uno studio di confronto con la chemioterapia standard si è dimostrato molto più 

efficace con una PFS mediana di 7,7 mesi contro 3 mesi. Dato lo sviluppo di resi-

stenza acquisita al farmaco, sono stati sintetizzati inibitori di seconda generazione, 

tra cui ceritinib, alectinib e brigatinib, carattizzati dall’attività in presenza di alcune 

delle mutazioni note di resistenza a crizotinib e maggiore attività intracranica. At-

tualmente è disponibile anche lorlatinib, un inibitore competitivo del dominio      

ATPasico sia di ALK, con spiccata attività intracranica (87). Tutti questi nuovi ini-

bitori sono stati confrontati con crizotinib in prima linea ma non sono disponibili 

dati di confronto diretto tra i nuovi inibitori (5, 91). 

 

 

 

Figura 8: Algoritmo per il trattamento del NSCLC allo stadio IV con mutazioni attivanti di EGFR 

(91). 
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RIARRANGIAMENTI DI ROS1 

 

Crizotinib e entrectinib sono attualmente approvati per l’utilizzo in prima linea, 

mentre sono in corso diversi studi con nuovi inbitori (5). 

 

ALTRI TARGET MOLECOLARI  

 

Le mutazioni della serina/treonina chinasi BRAF sono presenti nel 5% degli ade-

nocarcinomi polmonari e la più frequente è la V600E. Al contrario di ROS1 e ALK, 

non c’è una maggiore incidenza nei pazienti non fumatori e giovani. (5) Il tratta-

mento consigliato per le mutazioni della serina/treonina chinasi BRAF e in partico-

lare per la V600E è la combinazione di dabrafenib e trametinib, cioè un inibitore di 

MEK e di BRAF (87, 91). 

Anche l’exon skipping di Met può essere trattato con farmaci a bersaglio moleco-

lare, tra cui crizotinib, capmatinib, attualmente indicati a progressione dopo che-

mio-immunoterapia (87, 91). 

In presenza di riarrangiamenti di ret, sono disponibili trattamenti mirati (selperca-

tinib e pralsetinib), molto efficaci anche a livello del SNC e con un buon profilo di 

tollerabilità. Entrambi sono approvati dopo chemio-immunoterapia anche se selper-

catinib ha dimostrato di essere superiore alla doppietta a base di platino con o senza 

immunoterapia in uno studio di confronto di fase III in prima linea (87, 91). 

Le fusioni di Ntrk stanno acquisendo sempre più interesse, tanto che sono già stati 

approvati larotrectinib e entrectinib come trattamenti di prima linea nei pazienti che 

presentano mutazioni di questo gene (5, 91). 

Nei pazienti con mutazione G12C di Kras, è attualmente indicato il trattamento con 

sotorasib dopo progressione a chemio-immunoterapia (5, 87). 
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1.7.3.2 MALATTIA NON ONCOGENE-ADDICTED 

 

Nei pazienti con NSCLC metastatico, in assenza di mutazioni driver, l’immunote-

rapia rappresenta il cardine del trattamento sistemico. L’immunoterapia si associa 

ad un miglioramento della sopravvivenza sia quando somministrata da sola che in 

associazione alla chemioterapia.  Si associa ad un buon profilo di tollerabilità. 

Attualmente in Italia, la prima linea di terapia di scelta è rappresentata dalla sola 

immunoterapia (pembrolizumab, atezolizumab o cemiplimab) in presenza di 

espressione di PD-L1>50% (5). 

Se l’espressione di PD-L1 è inferiore al 50% in pazienti affetti da NSCLC non on-

cogene addicted il trattamento standard è l’associazione di chemioterapia (doppietta 

a base di platino scelta secondo istologia) e immunoterapia (pembrolizumab) (5, 

93). 

Un’altra combinazione attualmente approvata è l’associazione di soli due cicli di 

chemioterapia e nivolumab e ipilimumab, seguiti da mantenimento con i due im-

munoterapici (93). 

Nei pazienti che sviluppino progressione dopo mono-immunoterapia il trattamento 

di scelta, se fattibile, è rappresentata dalla doppietta a base di platino. 

Dopo il trattamento chemio-immunoterapico (concomitante o sequenziale, secondo 

i livelli di PD-L1) il trattamento standard è rappresentato dalla chemioterapia con 

docetaxel. Nell’istologia non squamosa è possibile l’aggiunta dell’antiangiogenico 

nintedanib (5, 93). 

 

POPOLAZIONI SPECIALI  

 

Le considerazioni fatte fino a questo momento sui diversi approcci terapeutici del 

paziente metastatico non oncogene-addicted riguardano soggetti con performance 

status di 0 o 1 e con un’età inferiore ai 70 anni, in quanto nella maggior parte dei 

trial clinici chi si trova al di fuori di queste categorie viene escluso a priori per 

evitare di ottenere risultati falsati dalla scarsa fitness della popolazione. Tuttavia, i 

pazienti che alla diagnosi presentano un PS superiore o uguale a 2 sono il 20-30% 
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del totale, per cui è necessario individuare il miglior approccio terapeutico per que-

sta sottocategoria (94). 

Nei pazienti anziani (età >70 anni) con PS di 0 o 1 si è dimostrata la superiorità 

della monoterapia con agenti di terza generazione rispetto al BSC e successiva-

mente la superiorità delle combinazioni a base di platino rispetto alla monoterapia 

o alle doppiette senza platino. Tuttavia, l’aumento di efficacia è accompagnato da 

una maggiore incidenza di effetti avversi che possono compromettere la qualità di 

vita (5, 93). 

Anche per i pazienti con PS uguale a 2 si individua una superiorità della chemiote-

rapia di associazione a base di platino rispetto alla monoterapia, ma in questo caso 

la tossicità, prevalentemente ematologica, deve essere valutata caso per caso, in 

quanto c’è molta eterogeneità all’interno di questa categoria di pazienti. In caso di 

PS uguale a 3 o 4, la BSC è l’unica strada percorribile, in quanto qualsiasi tentativo 

di terapia non sarebbe sopportato dal fisico di questi soggetti (5, 93, 94). 

 

1.8 BIOPSIA LIQUIDA 

 

La biopsia liquida è un metodo di analisi molecolare che permette di interrogare dei 

campioni di tessuto liquido. Ci sono vari fluidi che possono essere sfruttati a questo 

scopo, tra cui i principali sono sicuramente il sangue, le urine, il fluido ascitico, il 

fluido pleurico e il liquido cerebrospinale. Il vantaggio di questa metodica rispetto 

alla biopsia tissutale classica è la minore invasività della procedura e la conseguente 

possibilità di ripeterla più frequentemente senza danni al paziente e con costi con-

tenuti, anche se la sensibilità è certamente minore. La biopsia liquida permette di 

ricercare cell-free DNA (cfDNA), DNA circolante liberamente nel sangue o in altri 

campioni di fluido. Si individua anche il ctDNA (circulating tumor DNA), il quale 

invece ha una sicura origine neoplastica. Negli ultimi anni si è in grado di intercet-

tare anche esosomi, microRNA, RNA circolante e piastrine (Tumor-Educated blood 

Platelets), i quali hanno un significato ancora dubbio nel contesto clinico. Infine, è 

possibile trovare anche le cellule tumorali circolanti, cellule che hanno origine dalla 

massa principale o da una metastasi tumorale e vengono immesse in circolo per un 
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lasso di tempo breve (1-2 ore), per poi essere distrutte dal sistema immunitario 

dell’ospite (95, 96). 

Nella pratica clinica, viene utilizzata l’analisi quantitativa delle alterazioni geneti-

che neoplastiche nel sangue al fine di valutare lo stato di EGFR al basale, indivi-

duare meccanismi di resistenza ed effettuare analisi NGS per altri driver. 

Le tecniche usate e le applicazioni in ambito di ricerca sono molto più ampie e 

prevedono l’analisi sia qualitativa delle alterazioni tumore-relate nel plasma che 

quantitativa e le loro variazioni dinamiche durante il trattamento (97, 98, 99). 

Nei pazienti con NSCLC a stadio avanzato o metastatico e genotipo sconosciuto, la 

International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) ha proposto un 

algoritmo specifico che permette di capire come è meglio sfruttare la biopsia li-

quida: 

 

 

 

I pazienti che non hanno possibilità di andare incontro alla biopsia tissutale seguono 

il plasma first approach, ovvero prima eseguono la biopsia liquida alla ricerca di 

Figura 9: Algoritmo diagnostico per l'uso della biopsia liquida nei pazienti con NSCLC in stadio 

avanzato o metastatico. (97) 
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mutazioni driver a livello del plasma e solo nel caso in cui queste non vengano 

individuate si passa ad una re-biopsia tissutale. Nel caso in cui sia possibile eseguire 

una biopsia tissutale fin da subito, ci sono due alternative: complementary ap-

proach, che consiste nell’effettuare contemporaneamente la biopsia liquida e quella 

tissutale per supplire ad un’eventuale inadeguatezza del campione raccolto e se-

quential approach, in cui si è sicuri della validità del campione tissutale e quindi si 

esegue un sequenziamento del campione liquido solo in caso di genotipizzazione 

incompleta del tumore. (100, 101). 

Le applicazioni possibili sono molte, tra cui la valutazione dinamica dei meccani-

smi di resistenza, la stratificazione prognostica, l’andamento della terapia (99). 
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2. SCOPO DELLO STUDIO 

 

Il ruolo di osimertinib come trattamento di prima linea nel carcinoma polmonare 

non a piccole cellule con EGFR mutato è ben definito; tuttavia, non sempre si ot-

tiene un beneficio clinico duraturo e non sono attualmente disponibili marcatori che 

permettono di predire a priori i pazienti che ne trarranno beneficio nullo o limitato. 

La biopsia liquida ha la possibilità di individuare e monitorare lo stato mutazionale 

di EGFR e di altre alterazioni genetiche correlate al tumore nel plasma durante il 

trattamento. 

Lo scopo dello studio consiste nella valutazione della fattibilità della biopsia liquida 

al basale e durante il trattamento con osimertinib nella pratica clinica e la valuta-

zione del ruolo della biopsia liquida nel predire la possibilità di beneficio limitato 

del trattamento con osimertinib, indicata come probabilità di progressione entro i 6 

mesi (resistenza primaria) o entro i 9 mesi (early progression). 

In particolare, si sono analizzati i campioni di plasma dei pazienti al tempo T0 (mo-

mento dell’inizio della terapia sistemica), dopo 10 giorni dall’inizio della terapia 

(T1) e dopo 28 giorni dall’inizio della terapia (T2). 

Sul campione di plasma raccolto al basale è stato eseguito un test NGS per valutare 

presenza e ruolo di alterazioni genetiche presenti in modo concomitante alle muta-

zioni sensibilizzanti di Egfr. La presenza di tali alterazioni è stata descritta e le più 

frequenti sono state associate al beneficio del trattamento in termini di mancata ri-

sposta obiettiva, resistenza primaria o progressione entro 9 mesi dall’inizio del trat-

tamento. 

Sui campioni raccolti al T0, T1, T2 è stata anche eseguita determinazione della pre-

senza della mutazione sensibilizzante di Egfr e sua quantificazione relativa. 

La presenza/assenza della mutazione nel sangue, le sue variazioni relative durante 

il trattamento sono state associate alla risposta al trattamento ed alla probabilità di 

mancata risposta obiettiva, probabilità di resistenza primaria o progressione pre-

coce. 
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3. MATERIALI E METODI 

 

3.1 DISEGNO DELLO STUDIO 

 

Lo studio REM è uno studio clinico multicentrico, prospettico, traslazionale nel 

quale vengono arruolati pazienti affetti da NSCLC in stadio avanzato con muta-

zione di Egfr e indicazione al trattamento sistemico di prima linea con l’inibitore 

tirosin-chinasico osimertinib. L’obiettivo principale dello studio consiste nel dimo-

strare la fattibilità dell’esecuzione sistematica della biopsia liquida al basale e du-

rante il trattamento con osimertinib e nell’esplorare possibili marcatori predittivi di 

resistenza primaria, definita come sviluppo di progressione di malattia entro i 6 

mesi e secondaria. La valutazione dei possibili meccanismi di resistenza acquisita 

verrà studiata mediante confronto di analisi NGS eseguita su plasma e tessuto al 

basale e al momento della progressione radiologica di malattia (T3). 

Per il presente studio di tesi, vengono analizzati i risultati preliminari dello studio, 

con focus sui pazienti con resistenza primaria o early progressors. 

I pazienti sono stati arruolati in modo prospettico da Agosto 2022, con i seguenti 

criteri di inclusione: diagnosi di NSCLC in stadio avanzato (IIIB non passabile di 

trattamento radicale o IV), sia come prima diagnosi, sia in caso di recidiva dopo un 

iniziale trattamento locale; la presenza di una mutazione di EGFR a livello plasma-

tico o tissutale (comprese le mutazioni rare); l’assenza di trattamenti sistemici pre-

cedenti (osimertinib deve essere il farmaco di prima linea per la malattia in stadio 

avanzato); la presenza di pianificazione della terapia sistemica di prima linea e la 

possibilità di seguire il paziente in follow-up clinico e radiologico ad intervalli di 

tempo adeguati. Il trattamento somministrato ai pazienti è osimertinib e le valuta-

zioni radiologiche, sia al basale che successivamente, hanno impiegato come stru-

mentazione la TC con mezzo di contrasto iodato secondo lo stato dell’arte della 

pratica clinica. La partecipazione allo studio non ha in nessun modo influenzato le 

scelte terapeutiche nei percorsi diagnostici, che sono tutti attuati secondo pratica 

clinica. 
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I dati raccolti al basale includono i dati demografici del paziente, l’ECOG PS, la 

storia di fumo e la stadiazione radiologica. 

Il comitato etico dell’Istituto Oncologico Veneto (IOV) ha valutato e approvato il 

design dello studio e il consenso informato. Allo stesso modo, altri comitati etici 

locali hanno analizzato e concesso il via libera per l’attuazione dello studio. Il con-

senso informato scritto è stato raccolto per tutti i pazienti prima di essere ufficial-

mente inseriti nel database dello studio. Lo studio risulta in linea con la Dichiara-

zione di Helsinki.  

I campioni di plasma sono stati prelevati prima dell’inizio del trattamento (T0), 

dopo 10 giorni (T1), dopo 28 giorni (T2) e al momento della progressione clinica o 

radiologica della malattia (T3). Al tempo T0 e T3 l’analisi genetica si è avvalsa 

della Next-Generation Sequencing (NGS) con un pannello di 77 geni “Avenio”. 

L’analisi delle mutazioni plasmatiche di EGFR ha sfruttato la RT-PCR per tutti i 

tempi dello studio. 

 

3.2 RACCOLTA E PROCESSAZIONE DEI CAMPIONI  

 

La quantità di sangue prelevata ad ogni punto temporale è di 20 mL all’interno di 

tubi di tipo Streck, i quali presentano una tecnologia innovativa in grado di mante-

nere stabili sia le CTCs sia il cfDNA, permettendo un’analisi attendibile dei cam-

pioni anche a distanza di giorni e con risultati soddisfacenti, ed è stata processata 

entro 24-72 ore. Al T1 sono raccolti 10 mL ulteriori di sangue. Successivamente il 

sangue veniva centrifugato a 2000g per 10 minuti a 4°C per isolare il plasma. Il 

plasma così raccolto veniva sottoposto ad un’ulteriore centrifugazione a 20000g per 

altri 10 minuti e conservato in strutture refrigeranti a -80°C.  

 

3.3 ANALISI NGS 

 

Il cfDNA veniva poi estratto da 5 mL di plasma tramite il Kit di Isolamento AVE-

NIO per il cfDNA (Roche Diagnostics), diluito all’interno di 60 µL di soluzione 

tampone, e infine mantenuto stabile alla temperatura di -20°C. Secondo le istruzioni 
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del Kit di Espansione del cfDNA AVENIO (Roche Diagnostics), sono necessari dai 

10 ai 50 ng di DNA per ottenere delle biblioteche genetiche attendibili. Il sequen-

ziamento dei campioni è stato svolto mediante la piattaforma Illumina, sfruttando 

hg38 come genoma di riferimento. La denominazione delle varianti geniche è ba-

sata sul Software di Analisi dei Dati AVENIO. Il pannello genico è composto di 77 

geni ed è in grado di individuare SNV (polimorfismi a singolo nucleotide), CNV 

(variazione del numero di copie), INDEL (inserzioni e delezioni) e fusioni tra geni. 

 

3.4 ANALISI DI REAL-TIME PCR 

 

Il cfDNA è stato estratto da 2 mL di plasma mediante il Kit di Preparazione dei 

Campioni per il cfDNA della Cobas® (Roche Diagnostics), seguendo le istruzioni 

della casa produttrice. Le analisi molecolari e le relative stime semi-quantitative 

(SQI) delle mutazioni di EGFR sono state effettuate secondo gli standard della pra-

tica di laboratorio, tramite il Test per le Mutazioni di EGFR v2 CE IVD della Co-

bas®, che viene utilizzato nel nostro laboratorio. 

 

3.5 ANALISI STATISTICHE 

 

L’obiettivo primario dello studio è descrivere l’attuabilità dell’utilizzo routinario 

della biopsia liquida nel monitoraggio di pazienti affetti da NSCLC con EGFR mu-

tato. A questo fine, sono stati descritti:  

- la compliance alle procedure del trattamento, in termini di campioni raccolti pro-

spetticamente secondo le tempistiche stabilite 

- il numero di campioni raccolti che sono risultati “valutabili” per le analisi mole-

colari pianificate (tra quelli ad oggi analizzati) 

- la concordanza tra presenza di mutazione nel plasma e nel tessuto (analizzato con 

metodica standard, da pratica clinica mediante RT-PCR). 
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Obiettivi secondari sono:  

- descrivere associazione tra mancata clearance al T1 e T2 e probabilità di Resi-

stenza primaria e progressione precoce 

- descrivere associazione tra presenza di co-mutazione di TP53 e probabilità di Re-

sistenza primaria e progressione precoce. 

Obiettivi esploratori sono: 

-stimare il valore predittivo della clearance di EGFR al T1 e T2 durante il tratta-

mento con osimertinib in termini di PFS, OS, tasso di risposta radiologica (RR). 

-descrivere le co-mutazioni al T0 e valutarne il valore predittivo e prognostico in 

termini di ORR, PFS, RR 

-Descrivere il profilo di efficacia e sicurezza di osimertinib come trattamento di 

prima linea in un contesto real-world. A questo fine, si sono analizzati degli end-

point di efficacia (ORR, PFS, OS) e di sicurezza (percentuali, tipo e grado degli 

effetti avversi sulla base della CTCAE – Common Terminology Criteria for Adverse 

Events v5.0). 

Il target minimo di pazienti da arruolare allo studio nei centri aderenti entro 24 mesi 

è di 100 soggetti affetti da NSCLC avanzato. Questa numerosità campionaria è ne-

cessaria per stimare la presenza di nuove mutazioni genetiche al momento della 

progressione di malattia. Il calcolo della numerosità campionaria si basa sulle dia-

gnosi di neoplasia polmonare EGFR mutata registrate nel 2020, e sul fatto che il 

trial clinico FLAURA abbia evidenziato come le alterazioni genetiche più frequenti 

fossero individuate nel 15% dei pazienti. Secondo questa incidenza, il numero di 

pazienti previsto con una nuova alterazione genetica in un bacino di soggetti di 100 

unità sarà di 15.  

Per il presente lavoro di tesi, sono stati considerati i risultati preliminari, sui pazienti 

effettivamente analizzati e sono stati valutate in primis le associazioni tra le varia-

bili molecolari con la probabilità di resistenza primaria o progressione precoce. 

La resistenza primaria a osimertinib viene definita come la progressione di malattia 

entro 6 mesi dall’inizio della terapia (88) mentre per le analisi di tesi abbiamo defi-

nito come early progression la progressione di malattia che avviene entro 9 mesi 



49 

 

 

 

dall’inizio del trattamento, che corrisponde alla metà della mediana di PFS nello 

studio clinico FLAURA che ha portato all’approvazione di osimertinib in prima 

linea (90). 

Il riassunto descrittivo delle variabili continue include il numero di osservazioni (n), 

la media, la deviazione standard, la mediana, il minimo e il massimo, il 25° e 75° 

percentile. Mentre il riassunto descrittivo delle variabili categoriche include il con-

teggio (n) e le percentuali. I dati non valutabili o mancanti sono stati trattati secondo 

la strategia definita a priori nel piano di analisi statistica. Il riassunto descrittivo per 

il parametro time-to-event include la mediana e il suo intervallo di confidenza del 

95% usando il metodo di Kaplan-Meier. 

Il tasso di risposta, definito RR è stato calcolato usando i criteri RECIST v 1.1 (103). 

Si sono individuate tre categorie di beneficio clinico crescente: malattia stabile de-

finita come malattia stabile (Stable Disease, SD), risposta parziale (Partial Re-

sponse, PR), risposta completa (Complete Response, CR). La proporzione di pa-

zienti in controllo di malattia (Disease Contro Rate, DCR) include pazienti stabili 

ed in risposta radiologica parziale o completa. La PFS è stata calcolata partendo dal 

momento in cui si è incominciato il trattamento sistemico con osimertinib (corri-

spondente al T0 precedentemente descritto) fino alla progressione radiologica di 

malattia o alla morte per qualunque causa. I pazienti che non hanno ancora presen-

tato un evento di progressione durante lo svolgimento dello studio sono stati cen-

surati alla data dell’ultima osservazione clinica. La PFS e OS (tempo al quale si 

verifica la morte indipendentemente dalla causa) mediane sono state stimate tramite 

il metodo di Kaplan-Meier 

I risultati dei test condotti mediante biopsia liquida sono stati valutati sia da un 

punto di vista statico (presenza vs assenza di alterazioni genetiche), sia utilizzando 

dei parametri dinamici.  

L’analisi dei risultati della NGS è stata descritta seguendo le indicazioni del relativo 

software di analisi e filtrati secondo i seguenti criteri: i polimorfismi e le mutazioni 

germinali sono stati esclusi, le restanti alterazioni sono state valutate in base alla 

loro rilevanza patogenica secondo i database di Varsome e Franklin. Dopo questa 
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ulteriore scrematura, sono state escluse le VUS (Variant of Uncertain Significance) 

e le mutazioni benigne. 

L’attendibilità delle analisi su plasma con NGS è stata valutata mediante il calcolo 

percentuale dei campioni valutabili al basale su tutti i campioni raccolti nello studio 

e stimando la concordanza tra i risultati su plasma e su tessuto al basale. 

Le alterazioni genetiche trovate nel plasma al basale sono state registrate e associate 

quantitativamente agli end-points prognostici in termini di OS, PFS e ORR. 

La RT-PCR è stata impiegata per la quantificazione relativa delle mutazioni di Egfr 

ai tempi T0, T1 e T2 e la presenza della mutazione di Egfr ad ogni punto temporale 

dello studio è stata associata alla prognosi dei pazienti mediante l’utilizzo dei para-

metri di OS, PFS e RR. Inoltre, si è valutata l’associazione tra la presenza della 

mutazione di Egfr e il carico di malattia dei soggetti, in termini di numero di siti di 

metastasi interessati alla diagnosi. 

La clearance è definita come il raggiungimento di una quantità nulla di DNA cir-

colante rilevabile mediante biopsia liquida.  

Ad intento esploratorio, si sono osservate anche le variazioni quantitative della mu-

tazione ritrovata nel plasma, facendo riferimento al parametro definito indice semi-

quantitativo (SQI) delle mutazioni di EGFR al T1 e T2. Tale parametro rappresenta 

una quantificazione della presenza relativa della mutazione e deriva dall’analisi me-

diante RT-PCR.  È quindi una misura indiretta della frequenza allelica dell’altera-

zione genica (Variant Allele Frequency, VAF) e misura la proporzione delle va-

rianti alleliche di un locus all’interno del cfDNA. 

Un aumento di SQI (T1-T0 e T2-T0) è stato associato con il rischio di PD e morte. 

La descrizione dell’efficacia e sicurezza di osimertinib in un contesto real-world si 

è avvalsa dei seguenti indicatori: OS mediana, PFS e RR; percentuale di risposta a 

livello dell’SNC (Sistema Nervoso Centrale) e percentuale di progressione nel 

SNC; percentuale, tipo e grado degli effetti avversi della terapia secondo la CTCAE 

v5.0. 
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4. RISULTATI 

 

4.1 CARATTERISTICHE DELLA POPOLAZIONE IN STUDIO  

 

4.1.1 CARATTERISTICHE CLINICHE 

 

I pazienti che sono stati arruolati per lo studio da agosto 2022 sono 106, provenienti 

da 4 centri differenti: 82 (77%) dall’Oncologia 2 dell’Istituto Oncologico Veneto, 

9 (8%) dall’Oncologia Medica dell’Ospedale di San Bortolo di Vicenza – ULSS 8,  

8 (7%)  dall’Oncologia ed Ematologia dell’Ospedale di Mirano – ULSS 3, 6 (6%) 

dall’Oncologia dell’Ospedale di San Bassiano di Bassano – ULSS 7 e 1 (1%) 

dall’Oncologia Medica dell’Ospedale dell’Angelo di Mestre e dell’Ospedale SS 

Giovanni e Paolo di Venezia – ULSS3.  

Dal punto di vista delle caratteristiche cliniche dei pazienti in carico presso lo IOV 

sono stati arruolate 59 femmine (60%) e 40 maschi (40%). La mediana d’età al 

momento della diagnosi di malattia avanzata è di 70 anni (intervallo interquartile 

61,76). Dal punto di vista clinico, 83 pazienti (87%) avevano un ECOG Perfor-

mance Status (PS) compreso tra 0 e 1, mentre 12 soggetti (13%) presentavano un 

valore >1 alla diagnosi. I fumatori attivi erano 7 (8,5%), gli ex fumatori 34 (41%) 

e coloro che non hanno mai fumato 41 (49,5%). Per quanto riguarda l’istologia, la 

maggior parte dei pazienti è stata diagnosticata con un adenocarcinoma (n=90; 

95%), solamente 2 (2,1%) hanno avuto una diagnosi di carcinoma a cellule squa-

mose e 3 pazienti (3,2%) altri istotipi.  

La determinazione dello status mutazionale di EGFR è avvenuta mediante analisi 

su tessuto in 80 (84%) pazienti, mentre per 12 pazienti (13%) mediante utilizzo 

esclusivo della biopsia liquida. 

Dal punto di vista della tipologia di mutazione le due più comuni sono risultate 

essere le mutazioni attivanti classiche ovvero le delezioni dell’esone 19, Ex19del 

(n=47; 49%) e la mutazione puntiforme dell’esone 21, L858R (n=35; 37%). In 7 

pazienti (7,4%) è stata riscontrata una mutazione atipica di EGFR e in 6 soggetti 
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(6,3%) sono state individuate mutazioni composite associate. Al momento della 

diagnosi, la maggior parte dei pazienti presentava uno stadio IV di malattia (n=90, 

95%) e solamente 5 soggetti (5,3%) risultavano in stadio IIIB non eleggibile per 

trattamento loco-regionale. Tra i soggetti in stadio IV di malattia, 73 (77%) presen-

tavano meno di due sedi di metastasi, mentre 22 (23%) avevano tre o più localizza-

zioni a distanza. I siti metastatici di maggiore interesse sono il SNC, in cui 18 pa-

zienti (19%) presentavano una localizzazione di malattia e 77 (81%) no; il fegato, 

in cui 13 soggetti (14%) avevano malattia e 82 (86%) erano esenti; l’apparato sche-

letrico, le cui percentuali di metastatizzazione sono risultate più elevate con ben 44 

soggetti (46%) positivi e 51 (54%) negativi. Tutti i dati clinici della popolazione 

sono riassunti nella tabella V. 

 

Caratteristiche della popolazione N = 102 

 
70 (61, 76) 
 
7 (8,5 %) 
34 (41%) 
41 (49,5%) 

Età mediana al momento della diagnosi 
Anni (IQR) 
Fumatori 
Attuali 
Ex 
Non fumatori 
Genere 
Maschio 40 (40%) 
Femmina 59 (60%) 
ECOG PS all’inizio di Osimertinib  
0-1 83 (87%) 
>1 12 (13%) 
Istologia  
Adenocarcinoma  90 (95%) 
Carcinoma a cellule squamosa 2 (3,2%) 
Altri istotipi 3 (2,1%) 
Mutazione di EGFR  
Ex19del 47 (49%) 
L858R 35 (37%) 
Atipica 7 (7,4%) 
Composita 6 (6,3%) 
Tipo di biopsia  
Tissutale 80 (84%) 
Liquida 12 (13%) 
Entrambe 3 (3,2%) 
Stadio   
IV 90 (95%) 
IIIB 5 (5,3%) 
Numero di siti metastatici  
<3 73 (77%) 
≥3  22 (23%) 
Metastasi cerebrali  
Assenti 77 (81%) 
Presenti 18 (19%) 
Metastasi epatiche  
Assenti 82 (86%) 
Presenti 13 (14%) 
Metastasi ossee  
Assenti 51 (54%) 
Presenti 44 (46%) 

Tabella V: riassunto delle caratteristiche cliniche della popolazione in studio. 



53 

 

 

 

4.2 DATI SUL TRATTAMENTO 

 

4.2.1 EFFICACIA DEL TRATTAMENTO 

 

Al momento dell’analisi statistica per il lavoro di tesi, la mediana del follow-up 

della popolazione in studio è di 8,45 mesi (95% CI 9,13). Le mediane di OS e PFS 

non sono ancora state raggiunte. 

È stato possibile valutare la miglior risposta radiologica in seguito al trattamento 

con osimertinib in 72 pazienti: 47 soggetti (65%) hanno ottenuto una risposta par-

ziale, 21 (29%) presentano stabilità di malattia e tre (4,2%) non hanno risposto al 

farmaco e sono andati incontro a progressione molto precoce. Infine, un soggetto 

(1,4%) ha ottenuto una risposta completa. (tabella VI) 

 

Variabile N=72 (%) 

Miglior risposta al trattamento   

  

Risposta parziale 47 (65%) 

  

Malattia stabile 21 (29%) 

  

Progressione di malattia  3 (4,2%) 

  

Risposta completa 1 (1,4%) 

 

Tabella VI: dati sulla miglior risposta al trattamento con osimertinib della popolazione dello IOV. 
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In base a questi dati è possibile ricavare un RR del 67% (95% CI 54%, 77%) e un 

DCR del 96% (95% IC 87%, 99%). 

Al momento dell’analisi, la progressione di malattia è avvenuta in 15 pazienti (16%, 

95% IC 9,4%, 25%) e vi sono stati 11 decessi (12%, 95% IC, 6,3%, 20%) (Tabella 

VII). Solo 4 progressioni su 15 (26%) presentano la mutazione comune Ex19del, e 

la maggior parte presenta la L858R (6, 40%), mentre i restanti 5 pazienti in pro-

gressioni hanno mutazioni rare. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variabile N (%), (95% CI)                       

Follow-up mediano (mesi) 8,45 (9.0, 13) 

  

Objective response rate 48 (67%), (54%, 77%) 

  

Disease control rate 69 (96%), (87%, 99%) 

  

Progressione di malattia 15 (16%), (9.4%, 25%) 

  

Decessi 11 (12%), (6.3%, 20%) 

Tabella VII: follow-up mediano e misure di efficacia del trattamento con osimertinib della 

popolazione dello IOV. 
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4.2.2 TOSSICITA’ DEL TRATTAMENTO 

 

 

 

 Figura 10: Principali tossicità del trattamento con osimertinib di grado G1-G2. 

 

 

 

 

 Figura 11: Principali tossicità della terapia con osimertinib di grado G3-G4. 
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Le figure 10 e 11 riassumono i principali eventi avversi verificatisi durante il fol-

low-up della popolazione in studio. 48 (91%) sono andati incontro ad almeno una 

tossicità di grado G1-G2. Si nota come i principali AEs di basso grado siano la 

diarrea (47%), la piastrinopenia (38%) e le tossicità cutanee come rash (26%), xe-

rosi (26%) e cheratite (26%); problematiche facilmente gestibili in autonomia dal 

paziente e che non arrecano cali eccessivi della qualità di vita.  

Gli effetti avversi di grado G3-G4 sono molto più rari, in quanto si sono verificati 

in soli 15 (8,3%) pazienti. In questo caso le problematiche più frequenti riguardano 

il versante vascolare, in particolare si sono osservati quattro episodi di tromboem-

bolia polmonare (4,4%) e uno di trombosi arteriosa (1,1%).  

Il trattamento è stato sospeso temporaneamente in 14 (13,7%) pazienti e permanen-

temente in tre (2,9%) pazienti di cui due hanno presentato una patologia interstiziale 

polmonare e uno un rash cutaneo severo (G4) tali da determinare l’impossibilità di 

riprendere il farmaco. 
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4.3 DATI SULLA BIOPSIA LIQUIDA 

 

4.3.1 MONITORAGGIO PROSPETTICO PLASMATICO 

 

Dei 106 pazienti arruolati ad oggi, 91 (86%) hanno svolto tutti i prelievi program-

mati da T0 a T2 e 22 (21%) ne hanno saltato almeno uno. In particolare, dei prelievi 

pianificati, 103 (97%) hanno svolto il prelievo per T0, 98 (92%) per il T1 e 95 

(89%) per il T2 Delle 26 progressioni registrate, sono stati svolti 17 (65%) prelievi 

per il T3. Dei pazienti in progressione, 12 hanno sperimentato la comparsa di sin-

tomi legati alla malattia prima del controllo radiologico programmato, mentre gli 

altri 14 erano asintomatici e hanno scoperto la progressione della neoplasia tramite 

TC. 

I campioni prelevati per NGS sono 103, di cui ne sono stati analizzati solo 49 (47%) 

al momento della stesura della tesi. 84 (82%) sono stati analizzati mediante RT-

PCR. Dei casi disponibili con NGS è stata riscontrata la mutazione in 41 (84%) 

casi, mentre in quelli analizzati con RT-PCR la mutazione è stata trovata in 69 

(82%) pazienti. 

Variabile N (%) 

Popolazione totale 106 

Tutti i prelievi da T0 a T2 91 (86%) 

Prelievo T0 103 (97%) 

Prelievo T1 98 (92%) 

Prelievo T2 95 (89%) 

Progressioni 26 

Prelievo T3 17 (65%) 

Prelievi per NGS 103 

Analizzati con NGS 49 (47%) 

Mutazione EGFR riscontrata 41 (84%) 

Prelievi per PCR 103 

Analizzati con PCR 84 (82%) 

Mutazione EGFR riscontrata  69 (82%) 

 

 

Tabella VIII: compliance dei pazienti nell'eseguire i prelievi per la biopsia liquida e affinità con la 

biopsia tissutale. 
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Dei pazienti arruolati, al momento dell’analisi, i dati di RT-PCR sono disponibili al 

T0 per 84 (82%) pazienti, al T1 per 72 (70,5%) pazienti, al T2 per 66 (64,7%) pa-

zienti ed al T3 per 15 (14,7%) pazienti. 

Dei casi analizzati sino ad oggi, solo due campioni sono risultati non valutabili (non 

inclusi nell’analisi), si tratta di campioni provenienti da centri esterni allo IOV che 

per problematiche pratiche sono stati analizzati più di 5 giorni dopo l’esecuzione 

del prelievo. 

 

Variabile  

SQI (approssimazione cfDNA) Media (sd) 

T0 SQI 8.63 (6.63) 

T1 SQI 4.20 (4.84) 

T2 SQI 1.73 (3.34) 

Clearance del cfDNA N (%) 

T1 Clearance 40 (53%) 

T2 Clearance 53 (76%) 

 

Tabella IX: SQI e clearance del cfDNA ai diversi timepoints (T0, T1, T2). 

 

La SQI è una valutazione semiquantitativa del cfDNA del paziente derivata dai ri-

sultati della RT-PCR su plasma. Si nota una tendenza evidente di riduzione della 

concentrazione plasmatica del DNA tumorale, che passa da una media di 8.63 al T0 

a 4.20 al T1 e addirittura 1.73 al T2.  

La Clearance del cfDNA si raggiunge quando la quantità di DNA tumorale circo-

lante arriva a zero, dunque quando SQI=0. Anche per questo parametro il trend è 

molto positivo, in quanto già al T1 si hanno 40 (53%) pazienti con mutazione non 

evidenziabile con RT-PCR e al T2 il numero aumenta a 53 (76%).  
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4.3.2 CARATTERIZZAZIONE MOLECOLARE BASALE IN NGS 

 

 

 

 

Figura 12: Distribuzione delle co-mutazioni al T0 (analisi effettuata con NGS). 

 

 

 

 

Figura 13: Numero di pazienti con 0, 1, 2, 3 o più mutazioni individuate con NGS 
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Il grafico a torta (figura 12) illustra i risultati delle analisi molecolari effettuate con 

NGS al tempo T0. Al momento delle analisi eseguite per la tesi di laurea, sono stati 

valutati 49 campioni, di cui 41 sono risultati positivi per la mutazione di EGFR, 

mentre 8 (R004, R008, R014, R016, R021, R026, R050, R061) sono risultati nega-

tivi.  

Nel complesso sono state riscontrate co-mutazioni a carico di 49 oncogeni diffe-

renti, di cui la più frequente è a carico di TP53 (N=19, 18%), a seguire PIK3CA 

(N=7) con il 7% e poi a seguire tutte le altre. 

Il dato sulle mutazioni pro-paziente indica che la maggior parte dei soggetti pre-

senta 2 o più mutazioni (81%), di cui qualcuno addirittura più di cinque contempo-

raneamente (R022, R031).  
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4.4 FATTORI PREDITTIVI PER PROGRESSIONE PRECOCE 

 
4.4.1 FATTORI CLINICI 

 

 

Tabella X: relazione tra le caratteristiche cliniche dei pazienti dello IOV e resistenza primaria a 6 

mesi. 

Caratteristiche della popolazione Non PD, N=48 PD, N=11     P value      

Età mediana al momento della 
diagnosi 

71 (66, 77) 66 (58, 69) 
0,019 

Genere   0,081 
Maschio 15 (31%) 7 (64%) 

 

Femmina 33 (69%) 4 (36%) 
 

Stato del fumo   0.040 
Mai fumatore 31 (65%) 5 (45%)  
Ex fumatore 17 (35%) 4 (36%)  
Fumatore attivo 0 (0%) 2 (18%)  
ECOG PS all’inizio di Osimerti-
nib 

  >0,9 

0-1 42 (88%) 10 (91%) 
 

>1 6 (13%) 1 (9,1%) 
 

Istologia   >0,9 
Adenocarcinoma  46 (96%) 11 (100%) 

 

Carcinoma a cellule squamosa 2 (4,2%) 0 (0%) 
 

Altri istotipi 0 (0%) 0 (0%) 
 

Mutazione di EGFR   0,003 
Ex19del 27 (56%) 2 (18%) 

 

L858R 18 (38%) 4 (36%) 
 

Atipica 3 (6,3%) 3 (27%) 
 

Composita 0 (0%) 2 (18%) 
 

Stadio    >0,9 
IV 45 (94%) 11 (100%) 

 

IIIB 3 (6,3%) 0 (0%) 
 

Numero di siti metastatici   0,7 
<3 39 (81%) 8 (73%) 

 

≥3  9 (19%) 3 (27%) 
 

Metastasi cerebrali   0,3 
Assenti 40 (83%) 11 (100%) 

 

Presenti 8 (17%) 0 (0%) 
 

Metastasi epatiche   0,072 
Assenti 45 (94%) 8 (73%) 

 

Presenti 8 (17%) 0 (0%) 
 

Metastasi ossee   0,6  
Assenti 26 (54%) 5 (45%) 

 

Presenti 22 (46%) 6 (55%) 
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Un punto importante dello studio è cercare dei fattori prognostici che possano pre-

dire l’andamento della malattia e del trattamento.  

La probabilità di progressione entro 6 mesi (resistenza primaria) è incrementata nei 

pazienti con età più giovane (p=0,019) e con storia di fumo (p=0,040), mentre altri 

fattori come l’ECOG, lo stadio alla diagnosi, il numero e il tipo di metastasi non 

sembrano correlare con andamenti clinici differenti. Tutti i pazienti fumatori attivi 

hanno avuto PD come miglior risposta radiologica. Molto evidente è stato anche 

l’impatti del tipo di mutazione individuata, in quanto quelle più frequenti (ex19del 

e L858R) hanno un minor rischio di progressione precoce rispetto alle atipiche (3 

Caratteristiche della popolazione Non PD, N=36 PD, N=11     P value      

Età mediana al momento della 
diagnosi 

70 (64, 77) 66 (58, 69) 
0,046  

Genere   0,029 
Maschio 9 (25%) 7 (64%) 

 

Femmina 27 (75%) 4 (36%) 
 

Stato del fumo   0.048 
Mai fumatore 27 (75%) 5 (45%)  
Ex fumaotre 9 (25%) 4 (36%)  
Fumatore attivo 0 (0%) 2 (18%)  
ECOG PS all’inizio di Osimerti-
nib 

  >0,9 

0-1 31 (86%) 10 (91%) 
 

>1 5 (14%) 1 (9,1%) 
 

Istologia   >0,9 
Adenocarcinoma  34(94%) 11 (100%) 

 

Carcinoma a cellule squamosa 2 (5,6%) 0 (0%) 
 

Altri istotipi 0 (0%) 0 (0%) 
 

Mutazione di EGFR   0,006 
Ex19del 21 (58%) 2 (18%) 

 

L858R 13 (36%) 4 (36%) 
 

Atipica 2 (5,6%) 3 (27%) 
 

Composita 0 (0%) 2 (18%) 
 

Stadio    >0,9 
IV 34 (94%) 11 (100%) 

 

IIIB 2 (5,6%) 0 (0%) 
 

Numero di siti metastatici   0,7 
<3 28 (78%) 8 (73%) 

 

≥3  8 (22%) 3 (27%) 
 

Metastasi cerebrali   0,2 
Assenti 29 (81%) 11 (100%) 

 

Presenti 7 (19%) 0 (0%) 
 

Metastasi epatiche   0,076 
Assenti 34 (94%) 8 (73%) 

 

Presenti 2 (5,6%) 3 (27%) 
 

Metastasi ossee   0,6  
Assenti 20 (56%) 5 (45%) 

 

Presenti 16 (44%) 6 (55%) 
 

Tabella XI: relazione tra le caratteristiche cliniche dei pazienti dello IOV e ePD (early Progression 

Disease) a 9 mesi. 
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progressioni a 6 mesi, 27%) e alle composite (2 progressioni, 18%) con una signi-

ficatività statistica elevata (p=0,003) nonostante il campione relativamente ridotto 

di pazienti. 

A 9 mesi le tendenze sono quasi totalmente sovrapponibili. Si nota una significati-

vità statistica (p=0,029) raggiunta dalla variabile “genere”, in cui i maschi sembrano 

avere una maggiore tendenza alla progressione precoce rispetto alle femmine.  

 

4.4.2 RUOLO DEL MONITORAGGIO LONGITUDINALE IN RT-PCR 

 

 

Variabile Non PD, N=48 PD, N=11 p-value 

T0 SQI 8,28 (6,40) 9,97 (8,26) 0,5 

T1 SQI 3,89 (4,83) 5,90 (5,07) 0,2  

T1 Clearance 25 (57%) 3 (30%) 0,2 

T2 SQI 1,79 (3,40) 2,77 (4,29) 0,3 

T2 Clearance 34 (77%) 5 (56%) 0,2 

 

Tabella XII: correlazione tra l'andamento del monitoraggio plasmatico ai diversi timepoints (T0, 

T1, T2) e la resistenza primaria a 6 mesi dei pazineti dello IOV. 

 

 

 

Variabile  Non PD, N=33 PD, N=13 p-value 

T0 SQI 7,86 (6,29) 8,71 (5,17) 0,7 

T1 SQI 3,32 (4,65) 4,95 (3,75) 0,2 

T1 Clearance 20 (63%) 3 (27%) 0,043 

T2 SQI 1,12 (2,69) 3,44 (3,79) 0,027 

T2 Clearance 26 (84%) 4 (44%) 0,029 

 

Tabella XIII: correlazione tra l'andamento del monitoraggio plasmatico ai diversi timepoints (T0, 

T1, T2) e la ePD a 9 mesi dei pazienti dello IOV. 



64 

 

 

 

Le modifiche quantitative della presenza di mutazione nel plasma sono state asso-

ciate alla probabilità di resistenza primaria e progressione precoce. 

Si considerano le variabili di SQI media e di Clearance (presenza versus assenza) 

agli intervalli temporali di 6 e 9 mesi.  

A 6 mesi non si riscontrano ancora differenze statistiche degne di nota. 

A 9 mesi si raggiunge la significatività per assenza di clearance al T1 (p=0,043), 

incremento di SQI al T2 (p=0,027) e assenza di clearance al T2(p=0,029), ad indi-

care come una riduzione importante o totale del DNA tumorale circolante sia un 

segno prognostico positivo e di efficacia della terapia con osimertinib. 

 

4.4.3 RUOLO DELLE COMUTAZIONI 

 

Tra le co-mutazioni riscontrate, la presenza della co-mutazione di TP53 è associata 

a maggior rischio di progressione precoce di malattia è TP53: probabilità di resi-

stenza primaria (p=0,008), e progressione entro 9 mesi (p=0,007). La progressione 

Figura 14: Confronto tra pazienti in progressione (PD) e non in progressione (non PD) entro 9 

mesi dell’inizio del trattamento con osimertinib in base alla presenza di clearance ai timepoint T1 

e T2. 
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precoce di malattia è più frequente nei pazienti che presentano una mutazione con 

perdita di funzione di questo importante oncosoppressore. 

 

 

Tabella XIV: correlazione tra le comutazioni individuate in NGS basale e resistenza primaria a 6 

mesi dei pazienti dello IOV. 

 

 

Tabella XV: correlazione tra le comutazioni individuate in NGS basale e ePD a 9 mesi dei pazienti 

dello IOV. 

  

Variabile Non PD, N=48 PD, N=11 p-value 

EGFR 28 (82%) 8 (80%) >0,9 

ROS1 2 (5,9%) 0 (0%) >0,9 

BRAF 4 (12%) 0 (0%) 0,6 

MET 1 (2,9%) 1 (10%) 0,4 

RET 1 (2.9%) 0 (0%) >0.9 

TP53 10 (29%) 8 (80%) 0.008 

RB 1 (2.9%) 1 (10%) 0.4 

PIK3CA 5 (15%) 1 (10%) >0.9 

Variabile Non PD, N=36 PD, N=11 p-value 

EGFR 22 (85%) 8 (80%) >0,9 

ROS1 2 (7,7%) 0 (0%) >0,9 

BRAF 4 (15%) 0 (0%) 0,6 

MET 1 (3,8%) 1 (10%) 0,5 

RET 1 (3,8%) 0 (0%) >0.9 

TP53 7 (27%) 8 (80%) 0,007 

RB 1 (3,8%) 1 (10%) 0,5 

PIK3CA 2 (7,7%) 1 (10%) >0.9 



66 

 

4.5 ANALISI DELLA SOPRAVVIVENZA 

 

 
4.5.1 POPOLAZIONE GENERALE 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: OS della popolazione generale. 

Figura 16: PFS della popolazione generale. 
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Le figure 15 e 16 mostrano l’andamento della OS e della PFS della popolazione in 

studio. Le mediane non sono state raggiunte in nessuno dei due grafici, in quanto si 

sono verificati pochi eventi nel relativamente breve periodo di follow-up: 15 pro-

gressioni (16%, 95% IC, 9.4%, 25%) e 11 decessi (12%, 95% IC, 6.3%, 20%). 

 

4.5.2 PREDITTORI DI SOPRAVVIVENZA 

 

Come specificato precedentemente (cfr. 4.2.1), il follow-up mediano (8,45 mesi, 

95% CI 9.0, 13) è ancora troppo breve per avere dei numeri di eventi significativi 

sia in termini di progressioni di malattia (15, 16%, 95% CI 9,4%, 25%) che di de-

cessi (11, 12%, 95% CI 6.3%, 20%).  

Pertanto, l’analisi della sopravvivenza risulta al momento piuttosto immatura. 

 

       Analisi univariata     Analisi multivariata 

Variabile N HR 95% CI p-value HR 95% CI p-value 

Genere 94       

Femmina  — —     

Maschio  1.42 0.43, 4.67 0.6    

Età alla diagnosi 94 1.01 0.95, 1.07 0.8    

Tipo di mutazione 

EGFR 

94       

Atipica  — —  — —  

Composita  2.46 0.33, 18.4 0.4 0.63 0.04, 9.80 0.7 

Ex19del  0.14 0.02, 1.03 0.054 0.04 0.00, 0.64 0.023 

L858E  0.53 0.10, 2.74 0.5 0.25 0.01, 5.09 0.4 

ECOG PS 94       

>1  — —     

0-1  0.64 0.14, 2.97 0.6    

Numero di siti meta-

statici 

94       

<3  — —     

≥3  0.84 0.18, 3.87 0.8    

TO SQI 71 1.03 0.94, 1.13 0.5    

T1 Clearance 71 0.91 0.24, 3.43 0.9    

T2 Clearance 67 0.19 0.04, 0.88 0.034 0.31 0.03, 2.96 0.3 

Comutazione di p53 49 3.93 0.97, 15.9 0.054 2.04 0.11, 38.7 0.6 

Tabella XVI: Regressione di Cox per OS della popolazione in studio. 
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Le tabelle XV e XVI illustrano la regressione di Cox per OS e PFS nella popola-

zione di studio.  

Nonostante il follow-up immaturo, appare chiaro il ruolo predittivo del tipo di mu-

tazione: pazienti portatori di delezione esone 19 di EGFR presentano HR di 0,14 

per OS (p=0,054 in univariata) e 0,18 (p=0,027 in univariata) per PFS. 

Inoltre, i dati sulla Clearance al T2 sembrano confermare un ruolo importante della 

biopsia liquida nel monitoraggio dei pazienti, soprattutto per quanto concerne la OS 

in cui l’HR è di 0,19 (p=0,034 in univariata.  

 Analisi univariata Analisi multivariata 

Variabile N HR 95% CI p-value HR 95% CI p-value 

Genere 95       

Femmina  — —     

Maschio  2.48 0.89, 6.88 0.082    

Età alla diagnosi 95 0.96 0.92, 1.00 0.032 1.02 0.96, 1.10 0.5 

Tipo di mutazione 

EGFR 

95       

Atipica  — —  — —  

Composita  3.01 0.45, 20.2 0.3 0.79 0.09, 7.11 0.8 

Ex19del  0.18 0.04, 0.82 0.027 0.04 0.00, 0.43 0.007 

L858E  0.47 0.12, 1.90 0.3 0.28 0.04, 2.23 0.2 

ECOG PS 95       

>1  — —     

0-1  1.90 0.25, 14.5 0.5    

Numero di siti meta-

statici 

95       

<3  — —     

≥3  0.95 0.27, 3.38 >0.9    

TO SQI 71 1.03 0.95, 1.11 0.5    

T1 Clearance 71 0.55 0.18, 1.66 0.3    

T2 Clearance 67 0.44 0.13, 1.48 0.2    

Comutazione di p53 49 4.83 1.48, 15.8 0.009 6.98 1.19, 41.1 0.032 

Tabella XVII: Regressione di Cox per PFS della popolazione in studio. 
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Si conferma il ruolo predittivo negativo della co-mutazione di TP53: HR per PFS 

4.84, p: 0.009, che si conferma essere fattore indipendente all’analisi multivariata 

(p:0.03). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: OS in rapporto alla Clearance del cfDNA in T2 

Figura 18: PFS in rapporto alla Clearance del cfDNA in T2 
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Le figure da 17 a 20 riassumono i dati di OS e PFS nelle sottocategorie di pazienti 

con determinate caratteristiche (Clearance al T1, T2 e presenza di co-mutazione di 

TP-53) mediante curve di Kaplan-Meier confrontate tramite log-rank test. 

Figura 19: OS in rapporto alla presenza della co-mutazione di TP53. 

Figura 20: PFS in rapporto alla presenza della co-mutazione di TP53. 
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La correlazione tra Clearance del cfDNA di EGFR al T1 ed al T2 non è risultata 

correlata in maniera statisticamente significativa ad una miglior prognosi, sia in 

termini di OS che di PFS seppur le curve mostrino un chiaro trend. (figura 17 e 18). 

Invece la correlazione tra la presenza della co-mutazione di TP53 al basale e OS e 

PFS viene raggiunta in modo statisticamente significativo e dimostra un andamento 

peggiore portatori dell’alterazione rispetto a quelli che ne sono privi. (figura 19 e 

20). 
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5.0 DISCUSSIONE  

 
La terapia a bersaglio molecolare nell’ambito oncologico è ormai uno standard di 

trattamento dei pazienti con malattia avanzata e non solo. La mutazione di EGFR 

nel contesto del NSCLC è sempre stato un paradigma nello studio delle neoplasie 

oncogene-addicted e i continui miglioramenti delle biotecnologie e della compren-

sione dell’aspetto molecolare hanno permesso lo sviluppo di farmaci via via più 

efficaci e sicuri. Tuttavia, rimane l’enorme problematica delle resistenze, correlata 

all’incredibile capacità di adattamento genico del tumore, che grazie ad una mas-

siccia mole di mutazioni riesce a sfuggire ai meccanismi inibitori del farmaco e 

proliferare. I meccanismi alla base della resistenza sono molto eterogenei, in quanto 

si sviluppano in modi e tempi diversi: una porzione di pazienti non risponde da 

subito, altri inizialmente presentano un’ottima risposta al farmaco per poi andare 

incontro a progressione di malattia e un piccolo campione continua ad avere una 

stabilità di malattia anche a distanza di quasi un decennio. La resistenza primaria 

viene definita come il rapido sviluppo di mancata risposta alla terapia dovuta ad 

alterazioni iniziali del bersaglio principale. Nel caso di Osimertinib, si associa prin-

cipalmente alla presenza di mutazioni rare. La resistenza secondaria, invece, si svi-

luppa in seguito a un’iniziale risposta al trattamento a causa di modificazioni del 

target oppure di attivazioni di vie parallele che bypassano l’azione del farmaco. Nel 

caso di Osimertinib, il meccanismo principale è legato all’amplificazione di MET 

(104). 

In questo contesto la biopsia liquida può essere uno strumento estremamente utile, 

in quanto poco invasivo, facilmente ripetibile e con buona concordanza rispetto alle 

analisi tissutali. La biopsia liquida viene preferibilmente proposta in concerto alla 

biopsia tissutale tradizionale e permette di individuare le mutazioni sensibili alla 

terapia a bersaglio molecolare al basale e fornire un’iniziale stratificazione progno-

stica, nonché di segnalare lo sviluppo di meccanismi di resistenza acquisita ai TKI 

come osimertinib (65, 99). 

L’obiettivo del nostro studio era, nell’ambito di un più ampio progetto sul ruolo 

della biopsia liquida nell’analisi di meccanismi di resistenza primaria e secondaria 
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e di stratificazione del rischio, di individuare precocemente i pazienti che possono 

trarre limitato beneficio dal trattamento e quelli che invece svilupperanno solo 

molto tardivamente resistenza acquisita. 

Nei risultati preliminari descritti nel lavoro di tesi abbiamo riscontrato una buona 

compliance alle procedure del protocollo e un’elevata percentuale di campioni ef-

fettivamente valutabili per le analisi stabilite. 91 (86%) soggetti hanno svolto tutti i 

prelievi programmati. I prelievi complessivamente non eseguiti corrispondono a 

momenti in cui per motivi prevalentemente clinici i pazienti non si sono recati 

presso gli ambulatori per eseguire visita e prelievi standard. Tra i campioni ottenuti, 

due non sono risultati valutabili perché la quantità e qualità del DNA estratto non 

era ritenuta adeguata. Tale aspetto può essere legato a problematiche tecniche ri-

guardo alle tempistiche di arrivo di campioni da sedi esterne allo IOV dove sono 

state eseguite le analisi molecolari. I tubi streck, utilizzati per il prelievo permettono 

infatti di essere processati sino a 5-7 giorni dopo l’esecuzione del prelievo, ma la 

quantità di DNA rilevabile si riduce progressivamente. 

Le analisi molecolari hanno evidenziato una buona concordanza sangue-tessuto con 

41 casi su 49 (84%) e 69 su 84 (82%), rispettivamente per NGS e RT-PCR, di con-

cordanza con la biopsia tissutale, in linea con la letteratura (105, 106). È interes-

sante notare che tutti i casi negativi alla biopsia liquida presentano un basso carico 

di malattia, associato a un ridotto quantitativo di cfDNA. Non sono presenti, invece, 

casi di negatività su tessuto associati a positività alla biopsia liquida. 

Dopo aver valutato compliance e fattibilità delle analisi pianificate, abbiamo ana-

lizzato indicatori di attività del farmaco Osimertinib nei pazienti arruolati prospet-

ticamente e trattati in un contesto di pratica clinica (al di fuori di studi clinici inter-

ventistici che prevedono una selezione clinica dei pazienti). 

Nel lavoro di tesi, i tassi di risposta evidenziata del 67% (95% CI 54%, 77%) sono 

leggermente inferiori rispetto allo studio registrativo FLAURA (ORR=80%) e alla 

casistica real-world recentemente pubblicata, FLOWER (ORR=73%) (90, 107).  

Tale lieve discordanza è verosimilmente da ricondurre alla presenza nella nostra 

casistica di mutazioni rare e composte. La tipologia di alterazione genica di EGFR 

influenza, infatti, in maniera significativa la sensibilità all’inibizione della proteina, 
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In particolare la delezione dell’esone 19 ha il maggior valore predittivo positivo, 

mentre le mutazioni definite rare o composite possono avere sensibilità intermedia 

o dimostrare resistenza primaria a Osimertinib (108, 109, 110). Nei principali studi 

clinici che hanno portato all’approvazione dei farmaci anti-EGFR, tra cui lo studio 

FLAURA erano arruolati solo pazienti con le più frequenti mutazioni sensibiliz-

zanti di EGFR (delezione esone 19, mutazione puntiforme esone 21 L858R) (90). 

Le mutazioni rare, le quali includono inserzioni a livello dell’esone 19 e 20, dele-

zioni del 18, la G719X, E709X, S768I e L861Q, sono poco studiate in letteratura, 

ma sembrano presentare andamenti variabili in base al tipo di farmaco utilizzato: le 

inserzioni del 20 rispondono poco a tutte e tre le generazioni di anti-EGFR, la 

G719X, E709X e S768I hanno risposte buone ad afatinib, mentre la L861Q sembra 

essere sensibile a osimertinib (56, 111, 112, 113, 114). Da questo si ricava che il 

mondo del NSCLC EGFR mutato è molto più complesso di quanto si credesse fino 

a pochi anni fa, rendendo necessari ulteriori studi atti a personalizzare ulteriormente 

la terapia a bersaglio molecolare. 

Il profilo di tollerabilità evidenziato nei pazienti inclusi nello studio di tesi, appare 

significativamente migliore rispetto al FLAURA (8,3% vs 34% di eventi avversi di 

grado 3 o superiore), anche se potrebbe dipendere dalla durata ridotta del follow-

up. Ciononostante, abbiamo evidenziato tre eventi che hanno portato alla sospen-

sione del trattamento, impattando quindi in maniera significativa il percorso tera-

peutico del paziente. 

Le caratteristiche cliniche dei pazienti non hanno dimostrato associazioni statisti-

camente rilevanti con l’andamento della terapia e la probabilità di progressione di 

malattia, ad esclusione dell’abitudine tabagica. In particolare, i fumatori attivi o ex 

fumatori hanno un rischio significativamente (p=0,040) maggiore di sviluppare re-

sistenza primaria ad Osimertinib. Le mutazioni sensibilizzanti di EGFR sono tipi-

che della popolazione con limitata o nulla esposizione tabagica. È probabile che 

l’esposizione al fumo renda la malattia maggiormente eterogenea e quindi limiti 

l’oncogene addiction connessa all’alterazione genica di Egfr. 



75 

 

 

 

L’importanza di individuare precocemente i pazienti che non avranno beneficio 

prolungato è elevata perché rappresentano un gruppo prognostico sfavorevole an-

che riguardo alla risposta alle linee successive. 

Al basale 67 pazienti erano positivi alla mutazione di EGFR e la positività della 

mutazione non è stata associata in maniera significativa a rischio di resistenza pri-

maria o progressione precoce. 

Il monitoraggio mediante biopsia liquida ha evidenziato la clearance del cfDNA in 

40 (53%) pazienti al T1 e 53 (76%) al T2. L’assenza di clearance è stata associata 

in maniera statisticamente significativa con la probabilità di progressione precoce 

(9 mesi dall’inizio del follow-up, p=0,043 e p=0,029). In analisi multivariata si 

perde l’effetto positivo della clearance a causa del ridotto numero di pazienti reclu-

tati al momento della stesura della tesi. In aggiunta, potrebbe essere correlato alla 

percentuale elevata di pazienti con mutazioni diverse dalla ex19del che non presen-

tano clearance al T2 (8 su 17, 47%).  

Tale risultato è un importante dato a sostegno del ruolo della biopsia liquida come 

strumento in grado di predire precocemente la risposta e l’andamento della terapia. 

Altri studi hanno confermato l’importanza di raggiungere la clearance dopo l’inizio 

della terapia con diversi intervalli temporali: Lee et al. hanno effettuato analisi su 

plasma ogni 8 settimane fino alla progressione di malattia e sono emerse differenze 

importanti in termini di PFS tra chi aveva raggiunto la clearance e gli altri (10,1 

mesi vs 6,3 mesi).  Zhou et al. hanno sfruttato i dati del FLAURA per effettuare 

studi sulla biopsia liquida dei pazienti al basale, dopo 3 e 6 settimane dall’inizio 

della terapia con osimertinib. Anche in questo caso la PFS è nettamente favorevole 

per coloro che hanno raggiunto la clearance (13,5 vs 8,3 mesi al prelievo dopo 6 

settimane). Lo stesso procedimento ha dato risultati sovrapponibili nello studio 

AURA, con prelievi al basale e dopo 6 settimane e una PFS favorevole ai soggetti 

con clearance (10,9 vs 5,5 mesi) (99, 115, 116, 117). Questi risultati rimarcano il 

possibile ruolo della biopsia liquida come predittore precoce dell’andamento della 

terapia e dello sviluppo di resistenze.  

Nella nostra casistica appare molto rilevante evidenziare che, seppur con i limiti di 

una numerosità ancora ridotta, la significatività statistica è stata raggiunta anche per 
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la mancata clearance al T1, indicando che è possibile monitorare nel plasma i cam-

biamenti biologici indotti dal trattamento sulla neoplasia anche in maniera molto 

precoce. 

Un ruolo prognostico importante viene assunto dalle co-mutazioni rilevate al ba-

sale. In particolare, la più rilevante sembra essere la perdita di funzione di Tp53: è 

la più frequentemente individuata (19 pazienti, 18%) e anche quella maggiormente 

associata con la progressione della malattia entro 9 mesi (8 progressioni vs 10 non 

progressioni, p=0,008). Nel contesto del NSCLC con EGFR mutato questo dato si 

riscontra anche nello studio RELAY in termini di PFS (mediana 12,25 vs 19,35 

mesi) e di durata della risposta al trattamento (mediana 15,2 vs 18,2 mesi).  In un 

altro studio italiano retrospettivo, si è notato un ruolo soprattutto a carico della mu-

tazione dell’esone 8 di Tp53 per quanto riguarda la PFS (mediana 5,8 mesi vs 14,4 

mesi). Anche in uno studio coreano che analizzava varie comutazioni, Tp53 ha ri-

portato un netto peggioramento della PFS (8,9 vs 12,8 mesi). Recentemente una 

retrospettiva cinese ha individuato una minore risposta agli anti-EGFR di terza ge-

nerazione nei pazienti con mutazioni a livello della alfa-elica di p53 in termini di 

OS (12,2 vs 21,7 mesi). Nel primo studio citato le analisi molecolari si sono svolte 

mediante biopsia liquida come in questo lavoro di tesi, mentre negli altri tre su tes-

suto, a sottolineare la comparabilità dei due metodi (118, 119, 120, 121). I pazienti 

con co-mutazione di Tp53 presentano per la maggior parte mutazioni diverse da 

ex19del (11 su 19, 58%). 

I punti di forza del nostro studio sono sicuramente la sua natura multicentrica e 

prospettica, che limita i bias legati alla selezione del paziente e ai percorsi del sin-

golo centro. Inoltre, la popolazione è composta da pazienti real-world, con criteri 

di inclusione meno stringenti e più aderenti alla pratica clinica rispetto ad altri studi 

svolti sull’argomento. Anche l’aspetto molecolare è un punto di forza, poiché le 

analisi vengono effettuate tutte in modo centralizzato, evitando possibili errori de-

rivanti da tecniche o macchinari diversi. I dati dello studio possono essere un’im-

portante piattaforma per eventuali lavori successivi, tra cui un focus approfondito 

sul confronto tra la biopsia liquida e tissutale nella gestione del follow-up e ulteriori 

analisi con altri biomarcatori. 
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I limiti dello studio riguardando principalmente la brevità del follow-up e i numeri 

ancora limitati di pazienti coinvolti, che attualmente non permettono di ottenere dati 

statisticamente significativi per end point importanti come OS. Tuttavia, i risultati 

statisticamente significativi ottenuti nonostante numeri così ridotti indicano l’ele-

vato valore predittivo negativo della mancata clearance della mutazione di EGFR 

nel plasma dopo 28 giorni dall’inizio della terapia e, ancor più, della presenza della 

co-mutazione di Tp53 riscontrata nel plasma al basale. 

Le possibili applicazioni del corrente lavoro di tesi riguardano la possibilità di 

creare una stratificazione predittiva del beneficio a lungo termine delle terapie a 

bersaglio molecolare. La prospettiva di personalizzare il follow-up, con tempi di 

rivalutazione diversi per ogni paziente in base alla classe di rischio. In futuro, sarà 

possibile disegnare degli studi clinici interventistici con una selezione più precisa 

dei pazienti adatti a trattamenti intensivi o ad un cambiamento precoce di terapia 

(10 o 28 giorni) per evitare di impattare negativamente sulla sopravvivenza.  

A tal proposito, gli studi FLAURA-2 e MARIPOSA hanno individuato un beneficio 

importante in specifici sottogruppi di pazienti: nel primo caso la combinazione di 

Osimertinib e platino-pemetrexed ha dimostrato una migliore PFS nei pazienti con 

metastasi cerebrali ed ECOG PS 1 al basale. Nel secondo trial, la terapia combinata 

di Amivantamab-Lazertinib (anti-MET e anti-EGFR) ha dimostrato un beneficio in 

termini di PFS indipendentemente dalle caratteristiche cliniche dei pazienti, ma in 

particolare in quelli ad alto rischio (metastasi cerebrali, epatiche, mutazione di Tp53 

al basale, e assenza di clearance del cfDNA di EGFR a 9 settimane dall’inizio della 

terapia). Tuttavia, si tratta di regimi terapeutici ad alta tossicità, i quali necessitano 

di biomarker in grado di individuare il singolo paziente che possa beneficiarne mag-

giormente; in questo contesto le analisi con biopsia liquida possono giocare un 

ruolo importante nel futuro prossimo. (122, 123) 

In conclusione, seppure i risultati siano incoraggianti, è necessario aumentare nei 

prossimi mesi la numerosità campionaria e la durata del follow-up al fine di pro-

durre dati che possano permettere la costruzione di modelli predittivi compositi ba-

sati sulla biopsia liquida. Infine, sarebbe auspicabile applicare le conoscenze 
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acquisite per svolgere una valutazione prospettica in studi interventistici futuri, in 

modo da ottenere risultati sempre più specifici per il singolo paziente. 
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