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1. INTRODUZIONE

Il tumore del polmone rappresenta la prima causa di morte cancro-relata al mondo. Le
regioni con elevato consumo di tabacco e fattori di rischio ambientali presentano la
maggiore incidenza, sebbene I'epidemiologia del cancro al polmone sia ubiquitaria e si stia
evolvendo assieme ai cambiamenti di stile di vita della popolazione. La diffusione delle TC
a basso dosaggio di radiazioni negli ultimi anni ha cambiato drasticamente la storia della
malattia, permettendo di individuare la neoplasia in uno stadio precoce. Tuttavia, e
aumentato anche il reperto occasionale di opacita polmonari a vetro smerigliato (Ground
Glass Opacities — GGOs) che rappresentano una vera e propria sfida diagnostica in termini
di diagnosi differenziale tra patologia benigna e maligna. Le GGO sono delle anomalie
radiologiche caratterizzate da wun rinforzo pseudonodulare della architettura del
parenchima polmonare, senza tuttavia oscurare le strutture bronchiali o vascolari
sottostanti. Nonostante la maggior parte delle GGOs siano patologie benigne, una
percentuale non trascurabile, che varia tra il 10 — 37%, risulta essere un tumore polmonare
allo stadio precoce, piu frequentemente un adenocarcinoma con pattern di crescita lepidico,
o lesioni precancerose, come l'iperplasia adenomatosa atipica o 1'adenocarcinoma in situ,
offrendo una finestra di opportunita per un trattamento curativo. Le attuali linee guida
internazionali raccomandano un follow up radiologico a 3-6 mesi ed una successiva
rivalutazione TC per determinarne I’andamento evolutivo. Nei casi sospetti e poi indicato
un approccio piut invasivo quale biopsia transtoracica o intervento chirurgico. In questo

modo la diagnosi viene effettuata molti mesi dopo il primo riscontro diagnostico e molti



pazienti vengono sottoposti ad intervento chirurgico di resezione polmonare senza una
diagnosi preoperatoria.

Lutilizzo della “biopsia liquida” mediante cellule tumorali circolanti (CTC) o ctDNA nel
tumore del polmone sta assumendo sempre piui importanza soprattutto nei tumori allo
stadio avanzato come biomarker di risposta alla terapia. Tuttavia, il loro ruolo nel tumore
polmonare allo stadio precoce e ancora poco studiato. Il ctDNA e costituito da frammenti
di DNA che vengono rilasciati nel torrente circolatorio dalle cellule tumorali a seguito di
necrosi, apoptosi o secrezione esogena. La maggior parte dei ctDNA ha una dimensione
compresa tra le 160 e 200 coppie di basi e puo essere estratto dal sangue dei pazienti
mediante varie tecniche di amplificazione. Alcuni recenti studi hanno dimostrato che il
ctDNA e presente nel sangue periferico di pazienti con tumore polmonare allo stadio
precoce. Tuttavia, non ci sono ancora studi sulla presenza o meno di ctDNA nei pz con GGO

e se questo possa essere utilizzato come biomarker di malignita.

Obiettivo generale del progetto e la diagnosi precoce e con tecniche non invasive del cancro
del polmone. In particolare, obiettivo specifico dello studio e valutare della presenza o meno
di DNA tumorale circolante (circulating tumor DNA - ctDNA) su sangue periferico di
pazienti con riscontro TC di opacita polmonari a vetro smerigliato (ground glass opacity -
GGO) e I'importanza che questo dato puo assumere nell’iter diagnostico/terapeutico. La
valutazione del ctDNA verra effettuata al primo riscontro radiologico ed in seguito correlata
con la malignita o meno della lesione in base ai criteri radiologici/istologici regolarmente

utilizzati nel nostro istituto.



Obiettivo secondario e la valutazione della quantita totale di DNA libero circolante (cfDNA)

come marcatore biologico di malignita.



2. GROUND GLASS OPACITY (GGO)

2.1 Definizione, epidemiologia e classificazione

Le ground glass opacitys (GGOs) o opacita polmonari a vetro smerigliato, sono
definite, in accordo con la Fleischner Society (1), come aree di aumentata opacita polmonare
alle immagini TC che non oscurano le sottostanti strutture bronchiali e vascolari. Tale
caratteristica le distingue dalle consolidazioni o noduli solidi polmonari le quali
impediscono il riconoscimento radiologico delle strutture sottostanti.
Negli ultimi anni ’avvento della TC a basso dosaggio nella pratica clinica, ed in particolar
modo nello screening del tumore del polmone, ha portato ad un riscontro occasionale
sempre piu frequente di GGOs (2-5).
Ad oggi ci si riferisce ai reperti GGOs anche con il termine di “noduli sub-solidi”,
sottolinenando la loro diversa densita radiologica nei confronti dei tipici noduli polmonari
che vengono definiti “solidi”.
Secondo diversi studi, le GGO sono piu frequenti in pazienti donne, non fumatrici ed
asiatiche, anche se quest’ultimo dato potrebbe presentare un bias di selezione dato dal
maggior numero di studi sull’argomento provenienti dal continente asiatico (5-7). Una
ampia metanalisi condotta da Li X et al (8) analizzando i dati di piu di 8000 pazienti da 53
studi conclude tuttavia confermando il fatto che la maggior parte dei GGO maligni
colpiscono le donne giovani non fumatrici, invertendo di fatto 'epidemiologia del cancro al

polmone in cui gli uomini fumatori sono i soggetti pitt ad alto rischio.



Dal punto di vista classificativo dobbiamo distinguere tra i noduli puramente subsolidi
(pure GGO) e i noduli con core centrale solido e alone periferico a vetro smerigliato (mixed
GGO). Questa classificazione, proposta per la prima volta nel 2002 da Henschke et al. (9) e
stata poi ampliata da Suzuki et al. (10) che nel 2008 proposero un sistema di classificazione
piu dettagliato di tali noduli, riconducendoli a 6 tipologie:

Tipol - GGO pura; Tipo 2 - GGO omogenea a densita incrementata; Tipo 3 — nodulo misto
con porzione solida omogenea e < 50% con area GGO attorno (Halo Sign); Tipo 4 — nodulo
misto con componente solida e GGO disomogenee ma comunque con parte solida < 50%;
Tipo 5 — nodulo misto con parte solida > 50%; Tipo 6 — nodulo solido (Tabella 1).

Tale suddivisione tuttavia e scarsamente usata nella pratica clinica per via della sua

complessita.

‘Type ‘IHPure (simple) GGO

|
‘Type 2HSemiconsolidation (an area of intermediate homogeneous increase in density)‘
|
|
|
|

‘Type SHHalo (area consisting of solid part and surrounding GGO halo)

‘Type 4HMixed (an area consisting of GGO and solid part having air-bronchogram)

‘Type SHSolid pattern > 50% with GGO
‘Type 6HSolid nodule

Tabella 1. Classificazione Ground Glass Opacities secondo Suzuki et al. (10)

Attualmente le linee guida internazionali (11) prendono in considerazione la presenza di
GGOs pure o non solide (pGGO) e miste o parzialmente solide (mGGO). In queste ultime e
possibile calcolare il consolidation-tumor ratio (C-T ratio), ossia il rapporto tra la porzione
solida e quella sub-solida. Questo rapporto e risultato essere fortemente associato alla

malignita delle GGOs specialmente se superiore a 0.5 (12). Piu recentemente sono stati



proposti nuovi sistemi classificativi per il C-T ratio comprendenti 1’analisi del volume

tumorale in 3D piuttosto che I’analisi 2D sulle immagini TC (13).

2.2 Fisiopatologia e significato clinico

La base fisiopatologica delle immagini TC ad opacita a vetro smerigliato ¢ da
ricondurre ad una parziale riduzione del volume aereo per limitata obliterazione del lume
alveolare. Tale fenomeno potrebbe essere spiegato da diversi meccanismi quali il
progressivo accumulo di cellule e liquido nel lume alveolare, 1'ispessimento interstiziale o
la proliferazione di cellule tumorali con pattern di crescita lepidica (14). In questo particolare
tipo di crescita tumorale, si hanno cellule tumorali che proliferano lungo la parete alveolare,
senza distruzione della struttura stessa.
Con l'aumentare di dimensioni della lesione, la struttura alveolare collassa, portando a
proliferazione fibroblastica e ad un contestuale aumento della componente solida,
evolvendo dunque verso la tipologia di mGGOs. Nei casi di GGO maligna, la comparsa
dell’area di consolidazione solida centrale segna in genere il passaggio da una forma in situ
o minimamente invasiva a d una completa invasione della membrana basale e di
conseguenza ad una forma infiltrante (15).
Numerosi studi negli anni si sono incentrati sul correlare la presenza di GGO a dei pattern
patologici specifici. Ad oggi e noto che il reperto TC di GGO non e specifico giacché
rispecchia la presenza di numerose affezioni polmonari, tendenzialmente benigne di natura
flogistica (14-17). Tuttavia, in una percentuale di casi variabile tra il 10 e il 37%, le GGOs

possono essere 1'espressione radiologica di un tumore polmonare (17-19).



Poter attuare una distinzione di GGO benigne e maligne sulla sola base radiologica e
estremamente difficile e soprattutto non accurato.

Il miglior approccio comprende una valutazione a tutto tondo della sintomatologia del
paziente e delle caratteristiche evolutive temporali dele lesioni. Ad esempio, nei pazienti
con primo riscontro di GGOs ad una HRCT toracica e fondamentale indagare elementi quali
la concomitanza insorgenza di sintomatologia, I’abitudine tabagica, anamnesi personale di
fibrosi polmonare ecc.

Nei pazienti con sintomatologia ad esordio acuto (nell’arco di 7-10 giorni dal riscontro
radiologico) o sub acuto (10-30 giorni) la diagnosi differenziale e fortemente incentrata su
patologie benigne del parenchima polmonare. Esempi di quest'ultime sono le infezioni
virali acute, le emorragie, 1'edema polmonare e le esacerbazioni di preesistenti
interstiziopatie (17).

Le polmoniti, specialmente quelle di natura virale (SARS-COV-2, virus dell’influenza e i
suoi ceppi piu aggressivi HIN1 e H5N1) e quelle atipiche, tendono a presentarsi alla HRCT
con quadri eterogenei di aree diffuse di GGOs multifocali, associate a consolidazioni,
linfoadenomegalie, cavitazioni ed effusioni pleuriche (20-22). Le emorragie polmonari
avranno alterazioni radiologiche differenti a seconda della causa sottostante: contusioni o
lesioni

iatrogene possono presentarsi come una GGO focale e unilaterale mentre emorragie causate
da vasculiti, indotte dall’abuso di droga o da terapia anticoagulante mostrano spesso un

diffuso interessamento bilaterale.
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Altra comune causa eziologica e l'edema polmonare, specialmente quello di natura
idrostatica, la cui manifestazione radiologica cardine risulta essere un quadro di estese aree
GGOs, centrali e peri-ilari, accompagnate spesso da segni di effusione pleurica,
cardiomegalia ed ispessimento dei setti interlobulari (23).

In ultimo, la fibrosi polmonare idiopatica (IPF) ed altre interstiziopatie polmonari causano

pattern radiologici caratterizzati da diffuse e bilaterali GGOs (24).

Tra le patologie benigne poste in diagnosi differenziale abbiamo anche le polmoniti
organizzate e la tossicita da farmaci. In quest’ultimo caso, il quadro ricalca quello delle
polmoniti organizzate con associazione di GGOs multifocali e consolidazioni che spesso

seguono la distribuzione bronco-alveolare. (25).

Al contrario, reperti GGOs accidentali in pazienti asintomatici, specialmente se persistenti
nel tempo o a lenta evoluzione, piu frequentemente rappresentano la manifestazione
radiologica di neoplasie polmonari in stadio precoce.

Le neoplasie polmonari possono manifestarsi sia come GGO pure che come GGO miste. Le
GGO pure sono piu frequentemente espressioni di patologie precancerose (come, ad
esempio, l'iperplasia adenomatosa atipica - AAH) oppure di tumori polmonari allo stadio
molto precoce (come ad esempio adenocarcinoma in situ — AIS, adenocarcinoma
minimamente invasivo — MIA, adenocarcinoma a patter di crescita lepidico o
bronchioloalveolare - BAC). Al contrario le GGO miste oppure i noduli solidi con halo sign

piu frequentemente rappresentano tumori polmonari con componente invasiva.

11



L’associazione tra le GGOs e l'adenocarcinoma polmonare allo stadio iniziale fu per la
prima volta riportata negli anni ‘90 da ricercatori coreani e giapponesi (26 - 27). Da quel
momento, numerose pubblicazioni scientifiche si sono incentrate sul significato oncologico
delle GGOs (28-31).

Attualmente e largamente riconosciuta l'associazione tra GGOs e tumore polmonare in
stadio precoce, piu frequentemente adenocarcinoma.

In un recente studio retrospettivo, in cui sono stati analizzati dati provenienti da pazienti
sottoposti a chirurgia per tumore polmonare non a piccole cellule (NSCLC) in stadio I, ben
il 42.81% dei 2775 pazienti presentava manifestazioni radiologiche di noduli sub-solidi,
precisamente il 18.31% sotto forma di mixed GGO e il 24.50% sotto forma di GGOs puri. Nel
medesimo studio viene anche dimostrato come la presenza della componente a vetro
smerigliato rappresenti una prognosi favorevole, con il gruppo di GGOs puri che
presentava il 98.8% di sopravvivenza a 5 anni (32).

Considerato l'altissimo tasso di sopravvivenza per questi tumori in stadio precoce
sottoposti a chirurgia, risulta essenziale poter discriminare in manera il piu possibile

affidabile, tra GGO da patologie benigne e GGO da patologia maligna.

Polmoniti (virali, atipiche, infiammatorie) | Proteinosi alveolare

Emorragie polmonari Pneumopatia acuta da farmaci
Edema polmonare Iperplasia adenomatosa atipica
Fibrosi polmonare idiopatica Adenocarcinoma polmonare

Tabella 2. Possibili cause eziologiche di Ground Glass Opacities
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2.3 Caratteristiche predittive di malignita nelle GGOs

Numerosi autori hanno cercato negli ultimi anni di correlare la presenza di
determinate caratteristiche delle GGOs con la malignita della lesione per poterne ottenere
una diagnosi precoce di cancro del polmone e mettere in atto un management specifico.
Ad oggi molteplici studi confermano come la forma non poligonale della lesione GGO
(ovale, tondeggiante o grossolanamente lobulata) insieme a margini ben definiti e ad una
crescita radiale nel tempo rappresentino elementi radiologici correlabili a forme di
adenocarcinoma polmonare in stadio precoce o invasivo (31-35). Queste lesioni vengono
spesso definite con ground glass nodules (GGNs) per distinguerli dalle opacita mal definite
e spesso di forma poligonale tipici delle malattie benigne.
Sulla dimensione delle lesioni GGOs come fattore predittivo di malignita non vi e ancora
una visione condivisa. Se negli studi di Infante et al. (31) e McWilliams et al. (34) la
dimensione dei reperti, a prescindere dalla loro composizione, non risulta essere un fattore
predittivo, Lee et al. (35) e Takahashi et al. (36) riportano, invece, come una lesione GGO
pura con diametro > 8mm > 10 mm, rispettivamente, sia sospetta di eziologia maligna. Gli
autori concordano sul fatto che I’assenza di un core denso, una forma poligonale e margini
mal definiti sono associati a GGOs benigne, non evolutive, le quali piu spesso si presentano
bilaterali e multiple, in maniera opposta rispetto ai GGN.
La composizione interna della lesione e risultata essere un fattore predittivo molto
importante. Nella valutazione delle GGOs sia pure che miste emerge che la probabilita che

una pGGO sia maligna e del 18% contro il 63% delle mGGO (36).
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La stessa Fleischner Society riporta come una componente solida superiore agli 8 mm in una
GGO sia un fattore predittivo molto forte di malignita (11).

Nonostante alcune caratteristiche di forma e densita della lesione possa suggerire una
eziologia benigna o maligna, e l'andamento temporale di tale lesione al follow up
radiologico che piu guida nella diagnosi differenziale. Infatti la maggior parte delle lesioni
GGOs sono transienti, regredendo spontaneamente dopo un periodo variabile.
Specificatamente il 37% delle GGOs pure e il 48% delle miste sparisce nell’arco di tre mesi.
Tra i noduli GGO persistenti, nell’ambito di un follow up a lungo termine di 3 anni,
solamente il 26% va incontro ad un aumento di diametro significativo (sopra i 2 mm).

Di conseguenza, oltre a determinate caratteristiche radiologiche e di rischio del paziente, e
il follow up radiologico con HRCT lo strumento piu efficace che attualmente abbiamo per
derimere tra GGOs benigne e maligne.

Strumenti emergenti, quali algoritmi combinati di radiomica e machine learning, seppur
promettenti, ad oggi non permettono un riconoscimento effettivo della patologia maligna
rispetto a quella benigna (38-40). Infatti la loro applicazione presenta ancora numerose
limitazioni, quali la non riproducibilita degli algoritmi in base ai differenti tipi di

acquisizione delle immagini e la difficolta di diffusione su larga scala.

2.4 Linee Guida sul Management delle GGOs
Il principale problema che il clinico si trova ad affrontare nel momento in cui
riscontra la presenza di tali reperti riguarda il loro successivo management. Nel 2017, la

Fleischner Society (11) ha pubblicato le ultime raccomandazioni sul management dei noduli
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sub-solidi. Allo stesso modo, la British Thoracic Society (Baldwin) nel 2015 ha pubblicato le
linee guida sull’investigazione e il management dei noduli polmonari, sia solidi che sub-
solidi. Il fine ultimo delle attuali linee guida internazionali e quello di indirizzare pazienti
con GGOs ad alto sospetto di malignita verso un riscontro istologico mediante ago biopsia
polmonare TC guidata oppure, quando non effettuabile, mediante biopsia chirurgica con
escissione della lesione; i pazienti con GGOs basso-intermedio sospetto di malignita saranno

invece seguiti mediante follow-up radiologico (Figura 1).

Subsolid E Follow "E
At ————

<6 mm | No FUindicated

=6 mm | (T at 6-12 months to confirm persistence, then CT at 3 and 5 years
Groundglass

< 6 mm | No FUindicated

=6 mm | (T at 3-6 months to confirm persistence, then annual CT for 5 years
Part-solid

<6 mm |CTat3-6 months. If stable CT at 2 and 4 years

(T at 3-6 months.

> 6 mm Subsequent management based on most suspicious nodule

Figura 1. Linee guida sull'investigazione e il management dei noduli polmonari subsolidi secondo la
Fleischner Society (11)
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Entrambe le linee guida si basano principalmente sulle dimensioni delle lesioni riscontrate:
quando le dimensioni sono >5 0 6 mm e indicato un follow-up con TC torace a breve termine
(3-6 mesi); se le dimensioni risultano essere < 5mm, il follow-up non e raccomandato,
soprattutto per le pGGOs.

Se nell’ambito del follow-up a breve termine viene confermata la persistenza del nodulo, sia
la Fleischner Society che la British Thoracic Society concordano sul prolungamento del
follow-up con sorveglianza TC annuale per 5 e 4 anni, rispettivamente.

La maggior parte dei noduli GGOs non va incontro a modifiche in termini di crescita sia
volumetrica che lineare. In uno studio in cui vengono prese in considerazione 122 GGOs
diagnosticati tramite screening, il 90% di queste ultime rimane stabile durante il follow-up
a lungo termine (media del follow up, 59 mesi) (42).

Nelle raccomandazioni della BTS per stimare il rischio di noduli sospetti (=5mm o stabile
per 3 mesi) si fa riferimento all’algoritmo di Broke. Quest'ultimo si basa su fattori quali eta,
sesso, storia di fumo di sigaretta, familiarita positiva per tumore al polmone, enfisema e
tutte le caratteristiche radiologiche sospette di una GGO, per stilare una predizione del
rischio di evoluzione maligna di quel nodulo. Se la percentuale di rischio risulta essere
inferiore al 10%, il paziente potra continuare il follow up radiologico; qualora il rischio
risultasse superiore al 10% il paziente sara indirizzato ad esami diagnostici piu invasivi, ai
fini di una diagnosi istologica.

Nelle linee guida della Fleischner Society i noduli GGOs che necessitano di riscontro
istologico sono principalmente delineati sulle caratteristiche radiologiche di malignita viste

precedentemente senza considerare i fattori di rischio specifici del paziente.

16



Inoltre, mentre nelle linee guida dei noduli solidi polmonari trova spazio anche 1'impiego
della PET-TC con elevato valore predittivo negativo, lo stesso esame strumentale non trova
raccomandazioni nella valutazione dei noduli sub-solidi o non solidi, per via della sua
limitata sensibilita nei confronti di lesioni di piccole dimensioni (< 1 cm) e con aspetto di
opacita a vetro smerigliato (18).

In conclusione, a seguito di adeguato follow up radiologico, le lesioni che presentano un
aumentato rischio di rappresentare una patologia maligna saranno indirizzati a biopsia,
quelli a basso rischio saranno mantenuti sotto follow up radiologico. L’intervento
chirurgico, in fase diagnostica, viene riservato esclusivamente alle lesioni ad alto rischio di
malignita che non possono essere bioptizzate con altre metodiche quali la biopsia

percutanea o transbronchiale.

2.5 Prognosi nelle GGO maligne

Molti autori hanno dimostrato come la prognosi sia migliore nei pazienti con
adenocarcinoma a maggior componente sub-solida alla TC, indipendentemente dalle
dimensioni del tumore (43-45). Infatti la presenza di una cospicua componente solida correla
maggiormente ad un adenocarcinoma polmonare invasivo e all’aggressivita della neoplasia.
Il riscontro di adenocarcinoma senza invasione stromale predomina nelle pGGOs, mentre
I'adenocarcinoma invasivo diventa piu frequente nelle mGGOs, contestualmente
all'incremento della componente solida della lesione. Precisamente, I'87% delle GGOs senza

o con minimo core solido e associato ad adenocarcinoma nel suo stadio piu precoce (AIS,
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MIA) mentre in una percentuale variabile tra il 56 e il 91% delle mixed GGOs si rivela essere
un adenocarcinoma in stadio invasivo (47).

In questi pazienti il trattamento chirurgico standard e rappresentato dall’exeresi polmonare.
Nei pazienti sottoposti a resezione chirurgica la maggior differenza prognostica fra coloro
che presentano GGOs e chi presenta noduli misti: in termini di Recurrence Free Survival
(RES) il 100% nei pazienti con pGGOs non mostra recidiva a 5 anni, contro '87.6% nei
pazienti con mGGOs e 73.2% nei pazienti con noduli solidi al I stadio di malattia (6).

Tali dati sono riconducibili al fatto che nella maggior parte dei pazienti con adenocarcinoma
polmonare sottoforma di aree di opacita a vetro smerigliato puro la diagnosi e di
adenocarcinoma minimamente invasivo o adenocarcinoma in situ senza coinvolgimento
vascolare e linfonodale.

Per quanto riguarda l’estensione del trattamento chirurgico da riservare ai pazienti con
GGO maligna, ci sono ancora controversie. Infatti, mentre la lobectomia polmonare rimane
ancora il gold standard terapeutico per i pazienti con tumore al polmone, negli ultimi anni
2 importanti studi randomizzati hanno dimostrato 1’efficacia delle resezioni sublobari (ed
in particolare della segmentectomia) nel trattamento di tumori al I stadio con diametro
massimo inferiore ai 2 cm (47-48).

Attualmente, secondo le linee guida della NCCN (49), le resezioni limitate sono
raccomandate nelle lesioni GGOs periferiche con dimensione < 2cm e con piu del 50% di
componente a vetro smerigliato; nei restanti casi la lobectomia e ancora indicato come

intervento di scelta se funzionalmente tollerata dal paziente.
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In conclusione, il riscontro TC delle opacita a vetro smerigliato sta diventando sempre piu
frequente per la diffusione delle TC Torace ad alta risoluzione e sta assumendo un ruolo
sempre piu importante nella pratica clinica oncologica.

Una attenta analisi clinico-radiologica e un corretto follow up permettono di identificare
tumori polmonari allo stadio precoce e di permettere un trattamento curativo.

Tuttavia, non esistono degli strumenti validi ancora per poter distinguere le lesioni GGO ad
alto rischio di malignita da quelle a basso rischio. Di conseguenza la diagnosi viene spesso
fatta dopo mesi o anni di follow up radiologico, ritardando cosi un potenziale intervento

precoce.

19



3. IL DNA CIRCOLANTE

3.1. Definizione e fisiopatologia clinica

Quando ci si riferisce a DNA circolante in ambito oncologico dobbiamo distinguere tra
due diverse entita: il DNA libero circolante (circulating free DNA — ¢fDNA o cDNA) e il
DNA tumorale circolante (tumor circulating DNA — ctDNA).
I1 DNA libero circolante (cfDNA - cell free DNA) e costituito da frammenti di DNA rilasciati
nel torrente circolatorio dalle cellule dell’organismo durante i fisiologici o patologici
processi di apoptosi e necrosi.
La presenza di acidi nucleici liberi nel sangue umano fu descritta per la prima volta da
Mandel e Metais (50) nel 1948 in pazienti sani, ma fu solo nel 1966 grazie allo studio di Tan
et al. (51) che se ne defini il carattere innovativo dal punto di vista clinico, dimostrando la
presenza di elevati livelli di DNA libero circolante nel siero e nel plasma di pazienti affetti
da lupus eritematoso sistemico. In seguito, numerosi studi sono stati condotti alla ricerca
della presenza e del valore degli acidi nucleici liberi in molteplici patologie.
Un possibile ruolo del c¢fDNA in ambito oncologico inizio ad ipotizzarsi nel 1977 quando i
ricercatori Leon te al. (52) constatarono la presenza di elevati livelli di tale marker in pazienti
affetti da neoplasia rispetto ai livelli riscontrati in individui sani, aprendo la strada a
potenziali applicazioni bio-mediche. Tuttavia, a causa delle limitate tecnologie di quegli
anni, l'effettiva patogenesi dell’aumento del cfDNA in pazienti affetti da tumore non e stata
adeguatamente dimostrata fino alla fine degli anni "90 quando due studi riportarono come

questa fosse dovuta alla presenza di DNA tumorale in frammenti (53-54); da quel momento
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'origine del ctDNA dalle cellule del tumore primario e stato ampliamente dimostrato dai
successivi studi.

La natura chimerica del cfDNA (data dalla presenza di cfDNA normale e di cfDNA
associato a una determinata condizione clinica) puo limitare il livello di rilevamento della
proporzione relativamente piccola di cfDNA clinicamente significativo rispetto a quello
normale (Snyder). Tuttavia, e anche questa proprieta che ha permesso lo sviluppo di
tecnologie sempre piu avanzate che ne hanno permesso 'applicazione in varie condizioni
parafisiologiche e patologiche, con particolare successo nel rilevamento del cfDNA fetale
durante la gravidanza (55), nell'infarto miocardico (56) e nella gravita dell'ictus cerebri (57).
Ad oggi e noto che il cfDNA raccoglie nella sua denominazione frammenti di DNA
provenienti da contesti diversi tra cui il DNA mitocondriale libero (mtDNA), il DNA di
derivazione tumorale (ctDNA) e il DNA di derivazione fetale (fdDNA). Tuttavia, e
importante evidenziare come tutti abbiano alcune proprieta simili. Di fatti, si tratta di DNA
altamente frammentato a doppio filamento, di circa 170 — 500 bp (base pair — coppie di basi),
presente nel plasma e rapidamente degradato, con un’emivita di circa 30 minuti - 2 ore (54,
58). Le concentrazioni di cf DNA variano ampiamente sia in condizioni fisiologiche normali
(~7-18 ng/ml nei controlli sani) sia in condizioni patologiche (~800 ng/ml nei pazienti affetti
da cancro esofageo) (59). Tali valutazioni sono state pero complicate dalla fluttuazione
apparentemente casuale della concentrazione del cfDNA su dei livelli base ancora
sconosciuti. Inoltre, il livello di cfDNA puo subire grandi variazioni anche a seguito di
condizioni parafisiologiche, come ad esempio nel caso di esercizio fisico prolungato (60).
Una caratteristica importante del cfDNA e il suo rapido turnover, che puo suggerire un
processo di rilascio continuo da parte di cellule apoptotiche e/o necrotiche. Negli individui
sani, gli aumenti di cfDNA indotti dall'esercizio fisico si stabilizzano circa 30 minuti dopo
lo sforzo e tornano alla normalita dopo altri 30 minuti, dimostrando una rapida clearance
del cfDNA (61). Mentre la cinetica di clearance e ben documentata, gli esatti meccanismi di
clearance sono ancora poco conosciuti.

Per cio che concerne la dimensione dei frammenti di cfDNA, quella osservata piu spesso
nell'intervallo di 170-500 bp corrisponde al numero di coppie di basi avvolte attorno ad un
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singolo nucleosoma, assieme alla presenza di un frammento di legame. Il nucleosoma
rappresenta appunto I'unita fondamentale della cromatina ed e un complesso costituito da
DNA cromosomico e proteine istoniche.

Numerosi studi hanno successivamente confermato come la struttura del cfDNA sia
assimilabile a quella del DNA degradato dalle cellule apoptotiche, avvalorando la tesi per
cui I'apoptosi rappresenti la principale via di immissione in circolo del cfDNA (62-63).
Inoltre, sono stati osservati frammenti di cfDNA wultrabrevi, fino a 40 bp, cosi come
frammenti di ¢fDNA di lunghezza elevata, fino a 80.000 bp, in individui sani ma 1'origine
esatta e il meccanismo di rilascio di questi frammenti di cfDNA non sono ancora noti (53,

64).

3.2 il DNA tumorale circolante (ctDNA)

Il ctDNA rappresenta una quota frammentata di acidi nucleici riscontrati di origine
tumorale nel sangue periferico di pazienti affetti da tumore. Circola nel plasma di tali
pazienti sotto forma di piccoli frammenti di dimensioni di circa 160-200 bp (65).
Nonostante i progressi in tale ambito siano stati abbastanza rapidi, non e ancora chiaro
l'esatto meccanismo con cui il ctDNA viene immesso in circolo. L’origine di questa forma di
DNA circolante sembra essere riconducibile a tre principali fattori (66-68):

- Dalla lisi delle cellule tumorali, andate incontro ad apoptosi o necrosi;

- Dalla secrezione attiva di macrofagi che hanno fagocitato cellule tumorali necrotiche;

- Dala degradazione delle cellule tumorali circolanti (CTC)
Inoltre, e stato dimostrato come il ctDNA circoli principalmente all’interno di vescicole
extracellulari di grosse dimensioni (1-10um di diametro), chiamate Large Extracellular
vescicles (L-EV) (69).

Va comunque considerato che il ctDNA é solo una frazione minima frazione del cfDNA
totale, con percentuali estremamente variabili, ma generalmente inferiori all’1% nei tumori
in fase iniziale e fino al 20-40% nei tumori in stadio avanzato (70). Lo studio di Bettegowda

te al. (71), ha dimostrato come la percentuale di ctDNA rifletta lo stadio della malattia in
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atto, con valori detectabili di ctDNA in piu del 75% dei pazienti con tumori in stadio
avanzato ma percentuali inferiori per gli stadi localizzati di cancro del colon (73%), stomaco
(57%), pancreas (48%) e mammella (50%). Per cui non sorprende che quantita piu elevate di
ctDNA siano associate alla riduzione della sopravvivenza globale nei pazienti affetti da
neoplasia in quanto in parte rappresentano lo stadio di avanzamento della malattia, ed in
parte potrebbero essere espressione di una aggressivita biologica maggiore (72).

Tuttavia, sebbene la quantita di ctDNA tenda ad essere proporzionale al carico tumorale, si
e osservata grande variabilita di espressione anche in pazienti con lo stesso tipo di tumore
e lo stesso stadio di malattia, sottolineando l'importanza della variazione biologica

interindividuale (73).

3.3 — Biopsia liquida

Con il termine biopsia liquida si fa riferimento all’utilizzo di fluidi biologici come
alternativa al tessuto neoplastico per ottenere informazioni utili ai fini diagnostici,
prognostici o per predire la risposta a terapie a bersaglio molecolare.

L’analisi del ct DNA isolato dal sangue periferico, rappresenta ad oggi la principale
applicazione della biopsia liquida nella pratica clinica. Tuttavia, e possibile che nel futuro
altri derivati ottenuti dal sangue, quali le cellule tumorali circolanti (CTCs), 'RNA tumorale
circolante ed i microRNA (miRNA), come pure altri fluidi biologici, quali le urine ed il

liquido cefalorachidiano, possano essere utilizzati nella pratica clinica (74).
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I DNA tumorale circolante puo essere isolato sia dal plasma che dal siero. Alcuni studi
hanno pero dimostrato che il plasma rappresenta il gold strandard in quanto nel siero e
presente una quantita maggiore di DNA circolante non tumorale dovuto principalmente
alla lisi dei globuli bianchi del sangue durante il processo di coagulazione (75).
Attualmente, le tecnologie di rilevamento del ctDNA includono principalmente il sistema
di amplificazione delle mutazioni refrattarie (ARMS), la Real-Time PCR (Polymerase Chain
Reaction), la Digital Droplets PCR e I'NGS (Next Generation Sequencing). Tutte queste
metodiche sono in grado di eseguire analisi quantitative del ctDNA e un suo rilevamento
qualitativo accurato attraverso I’amplificazione (76).
Grazie a tali tecnologie di rilevamento si e in grado di identificare le mutazioni driver
derivanti dal tumore, fornendo le medesime informazioni genetiche ottenibili con la
tradizionale biopsia tissutale (77). Di fatti, il ctDNA contiene alterazioni genetiche
identiche a quelli del tumore primario, potendo guidare la scelta terapeutica mirata sul
paziente.
Inoltre, la biopsia liquida presenti numerosi vantaggi rispetto alla classica biopsia
tissutale (78):
e Comporta una minore invasivita e riduzione dei costi (consistendo unicamente in
un prelievo di sangue venoso);
e Non presenta rischi ed effetti avversi, al contrario della biopsia tradizionale;
o E facilmente ripetibile, e quindi facilita il rilevamento dei cambiamenti che

intercorrono lungo il decorso della malattia;
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e Consente di rilevare al meglio l'eterogeneita della neoplasia, in quanto i
frammenti di ctDNA possono derivare da piu siti tumorali all’interno dello stesso
paziente;

e Semplifica il monitoraggio delle risposte terapeutiche.

D’altro canto, la biopsia liquida presenta diverse criticita che ne limita 1’applicazione
clinica. In primis, il ctDNA e rilasciato solo in piccole quantita e non tutti i pazienti
presentano livelli rilevabili, soprattutto quelli con un basso carico tumorale. A causa
della piccola quantita di materiale disperso in circolo, il sequenziamento puo essere
difficile e costoso.

Inoltre, non tutte le mutazioni rilevate sul cfDNA rilevabili sono correlate al cancro e
quindi da riferire a ctDNA: infatti, il cfDNA puo presentare mutazioni derivanti
dall'emopoiesi clonale, soprattutto nei pazienti anziani, non correlate al tumore. In
ultimo, la presenza in circolo di ctDNA e strettamente dipendente dallo stadio e dalle

localizzazioni di malattia ma puo anche essere ridotta dal trattamento.

3.4 — Applicazioni cliniche della biopsia liquida nel tumore al polmone

La prima applicazione reale della biopsia liquida alla pratica clinica oncologica ha
riguardato proprio il cancro del polmone non a piccole cellule, ed in particolare la
determinazione della presenza della mutazione del gene EGFR. Nel 2016, il ctDNA ha
ricevuto I'approvazione della FDA degli Stati Uniti come primo test di biopsia liquida

per l'identificazione di pazienti NSCLC con mutazioni EGFR, adatto per una terapia

25



mirata. Tramite le tecniche citate precedentemente (ddPCR, NGS) e, infatti, possibile
quantificare il ctDNA in termini di copie/ml e individuare, se presenti, le mutazioni
relative all’EGFR non wild type, coinvolti nella terapia del cancro del polmone (79).
Tuttavia il gold standard diagnostico per la determinazione dello stato mutazionale del
gene EGFR rimane il tessuto tumorale al momento della diagnosi o in fase di
valutazione della terapia, mentre la biopsia liquida e attualmente raccomandata come
possibile alternativa solo in casi selezionati. In particolare, viene utilizzata la biopsia
liquida nei casi in cui la quantita e/o qualita del tessuto bioptico disponibile non sia
sufficiente per effettuare le analisi molecolari previste oppure nei casi in cui una
biopsia o re-biopsia sia impossibile (80). Questultimo caso riguarda soprattutto i
pazienti con tumore EGFR-mutato che vanno incontro a progressione nonostante
terapia di prima linea con inibitori tirosin-chinasici (TKI) di EGFR, di prima o seconda
generazione. In tal caso, ’analisi del ctDNA e volta alla ricerca della mutazione di
resistenza p.T790M nell’esone 20 del gene in questione, al fine di indirizzare ad un
trattamento con TKI di terza generazione. (80 - 81).

L’innovazione della biopsia liquida nel tumore al polmone NSCLC ha portato i
ricercatori a valutarne ulteriori possibili applicazioni, le quali al momento ancora non
posso essere considerate standard ma che presumibilmente nel prossimo futuro
rivoluzioneranno il management dei pazienti in campo oncologico. Un esempio di tali
applicazioni emergenti e fornito dai numerosi studi che hanno dimostrato come la
positivita al ctDNA dopo resezione chirurgica sia correlata a esiti sfavorevoli per i

pazienti con tumore al polmone (82 - 85). Nello studio di Qiu te al. (85), sono stati
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esaminati 103 pazienti con NSCLC trattati con resezione chirurgica con o senza terapia
adiuvante per valutare 1'utilita del ctDNA nel monitoraggio della malattia e nella
determinazione del trattamento. Da questo studio € emerso come la valutazione
longitudinale post-trattamento del ctDNA puo individuare i pazienti affetti da NSCLC
a maggior rischio per recidiva di malattia, precedendo la recidiva diagnosticata

radiologicamente di una mediana di 88 giorni.

4.5 — Ruolo del ctDNA nella diangosi precoce di cancro del polmone

Attualmente, il ruolo del ctDNA come biomarker nel tumore polmonare NSCLC in
stadio avanzato e ben delineato. Tuttavia, il suo ruolo nella diagnosi precoce del cancro
al polmone e ancora incerto, mostrando dei possibili potenziali ma ancora moltissime
criticita” (86). Infatti, la quantita di ctDNA rilevato nel sangue dipende molto dallo
stadio di malattia, con le frazioni di ctDNA che spesso presentano meno dello 0.1%
della varianza di frequenze alleliche nel tumore del polmone allo stadio I (87). Questo
dato rende la ricerca della frazione di ctDNA all’interno della totalita del cfDNA molto
complessa, richiedendo sistemi di rilevamento molto sensibili.
Molteplici studi hanno riportato come il ctDNA presenti una sensibilita di circa il 48-59%
negli stadi iniziali del tumore al polmone (88 - 90). Lo studio di Guo e colleghi ha
applicato una ricerca mirata mediante un pannello da 50 geni in 30 pazienti con NSCLC
al I e II stadio, riscontrando una buona concordanza con le mutazioni riscontrate su
tessuto tumorale (80%) e un decremento dei livelli di ctDNA dopo trattamento

chirurgico (90).
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Lo studio di Shen et al. (91) ha esaminato la concentrazione mediana di cfDNA dei
campioni di plasma preoperatori di pazienti con NSCLC in stadio I-III. Il valore mediano
generale di cfDNA si attestava attorno agli 8,64 ng/ml, dimostrando pero anche come
allo stadio I tale valore risultava essere significativamente inferiore rispetto alle
concentrazioni mediane negli stadi II e III (stadio I: 7,58 ng/ml, stadio II: 9,86 ng/ml,
stadio III: 10,01 ng/ml). Inoltre, e stato evidenziato come non solo fattori strettamente
correlati alla malattia neoplastica (quali lo stadio e I'istotipo tumorale) ma anche fattori
individuali quali la giovane eta e l'assenza di abitudine tabagica erano associati a
concentrazioni di cfDNA significativamente inferiori.

Attualmente, 'utilizzo del ctDNA nei tumori polmonari in stadio precoce e fortemente
limitato dalla bassa sensibilita degli strumenti diagnostici, dall’assenza di
standardizzazione del processo e delle metodiche di rilevamento e di conseguenza
riservata a studi sperimentali. Tuttavia, l'applicazione delle nuove metodiche piu
sensibili e specifiche, potrebbe aprire la strada per un suo utilizzo anche in fase
diagnostica.

Sulla base delle nostre conoscenze, questo e il primo studio che cerca di analizzare il
ruolo del ctDNA in fase diagnostica sul tumore polmonare in fase precoce, come quello

rappresentato dalle GGO polmonari.
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4. MATERIALI E METODI

Abbiamo condotto uno studio di tipo sperimentale, osservazionale e prospettico,
approvato dal comitato etico del Policlinico Umberto I con protocollo Rif. 6681 del 06/04/24.
La coorte di pazienti eleggibili per il nostro studio e composta da pazienti visitati presso il
reparto di Chirurgia Toracica del Policlinico Umberto I per il riscontro radiologico
accidentale di GGO di natura non determinata. Tutti i pazienti hanno sottoscritto un
consenso informato con gli obiettivi dello studio al momento della visita. I pazienti sono
stati arruolati secondo i seguenti criteri di inclusione:

e FEta>18 anni;

e Riscontro radiologico accidentale di opacita a vetro smerigliato (GGO);

e Paziente non in trattamento radio/chemioterapico per almeno 6 mesi;

e Paziente in grado di comprendere ed esprimere il proprio consenso allo studio.
Sono invece stati considerati criteri di esclusione:

e Presenza di tumori solidi od ematologici noti;

e Paziente in attuale trattamento radio-chemioterapico;

e Paziente che non esprime o non puo esprimere il consenso per la partecipazione

allo studio.

Ai pazienti arruolati sono stati prelevati, al momento della prima visita (T0), 20 mL di
sangue venoso periferico conservati in provetta con acido etilendiamminotetraacetico
(EDTA). 11 successivo managment del paziente e stato indipendente dallo studio e, in

accordo con le attuali linee guida internazionali, ha compreso:

29



e Per le GGOs a basso-intermedio sospetto di malignita, un follow-up radiologico a
3-6 mesi, ripetibile nel tempo e che puo durare fino a 2 anni;

e Per le GGOs ad alto sospetto di malignita, un riscontro istologico mediante
agobiopsia polmonare transtoracica TC-guidata oppure, ove non effettuabile,
biopsia chirurgica mediante escissione completa della lesione.

E stata considerata GGO benigna una lesione che mostrava caratteristiche radiologiche di
miglioramento nel tempo oppure aspetti istologici non riferibili a neoplasia.

E stata considerata GGO maligna esclusivamente una lesione che, a seguito di
campionamento bioptico o chirurgico, mostrava segni istologici riferibili a iperplasia
adenomatosa atipica o patologia francamente neoplastica.

Il sangue del paziente, prelevato e conservato in EDTA, e stato trasportato presso il
dipartimento di Anatomia Patologica (Laboratorio Biopsia Liquida) per la quantificazione
del cfDNA e l'analisi del ctDNA. Il sangue intero raccolto e stato centrifugato a 2000 giri
per 10 minuti ed il plasma raccolto dal campione nuovamente centrifugato per altri 10
minuti a 2000 giri per rimuovere eventuali detriti cellulari. Il sovranatante, di volume
compreso trai4 e gli 8 mL, e stato quindi raccolto conservato a -80°C per la successiva analisi
del DNA circolante.

Questa procedura di preparazione, raccolta e congelamento del plasma e stata condotta
entro 2 ore dall’'esecuzione del prelievo. Infatti, se il sangue viene immagazzinato per lunghi
periodi, i globuli bianchi iniziano a lisare e rilasciare DNA genomico “wild type” nel

campione. Cio puo falsare i risultati della quantificazione del cfDNA e soprattutto rende

difficile la rilevazione di mutazioni o di altri biomarcatori di ctDNA.
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I1 cfDNA, comprendente sia il ctDNA sia una quota di DNA “wild type”, e stato estratto
utilizzando Maxwell RSC Instrument, una metodica semi automatizzata che effettua
concentrazione e purificazione degli acidi nucleici. Il DNA estratto e stato poi quantificato
utilizzando Easy PGX (Diatech Pharmacogenetics, Jesi, AN, Italia), tecnologia basata sulla
real time PCR (Polymerase Chain Reaction).

Per la ricerca del ctDNA e stato utilizzato un approccio di tipo mirato, ricercando le
mutazioni piu frequentemente associate al tumore del polmone mediante Miryapod ® NGS
Cancer Panel DNA, cod. NGO033. Il kit permette la preparazione di librerie Next Generation
Sequencing a partire da DNA genomico, purificato e non, isolato da tessuto tumorale
(fresco, congelato, fissato in formalina incluso in paraffina) o plasma (cfDNA) . I 17 geni
inclusi nel pannello sono quelli le cui alterazioni sono implicate in numerosi tipi di tumore,
tra cui il tumore del polmone. I geni analizzati sono stati: EGFR, KRAS, PIK3CA, FGFR3,
MET, BRAF, ERBB2, ALK, IDH1, IDH2, HRAS, PDGFRA, NRAS, RET, ROS1, POL-E e KIT.
I dati raccolti sono stati analizzati e la quantita di cfDNA e la rilevazione o meno del ctDNA
nel sangue periferico dei pazienti sono stati correlati con la diagnosi radiologica/istologica
delle GGOs per valutarne I'impatto nei pazienti con GGOs. Come successiva analisi, le
mutazioni ritrovate nel sangue dei pazienti con positivita al ctDNA, sono state messe a
confronto, ove presenti, con le mutazioni presenti sul tessuto polmonare bioptico o
chirurgico. Per la stadiazione del tumore al polmonare e stata usata la 9th classificazione

TMN secondo I'International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC).
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L’analisi statistica e stata eseguita utilizzando SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 27.0. Armonk, NY: IBM Corp). L’analisi univariata ¢ stata eseguita utilizzando il
test t di Student per i valori continui e distribuzione normale; il Mann-Whitney U test e stato
utilizzato per valori continui e distribuzione non gaussiana. I dati con distribuzione discreta
sono stati analizzati utilizzando il test di Fisher. La sperimentazione e stata condotta in

ottemperanza al protocollo, alla GCP e alle disposizioni normative applicabili.
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5. RISULTATI

Lo studio e stato diviso in una prima fase “pilota” seguita poi da un’ulteriore fase di
arruolamento con i medesimi criteri di inclusione e dall’analisi definitiva del totale dei
pazienti arruolati.

Per l'analisi preliminare di questo studio sono stati arruolati 10 pazienti che rispondevano
ai criteri di inclusione ed esclusione. Le caratteristiche della coorte di pazienti coinvolta nel
nostro studio sono riassunte nella Tabella 3.

I pazienti (5 uomini e 5 donne) avevano eta compresa tra 48 e 84 anni, I'eta media era di 68,1
+ 10,8 anni. Sei pazienti (60%) presentavano una diagnosi istologica di adenocarcinoma
polmonare. Per tutti questi pazienti la diagnosi e stata ottenuta mediante intervento
chirurgico di resezione polmonare. In particolare, 4 pazienti sono stati sottoposti a
intervento chirurgico di lobectomia polmonare, un paziente a resezione polmonare atipica
ed un paziente a segmentectomia del segmento 2R. Tra questi, 5 pazienti presentavano un
tumore al I stadio (T1la 2 pazienti, T1b 3 pazienti) mentre un paziente ha avuto un nodulo
satellite su un lobo differente rispetto al tumore primitivo (T4). Nessuno di questi pazienti
ha presentato metastasi linfonodali. Quattro pazienti, a seguito di caratterizzazione
istologica o secondo i criteri radiologici della Fleischner Society, hanno presentato una
ground glass opacity di natura benigna. In particolare, due pazienti sono stati sottoposti a
biopsia chirurgica con diagnosi istologica rispettivamente di polmonite lipoidea e danno
interstiziale fumo-correlato, mentre due pazienti hanno presentato risoluzione o

miglioramento della lesione GGO al follow-up radiologico.
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Pz Eta  Sesso  Tipo Diametro  Intervento Istologia PTNM
GGO Max
(mm)
1 68 F Puro 20 Lobectomia Polmonite =
lipoidea
2 74 M Puro 18 Follow-up - -
radiologico
3 80 F Misto 18 Segmentectomia Adenocarcinom T1bNOMO
a polmonare
4 55 F Puro 8 Resezione Danno -
atipica interstiziale
fumo-correlato
5 48 M Puro 10 Lobectomia Adenocarcinom  T1aNOMO
a polmonare
6 63 M Misto 44 Lobectomia Adenocarcinom  T2aNOMO
a polmonare
7 69 F Puro 13 Lobectomia Adenocarcinom  T1bNOMO
a polmonare
8 84 M Misto 14 Resezione Adenocarcinom  T1bNOMO
atipica a polmonare
9 72 F Misto 22 Lobectomia  + Adenocarcinom T4NOMO
resezione atipica a polmonare
10 |68 M Puro 17 Follow-up - -
radiologico

Tabella 3. Caratteristiche della popolazione e delle lesioni GGOs esaminate

L’analisi delle caratteristiche radiologiche delle lesioni GGOs ha mostrato presenza di 6

GGO pure e 4 GGO miste, con un diametro medio di 19,4 mm + 10,1 mm (range 8 - 44 mm).
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Le GGOs pure sono risultate essere piut frequentemente benigne rispetto alle maligne (p
value= 0.035). Non e stata trovata nessuna differenza statisticamente significativa tra
grandezza della lesione e caratteristica radiologica della GGO (p value= 0.228) né tra
grandezza della lesione e natura benigna/maligna della stessa (p value= 0.46).

Il cDNA e stato estratto su tutti e 10 i pazienti. La quantita media di DNA estratta dal plasma
dei pazienti mediante Easy PGX e stata 1,23 ng/ul (range 0,23 — 5,9 ng/ul). L’analisi della
quantita di cfDNA tra GGOs maligne e benigne ha rivelato che le GGOs maligne mostrano
una media di DNA circolante significativamente inferiore rispetto alle GGOs benigne (0,613
vs 2,156 ng/ul; p value = 0.031).

I risultati dell’estrazione del ctDNA sono mostrati in Tabella 4.

Paziente EasyPGX ng/ul Indice Framm. RISULTATI HIGH QUALITY RISULTATI LOW QUALITY

HRAS: c. 26_28delT GG p.9del ex2 1,36%; KIT: c.

d 0.2305 1.00
/ 1880-27 delT ex12 2,5%

KIT: c.2050A>G p.Arg684Gly 1.27%(ex14; 1/14); IDH2:
¢.435dupG p.p.Thrl46fs, 1.44 (ex4; 1/14); EGFR :

2 0.5715 0.32 / €.€.299C>T p.Pro100Leu, 9.38% (ex3, 1/14) + c.2122A>G
p.Lys708Glu, 7.41% (ex18, 1/14); PIK3CA: c.3077T>A
p.Leuy1026GIn 3.08% (ex21; 1/14).

HRAS: c.3077T>A p.Leuy1026GIn 3.08% (ex21; 1/14);

3 1.2446 0.85 . KIT: ¢.2362T>C p.Cys788Arg 16.67% (ex17; 1/14);
ALK: ¢.3611T>C p.Leu1204Pro 40% (ex23; 1/14).

4 1.2446 0.32 i BRAF: ¢.1819T>C p.Ser607Pro 1.26% (ex15; 1/14)
NRAS: c.4A>C p.Thr2Pro 77.78% (ex;, 1/11);

5 0.3629 0.72 / KIT: ¢.1901C>G p.Arg634Pro, 52.38% (ex14; 1/11);
IDH2: c.435DELG p.Thr146fs 1.08% (ex4; 3/11)

6 0.4704 0.52 ! KIT: ¢.1496A>G p.Lys499Arg 1.01% (ex9; 4/11)

7 0.7407 0.43 / /

NRAS: ¢.128A>G p.GIn43Arg, 1.04% (ex3; 1/10); PIK3CA:
€.962A>G p.Glu321Gly 1.09% (ex 5; 1/10); ERBB2:
¢.1985T>C p.Leu662Pro 2.82% (ex17; 1/10) +
€.2027A>G p.Lys676Arg 1.68% (ex 17; 1/10)

8 0.7904 0.33 /

NRAS: ¢.151T>C p.Cys51Arg 1.1% (ex3; 1/10);  HRAS:
¢.26_28delTGG p.Val9del 1.15% (ex2; 4/10; ClinVar:
Uncertain significance); ERBB2:
¢.1947-2A>G 1.77% (ex16; 1/10).

9 0.7407 0.35 RET: ¢.2071G>A p.Gly691Ser 50.07% (ex11; 3/1(

10 5.9030 0.48 RET: ¢.2071G>A p.Gly691Ser 51.18% (ex11; 3/1(HRAS: c.-4A>G 1.2% (ex2; 1/10; 5_prime_UTR_variant).

Tabella 4. Risultati estrazione ctDNA mediante Easy PGX e mutazioni rilevate mediante Miryapod ® NGS

Cancer Panel DNA, cod. NG033
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Nove dei dieci pazienti hanno presentato dei risultati affidabili (sia in high quality che low
quality) mentre per un paziente il campione di DNA circolante non e risultato idoneo per
'analisi del ctDNA.

Tra i 17 geni valutati quelli piu frequentemente mutati sono risultati essere HRAS (4
pazienti, 40%) e KIT (4 pazienti, 40%), seguiti da NRAS (3 pazienti, 30%), IDH-2 (2 pazienti,
20%), RET (2 pazienti, 20%) e PIK3CA (2 pazienti, 20%).

L’analisi del DNA tumorale su tessuto & stata eseguita sui 6 pazienti con GGO maligna. E
stata riscontrata la mutazione del gene EGFR in 3 pazienti (50%), mutazione di RET in 2
pazienti (33%), mutazione di KRAS in 1 paziente (17%) e mutazione BRAF in 1 paziente
(17%). Un paziente (17%) non ha mostrato mutazioni nei geni esaminati.

L’analisi comparativa tra mutazioni presenti a livello del ctDNA e del tessuto ha mostrato
concordanza solo per 2 pazienti con mutazione rispettivamente di EGFR e RET. Tuttavia,
I'analisi genomica ha rivelato che il paziente con concordante mutazione di EGFR
presentava su sangue la mutazione c.2050A>G p.Arg684Gly sull’esone 14, mentre sul tessuto
tumorale presentava la mutazione c.2156G>C p.Gly719Ala sull’esone 18. Questi dati
suggeriscono la non affidabilita del risultato sul ctDNA in quanto non concordante con la
mutazione effettivamente riscontrata su tessuto. Infine, il paziente con concordante
mutazione di RET ( ¢.2071G>A p.Gly691Ser su esone 11) presentava una frequenza allelica
molto alta (superiore al 50%) suggestivo dunque di un polimorfismo genetico piu che di una

mutazione legata all'adenocarcinoma polmonare.
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In considerazione di questi risultati allo studio pilota, considerate le risorse limitate e i dati
inconcludenti tra associazione di c¢tDNA e mutazioni a livello tissutale nei pazienti con
GGO, l'analisi successiva si e focalizzata sullo studio della quantita di cfDNA come elemento
discriminante tra GGO maligne e benigne.

Nella fase successiva dello studio sono stati arruolati ulteriori 17 pazienti per un totale
campionario di 27 pazienti. Le caratteristiche demografiche e cliniche dei pazienti sono

presentate in Tabella 5.

n (= DS) %
Pazienti totali 27 100%
Eta
Media 672+11,7
Sesso
M 10
F 17
Aspetto Radiologico
Pure GGO 13
Mixed GGO 14
Diametro
Media 20,1 +£10,7
Istologia
ADC invasivo 13 81,2
MIA 3 18,8
Benigno 11 40,7

Tabella 5. Caratteristiche demografiche e cliniche dei pazienti. DS = deviazione standard; M = maschio; F =

femmina; ADC = adenocarcinoma; MIA = minimally invasive adenocarcinoma
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Di questi, 13 pazienti (48.1%) presentavano alla TC una GGO pura e 14 pazienti (51.9%)
GGO miste, con un diametro medio complessivo di 21,1 mm (range 8 - 48 mm).

Sedici pazienti (59.3%) hanno presentato, a seguito dei criteri diagnostici descritti, una GGO
maligna. In particolare, 3 (18.8 %) pazienti avevano un adenocarcinoma minimamente
invasivo (MIA), 12 pazienti (75.0%) un adenocarcinoma invasivo al I stadio e 1 paziente
(6.2%) un adenocarcinoma al III stadio per riscontro di una lesione satellite nello stesso lobo.
Undici (40.7%) pazienti hanno invece avuto diagnosi di GGO benigna ed in particolare 5
pazienti (45.5%) hanno presentato una risoluzione del quadro dopo follow up radiologico e
6 pazienti (54.5%) diagnosi istologica di patologia infiammatoria dopo biopsia o escissione
chirurgica.

Le GGOs miste sono risultate essere statisticamente piu associate a patologie maligne
rispetto alle GGOs pure (12/14, 85,7% vs 4/13 30,8%; p-value= 0.012). Non e stata trovata
nessuna differenza statisticamente significativa tra natura maligna della GGO ed eta (p-
value 0,301), sesso (p-value 0,306), e diametro max della lesione (p-value 0,426).
Analizzando i dati relativi al cfDNA, la quantita media di DNA circolante estratto per
singolo paziente e stata 1,37 ng/ul + 0.59. I pazienti con patologia maligna hanno
confermato la tendenza ad avere in media una quantita minore di cfDNA nel sangue rispetto

ai pazienti con patologia inflammatoria (1.19 + 0.68 vs 1.41 + 1.57). Tuttavia, 'analisi delle
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medie ha rivelato che questa differenza non e statisticamente significativa (p-value 0.711)

(Figura 2).
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Figura 2. Boxplot comparativo per cfDNA quantificato tramite easyPGX nei due gruppi. NPL = neoplasia
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6. DISCUSSIONE

L’obiettivo principale del nostro studio e stato quello di valutare il ruolo del DNA
circolante tumorale come biomarker di malignita nei pazienti con GGO, con lo scopo di
consentire una diagnosi precoce e con tecniche non invasive del cancro del polmone.
Nonostante 'esiguita del campione, dovuta alla natura preliminare del nostro studio, non
permetta di dare dei risultati definitivi, il ctDNA non sembra avere un ruolo diagnostico
negli stadi precoci della neoplasia polmonare.

Infatti, sebbene in ben il 90% dei pazienti sia stata detectata una quota di ctDNA su sangue,
questi hanno presentato delle mutazioni non concordi con quelle valutate su biopsia
tissutale, ad eccezione di un paziente con mutazione di RET. Nonostante in una piccola
percentuale (1-2%) degli adenocarcinomi polmonari sia descritto il riarrangiamento di RET,
precisamente la fusione con geni quali KIF5B e CCDCS, il significato clinico della mutazione
puntiforme di RET identificata nel nostro studio, rimane ancora sconosciuto. Inoltre, nel
nostro caso, tale variante era presente con una frequenza allelica molto alta (<50%) e
pertanto da riferire in prima ipotesi a un polimorfismo.

E da considerare che questi dati comprendono anche risultati low-quality ottenuti
dall’analisi del ctDNA, che dopo valutazione clinica non sono stati scartati in quanto il
macchinario di rilevamento utilizzato (Miryapod ® NGS Cancer Panel DNA, cod. NG033)
non e ancora adeguatamente validato su biopsia liquida. Questi risultati, corroborati dal
fatto che quasi la totalita dei pazienti con diagnosi di GGO maligna presenta un tumore ad

uno stadio precoce e a volte pre-invasivo, ci suggeriscono che in questa fase della malattia
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il tumore non riversi quote significative e quindi rilevabili di DNA tumorale nel torrente
circolatorio.

In considerazione di questi dati, e considerati gli alti costi di analisi dei pannelli per
l'identificazione del ctDNA su sangue e su tessuto (circa 800 euro/paziente), al termine dello
studio preliminare “pilota” abbiamo deciso di soprassedere all’ulteriore ricerca di ctDNA
su plasma e tessuto dei successivi pazienti.

Per quanto riguarda I'analisi del cfDNA, invece, a seguito dello studio pilota, e risultata una
lieve tendenza dei pazienti con patologia benigna ad esprimere piu alti livelli di cfDNA
rispetto ai pazienti con GGO maligna. Questa tendenza, confermata anche dopo la fine della
seconda fase di arruolamento, non risulta essere statisticamente significativa nel nostro
campione. Tuttavia, se analizziamo esclusivamente i pazienti con diagnosi di patologia
infiammatoria acuta, hanno presentato valori medi di cDNA pari a 2,32 ng/ul rispetto ai
pazienti in cui la GGO e stata ricondotta ad adenocarcinoma polmonare, i quali hanno
mostrato valori medi di 1,19 ng/ul. Questi dati possono essere spiegati dal fatto che la
presenza di condizioni infiammatorie, come infezioni o altre patologie polmonari, si
associano a un aumento dei livelli di cf DNA, come riportato in letteratura (92).

Il nostro studio presenta diversi limiti. In primis il campione e relativamente piccolo dovuto
principalmente agli alti costi di analisi per singolo paziente. Lo studio, se pur prospettico, e
uno studio monocentrico, con possibile bias di selezione dovuto al fatto che i pazienti sono
tutti pazienti riferiti alla chirurgia toracica. Per finire, come gia menzionato, il pannello per
la rilevazione del ct DNA non e ancora stato validato per biopsia liquida e quindi abbiamo

dovuto comprendere nella nostra analisi anche risultati definiti “low quality”.
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7. CONCLUSIONI

Dal nostro studio emerge come il tumore del polmone a uno stadio precoce che si
manifesta radiologicamente come GGO rilasci nel sangue scarse quantita di ctDNA. Questo
dato e avvalorato dal fatto che, anche se rilevate quote di ctDNA nel sangue utilizzando la
nostra metodica, queste mutazioni non siano poi state rilevate nel tessuto tumorale.
Tuttavia, il nostro campione di pazienti con GGO infiammatoria ha presentato in media
quantita di DNA circolante libero maggiori rispetto ai pazienti con patologia maligna, anche
se l'esiguita del campione non permette di avere risultati attendibili. Questo dato potrebbe
aprire nuovi filoni di ricerca per I'utilizzo del cfDNA nella diagnosi differenziale delle GGO.
Anche se allo stato attuale il ctDNA non sembra avere un ruolo nella diagnosi precoce di
tumore al polmone nei pazienti con GGOs, 'avanzamento delle tecniche diagnostiche non
esclude in futuro un possibile ruolo del ctDNA quale marker diagnostico in questi di

pazienti.
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