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dipendente a tempo indeterminato 01/08/2022 - 31/12/2022): FTE 09,23% (anno 2022)
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Profilazione genomica rapida del DNA tumorale circolante e tissutale
utilizzando il sequenziatore integrato Genexus e la tecnologia Droplet
Digital Real Time PCR.

La profilazione molecolare dei tumori & uno strumento fondamentale dell’oncologia di precisione e
pud essere ottenuta con metodologie a complessita crescente. Tra queste, il sequenziamento
genico di ultima generazione (Next Generation Sequencing, NGS) si & dimostrato efficace e, al
contempo, economicamente sostenibile nell'identificazione delle alterazioni molecolari per la
diagnosi e la cura dei tumori, come testimoniano i dati delle analisi economiche su NGS raccolti a
livello nazionale e internazionale. Un’altra tecnologia che consente di determinare le alterazioni
molecolari con una elevata sensibilita e riproducibilita, € la tecnologia di Droplet Digital Real Time
PCR (ddPCR), che consente di rilevare e contare in modo assoluto piccolissime copie del target
ricercato.

La tecnologia NGS pu0 essere utilizzata per determinare la sequenza di geni specifici, o parti di
essi (pannelli mirati), per sequenziare tutte le regioni codificanti nel genoma (sequenziamento
dell'intero esoma, WES) o per sequenziare l'intero genoma, comprese le regioni introniche e
intergeniche (sequenziamento dell'intero genoma, WGS). Inoltre, essa consente una profilazione
genomica completa (CGP), che consiste nella valutazione di centinaia di geni e firme genomiche
(come l'instabilita dei microsatelliti e il carico di mutazioni tumorali) al fine di trovare alterazioni
molecolari clinicamente rilevanti. Attualmente, i pannelli mirati trovano applicazioni crescenti nella
pratica clinica mentre WES e WGS sono utilizzati solo a scopo di ricerca. Questa situazione pero
sta rapidamente cambiando e si pensa sempre di piu a caratterizzare i tumori in modo estensivo
con pannelli molto grandi (oltre 500 geni) e con tecniche di analisi WES e WGS, in modo tale da
identificare tutte le potenziali alterazioni che potrebbero in futuro essere utili per avere un
approccio sempre piu completo e personalizzato della cura delle neoplasie. Tecnologie mirate
come la ddPCR hanno invece la potenzialita di identificare pochissime copie dell’alterazione
molecolare ricercata, permettendo la sua identificazione anche in condizioni di eterogeneita
tumorale o di scarsa rappresentanza dell’alterazione molecolare stessa,

Inoltre, sebbene le biopsie tissutali rimangano una procedura standard per la profilazione
molecolare, per alcuni pazienti oncologici, soprattutto con carcinoma polmonare, non € possibile
ottenere un volume di tessuto tumorale sufficiente a permettere una caratterizzazione molecolare
adeguata. Quindi, vi & la necessita di identificare approcci alternativi per superare questa
limitazione. | recenti progressi hanno consentito una profilazione genomica completa tramite il
DNA tumorale circolante (ctDNA) che viene eliminato dalle cellule tumorali e rilasciato nella
circolazione sanguigna. Si tratta della biopsia liquida che é facilmente ottenibile attraverso un

semplice prelievo di sangue minimamente invasivo e che, inoltre, pud essere eseguita



ripetutamente per consentire di monitorare i cambiamenti dinamici delle mutazioni tumorali durante
le varie fasi della malattia. La valutazione del ctDNA fornisce anche un panorama genomico piu
completo in quanto riflette piu regioni tumorali e affronta I'eterogeneita intratumorale e
intertumorale che e difficile da ottenere con la biopsia tissutale. Per le analisi su ctDNA l'approccio
di ddPCR risulta ottimale in quanto consente di rilevare le alterazioni a carico del DNA con una
elevata sensibilita.
Da queste considerazioni si pu0 intuire che la tecnologia NGS ormai sta divenendo la normale
routine per quasi tutte le neoplasie. Tuttavia, il tempo di risposta utilizzando gli approcci NGS puo
richiedere tempi piu lunghi delle analisi mirate al singolo gene/marcatore molecolare e cido pud
comportare ritardi nel fornire il trattamento adeguato e tempestivo al paziente oncologico.
Per migliorare significativamente il tempo di risposta, il sistema NGS lon Torrent™ Genexus™
Integrated Sequencer (Genexus) € stato sviluppato per automatizzare tutti il flusso di lavoro
necessario ad analizzare alterazioni molecolari con pannelli genici mirati. Tutto questo a partire
dall’estrazione degli acidi nucleici, sia di tessuti fissati in formalina e inclusi in paraffina (FFPE) o
acidi nucleici liberi circolanti (cfTNA) del plasma, fino ad arrivare alle analisi dei dati fornendo i
risultati entro pochissimi giorni. Per quanto riguarda le analisi su ctDNA, la tecnologia ddPCR
rappresenta la tecnologia piu sensibile ed accurata per lidentificazione di specifiche alterazioni
molecolari. Tale tecnologia si presta, in particolare, allindividuazione delle alterazioni molecolari in
condizioni di scarsa quantita tumorale in circolo, come nel caso della diagnosi di tumori in stadio
precoce o nella valutazione della malattia minima residua.

Obiettivi dello studio sono:

¢ Valutare, tramite Genexus e ddPCR, il tasso di concordanza, la sensibilita e la specificita delle
alterazioni genomiche rilevate dalla biopsia liquida rispetto a quanto rilevato su tessuto tumorali.

e Valutare, su tessuto tumorale, il tasso di concordanza, la sensibilita e la specificita tra le
alterazioni genomiche rilevate utilizzando Genexus con le alterazioni genomiche complete (WES
e/o WGS) rilevate tramite altre tecnologie NGS gia utilizzate.

Questo studio potra fornirci dati molto importanti su:

¢ Possibilita di ridurre i tempi di riposta sia per analisi effettuate su FFPE che biopsia liquida.

¢ Possibilita di integrare un’analisi piu ampia ed esaustiva delle alterazioni molecolari presenti nei
tumori (WES e WGS) nel flusso di diagnostica molecolare oncologica.

¢ Possibilita di monitorare in circolo le alterazioni molecolari mediante ddPCR per la valutazione

della malattia minima residua e la definizione della prognosi
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