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Riassunto. La metodologia next generation sequencing 
(NGS) applicata alla biopsia liquida è tecnica utile per po-
ter determinare il corretto assetto biomolecolare della 
popolazione neoplastica prevalente. La sensibilità della 
metodica per quanto riguarda ALK ha rilevanza clinica in 
quanto i dati di efficacia farmacologica sono comparabili 
rispetto alla positività emersa dalla biopsia tissutale. Il tu-
more polmonare ALK+ presenta oggi un numero elevato 
di opportunità terapeutiche che comportano un incre-
mento della sopravvivenza. La valutazione corretta della 
traslocazione è di fondamentale importanza per poter in-
dirizzare la corretta strategia terapeutica, come illustrato 
nel presente caso clinico.

Parole chiave. Alectinib, ALK, biopsia liquida, crizotinib, 
FISH inibitori delle tirosin chinasi, mutazioni driver, NSCLC, 
sequenziamento genico, terapia a bersaglio molecolare, TKI.

ALK determination: liquid and tissue biopsy. Comparing 
techniques and effectiveness of alectinib in a controversial 
clinical case.

Summary. The next generation sequencing (NGS) applied 
to liquid biopsy is useful to determine the biomolecular 
identity of the prevalent neoplastic cell population. The 
sensitivity of ALK detection in liquid biopsy is comparable 
to that showed by the gold standard tissue biopsy and its 
usefulness is demonstrated in clinical practice by the similar 
efficacy of ALK TKIs to obtain prolonged disease control. 
ALK ve+ lung cancer today presents a large number of 
therapeutic opportunities leading to a long/term survival. 
Correct evaluation of ALK translocation is a paramount in 
order to guide the correct therapeutic strategy as illustrat-
ed in the present clinical case.

Parole chiave. Alectinib, ALK, crizotinib, driver mutations, 
FISH, liquid biopsy, NGS, NSCLC, target therapy, TKI, tyrosin 
kinase inhibitors.

Introduzione

I test di biologia molecolare sono fondamentali per 
il management clinico-oncologico dei pazienti con 
carcinoma polmonare non a piccole cellule (non-
small-cell lung cancer - NSCLC): negli ultimi 15 anni 
sono stati identificati bersagli molecolari multipli co-
me mutazioni puntiformi nei geni EGFR, KRAS, BRAF, 
PI3K e riarrangiamenti in geni quali ALK (anaplastic 
lymphoma kinase), ROS1 e MET1,2, che, se presenti, 
permettono di trattare il paziente con inibitori del-
le tirosin-chinasi (TKI) tra cui crizotinib e alectinib. 
Questi farmaci bloccano le vie metaboliche rese costi-
tutivamente attive dai driver oncogenici e riducono la 
velocità di crescita della neoplasia. 

In particolare, la traslocazione di ALK è ormai 
stata riconosciuta come un driver oncogenico di im-
portanza basilare nel trattamento del NSCLC, sin da 
quando crizotinib, primo anti-ALK, aveva dimostrato 
la sua efficacia3. Si è compreso che per i NSCLC con 
riarrangiamento del gene ALK (3-7% dei casi totali, 
per la maggior parte adenocarcinomi insorti in gio-
vani non fumatori)4, il trattamento mirato anti-ALK 
già a partire dalla prima linea è superiore rispetto alla 
chemioterapia tradizionale5 e farmaci di seconda-
terza generazione, tra cui alectinib, sono stati intro-

dotti con incremento clinicamente significativo del 
controllo di malattia6.

L’attuale strategia terapeutica prevede pertanto 
una sequenza di inibitori di ALK di diversa genera-
zione che, partendo da alectinib, cercano di ridurre 
la velocità di crescita della neoplasia affrontando, lad-
dove possibile, il meccanismo di resistenza biomole-
colare sottostante.

Grazie a questa strategia è oggi possibile stimare 
che la sopravvivenza globale sia quattro volte maggio-
re rispetto a una popolazione “wild-type” per ALK e 
che anche la presenza di metastasi cerebrali, normal-
mente sede di malattia prognosticamente sfavorevo-
le, non determina una caratterizzazione negativa in 
termini di sopravvivenza7.

Il punto fondamentale è pertanto la corretta ca-
ratterizzazione biomolecolare del paziente e il rilievo 
della traslocazione di ALK già al momento della pri-
ma diagnosi di NSCLC.

Numerose sono le tecniche impiegate: dall’im-
munoistochimica (IHC), all’ibridazione in situ con 
fluorescenza (FISH), al sequenziamento genico con 
tecniche di next generation sequencing (NGS) su tes-
suto e su plasma. 

Descriveremo il caso clinico di una giovane paziente 
affetta da adenocarcinoma al IV stadio clinico nel quale 
la detezione del riarrangiamento di ALK come muta-
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zione “driver” venne evidenziato grazie a un approccio 
combinato di NGS su plasma e tessuto. Il presente ca-
so clinico sottolinea l’impatto che le nuove tecnologie 
biomolecolari, integrate nel percorso patologico tra-
dizionale, riescono a portare nel workflow operativo e 
terapeutico del paziente con NSCLC.

Caso clinico

Nel giugno 2019 una donna di 43 anni in condizioni 
generali compatibili con Performance Status 0 secon-
do Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), 
non fumatrice, si presenta in ambulatorio di Oncolo-
gia per eseguire una prima visita a seguito di un episo-
dio di emottisi. Una RX torace dimostrava la presenza 
di un’opacità centrale destra. Una successiva TC to-
racica confermava la presenza di un addensamento 
polmonare al lobo medio, adenopatie mediastiniche 
e ilari omolaterali e una sospetta linfangite neopla-
stica. Veniva conclusa la stadiazione strumentale con 
PET total-body che documentava un interessamento 
linfonodale ad alcune stazioni N3 tra cui la sede retro-
claveare, paraortica e latero-cervicale.

Infine una TC encefalica escludeva secondarismi 
a questo livello (figura 1).

Si concludeva per uno stadio clinico cT2N3M1a.
In seguito a discussione multidisciplinare si de-

cideva di asportare chirurgicamente l’adenopatia 
latero-cervicale destra. Una scelta fatta al fine di otte-
nere il materiale più adeguato in termini di quantità 
e qualità con lo scopo di determinare la presenza di 
alterazioni biomolecolari utili alla definizione della 
corretta strategia terapeutica.

L’esame istologico risultava positivo per una loca-
lizzazione metastatica massiva da adenocarcinoma a 
crescita solida, con diffusi aspetti a cellule ad anello 
con castone (CK7+,TTF1+) coerente con primitività 
polmonare (figura 2).

Le colorazioni IHC effettuate sul materiale in esa-
me mostravano positività per PDL1 (22C3 piattafor-
ma Dako) con una reattività di membrana nel 50% 
degli elementi neoplastici; moderata e focalmente 
intensa reattività citoplasmatica (score 3) per ROS1 
(clone D4D6); la colorazione per ALK (clone D5F3) 
dava esito negativo (figura 3).

Veniva allestito il materiale per la ricerca, median-
te RT-PCR, di mutazioni del gene EGFR che poi si è 
rivelato essere in stato Wild Type. 

In considerazione del dato in IHC di ROS1, si pro-
cedeva con la valutazione FISH, risultata negativa per 
riarrangiamenti coinvolgenti il gene.

Per completare e ampliare la valutazione di tipo ge-
nomico si decideva di arruolare la paziente nello stu-
dio clinico BFAST (Blood First Assay Screening Trial) 
che prevede una profilazione molecolare con tecni-
che di NGS su plasma (biopsia liquida) utilizzando 
FoundationOne®Liquid di Foundation Medicine8.

Sia il sequenziamento del sangue della paziente 
sia il test su campione tissutale mostravano fusione di 
ALK (EML4-ALK fusion); collateralmente si rilevano 
delle varianti di significato indeterminato a carico del 
gene VEGFA (R22W) e DDR2 (G137V).

Figura 1. Particolare polmonare, PET total-body.

Figura 2. Da sinistra: colorazione con 
ematossilina-eosina vista a piccolo in-
grandimento (2x) che mostra il coinvol-
gimento massivo del linfonodo; di se-
guito, a ingrandimento maggiore (10x), 
si nota l’istotipo ad anello con castone. 
A destra IHC positiva per TTF1, confer-
ma di primitività polmonare.

Figura 3. Colorazioni IHC per determi-
nare la caratterizzazione biomolecolare 
del NSCLC in stadio avanzato.
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In considerazione della discrepanza tra IHC e 
NGS veniva quindi eseguita metodica FISH con son-
da break apart che confermava riarrangiamento di 
ALK nel 15% dei nuclei, limite inferiore di positività 
(figura 4).

Sulla base delle determinazioni eseguite, si atti-
vava terapia medica con alectinib alla dose standard 
di 600 mg 2 volte al giorno con evidenza di risposta 
parziale di malattia secondo i criteri RECIST 1.1 dopo 
i primi 2 mesi di terapia.

Il trattamento proseguiva alla dose standard non 
evidenziandosi effetti collaterali di rilievo.

Una recente PET Total-body evidenziava un solo 
residuo metabolico di scarsa intensità a carico della 
lesione polmonare primitiva al lobo medio.

Per questa ragione, e alla luce dei dati emersi dalla 
strategia terapeutica legata a un consolidamento sulle 
sedi residue nella malattia oligometastatica, si è deci-
so di aggiungere un trattamento radiante attraverso 
stereo-body radiotherapy (SBRT) con una dose totale 
di 50Gy in 5 frazioni.

La prosecuzione della terapia con inibitore di ALK 
in associazione a questa ultima terapia ha comporta-
to attualmente una remissione completa di malattia.

Discussione e conclusioni

L’opportunità di poter prescrivere farmaci a bersaglio 
biomolecolare ha portato nella pratica clinica la ne-
cessità di conoscere il profilo genetico del tumore: a 
oggi, il gold standard prevede l’utilizzo della biopsia 
tissutale9. 

Tuttavia, come veniva segnalato in uno studio del 
201710, è ancora possibile una certa discrepanza fra i 
vari centri nell’applicazione del co-testing dei diversi 
target molecolari che upfront andrebbero valutati alla 
prima diagnosi.

Questo dato è stato in parte recentemente supera-
to dalla rimborsabilità dei farmaci anti-ALK, disponi-
bili in Italia sin dalla prima linea. 

Accanto a un problema di sensibilità medica, tut-
tavia, emergono alcuni dettagli legati alla tecnica nor-
malmente impiegata per la valutazione di ALK.

Nella corrente pratica clinica si esegue uno scre-
ening immunoistochimico utilizzando anticorpi 
monoclonali; qualora avvenga la reazione antigene-
anticorpo, si parla di IHC positiva (se score ≥2) e lo 
step successivo prevede l’esecuzione di metodica 
FISH confirmatoria, in modo da verificare l’effettiva 
presenza della traslocazione e candidare il paziente 
alla terapia di prima linea con TKI11. 

L’immunoistochimica ha una specificità molto al-
ta del 95%, a fronte di una sensibilità massima pari 
all’86% (D5F3)12. LA FISH è una metodica maggior-
mente complessa e costosa con risultati talvolta diffi-
cili da interpretare12. 

La disponibilità di pannelli NGS offre l’opportu-
nità, oltre che di testare target alternativi nei casi non 
oncogene-addicted, di riverificare il triage immunoi-
stochimico. Le peculiarità del caso clinico (paziente 
giovane e non fumatrice) e il dato morfologico che è 
emerso dall’istologia (istotipo ad anello con casto-
ne) hanno indotto a dei supplementi di indagine che 
hanno messo in luce la presenza del riarrangiamento 
di ALK. Questo evento ha cambiato l’iter terapeuti-
co della paziente: a fronte di marker predittivi nega-
tivi (ALK, ROS1, BRAF, EGFR WT) con espressione 
di PDL1 ≥50% la paziente sarebbe stata candidata a 
immunoterapia in prima linea con pembrolizumab 
(PFS-Progression Free Survival 10,3 mesi), più even-
tuale chemioterapia in seconda linea13; con la dimo-
strazione del riarrangiamento di ALK (presente anche 
su tessuto, come ha evidenziato la FISH), la paziente 
ha invece iniziato il trattamento con alectinib (PFS 
34,8 mesi)6.

A oggi la Food and Drug Administration (FDA) ha 
approvato l’utilizzo routinario della biopsia liquida 
solo per ricercare mutazioni nel gene EGFR14, in par-
ticolare T790M, che permette di selezionare i pazienti 
candidabili a terapia di seconda linea con osimertinib.

Utilizzare il sangue dei pazienti al fine di ottene-
re informazioni sulla biologia del tumore potrebbe 
essere applicabile qualora il materiale ottenuto con 
biopsia tissutale non sia adeguato e sufficiente per 
indagare correttamente tutti i possibili marker mole-
colari15. 

L’introduzione della biopsia liquida nella routine-
practice potrebbe essere una soluzione anche du-
rante il management del follow-up di casi selezionati 
e/o particolarmente difficili da gestire con approccio 
tissutale, a causa di impervietà anatomica o status ge-
nerale del paziente16.

Nonostante i possibili vantaggi, ci sono anche 
delle limitazioni da valutare: non tutto il DNA libero 
circolante nel sangue (cfDNA-cell free DNA) appar-
tiene al tumore; inoltre scindere il cfDNA dal ctDNA 
(ctDNA-circulating tumour DNA) è molto complesso 
perciò qualora si decidesse di utilizzare come scree-
ning genico unicamente la biopsia liquida senza ese-
guire test di conferma su tessuto, potrebbero esserci 
dei falsi positivi17,18. 

Figura 4. FISH con sonda break apart. Riarrangiamento (fusione) di 
ALK nel 15% dei nuclei.
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Dall’altro lato ci sono alcuni tumori che rilasciano 
in circolo poco ctDNA19 non permettendo di indivi-
duare eventuali mutazioni driver ove presenti, por-
tando a dei falsi negativi.

Attualmente l’esecuzione di NGS su biopsia li-
quida sembra incapace di sostituire completamente 
l’analisi su tessuto, indipendentemente dal gene in 
esame. Tuttavia, visti i risultati soddisfacenti avuti 
con EGFR e in un recente studio presentato all’ASCO 
annual meeting20, si può considerare l’utilizzo della 
biopsia liquida per integrare le informazioni otte-
nute da prelievo tissutale, soprattutto in particolari 
scenari clinici9, come quello descritto in questo case 
report. L’argomento è in rapida evoluzione, ma i dati 
retrospettivi attuali sembrano favorire un utilizzo si-
nergico di entrambe le metodiche, ove clinicamente 
possibile9. 
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