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Dichiarazione sostitutiva dell’atto di notorieta ai sensi dell’art. 47 DPR 28/12/2000 n. 445
Dichiara:

di aver avuto negli ultimi due anni o di avere in atto i seguenti rapporti con soggetti portatori di interessi commerciali in campo sanitario (elencare):
— Menarini Stemline
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Medicina di precisione come supporto alle decisioni cliniche

Prof. Stefano Indraccolo
DiSCOG - Universita di Padova
UOSD Oncologia di base sperimentale e traslazionale - IOV




Una breve storia dell’oncologié/bi recisione (l)
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primi Oncogeni
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Teoria della base
genetica del cancro
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O Sequenziamento del Avvento del Approvazione Inibitori IA e Big Data per
genoma completato Next-Generation di Checkpoint analisi genomica
| p 5 Sequencing (NGS) (Pembrolizumab, Nivolumab) N T T
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© Primo farmaco mirato: Medicina

el (es. Erlotinib, Farmaci “Tumor-Agnostic” Personalizzata
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Oncologia di precisione e biopsia liquida

Lo studio del cfDNA & una procedura non invasiva utilizzabile per:

l\&} Identificazione di biomarcatori di rilevanza terapeutica
e Qe Monitoraggio della risposta ai trattamenti
5’1’“"‘;,.“"‘./__@% S . . . .
wg;w_,{‘r_' ‘ W Dosaggio del Minimal Residual Disease (MRD)
ML@M;L? E Identificazione di biomarcatori di resistenza
m{m ‘ .":Q > sz
/ I Identificazione di risposte avverse ai trattamenti
4 : A ) Circulglling tumor DNA

P’ / i\ ) (CtONAYY

Screening/ 1 - Detection of Early Identification
early Prognosis ‘ B residual diagnosis of of resistance
diagnosis = disease relapse mutations

Clinical/radiological
sensitivity threshold
ctDNA sensitivity
threshold
Subclinical Treatments Follow-up
disease
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La biopsia liquida nell’ambito diagnostico

Ruolo consolidato nella diagnostica molecolare del NSCLC
Nuovo ruolo nella diagnostica molecolare del carcinoma mammario

Ruolo emergente nella diagnostica molecolare del carcinoma prostatico
(BRCA1/2) e CRC (KRAS)




Il cambio di visione dell’adenocarcinoma polmonare




Il concetto alla base dell’oncologia di precisione:
I’esempio di EGFR nell’adenocarcinoma polmonare

EGFR mutation testing

Positive

1st line: EGFR-TKI (e.g., gefitinib, erlotinib)
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NSCLC: importanza dello screening
genetico

NSCLC & una neoplasia geneticamente eterogenea con
molti sottotipi molecolari, tra cui: KRAS (30%), EGFR
(15%), ALK(4%), ROS1(3%), RET(1%), MET, NTRK,
BRAF, HER2, ecc.

Le mutazioni di EGFR (circa 15% nei pazienti causasici)
predicono la risposta a inibitori tirosinchinasici di EGFR
(Osimertinib)

Il test di screening routinario delle mutazioni di EGFR pud
essere eseguito con metofiche mono-gene (ad es. Time-
PCR) o multi-gene (NGS) sia tu tessuto che su plasma
(cfDNA)

e (TF) ¢
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INCIDENCE OF ONCOGENIC DRIVER ALTERATIONS

KRAS Q61X; 2% ypasG13x; 5%

Others/Unknown;
24%
KRAS G12V; 6%

KRAS G12C; 13%
RET fusion; 1.20%

ROS1 fusion; 2.60%
MET amp; 2%
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Lo screening delle mutazioni di ESR1 nelle
pazienti con carcinoma mammario metastatico

* Le mutazioni del gene ESR1 si associano a resistenza alla terapia ormonale
nelle pazienti con carcinoma mammario ER+

 Elacestrant, un farmaco dei cosiddetti “Selective Estrogen Receptor Degrader
(SERD)” & approvato nelle pazienti con ER+ HER2- ESR1+ BC. Altri SERD orali
sono in corsa di approvazione

 La biopsia liquida € indicate per lo screening delle mutazioni di ESR1 in queste
pazienti (EMERALD trial)

* Metodiche ad elevate sensibilita quali ddPCR or NGS devono essere utilizzate
per questo screening




La selezione di mutazioni acquisite di ESR1 e solo uno dei
meccanismi di resistenza alla terapia endocrina nel BC

Therapies apply
, Treatment selective pressure
) “ on tumours and
{ W promote evolution

Retain dependency | L Loss of ERa
on ERa actlwty dependence

= Loss of

Transcription S?Lnoc:f ERc( and
factor MAPK . ~ luminal
alterations ’ llneage
activity factors

Al-resistant, FOXA1-MYC- HER2-EGFR- Lineage
ERa-dependent CTCF-altered NF1-altered plastic
tumours tumours tumours

l l l

Treat with next- ERa dependencies Treat with Functional
generation remain unclear; anti-HER2 dependencies
anti-ERa therapies further research or MAPK remain unclear;
(e.g., oral SERDs) needed therapies futher research
needed
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M. Will et al., NRC 2023
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@ \utazioni somatiche di ESR1, AKT1, PIK3CA, PTEN
@ \utazioni germinali di BRCA

7 Targeted Therapy Approach
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Oncologia di precisione in pratica: esempi di esito del test
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Case 1
Male, 65 y
NSCLC, Stage V
cT2N1M1c
Synchronous brain metastasis

Indication: Insufficient tissue for molecular profling

» Liquid profiling of a lung panel (ALK BRAF, EGFR ERBB2Z,
KEAPT, KRAS, MET, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PIK3CA, RBI,
RET, ROST, STK11,and TP53)

= Copynumber calling for ERBB2, EGFR MET

« LoD95: 0.5%; LoB: 0.02%

Tumor fraction: not assessed
Actionable variants: ¢.25737>G p.(LeuB58Arg) - VAF: 0.14%

* Varlants with VAF between LoB and LoD should be labeled as
“equivocal' and accompanied by a disclaimer stating the
uncertainty of their presence.

** Negative test results should be reported as*not detected”.

Case2

Female, 56y

HR+, HER2- breast cancer

Locally advanced

Progression under endocrine therapy

Indication: ESR7 testing, change of therapy to SERD

» Liquid profiling of a pan-cancer panel including 77
clinically relevant genes

« SWGStoinfer SCNA and tumor fration

* LoD95: 0.5% LoB: 0.05%

Estimated Tumor fraction: 17%

Actionable variants:

ESR1c.1138G>C, p.(Gl3B0GIn) - VAF:0.3% (equivocal <LoD95)*
PIK3CA c.1624G>A, p(GluS42lys) - VAF 123%

BRCA1c.181T>G (p.Cys61Gly)- VAF 62.7% (likely of germiine orgin) **
N

TP53c.841G>A, p.(Asp281 Asn) - VAF 0.5%%*

* VAF between LoB and LoD should be Iabeled as “equivocal’ and
accompanied by adisclaimer stating the uncertainty of their presence.
** Variants in cancer susceptibifity genes with VAF indicating germline
origin should be highlighted as such.

*** Variants suspected to ongingte from nontumor sources should be
flagged as a "potential CH-related variant.

V. D. de Jager et al., eBioMedicine 2025




Lo sviluppo di nuovi farmaci come “driver”
dell’avanzamento della diagnostica molecolare




Puo esserci sviluppo della diagnostica molecolare
svincolato dall’'approvazione di nuovi farmaci?




Biopsia Liquida e MRD nel
Carcinoma Colo-Rettale

Analisi critica dell'applicazione del ctDNA nella Malattia Residua Minima/Molecolare (MRD):

successi, limiti tecnologici e futilita dei trial clinici.




Evidenze Cliniche Positive

Il potenziale prognostico del ctDNA nel setting adiuvante e i dati di de-escalation terapeutica




Studi Chiave: DYNAMIC & GALAXY

DYNAMIC: De-escalation Sicura

Lo studio di Fase Il ha valutato I'approccio ctDNA-guidato nei
pazienti con cancro del colon al Il stadio:

¢ Riduzione del 50% del ricorso alla chemioterapia adiuvante
(15% vs 28% nel braccio standard)

¢ Non-inferiorita provata in termini di Recurrence-Free Survival
(RFS) a 2 anni (90.5% vs 89.8%)

GALAXY: Valore Predittivo

Facente parte della piattaforma CIRCULATE-Japan, ha valutato i
pazienti in stadio I-1V resecato:

e | pazienti ctDNA+ trattati con chemioterapia adiuvante hanno
mostrato un DFS decisamente superiore rispetto alla sola

osservazione
e La clearance molecolare transitoria o persistente ha predetto

con precisione chirurgica la prognosi a lungo termine




Valore Prognostico del ctDNA =

AUMENTO RISCHIO RECIDIVA (HR)

e Registra un Hazard Ratio (HR) medio oscillante tra 10.5 e 13%??
libera da malattia (DFS) o—On

(invasione perineurale, T4, differenziazione o linfonodi isolati) %



Trial Negativi e Ostacoli

Un'analisi dei fallimenti della biopsia liquida, la futilita clinica e le insidie tecniche riscontrate nei trial
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Limiti Clinici e Metodologici S

Basso Shedding (Rilascio)

Molti tumori in stadio iniziale rilasciano quantita minime di cfDNA,
portando a tassi elevati di falsi negativi (fino al 30%).

Clearance Spontanea

La scomparsa transitoria del ctDNA senza terapia farmacologica complica la
valutazione predittiva della chemioterapia (es. COBRA).

A AN\

Eterogeneita dei Saggi

Mancanza di concordanza standardizzata tra saggi Tumor-Informed (molto
sensibili) e Tumor-Agnostic (pit rapidi ma meno specifici).

Consorzi internazionali per la validazione di standard miniﬁfl_i analitici
ed armonizzazione della tecnologia analitica.




Come Superare i Limiti Attuali = \

b4

Piattaforme Tumor-
Informed

Sequenziare prima I'esoma del tumore
primario per creare pannelli
personalizzati ultra-profondi (fino a 50+
varianti), riducendo la soglia di

rilevamento analitico dello zero.

Monitoraggio Seriale

Abbandonare I'approccio "landmark" a
singolo punto in favore di test seriali
ripetuti ad intervalli prestabiliti durante e

dopo il trattamento adiuvante.

Approcci Multimodalita

Integrare I'analisi delle mutazioni
genomiche con l'analisi dei profili di
metilazione del DNA (firme
epigenetiche) e la frammentomica per

catturare |'eterogeneita clinica.




Conclusioni

La biopsia liquida per la MRD €& uno strumento diagnostico dal valore prognostico
innegabile, ma lI'implementazione pratica richiede cautela, sintonizzazione della

sensibilita dei saggi e cautela nella de-escalation di terapia
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Come sard la medicina di
precisione tra 20+ anni?




ONCOLOGIA DI PRECISIONE NEL 2050: UNA VISIONE PERSONALE

FASE A: Rilevamento Tumori Precoce (Stadio I/Il) B ——
o v T | [ emmmmemm—
ANNO 2050 - SCREENING PREVENTIVO — i B x /’AM
5 & . o ' ANALISI DNA TUMOR v |
=W ™ ¢ “'3.}53&%;“{28&2,“ CIRCOLANTE (cLDNA) s 1 3
fistitato liquid lmsumro: POSITIVO
mimsampmg'qduuzce {Stadio 1/ll)
(CIDNA Analvals) S MUTAZIONE IDENTIFICATA:
7 KRAS GI2C

Nodulo precoce (2.8 mm
rilevato nel polmone )
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ANNO 2050 \ FASE B: Intervento Terapeutico Mirato (Chirurgia/Radioterapia)

TERAPIA MIRATAG‘IATAD ) S N » H e 7 B @m“s'"cggo:

TARmiAL“A ‘ ' -« ' J Dynamis-radiocurso g A H D, "“'m pREC,Sl:NNTgU MIRATO
(Stadio |, KRAS og) Bmm /o N in russo @ micro- l ! 2\ |} > 8 i m’quGZmadiotenPia)
] D Sl - " = 7] PR =Y |3




ONCOLOGIA DI PRECISIONE NEL 2'|00 UNA VISIONE PERSONALE

SCREENING DEL RISCHIO E SEGNALE D'ALLARME | TERAPIA PREVENTIVA PERSONALIZZATA E IA FOLLOW-UP: RITORNO A BASSO RISCHIO
(RISCHIO ALTO) (RISCHIO BASSO)

TERAPIA PREVENTIVA ZIONE 1 ANALISI GENOMA £ . - ONITORAGGIO 1A
ORALE PERSONALIZZATA . _POST: TRATT»EE;'?;SW PROFLODI RISCHIO
GUIDATA DALLYA < : e ‘A BASSO LIVEL

AUMENTATO A
{RED ALERT) /48 Al RECOMMENDA o A Ry DATA CONFIRMA SUCCESSD )
IMMEDIATE PREVENTATIVE | ) % 4 d 0L TERAPIA PREVENTATIVA

| SISTEMA INTEGRATO
Al PGRMAL PORMULATO
EASRAION BASEO
ALPROFILIAL RISCHA

RIDUZIONE ACCUMULO
DANNO GENETICO -
FORMULAZIONE
INDIVIDUALIZZATA



Grazie e se hon vi piace la
fantascienza ignhorate le
ultime slides
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