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La medicina personalizzata

Le neoplasie sono generalmente causate dall’accumulo progressivo di mutazioni nelle cellule.
I geni maggiormente colpiti sono i geni onco-soppressori e i proto-oncogeni.
Il risultato è una crescita cellulare incontrollata, la perdita di differenziazione cellulare e l’inibizione dell’apoptosi.

Le indagini molecolari in ambito oncologico 
consentono di individuare specifiche alterazioni 
genetiche a scopo diagnostico, prognostico o 
predittivo per la risposta a farmaci-target.



Le tecniche molecolari a supporto del paziente oncologico

Negli ultimi 20 anni la comprensione dei meccanismi molecolari coinvolti nell’insorgenza dei tumori e lo sviluppo di nuove
tecnologie nell’ambito della biologia molecolare (in particolare l’NGS) hanno rivoluzionato in maniera significativa le terapie
oncologiche e hanno fornito un nuovo strumento per le diagnosi più complesse. 



Real Time PCR

Caratteristiche:
Esecuzione rapida e meno complessa rispetto 
a NGS 
Alta sensibilità e specificità
Metodica robusta

Utilizza specifici fluorocromi che in 

presenza emettono fluorescenza a 

una certa temperatura di melting.

Next Generation Sequencing (NGS)

Consente di analizzare tramite sequenziamento un numero ampio di geni per 

l’individuazione di mutazioni somatiche. ESMO (European Society For Medical

Oncology) e AIOM (Associazione Italiana Medici Oncologi) la indicano come la 

metodica di elezione per lo studio mutazionale di molti tumori*.

Caratteristiche:
Pannelli genici ampi (nel colon-
retto valutazione sia di mutazioni 
somatiche che di MSI)
Esecuzione e analisi dei dati 
lunghe e articolate
Analisi dei dati complessa
E’ in grado di individuare nuove 
varianti

*Mosele et al., 2020; Hendricks et al., 2023.

Le tecniche molecolari per la ricerca di alterazioni nel carcinoma del colon-retto



Istologici e citologici

• Tipo di campione (citologico, istologico, biopsia, pezzo operatorio)
• Quantità e qualità del campione
• Fissativo
• Infiammazione, necrosi, pigmenti
• Età del campione
• Concentrazione e frammentazione del DNA e dell’RNA

E’ molto importante scegliere la tecnica molecolare più adeguata per ogni
paziente. Questo dipende dalla tipologia di campione e dalle esigenze
cliniche. 



Tempi di risposta: 
Real Time PCR: 5 giorni lavorativi
NGS: 14 giorni lavorativi 

Real Time PCR and NGS workflow Diagnosi istologica

Scelta del materiale e selezione dell’area neoplastica

Taglio, estrazione e quantifica di  DNA/RNA

Real Time PCRNGS

Analisi dei dati

Refertazione



I microsatelliti sono sequenze di DNA costituite da brevi ripetizioni nucleotidiche, che 
possono variare in lunghezza quando il sistema di riparo del DNA (Mismatch Repair, MMR) 
è difettoso →  in questo caso si accumulano progressivamente mutazioni che determinano 
l’instabilità microsatellitare (MSI). 

I microsatelliti



In base all’analisi dell’instabilità dei microsatelliti, il tumore del colon-retto (CRC) può essere 
distinto in due diverse categorie: 

 Tumori con MMR difettivo e alti livelli di instabilità dei microsatelliti (MSI-H, circa il 15%). In questi 
tumori, il sistema di riparazione del DNA non funziona: si accumulano moltissime mutazioni, 
rendendo il tumore "visibile" al sistema immunitario, ma anche resistente alla chemioterapia 
standard.

 Tumori con MMR funzionante e con bassi livelli di instabilità (MSI-L, circa 85%) o stabili (MSS). È la 
forma più comune. Il DNA è "stabile", il che significa che il tumore sa nascondersi meglio dal 
sistema immunitario, rendendo l'immunoterapia (da sola) purtroppo inefficace.

I tumori del colon-retto MSI-H sono associati ad un tasso elevato di mutazione, infiltrazione 
di cellule immunitarie e prognosi migliore rispetto ai tumori con MSI basso o assente. 

MSS             MSI-L            MSI-H



I microsatelliti del pannello Bethesda



Analisi molecolare in Real Time PCR del marcatore BAT 25



Analisi molecolare in Real Time PCR  del marcatore NR21



Analisi molecolare in Real Time PCR del marcatore CAT25



Pannello NGS a 50 geni

Analizza
simultaneamente
DNA ed RNA. 
Si utilizza per 
l’dentificazione di 
SNV, indels, fusioni, 
amplificazioni geniche
e instabilità
microsatellitare in 
geni, la cui 
alterazione ha una
rilevanza clinica in 
oncologia. 





Le comutazioni

• Le comutazioni potrebbero influenzare la risposta alle 
terapie target, richiedendo farmaci diversi.

• Le comutazioni possono essere associate a una minor 
efficacia dei trattamenti

• Per questo è importante utilizzare ampi pannelli genici
per il sequenziamento. 





Pannelli genici NGS sempre più ampi determinano una maggiore complessità
nell’analisi, nell’interpretazione dei dati molecolari e nella refertazione.

• Aggiornamento continuo del personale su nuove tecnologie, nuovi pannelli e nuovi
marcatori molecolari

• Selezione delle informazioni molecolari utili al clinico
• Necessità di linee guida nazionali e internazionali per uniformare i referti,  allo 

scopo di facilitarne la comprensione e agevolare il confronto tra centri diversi.

Il referto molecolare



Gene BRAF, esone 15, c.1799T>G, missense variant, p.V600E (p.Val600Glu), VAF 20.22
Classificazione: oncogenica.

Come si scrive una mutazione somatica*

*Percorso guidato all’elaborazione ed interpretazione di un referto NGS (PMMP-SIAPEC, aprile 2025)

Come si riporta l’instabilità microsatellitare:

• Stabilità: MSS
• Bassa instabilità (low): MSI-L
• Alta instabilità (high): MSI-H

Indicando quali microsatelliti 
sono stabili e quali sono instabili



Mutazioni e instabilità microsatellitare: la refertazione del pannello 50 geni



• Per le neoplasie del tratto gastroenterico le metodiche molecolari più utilizzate sono la Real Time 
PCR per l’instabilità microsatellitare e l’NGS per la ricerca di mutazioni missenso e piccole 
inserzioni/delezioni e per i riarrangiamenti.

• L'instabilità dei microsatelliti (MSI) è una condizione genetica di ipermutazione, causata da un 
malfunzionamento dei sistemi di riparazione del DNA (MisMatch Repair, MMR), utile per valutare 
la risposta del paziente all’immunoterapia.

• I pazienti KRAS WT rispondono alle terapie anti-EGFR (Cetuximab/Panitumumab). Alcuni 
marcatori possono dare indicazioni verso terapie diverse, come BRAF V600E, PIK3CA, 
mutazioni o amplificazioni di ERBB2 (HER2), MET 14 exon skipping, NTRK 1/2/3. Esistono, 
infine, marcatori di resistenza e di progressione di malattia, come la TP53 o SMAD4

• Il percorso molecolare ottimale per il paziente oncologico richiede un approccio multidisciplinare 
tra le diverse specialità: patologi, biologi molecolari e oncologi, oltre al fondamentale lavoro 
quotidiano dei TSLB.

Conclusioni



Il laboratorio di Patologia Molecolare
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