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Programma del Corso

• Introduzione allo studio dei tessuti

• Le metodiche in situ su tessuto

– FISH ed immunoistochimica

• Le metodiche di tipo estrattivo su tessuto



PATOLOGIA MOLECOLARE

Lo studio in cellule e tessuti degli aspetti 

molecolari della ezio-patogenesi delle malattie

 a fini scientifici e diagnostici



PATOLOGIA MOLECOLARE

biologia 

molecolare :

morfologia 

molecolare :

•

•

- genomica

- proteomica

- genomica in situ: 

FISH

- proteomica in situ: 

immunoistochimica



PATOLOGIA 

MOLECOLARE

pre - analitica•

fasi

analitica•

interpretativa•



Preanalitica



Bassi BP et al Arch Pathol Lab Med. 2014 Nov;138(11):1520-30



Scelta del materiale

• Identificazione della neoplasia

• Scelta del blocchetto in paraffina

 

•% cellule neoplastiche nella sezione
– campione (Bx, FNAC, pezzo operatorio)

• >50% (minimo 20%)

• % DNA mutante (AF)=% di tumore/2

• N° cellule necessarie
– Dipende dalla metodica

• NGS (10 ng DNA circa 1500 cellule conservate)



PATOLOGIA MOLECOLARE

fase pre - analitica

Metodiche in situ

Sezioni di tessuto fresco / congelato

Sezioni di tessuto fissato ed incluso in 

paraffina

•

•



PATOLOGIA MOLECOLARE

fase pre - analitica

Metodiche in situ

Sezioni di tessuto fresco / congelato

Immunofluorescenza diretta

 Patologia cutanea

 Patologia renale

•



Immunofluorescenza diretta

       Sezioni a fresco



IMPORTANZA DEL 

LIQUIDO DI FISSAZIONE 

IN CUI VIENE DEVE ESSERE IMMERSO IL 

CAMPIONE DA DESTINARE ALL’ESAME 

ISTOLOGICO

FORMALINA AL 10%



















PATOLOGIA MOLECOLARE

fase pre - analitica

Metodiche in situ

Sezioni di tessuto fissato ed incluso in 

paraffina

 - Immunoistochimica/proteomica in situ

 - FISH

•



IHC FISH

Proteomica Genomica



PATOLOGIA MOLECOLARE

fase pre - analitica

Metodiche estrattive

tessuto fresco / congelato

tessuto fissato ed incluso in paraffina

•

•





risultato falsato

le “molecole” delle 

popolazioni 

cellulari diverse da 

quella da studiare 

contaminano 

quest’ultima



PATOLOGIA MOLECOLARE

fase pre - analitica

estrazione

selezionare ed “arricchire” la 

popolazione cellulare da 

studiare



micro-dissezione laser





1mm2



Chr 16q 
D16S476

Carcinoma papillare

Papilloma

Epitelio duttale normale



Procedura Sperimentale 

2. Estrazione RNA totale

3. Retrotrascrizione

[104 cellule/campione]
1. Microdissezione laser

T

[TaqMan]

5. 
BRMS1Calibratore

TBP Calibratore

BRMS1Campione

TBPCampione

NBRMS1 =

4. Amplificazione per 
   Real-Time PCR

T



neuroblastoma

Cluster 1

Cluster 2

hierarchical cluster algorithm

NB-SPs

GNBi-SRs



2D-PAGE
Cellule duttali pancreatiche Cellule tumorali

PH

Mr

kDa

3,5 10

8

200



PATOLOGIA MOLECOLARE

Fase interpretativa

Diverso concetto di diagnosi

La caratterizzazione 

biomolecolare 

dei tumori solidi



GENOMICA

PREVENZIONE
 BRCA1 e 2 ca. mammella

FATTORI PREDITTIVI
KRAS ca colon-retto

MONITORAGGIO DELLA MALATTIA
Bx liquida (EGFr) ca polmone

DIAGNOSI
 Traslocazione EWS sarcoma di Ewing

Approccio Molecolare nei tumori





Classificazione molecolare dei tumori



Cycle of personalized cancer medicine. 

Laura E. MacConaill et al. Cancer Discovery 2011;1:297-311

©2011 by American Association for Cancer Research



42

• Ca. a piccole cellule (SCLC)

• Marcatori neuroendocrini

– CD56, NSE; Sin.; Crom.

• Ca. non a piccole cellule (NSCLC)

– Adenocarcinomi

• TTF1; CK7; NAPSINA A

– Carcinomi a cellule squamose

• P40; CK5/6; CK34B12; p63

Tumori del polmone
Immunoistochimica



Indagini Immunoistochimche NSCLC
Istotipo

NSCLC, NOS

TTF-1; p40

Aspetto morfologico 

certo

Ca. a cellule 

squamose

Adenocarcinoma

PDL-1 Caratterizzazione 

molecolare

Incluso PDL-1

NSCLC, 

Ca. a cellule

 squamose

NSCLC, 

adenocarcinom

a

PDL-1

Caratterizzazio

ne molecolare

Incluso PDL-1

NSCLC, NOS 

(specie in bx)

o

Carcinoma a grandi 

cellule





Indagini molecolari
attualmente dirimenti nel NSCLC in italia per il trattamento

Adenocarcinoma; NCSCLC, NOS; Ca. a grandi 

cellule

Mutazioni EGFR Fusioni di ALK

Sequenziamento 

esoni 18,19,20,21

Sanger

RT-PCR

Pirosequenziamento

Spettrometria di 

massa

NGS/MPS 

IHC screening

(neg 0;1-2 dubbio;3 

pos) 

FISH

Pos se fusione nel

15% cellule 

neoplastiche

Fusioni di ROS PDL-1

IHC screening

e 

FISH

Pos se fusione nel

15% cellule 

neoplastiche

IHC

Tumor 

Proportional 

Score (TPS)

% pos anche 

parziale o bassa 

di membrana

50% prima 

linea

1% seconda 

lnea





• EGFR (2003) mut es 18;19;20;21    13%
– Advance or metastatic NSCLC (erlotinib e gefitinib o afatinib…)

• ALK (2011) and ROS1 (2016) rearrang.       5% e 1 %
– Adavance or metastatic NSCLC (crizotinib)

• BRAF (2017) mut V600E     2%
– Advance or metastatic NSCLC (Vemurafenib, debrafenib)

• NTRK (2019) rearrang.     0,3%
– Advance or metastatic NSCLC (larotrectinib e etrectnib) 

• RET (2020) rearrang.     2%
– Advance or metastatic NSCLC (lelpercatinib e pralsetinib)

• MET (2020) del es14     4%
– Metastatic NSCLC (capnatinib)

• HER2 (2020)      2%
– Advance or metastatic NSCLC (trastuzumab, afainib…..)

• KRAS mut (2021?)     
 13%
– Advance or metastatic NSCLC (AMG 510)

                                                                                                         Tot ~ 40%

• PDL1 (2015) IHC espressione (>50%)  30%  
– NSLC (pembrolizumab)

Indagini molecolari future

NSCLC



NGS/MPS
•  Consigliato l’utilizzo 

delle NGS nei tumori 

più frequenti 

(polmone, 

mammella, etc)

• Standardizzazione 

fase analitica e nella 

refertazione

• Controlli di qualità 

interni esterni 

(nazionali ed 

internazionali)

Utilizzo di pannelli sempre più ampi di sequenziamento 

DNA/RNA mut, fus, del/ins, CNV, instabilità, TMB 



NGS/MPS in NSCLC

- Ricerca di mutazioni sensibilizzanti («targettabili») 

alla diagnosi con pannelli ampi di sequenziamento 

(300-500 geni)

- Ricerca di mutazioni associate alla resistenza alla 

progressione anche su biopsia liquida dove necessario



Tipo di materiale nel NSCLC



Prelievi di sangue ripetuti nel tempo

durante il corso della malattia

Biopsia liquida



Biopsia liquida
Cellule tumorali circolanti (CTC)

DNA circolante tumorale (ctDNA)

• CTC 
– Tecnicamente possible ma difficile
– Mancanza di marcatori neplastici o staminali 

certi

• ctDNA
– DNA totale (ctDNA)
– DNA mutato (ex. EGFR)

– cfRNA (Circulating cell-free RNA)
– EV (extracellular vescicle)
– TEP (tumor educated platelets)



• Applicazioni cliniche della biopsia liquida

• Alla diagnosi

• possibile alternativa all'analisi su tessuto tumorale quando la quantità o la 
qualità dei tessuti disponibili non è sufficiente per effettuare le analisi
molecolari

• Alla progressione radiologica dopo la terapia con EGFR-TKI

• Analisi EGFR di sensibilizzazione e mutazioni T790M mediante biopsia
liquida (Osimertinib in prog. NSCLC con T790M mut.)

• I pazienti con analisi cfDNA "negativa" devono essere sottoposti ad analisi
mutazionale su tessuto mediante re-biopsia

Utile per il monitoraggio della malattia

Biopsia liquida
«Raccomandazioni per l’esecuzione di test molecolari su

biopsia liquida in oncologia»
(AIOM/SIAPEC/SIF 2018)

https://www.aiom.it/wp-content/uploads/2018/09/2018_biopsialiquida.pdf

• Metodi di studio delle mutazioni su ctDNA
• PCR Real time (RT-PCR)
• Digital PCR (dPCR)
• NGS/MPS

https://www.aiom.it/wp-content/uploads/2018/09/2018_biopsialiquida.pdf


Immunoterapia nei 

NSCLC 
• Valutazione IHC PDL-1

– Carcinoma a cellule squamose

– Adenocarcioma, carcinoma a grandi cellule

• Pezzo operatorio o bx

– Citologico (non adeguato <100 cell. tum.)

• Uso di anticorpi validati

• Tumor proportion score (TPS)

– % di cellule neoplastiche con almeno debole 

anche incompleta positività di membrana

• Cut-off

– 1% di cellule pos. per seconda linea

–  50% per prima linea in NSCLC metastatico 

EGFR; ALK wt



Problematiche PDL-1 

NSCLC
Raccomandazioni 2019 sulle indicazioni e la valutazione di PD-L1 nel tumore del 

polmone (SIAPEC-AIOM)
https://www.aiom.it/wp-content/uploads/2019/10/2019_Raccomandazioni-polmonePD-L1.pdf

• Adeguatezza del prelievo (BX e FNAC)

• Ulteriori sezioni di tessuto FFPE per IHC PD-L1

• Eterogeneità tumorale (BX e FNAC)

• Problematiche in fase preanalitica

• Alcuni cloni validati (IHC)

– pembrolizumab test 22C3

– durvalumab il test SP263 

– Test PD-L1 (IVD) cloni 22C3 e SP263 

• Stand. della refertazione

• CQI e CQE

https://www.aiom.it/wp-content/uploads/2019/10/2019_Raccomandazioni-polmonePD-L1.pdf


Tumor mutational burden 

Individua i pazienti candidati all’immunoterapia in base al 

numero di mutazioni presenti nel tumore indagate con 

NGS/MPS (>300 geni)  



Le sfide
La patologia molecolare evolve rapidamente

I Big data con banche dati interconnesse tra loro 

permetteranno la raccolta di milioni di informazioni sulla 

genomica dei tumori 

•Formazione (generale e specialistica)

–Biotecnologi e bioinformatici

–Medici

•Strutturali

–Ospedali e centri di riferimento

• Sostenibilità economica

–Costi metodiche e farmaci

–Rimborsi 
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