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STORIA CLINICA

25/05/2022 
Maschio, 30 anni 
Si presenta al P.S. in scadenti condizioni: 
anemia severa (Hb 5.1 g/dl), astenia, vomito, perdita di peso.
• Sottoposto a Ecografia addome in urgenza, si reperta: 

“Ecostruttura epatica completamente sovvertita dalla presenza di numerose 
macronodularità prevalentemente iperecogene a distribuzione bilobare”.

• Segue immediato ricovero.

26/05/2022 
• Sottoposto a TC, si reperta:
 “Massa parenchimatosa con significativa e disomogenea captazione contrastografica……….

suggestiva per neoformazione intestinale.….Epatomegalia con sovvertimento 
dell’architettura parenchimale epatica in presenza di multiple focalità nodulari, ….. 
suggestive per lesioni secondarie” 

• Segue in urgenza colonscopia e biopsia per la conferma della diagnosi clinica di carcinoma 
del retto metastatico.

TIPO DI CAMPIONE BIOPTICO
biopsia unica costituita da 3 frammenti da lesione rettale

Problemi 

Quantità del materiale, 
fenomeni di crushing, 
artefatti da fissazione

Comunque sufficiente 
per la diagnosi di adenocarcinoma

VALUTAZIONE MOLECOLARE NEL CARCINOMA DEL 
COLON-RETTO: UN ESEMPIO DALLA PRATICA CLINICA
Attenzione ai tempi!



COME DOBBIAMO PROSEGUIRE IN QUESTI CASI?

• Determinazioni molecolari di alterazioni geniche frequenti 
es. KRAS/NRAS/BRAF, PIK3CA

• Determinazione dello status del Mismatch Repair system (immunoistochimica ed eventuale 
esame molecolare per la determinazione dell’instabilità dei microsatelliti (MSI))

• Determinazione dello status del gene HER2 (immunoistochimica ed eventuale esame di 
ibridazione in situ)

• Determinazione dello status del gene NTRK (immunoistochimica ed eventuale esame di 
ibridazione in situ o molecolare)

NEL NOSTRO CASO

01/06/2022

RICHIESTA URGENTE E CONTESTUALE DELLE DETERMINAZIONI MOLECOLARI:
1.  Ricerca di alterazioni geniche frequenti es. KRAS/NRAS/BRAF 
2.  MMR/MSI
3.  HER2
4.  NTRK

1. Valutazione molecolare

Valutazione molecolare dopo macrodissezione di tessuto da vetrino

Il campione conteneva:
 30% di cellule neoplastiche
 DNA (concentrazione) : 3,67 ng/µl
 DNA (frammentazione): elevata

METODI 
PANNELLO PANCANCER (RT-PCR based method)

Confermato con real-time PCR

DIAGNOSI:  
-KRAS/NRAS/BRAF:
WT (assenza di mutazione)

-PIK3CA:
presenza di mutazione 
p.(Q546K)



2. Valutazione dello status del MMR

La valutazione immunoistochimica per le 4 proteine del MMR ha ottenuto i seguenti risultati 
di espressione

MLH1 proficient PMS2 deficient

MSH2 proficient MSH6 deficient

DIAGNOSI:
DEFICIT DEL MMR (dMMR) in una 
proteina su 4.
Si decide la conferma con tecnica 
molecolare per l’instabilità dei 
microsatelliti (MSI)

METODI 
VENTANA MMR RxDx Panel:
VENTANA anti-MLH1 (M1) Mouse 
Monoclonal Primary Antibody
VENTANA anti-PMS2 (A16-4) Mouse 
Monoclonal Primary Antibody
VENTANA anti-MSH2 (G219-
1129) Mouse Monoclonal Primary 
Antibody
VENTANA anti-MSH6 (SP93) Rabbit 
Monoclonal Primary Antibody

2. Esame molecolare per la determinazione dell’instabilità dei microsatelliti (MSI)

NR27 DIAGNOSI:
MSI-LOW/MSS 
Stabilità dei 
microsatelliti

REFERENCE CONTROL

CLINICAL SAMPLE

NR21

NR22

BA
T25

BAT26

NR24

CAT25

MONO27

METODI 
PANNELLO 
PANCANCER 
(RT-PCR based 
method)



3. Valutazione dell’espressione di HER2 

Ha ottenuto i seguenti risultati di espressione: in materiale con artefatti tecnici

IMMUNOISTOCHIMICA IBRIDAZIONE IN SITU

HER2 SCORE 2+ 
(risultato equivoco da approfondire con metodica di 

ibridazione in situ)
• Valtorta E et al., Mod Pathol 2015
• Wolff AC et al., J Clin Oncol 2018

HER2 NON AMPLIFICATO
• HER2/CEP17: 1,2

• HER2 copy number: 3,05

METODI 
VENTANA anti-HER2/neu (4B5) Rabbit Monoclonal Primay Antibody (CE IVD):
VENTANA HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail (CE IVD).

4. Valutazione immunoistochimica dei riarrangiamenti di NTRK

Ha ottenuto i seguenti risultati in materiale con artefatti tecnici

NTRK: immunoreattività citoplasmatica granulare nel 30% 
delle cellule neoplastiche

I riarrangiamenti di NTRK devono, dunque, 
essere confermati ed eventualmente identificati

METODI 
VENTANA pan-TRK (EPR17341)
Assay (CE IVD).



RIASSUMENDO

 Paziente giovane con carcinoma avanzato metastatico
 RAS/BRAF/NRAS: WT
 dMMR (PMS2-) vs MSS?

 Per quale motivo? Artefatti tecnici, limiti di sensibilità delle tecniche, eterogeneità 
tumorale, MMR redundancy

 HER2: NEGATIVE
 RIARRANGIAMENTI DI NTRK DEVONO ESSERE ULTERIORMENTE RIVALUTATI

08/06/2022
Si decide di valutare le diverse alterazioni geniche con un test di secondo livello comprensivo di 
oltre 300 geni

METODI
SECOND LEVEL NGS ANALYSIS 324 genes: gene mutations, CNV, rearrangements, MSI 
status and TMB

SECOND LEVEL NGS ANALYSIS



RISULTATI 

I risultati confermano l’assenza di mutazione dei geni KRAS/BRAF/NRAS e la presenza di 
mutazione di PIK3CA, ma soprattutto confermano l’instabilità dei microsatelliti e mostrano 
un TMB di 59 muts/mb, oltre ad una mutazione di BRCA2.

TAKE HOME MESSAGES

 L’approccio multidisciplinare morfologico, molecolare e clinico delle neoplasie è fonda-
mentale nella gestione dei pazienti critici.

 Ci permette di individuare geni target per instaurare, nel minor tempo possibile, terapie 
mirate ed efficaci

 Per fare questo è necessaria una conoscenza approfondita delle neoplasie, da vari punti di 
vista, sia morfologico che clinico ma soprattutto molecolare e terapeutico ed una exper-
tize delle diverse tecniche di caratterizzazione molecolare dalle più semplici alle più com-
plesse ed estese.

 Nel nostro caso, questo approccio, rapido e mirato alla determinazione delle diverse al-
terazioni molecolari, utilizzando anche tecniche diverse di determinazione molecolare, 
ha permesso l’individuazione di una terapia target e la stabilizzazione della malattia in un 
paziente giovane ed inizialmente molto compromesso.

KRAS/BRAF/NRAS WT
PIK3CA pQ546K, p.C378R
NTRK NEGATIVE
PMS2 p.R241*

Microsatellite status MSI-High
Tumor Mutational Burden 59 Muts/Mb

BRCA2 p.T3033fs*11
NF1, APC, PTEN, ASXL1, BCORL1, CTCF, EZH2, 

MAP2K4, MLL2, NOTCH2, NOTCH3, SYFY, TP53, 
WHSC1

Variants of unkown clinical significance
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