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La biopsia liquida: definizione

Definizione: la biopsia liquida è una 

tecnica di campionamento e analisi dei 

fluidi biologici, in molti casi del sangue, 

ma non esclusivamente, e che permette 

di analizzare il secretoma cellulare. 

➢ Le cellule, sia in condizioni fisiologiche che patologiche, secernono una grande varietà di

molecole e nanoparticelle con differenti composizioni, strutture e funzioni, il tutto prende il nome di

SECRETOMA.



Biopsia convenzionale vs biopsia liquida

1) BIOPSIA TUMORALE: invasiva e dolorosa; non 

adatta per il monitoraggio; spesso non è possibile 

re-biopsiare;  è costosa e richiede tempo

2) BIOPSIA LIQUIDA: poco invasiva; nessun rischio 

per il pz; rappresentativo del tumore; elevata 

sensibilità; adatta al monitoraggio; consente di re-

biopsiare; supera l’eterogeneità del pz; rapida e 

conveniente



La biopsia liquida: applicazioni cliniche

1) DIAGNOSI PRECOCE

2) PROGNOSI

3) RISCHIO DI RECIDIVA E 

PROGRESSIONE DI MALATTIA

4) IDENTIFICAZIONE DEI MECCANISMI DI 

RESISTENZA E DEI TARGET 

TERAPEUTICI

5) COMPRENSIONE DEI MECCANISMI DI 

SVILUPPO DELLE METASTASI

Molti tumori rilasciano frammenti di DNA, cellule tumorali, vescicole extracellulari nel 

sangue periferico che permettono di fare:



I biomarker diagnostici 

Circulating cell-free 
nucleic acids DNA but 
also mRNA (mRNAs, 
microRNA and long non 
coding RNA)

Circulating tumor cells 
released by the primary 
tumor in circulation to 
form metastases at 
peripheral sites 

Extracellular vesicles 
containing proteins and 
nucleic acids (RNAs and 
DNA)

1

2

3

Meccanismi di rilascio

• Secrezione

• Necrosi

• Apoptosi



I biomarker diagnostici: ctDNA (1)

▪ Negli individui sani deriva dall’apoptosi delle normali cellule ematopoietiche

▪ Nei pazienti è rilasciato dalle cellule apoptotiche tumorali

▪ E’ altamente frammentato: DNA da 180 bp a 200 bp (tagliato dalle nucleasi attorno ai nucleosomi)

▪ E’ poco abbondante (15 ng/ml negli individui sani, 30 ng/ml nei pazienti con linfoma)

▪ Instabile, fragile → processamento veloce dopo raccolta del campione 

Snyder, Cell 2016



I biomarker diagnostici: ctDNA (1)

cfDNA is the vast majority (95% to 99%) 

of the total DNA extracted from blood

ctDNA CANNOT BE SELECTIVELY ISOLATED 



Rilevazione del ctDNA nel sangue necessita 

di tecnologie ad elevata sensibilità

I biomarker diagnostici: ctDNA (1)



I biomarker diagnostici: CTC (2)
Le CTCs potrebbero rappresentare un vero e proprio 

surrogato del tessuto tumorale su cui poter eseguire 

la determinazione del profilo molecolare del tumore.

Il loro utilizzo rimane ancora limitato:

-difficoltà di individuare metodi standardizzati per il 

loro isolamento e arricchimento data l’elevata 

eterogeneità delle CTCs stesse

-ridotta quantità in circolo, corrispondente (5-30 

cellule/ml di plasma) → 50 ml di plasma richiesti per 

l’analisi

-Instabile, fragile → processamento veloce dopo 

raccolta del campione 

- Fenotipicamente eterogenee in diversi stadi



I biomarker diagnostici: 
vescicole extracellulari (3)

❑ Il numero totale di Evs è 107-8/ml, le Evs tumore-

specifiche sono stimate 102-3/ml

❑ Facili da isolare e analizzare direttamente dal 

sangue

❑ Sono una popolazione eterogenea

❑ Trasportatori di diversi biomarkers provenienti 

dalla cellula di origine 

Ko et al., Analyst 2017



Pugholm LH et al. Biomed 

Res Int. 2015;2015:524817

I biomarker diagnostici: 
vescicole extracellulari (3)



ESOSOMI

▪ Contengono frammenti di DNA/RNA corti 

(<200bp) quindi meglio detectabili → ELEVATA 

SENSIBILITA’

▪ Protegge l’acido nucleico in vescicole lipidiche 

(non vi è degradazione)

▪ Riflettono la risposta stromale e quindi del 

microambiente, non solo tumorale

▪ Tuttavia il numero degli studi riguardanti CTC e 

esosomi è molto inferiore rispetto all’utilizzo del 

cfDNA → NECESSARIO IMPLEMENTARE 

STUDI CON ESOSOMI

I biomarker diagnostici: 
vescicole extracellulari (3)



CTC

EXOSOMES

cfDNA

Speicher MR Nat Biotechnology 2014

Diverse tecniche di isolamento



Diverse tecniche di caratterizzazione

❑Real-time PCR/Digital PCR: 

cfDNA analysis and vesicular 

biomarkers analysis

❑Next Generation 

Sequencing: cfDNA 

analysis and vesicles cargo 

sequencing

❑Denatured 

high‐performance liquid 

chromatography (DHPLC): 

cfDNA analysis 

❑ FISH/SNP arrays: genomic 

aberrations

Proteic-based DNA/RNA-based

❑ ICC/IF: vesicular proteic
biomarkers analysis

❑Protein electrophoresis/ 
Western Blot: vesicular 
biomarkers analysis

❑ELISA: vesicular proteic
biomarkers analysis

❑microBCA: vesicular proteic
biomarkers analysis

❑Mass spectrometry/Raman 
Technology: vesicular 
proteomic analysis

Cell-based

❑ Flow-cytometer: subcellular 

localization or colocalization of 

markers in CTC

❑ Mass spectrometry/Raman 

Technology: CTC



Biopsia liquida in ematologia

L’applicazione ideale e immediata è sui LINFOMI, la 

controparte «solida» delle patologie ematologiche, ma altre 

applicazioni sono in sviluppo, anche per la parte «liquida»



La Biopsia liquida nei linfomi (ctDNA)

CAncer Personalized Profiling by deep Sequencing▪ Genotyping

▪ Clonal evolution

▪ MRD monitoring



DLBCL: ctDNA vs CTC

Kurtz DM et al. Blood, 2015

Herrera AF et al. Br J Haematol, 2016

Tumor DNA is 

150-fold more 

abundant in 

plasma cfDNA 

than genomic DNA 

from PBMC



Rossi D., Blood 2017

La biopsia liquida nei linfomi: la genotipizzazione (ctDNA)

Viene monitorato il profilo genico 

nei pz con linfoma follicolare B 

durante terapia R-CHOP.

 

CONCORDANZA TRA IL cfDNA e il 

gDNA



Rossi D., Blood 2017

La biopsia liquida nei linfomi: l’evoluzione clonale (ctDNA)

Clonal evolution monitoring 

Longitudinal cfDNA genotyping 

allows real time recovery of 

treatment-associated clonal 

evolution



GOOD RESPONDERS

REFRACTORY PATIENTS

Rossi D., Blood 2017

La biopsia liquida nei linfomi: il monitoraggio (ctDNA) 

Mutations are cleared from plasma cfDNA in responding patients but not in 

refractory patients



La biopsia liquida nei linfomi: gli esosomi

60 DLBCL

38 FL

68 Healthy Controls

Exosomes fraction 

isolation from 

plasma for mRNA 

evaluation.

Correlation between 

mRNA composition and:

- OS

- PFS

- Response to 

treatment



La biopsia liquida nei linfomi (gli esosomi)

- BCL-6 and c-MYC transcript positivity in

pretreatment samples resulted as

statistically significant predictor of

worsened PFS.

- c-MYC mRNA positivity was also linked to

inability to obtain CR with first-line therapy

and with a short PFS in FL setting.

- The presence of BCL-6 mRNA was

associated with a high death rate.

Provencio et al., Oncotarget, 2017



La biopsia liquida per il monitoraggio 
della MRD nei pazienti con linfoma

Kwok M et al., Curr. Treat. Options in Oncol. (2016)

➢ Monitoraggio del ctDNA mediante NGS: 

durante la terapia (interim monitoring); 

per definire la categoria di remissione 

molecolare al termine della terapia 

(response assesment); per detectare 

precocemente la ricaduta (surveillance 

monitoring).

➢ Non sono tuttavia ancora stati riscontrati 

impatti clinici, quindi sono necessari studi 

clinici per approfondire quest’aspetto. 

La detection molecolare VDJ sembra essere il miglior 

metodo per il monitoraggio della MRD mediante LB



MRD clearance during treatment by Ig-HTS from the liquid biopsy

La biopsia liquida nei linfomi: l’MRD (ctDNA)

Roschewski M et al. Lancet Oncol, 2015



Interim MRD after 2 cycles predicts progression

Roschewski M et al. Lancet Oncol, 2015

La biopsia liquida nei linfomi: l’MRD (ctDNA)



La biopsia liquida nella leucemia mieloide 
cronica: gli esosomi



La biopsia liquida nella leucemia mieloide 
cronica: gli esosomi

Two approaches:

• Digital PCR

• Tumor-exosomes enrichment

CDNA

RNA EXTRACTION

BCR-ABL1 and Y4

BCR-ABL1



La biopsia liquida nella leucemia mieloide 
cronica: pazienti e controlli

• 10 Chronic Myeloid Leukemia Patients

• 10 Healthy Controls

• 4 Pathologic Controls



La biopsia liquida nella leucemia 
mieloide cronica: i risultati

Improvement of sensitivity and detection EXOCELLS

Linear correlation in 

case of high leukemic 

burden



La biopsia liquida nella leucemia 

mieloide cronica
Variabile Numero di 

campioni:104

Classe di MR

MMR 18/104 (17%) 

DMR 86/104 (83%) 

Terapia in corso

Imatinib 21/104 (20%) 

Nilotinib 14/104 (13.5%) 

Dasatinib 6/104 (5.5%) 

Bosutinib 1/104 (1%)

Intermittent TKI 
therapy

27/104 (26%) 

TFR 24/104 (23%)



La biopsia liquida nella leucemia mieloide cronica: dPCR vs RT-qPCR

dPCR IS MORE SENSITIVE THAN RT-qPCR



La biopsia liquida nella leucemia mieloide cronica: monitoraggio 

vescicolare di BCR::ABL1 in diverse classi di risposta molecolare 



La biopsia liquida nella leucemia mieloide cronica: monitoraggio 

vescicolare di BCR::ABL1 e terapia

VESICULAR BCR-ABL1 QUANTIFICATION IS INFLUENCED BY THE ONGOING THERAPY



La biopsia liquida nella leucemia mieloide 

acuta: gli esosomi

Identificazione di biomarkers molecolari di Leucemia Mieloide Acuta negli esosomi

circolanti nel sangue periferico di pazienti adulti con AML



La biopsia liquida nella leucemia mieloide 
acuta: il disegno sperimentale

• 14 acute Myeloid Leukemia Patients

• 8 acute MYELOID LEUKEMIA 
PATIENTS monitored at different 
disease phases

• 3 Healthy Controls

• Two approaches: NGS; tumor-exosomes 
enrichment

I. Valutazione della fattibilità dell’arricchimento degli

esosomi da AML unitamente ad approcci di NGS

e dPCR nella detection di marcatori molecolari

conosciuti di AML per il monitoraggio della MRD e

del rischio di recidiva.

II. Confronto tra le mutazioni identificate sugli

esosomi e sulle cellule leucemiche isolate da

sangue periferico e midollo osseo.

III. Identificazione del timing ottimale per l’analisi

degli esosomi.



DNA ESOSOMIALE CORRELA CON IL 
“LEUKEMIA BURDEN”

La biopsia liquida nella leucemia mieloide 

acuta: i risultati



ESOSOMI COME 
«SPECCHIO» DEL MIDOLLO 
OSSEO: OMOLOGIA TRA LE 

VARIANTI RILEVATE 

La biopsia liquida nella leucemia mieloide 

acuta: i risultati



La biopsia liquida nella leucemia mieloide 

acuta: omologia tra le varianti rilevate

Tipologia di mutazione

Tipo di geni mutati

CELLS EXOSOMES



Biopsia liquida in ematologia 


	Diapositiva 1
	Diapositiva 2
	Diapositiva 3: La biopsia liquida: definizione
	Diapositiva 4: Biopsia convenzionale vs biopsia liquida
	Diapositiva 5: La biopsia liquida: applicazioni cliniche
	Diapositiva 6: I biomarker diagnostici 
	Diapositiva 7: I biomarker diagnostici: ctDNA (1)
	Diapositiva 8: I biomarker diagnostici: ctDNA (1)
	Diapositiva 9
	Diapositiva 10: I biomarker diagnostici: CTC (2)
	Diapositiva 11: I biomarker diagnostici:  vescicole extracellulari (3)
	Diapositiva 12
	Diapositiva 13
	Diapositiva 14
	Diapositiva 15
	Diapositiva 16
	Diapositiva 17: La Biopsia liquida nei linfomi (ctDNA)
	Diapositiva 18
	Diapositiva 19: La biopsia liquida nei linfomi: la genotipizzazione (ctDNA)
	Diapositiva 20
	Diapositiva 21
	Diapositiva 22
	Diapositiva 23
	Diapositiva 24
	Diapositiva 25
	Diapositiva 26
	Diapositiva 27
	Diapositiva 28
	Diapositiva 29
	Diapositiva 30
	Diapositiva 31
	Diapositiva 32
	Diapositiva 33
	Diapositiva 34
	Diapositiva 35
	Diapositiva 36: La biopsia liquida nella leucemia mieloide acuta: il disegno sperimentale
	Diapositiva 37
	Diapositiva 38: ESOSOMI COME «SPECCHIO» DEL MIDOLLO OSSEO: OMOLOGIA TRA LE VARIANTI RILEVATE 
	Diapositiva 39
	Diapositiva 40: Biopsia liquida in ematologia 

