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Sommario Il NETest ¢ una metodica di biologia moleco-
lare e, in particolare, di biopsia liquida, applicata alle neo-
plasie neuroendocrine (NEN), che si propone come nuovo
biomarcatore altamente sensibile e specifico. Il NETest con-
sente una sorta di gene signature del tumore, definendone
il profilo trascrizionale mRNA, estratto dal sangue periferi-
co. L’applicazione pratica ¢ nella diagnosi, dove il NETe-
st sembra identificare anche piccoli tumori localizzati, nel-
la definizione prognostica, con I’identificazione dei tumo-
ri con maggiore tendenza alla progressione e alla recidiva
post-chirurgica, nella riposta ai trattamenti, con 1’identifi-
cazione precoce di progressione nel corso di terapie anti-
tumorali. A fronte di risultati iniziali estremamente promet-
tenti, il NETest necessita di una conferma su larga scala, in
ampie casistiche multicentriche.
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Introduzione
Le neoplasie neuroendocrine

Le neoplasie neuroendocrine (NEN) sono un gruppo ete-
rogeneo di tumori che originano dal sistema neuroendocri-
no. Esprimono marcatori di differenziazione neuroendocri-
na, come Cromogranina A, sinaptofisina ed enolasi neurono-
specifica (NSE), nonché ormoni e fattori di trascrizione tis-
sutali specifici [1]. L’eterogeneita delle NEN dipende dal-
la natura del sistema neuroendocrino, costituito da cellule e
tessuti differenti ma con caratteristiche comuni, diffuse in
diversi organi e apparati, in particolare a livello di polmoni,
tratto gastrointestinale e pancreas [1].

A causa dell’eterogeneita delle NEN, sono stati adottati
vari criteri per la loro classificazione. Nel 2010 sia I’OMS
che I’ American Joint Cancer Committee (AJCC) hanno in-
trodotto i fondamenti della moderna classificazione: il ter-
mine NEN include le forme a basso grado, i cosiddetti tu-
mori neuroendocrini (NET), e quelle ad alto grado, i carci-
nomi neuroendocrini (NEC). I NET presentano morfologia
ben differenziata e valori bassi-intermedi di conta mitoti-
ca e/o indice Ki-67, mentre i NEC presentano morfologia
scarsamente differenziata ed elevati indici proliferativi [2].
Le nuove classificazioni WHO 2017 e 2019 hanno ridefini-
to la classificazione, suddividendo i NET in G1, G2 e G3,
con indice proliferativo crescente, mentre i NEC presentano
un’unica categoria a elevata proliferazione [3].

Il perfezionamento della classificazione istologica e del
sistema di stadiazione, basato sulla dimensione del tumo-
re/invasione locale, coinvolgimento linfonodale e metastasi
a distanza (TNM), ha permesso una migliore caratterizza-
zione dei tumori, con una previsione prognostica piu effica-
ce e indicazioni utili alla scelta terapeutica [4, 5]. Le strate-
gie terapeutiche attualmente disponibili includono, oltre alla
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Tabella1 Biomarcatori attualmente in uso nelle neoplasie neuroendocrine

Marcatore

Indicazione clinica

Marcatori aspecifici

Cromogranina A (CgA)

Enolasi Neurone Specifica (NSE)

Polipeptide pancreatico

Marcatori specifici

Acido 5-idrossi-indolacetico urinario (5-HIAA)
Gastrina

Insulina, C peptide, glicemia

Glucagone, VIP, somatostatina

Metanefrine, normetanefrine, 3-metossitiramina
Calcitonina

NTpro-BPN

PTH, calcemia, ACTH, cortisolo, GH, IGF1

Tutti i tipi di neoplasie neuroendocrine
Carcinoma neuroendocrino, tumore neuroendocrino metastatico, carcinoide atipico

Tumore neuroendocrino pancreatico

Tumore neuroendocrino — Sindrome da carcinoide

Tumore neuroendocrino duodeno-pancreatico — Sindrome di Zollinger Ellison
Tumore neuroendocrino pancreatico — Sindrome ipoglicemica iperinsulinemica
Tumore neuroendocrino pancreatico

Feocromocitomi/paragangliomi

Carcinoma midollare, altri tumori neuroendocrini (pancreas, laringe, ecc.)
Cardiopatia da sindrome da carcinoide come marcatore di disfunzione ventricolare
Sindromi paraneoplastiche con ipersecrezione di GHRH, CRH, ACTH, PTHrp, IGF1

chirurgia, analoghi della somatostatina (SSA), terapia radio-
recettoriale (PRRT), terapie a bersaglio molecolare (everoli-
mus, sunitinib), chemioterapia (cisplatino, etoposide, temo-
zolomide, capecitabina), radioterapia e trattamenti ablativi
locoregionali [4, 5].

Nell’era della medicina di precisione, 1’eterogeneita delle
NEN rappresenta una sfida clinica significativa, perché ren-
de difficile prevederne la prognosi e ottimizzarne il tratta-
mento [6]. Tra le questioni irrisolte nella gestione delle NEN
occupa un piano di rilievo I’assenza di efficaci biomarcatori
di diagnosi, prognosi e predittivi di risposta ai trattamenti.

Limiti dei biomarcatori attuali

Le NEN sintetizzano e secernono vari ormoni, amine e pep-
tidi che possono essere utilizzati come biomarcatori. Questi
vengono suddivisi in “aspecifici”, comuni a tutte le NEN, e
“specifici” di singoli istotipi tumorali e ben definiti fenotipi
clinici [7]. Attualmente i biomarcatori monoanalitici utiliz-
zati (Tabella 1) presentano molti limiti in termini di variabi-
lita delle misurazioni, scarsa sensibilita, specificita e potere
predittivo. Cio riflette sia 1’eterogeneita che la complessita
biologica di questi tumori. Pertanto, sebbene utilizzati nel-
la pratica clinica sia nella diagnosi che nel follow-up, rara-
mente rappresentano una guida nel processo decisionale di
queste neoplasie [7, 8].

Marcatori aspecifici

La Cromogranina A (CgA) ¢ una glicoproteina presente nei
granuli densi secretori delle cellule neuroendocrine ed ¢ il
biomarcatore neuroendocrino piu utilizzato, correlando con
la massa tumorale, soprattutto epatica, e con la sopravviven-
za del paziente. Tuttavia, non esiste un dosaggio standardiz-
zato e ci sono ampie variazioni nelle misurazioni effettuate

nei diversi laboratori, in base agli anticorpi utilizzati per il
dosaggio. La CgA ha una sensibilita del 60—90% e una spe-
cificita molto variabile tra il 10 e il 96%, a causa dei falsi
positivi dovuti a differenti condizioni sia patologiche (insuf-
ficienza renale o cardiaca, epatopatia cronica, gastrite cro-
nica atrofica, malattie infiammatorie croniche dell’intestino,
tumori non neuroendocrini) che farmacologiche (inibitori di
pompa protonica) [9].

L’enolasi neurone-specifica (NSE) ¢ espressa nei neuro-
ni e nelle cellule neuroendocrine e puo essere indicativa di
tumori derivati da questi tipi cellulari. L'NSE non ¢ in gra-
do di differenziare tra diversi sottotipi di NEN, ma elevati
livelli di questo enzima sono associati alle neoplasie scarsa-
mente differenziate. L'NSE non & comunemente usato nella
pratica clinica in quanto non offre alcun vantaggio partico-
lare rispetto alla CgA e ha molti limiti, sia di misurazione
che di accuratezza diagnostica [8].

Il polipeptide pancreatico (PP) ¢ prodotto dalle cellule
neuroendocrine del pancreas e del colon. E stato usato co-
me biomarcatore non specifico, ma non sembra correlare
con alcun aspetto specifico delle NEN, pertanto la sua utilita
clinica ¢ limitata [8].

Marcatori specifici

I principali biomarcatori tumorali associati alle differenti
sindromi endocrine sono riassunti in Tabella 1.

L’ Acido 5-idrossi-indolacetico urinario (5-HIAA) ¢ il se-
condo marcatore piu esplorato nell’ambito delle NEN. Pre-
senta una sensibilita del 5-50% (65-85% nei NET ileali)
e una specificita quasi del 100% nell’identificare un tumo-
re serotonina-secernente [7]. L’accuratezza di questo mar-
catore ¢ elevata quando il valore ¢ almeno doppio rispetto al
cut-off massimo, ma necessita di conferma su pili campioni
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urinari e dell’esclusione di numerosi fattori interferenti, die-
tetici (caffeina, teina, banane, banane, pompelmo, kiwi, avo-
cado, more, prugne rosse, frutta secca, melanzane, pomodo-
ri, cioccolato) e farmacologici (FANS, antidepressivi trici-
clici, fenotiazina, reserpina, propanololo, L-DOPA, I-MAO,
5-fluorouracile). 11 5-HIAA correla solo debolmente con la
gravita della patologia, e ci0 ne limita 1’uso nello screening
e nella diagnosi [8]. L'NT-proBNP ¢ utilizzato come marca-
tore di disfunzione ventricolare in pazienti con cardiopatia
da sindrome da carcinoide.

La gastrina ¢ il biomarcatore specifico della sindrome di
Zollinger-Ellison (ZES) con una sensibilita di circa il 100%
e una bassa specificita. Analogamente alla CgA, la bassa
specificita ¢ dovuta a numerose condizioni sia patologiche
(insufficienza renale, gastrite cronica atrofica, infezione da
Helicobacter pylori, sindrome dell’intestino corto) che far-
macologiche (inibitori di pompa protonica, H2 antagonisti)
responsabili di aumentate concentrazioni ematiche [9]. L’in-
sulina ¢ il biomarcatore specifico dell’ipoglicemia iperin-
sulinemica da insulinoma, in associazione a ipoglicemia ed
elevati valori di C-peptide. Presenta una sensibilita del 100%
e una bassa specificita [9]. Livelli di insulina inappropriati si
riscontrano anche nella nesidioblastosi, nelle sindromi ipo-
glicemiche autoimmuni, nelle ipoglicemie farmacologiche.
I1 glucagone, la somatostatina, il VIP sono ulteriori biomar-
catori di specifiche sindromi endocrine correlate alle NENs,
generalmente causate da rari NET pancreatici [7].

Le normetanefrine e le metanefrine plasmatiche o uri-
narie e la 3-metossitiramina plasmatica, sono utilizza-
te nella diagnosi e nel monitoraggio dei feocromocito-
mi/paragangliomi. Il dosaggio di questi marcatori richie-
de I’esclusione di fattori dietetici (caffeina, teina, banane,
kiwi, avocado, frutta secca, cioccolato, vaniglia), voluttua-
ri (nicotina, alcol) e farmacologici (FANS, antidepressivi
triciclici, litio, reserpina, clonidina, furosemide, felodipi-
na, L-DOPA, I-MAO, nitroglicerina, teofillina, fenotiazina,
desametasone) che possono interferire con il dosaggio [10].

La calcitonina ¢ invece il marcatore suggestivo di car-
cinoma midollare della tiroide ma elevati livelli possono
essere riscontrati anche in NEN di altra sede, una volta
esclusi anche in questo caso fattori fisiologici, patologici e
farmacologici interferenti con il dosaggio [11].

Infine, ulteriori ormoni possono essere sintetizzati e se-
creti nell’ambito di una sindrome paraneoplastica soprattut-
to nelle NEN polmonari (carcinoidi tipici) e pancreatiche
(NET G2), in particolare in caso di ricorrenza o progressione
di malattia [7].

La biopsia liquida in oncologia
La biopsia liquida & una metodica di nuova generazione che

utilizza un campione di sangue al fine di identificare e ca-
ratterizzare la neoplasia del paziente [12]. Con il termine

@ Springer

(@)
@%

Cellule tumorali

Esosomi i i
circolanti
'
Piastrine Acidi leici
cidi nucleici
educate dal

tumore (TEPS)

Fig. 1 Biopsia liquida: materiale biologico di partenza

biopsia liquida ci si riferiva inizialmente alla ricerca di cellu-
le tumorali circolanti (CTC); attualmente il concetto ¢ stato
ampliato anche all’analisi di acidi nucleici, esosomi o pia-
strine educate dal tumore (tumor educated platelets, TEPs)
[13], come riassunto in Figura 1.

I vantaggi della biopsia liquida sono molteplici. In pri-
mis, si tratta di una procedura semplice e gravata da bassi
rischi per il paziente: questo rende I’esame eseguibile anche
in pazienti ad alto rischio o in cui il tumore si trovi in se-
di difficilmente bioptizzabili [13]. Secondo, la procedura ¢
ripetibile e, come tale, si presta per 1’individuazione di pos-
sibili cloni tumorali divenuti piti aggressivi (ad esempio du-
rante I’impiego di farmaci chemioterapici), permettendo un
rapido adeguamento della terapia [14]. Terzo, in caso di pa-
zienti clinicamente in remissione, la positivita della biopsia
liquida potrebbe permettere di evidenziare pazienti a rischio
di recidiva (malattia minima residua) [15]. Infine, molti tu-
mori, tra cui le NEN, sono caratterizzati da una marcata ete-
rogeneita, per cui il campione bioptico di una localizzazione
tumorale potrebbe non essere esemplificativo di tutte le le-
sioni del singolo paziente, mentre la biopsia liquida riflette
meglio le varie localizzazioni di malattia.

La prima identificazione di CTC risale al 1869 [16] e at-
tualmente la loro valutazione trova un impiego clinico in vari
istotipi tumorali tra cui i tumori prostatici, ovarici, polmona-
ri, mammari [12]. Una volta isolate, le CTC sono utilizzate
per I’esecuzione di analisi citologiche e molecolari al fine
di ottenere informazioni cliniche ma anche di ampliare la
conoscenza dei vari processi implicati nella cancerogenesi
[17]. Inoltre, I’identificazione di CTC acquisisce particola-
re interesse perché queste cellule sono presenti nel circo-
lo sanguigno dopo extravasazione, un fenomeno chiave del
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processo di metastatizzazione. In questo campo, numerosi
studi si sono concentrati sulla valutazione della transizio-
ne epitelio-mesenchimale: la perdita di molecole di adesio-
ne tipiche delle cellule epiteliali e 1’acquisizione di motili-
ta da parte delle cellule tumorali pud testimoniare la mag-
giore aggressivita delle cellule tumorali stesse e predire un
comportamento clinico aggressivo.

Frammenti di acidi nucleici (sia DNA che RNA) derivati
dalle cellule tumorali si ritrovano in circolo sia per rilascio
diretto da parte delle cellule tumorali che vanno incontro a
necrosi o apoptosi, sia dopo la digestione da parte di macro-
fagi dopo fagocitosi, o per il rilascio da parte delle cellule
tumorali circolanti [18]. La presenza di specifiche mutazio-
ni puo differenziare i frammenti di acidi nucleici di origi-
ne tumorale da quelli derivanti da cellule non neoplastiche.
Questo materiale puo essere utilizzato per la ricerca di speci-
fiche mutazioni caratterizzanti una neoplasia ed & gia utiliz-
zato in ambito clinico per la valutazione dello status muta-
zionale del recettore EGFR nei pazienti affetti da tumore del
polmone non a piccole cellule [19]. Va considerato che gli
acidi nucleici, derivando prevalentemente da cellule necro-
tiche o apoptotiche, potrebbero non essere rappresentativi
dell’eventuale porzione cellulare resistente al trattamento.

Le cellule tumorali possono rilasciare nella circolazio-
ne microvescicole, note come esosomi, contenenti proteine,
acidi nucleici, lipidi e metaboliti. Questi esosomi sembra-
no correlare con la progressione tumorale, la risposta im-
mune, 1’angiogenesi e la metastatizzazione [20]. In partico-
lare, la composizione delle integrine del lisosoma potrebbe
predire la diffusione metastatica tumorale partecipando alla
formazione della nicchia metastatica.

Infine, ¢ stata dimostrato come 1’interrelazione tra le pia-
strine del paziente e le cellule tumorali sia implicata nella
crescita e disseminazione del tumore. Queste piastrine, che
vengono quindi chiamate TEP, sono anche in grado di veico-
lare biomolecole associate al tumore. In particolare, le TEP
hanno la capacita di fagocitare RNA circolare rilasciato dal
tumore [21]. E stato dimostrato come lo studio delle TEP
permetta di discriminare soggetti affetti da tumore e sogget-
ti sani, di identificare la tipologia di tumore primitivo e di
valutare dei biomarcatori che possano predire la risposta al
trattamento.

Nonostante i numerosi vantaggi della biopsia liquida, al
momento vi sono alcune criticita che ne riducono I’appli-
cazione clinica. In primis non tutti gli istotipi tumorali rila-
sciano una pari quantita di cellule tumorali (o di altri com-
ponenti) nel circolo sanguigno, anche in caso di alto burden
tumorale [22]. Questo, unito al fatto che solo una piccola
percentuale di esosomi, piastrine o frammenti di acidi nu-
cleici ¢ di fatto di origine tumorale, potrebbe comportare una
scarsa disponibilita di materiale e, quindi, una ridotta accu-
ratezza dell’analisi [12, 13]. Inoltre, andrebbe incrementa-
ta la standardizzazione delle procedure sia preanalitiche che

analitiche. Infine, non sempre eventuali mutazioni o altera-
zioni evidenziate con la biopsia liquida sono dotate di un’ac-
curatezza sufficiente da poter permettere la corretta diagnosi
o da poter guidare la gestione clinica del paziente [23].

Il NETest

Anche nelle NEN, studi preliminari hanno dimostrato che
i prodotti dell’espressione genica rilevati a livello emati-
co rispecchiano I’espressione genica del tessuto tumorale e
che quest’ultima correla strettamente con il comportamento
biologico della neoplasia in esame [24].

Partendo da questi assunti & stato elaborato il NETest
che, tramite una tecnica di biologia molecolare, la real time
PCR (rt-PCR), permette di verificare e quantificare nel san-
gue dei pazienti la presenza di diversi prodotti trascrizionali
(mRNA) di origine neoplastica [25].

In particolare, si fa riferimento a un panel contenente 51
geni implicati nella tumorigenesi neuroendocrina e apparte-
nenti alle categorie dei cosiddetti “-omi” (SSTRoma, proli-
feroma, metaboloma, secretoma, epigenoma, apoptoma) che
costituiscono nell’insieme il fingerprint caratteristico delle
NEN [26]. Tali geni sono stati selezionati tramite un pro-
cesso multistep sfruttando la tecnologia dei microarray, che
consente di verificare quanti e quali geni sono attivi in uno
specifico tipo cellulare o in un tessuto e qual ¢ il loro livello
di espressione. Comparando tessuti sede di NEN e di altri
istotipi tumorali con tessuti non interessati da patologia, so-
no stati selezionati i geni iperespressi solo nelle GEP-NEN
e, tra questi, sono stati successivamente individuati quelli
che si ritrovavano nel trascrittoma ematico. Integrando que-
sti geni con quelli gia noti in letteratura si ¢ ottenuto il panel
attualmente utilizzato [25].

Il NETest si articola in due parti (Fig. 2):

1. dal sangue periferico del paziente, raccolto e messo in
provetta con EDTA, sono isolati gli mRNA e da que-
sti vengono prodotte le sonde di cDNA. Viene quindi
eseguita una rt-PCR che amplifica i geni di interesse;

2. si quantificano tali geni e tramite algoritmi viene realiz-
zata una prima analisi che restituisce un punteggio da 0
a 8: campioni con un punteggio 0-2 sono ritenuti nor-
mali, da 3 a 8 sono considerati associati a NEN. Viene
poi effettuata una seconda analisi algoritmica che valuta
I’espressione di precisi clusters genici: valori superiori o
uguali a 50 corrispondono a una probabilita superiore al
75% di trovarsi di fronte a una malattia in progressione.

Queste due informazioni vengono sommate e convertite
in un valore percentuale (da 0 a 100%): il cosiddetto NETest
score. Questo score ¢ direttamente proporzionale al livello
di attivita della malattia al momento del test: 0—-40%: bassa
attivita, 41-79%: moderata attivita, >80%: alta attivita [27].
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Tabella 2 Studi clinici sul ruolo diagnostico del NETest. GEP
NET, tumore neuroendocrino gastroenteropancreatico; PNET, tu-
more neuroendocrino pancreatico; NEN, neoplasia neuroendocri-

na; NEC, carcinoma neuroendocrino; BPCO, broncopneumopatia
cronica ostruttiva; PPGL, feocromocitoma e paraganglioma; GEP,
gastroenteropancreatico

Pazienti Controlli Risultati NETest cutoff
Malkzwesca A et al [31], -111 GEP NET - 63 controlli sani - Performance diagnostica -
2019 Sensibilita 99%
Specificita 95%
Accuratezza 97%
Genc CG et al [35], 2018 - 35 PNET - 11 controlli sani - NETest score > nei pazienti che >20% diagnosi

Filosso P et al [32], 2018 - 131 bronchopulmonary

- 49 controlli con

di NET

- Performance diagnostica -

nei controlli (p <0,05)

Peczkowska M et al [33],
2017

atipici e NEC)

- 32 PPG

neoplasia
non-neuroendocrina
- 18 controlli BPCO
- 90 controlli sani

- 32 controlli sani o
affetti da patologia

Sensibilita 93%

Specificita 89%

Valore predittivo positivo 92%
Valore predittivo negativo 91%
Accuratezza >88%

- Performance diagnostica
Sensibilita 87,5%

>26,7% diagnosi
di PPGL

benigna Specificita 100%
-32NET GEPe Valore predittivo positivo 100%
broncopolmonari Valore predittivo negativo 93,7%

Accuratezza 96,9%

Questa forma di biopsia liquida viene attualmente ado-
perata nel Regno Unito (presso il Sarah Cannon Molecu-
lar Diagnostics Laboratory di Londra) e negli Stati Uniti
(presso gli WREN Laboratories di Branford, Connecticut).
I dati sono identici per entrambi i laboratori e la procedu-
ra ¢ certificata secondo i Clinical Laboratory Improvement
Amendments (CLIA) [28].

Il NETest ¢ stato utilizzato in pazienti con NEN GEP e
broncopolmonari e nei paragangliomi e feocromocitomi e
presenta diverse applicazioni cliniche risultando vantaggio-
so in ambito diagnostico, prognostico e predittivo di risposta
[29]. E un metodo standardizzato e riproducibile e non ¢ in-
ficiato da caratteristiche del paziente come eta, genere, etnia,

@ Springer

digiuno o uso di farmaci come gli inibitori di pompa proto-
nica [28]. Risulta quindi piu vantaggioso rispetto ai biomar-
catori attualmente utilizzati ed ¢ verosimilmente destinato
ad affiancarli e poi sostituirli nei prossimi anni [30].

Applicazione clinica del NETest

Ruolo diagnostico

Il ruolo diagnostico del NETest nelle NEN ¢ stato valutato
in pochi studi clinici (Tabella 2). In una serie di 111 pazienti
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Tabella 3 Ruolo prognostico del NETest. GEP NET, tumore neu-
roendocrino gastroenteropancreatico; PNET, tumore neuroendocrino
pancreatico; NEN, neoplasia neuroendocrina; NEC, carcinoma neu-

roendocrino; PPGL, feocromocitoma e paraganglioma; PD, malattia
progressiva; SD, malattia stabile

Pazienti Risultati NETest cutoff
Malkzwesca A et al - 75 GEP NET NETest score > nei pazienti PD che SD (p -
[31], 2019 11 PD <0,0001) (accuratezza 95%)

64 SD
Genc CG et al [35], - 35 PNET: NETest score > in pazienti con recidiva dopo <40% assenza di

2018

Filosso P et al [32],
2018

Peczkowska M et al
[33], 2017

Modlin IM et al
[34], 2016

11 RO senza recidiva
12 RO con recidiva
12 R1 senza recidiva

- 19 bronchopulmonary NEN
carcinoidi atipici, 3 NEC)

- 32 PPGL

11 PD

21 SD

- 29 PPGL

4 metastatici

7 multicentrici

18 localizzati

- 35 GEP NET:
15RO post-chirurgia
12R1 post-chirurgia

8 post-ablazione non chirurgica

chirurgia radicale che nei pazienti senza recidiva (p
<0,005) (accuratezza 83%)

NETest score correla con lo stato tumorale
post-chirurgia (p <0,001)

NETest score > nei pazienti PD che SD (p <0,0001)
NETest score > nei pazienti con malattia metastatica
o multicentrica che in quelli con malattia localizzata
(p <0,05)

NETest score si riduce maggiormente nei pazienti
RO dopo chirurgia che negli R1 e in quelli
post-ablazione non chirurgica (p <0,05)

NETest score > nei pazienti PD che SD (p <0,001)

recidiva

<53% SD

<47% assenza di
recidiva

<80% SD

Cwikla JB et al [36], - 35 GEP NET
2015 10 PD
25 SD

con GEP-NET e 63 controlli sani, il NETest mostrava un’ac-
curatezza del 97% nella diagnosi di NET e una concordanza
superiore al 90% con I’'imaging, sia morfologico (TC e RM)
che funzionale (68 Ga-SSA-PET-TC) [31]. In una casistica
di pazienti con NEN polmonare, comprendente carcinoidi ti-
pici, atipici e NEC, comparati a pazienti affetti da patologia
polmonare non neuroendocrina e a soggetti sani, si ottene-
vano un’accuratezza diagnostica solo leggermente inferiore
[32]. Tali dati sono stati anche confermati in casistiche piu
piccole ma omogenee di NET pancreatici e di feocromoci-
tomi e paragangliomi [33]. In quest’ultimo studio I’accura-
tezza diagnostica era pari al 96,9% verso i controlli sani,
mentre i valori di NETscore erano comparabili tra i feocro-
mocitomi/paragangliomi e un gruppo di controllo con NET
GEP.

Questi dati sembrano quindi fortemente suggestivi del-
I’efficacia del NETest nell’identificare NEN di varia ori-
gine (GEP, polmonare, feocromocitoma/paraganglioma),
consentendo la diagnosi differenziale con tumori non-
neuroendocrini e patologie non neoplastiche.

Ruolo prognostico

Il NETest ¢ risultato utile anche come fattore prognostico in
diversi studi clinici (Tabella 3). Il ruolo prognostico ¢ sta-

to valutato approfonditamente nello studio di Peczkowska
e collaboratori [33], che evidenziava come il NETest sco-
re fosse direttamente proporzionale all’estensione di malat-
tia, sia nella popolazione di riferimento con feocromocito-
ma/paraganglioma sia in quella con GEP-NET. Valori mi-
nori sono stati riscontrati nei pazienti con malattia localiz-
zata, elevati invece nella malattia metastatica e multifoca-
le. Gli autori indagavano inoltre I'utilita del NETest come
predittore dello stato di malattia, riportando valori signifi-
cativamente pill elevati nella malattia progressiva rispetto
alla malattia stabile (86 & 2% vs 41 &+ 5%, p <0,0001),
identificando un valore soglia pari al 53% nei pazienti con
feocromocitoma/paraganglioma.

L’elevata accuratezza della biopsia liquida nel definire
lo stato di malattia veniva evidenziata anche nel gia cita-
to lavoro di Filosso e colleghi sulle NEN polmonari [32],
che riportava valori significativamente superiori in pazien-
ti con patologia progressiva rispetto a quelli con malattia
stabile (73 + 22% vs 36 + 19%, p <0.001). Nel 2019
Malczewska et al. [31] confermavano risultati sovrapponi-
bili in una popolazione di GEP NET, suggerendo I’efficacia
di questo indicatore prognostico indipendentemente dal tipo
di NEN.

Per quanto riguarda la capacita del NETest di predire
la prognosi del tumore dopo approcci terapeutici radica-
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Tabella 4 Studi clinici sul ruolo del NETest come predittore di ri-
sposta al trattamento. GEP NET, tumore neuroendocrino gastroente-
ropancreatico; PD, malattia progressiva; SD, malattia stabile; ORR, ri-

sposta obiettiva; NEN, neoplasia neuroendocrina; SSA, analoghi della
somatostatina; PRRT, terapia radiorecettoriale

Pazienti

Risultati

NETest cutoff

Cwikla JB et al [36], - 28 GEP-NET trattati con SSA

2015 20PD
8 SD+ORR
Bodei L et al [37], - 54 GEP NET, carcinoidi bronchiali e NEN
2015 a primitivo sconosciuto trattati con PRRT
15PD
39 SD+ORR

NETest score si riduce nei responsivi e
aumenta nei non-responsivi (accuratezza
79%)

NETest score si riduce nei responsivi e -
aumenta nei non-responsivi (accuratezza

89%)

<80% correla con risposta
(SD+ORR) a SSA

Principio attivo ~ Nome commerciale ~ Casa produttrice

Preparazione/dosaggio

Everolimus Afinitor Novartis Farma SPA

Sunitinib Sutent Pfeizer SRL

Cisplatino - -

Etoposide Vepesid Cheplapharm Arzneimittel GMBH

Temozolomide Temodal Merck Sharp & Dohme BV
Temomedac Medac GMBH

Capecitabina Xeloda Roche Registration GMBH

2,5-5-20 mg compresse

12,5-25-37,5-50 mg capsule rigide

0,5-1 mg/ml concentrato per soluzione per infusione
50-100 mg capsule molli

5-20-100-140-180-250 mg capsule rigide

500 mg compresse rivestite con film

Per I’elenco completo dei farmaci citati e le relative schede tecniche si rimanda al prontuario dei farmaci

li, la letteratura fornisce dati relativi a diverse popolazio-
ni di NEN. In uno studio di Modlin del 2016 [34] ese-
guito su 35 GEP-NET sottoposti a chirurgia o a diverse
procedure di embolizzazione, gli autori misuravano i va-
lori di NETest e di CgA al basale e dopo I’intervento. A
un mese dalla chirurgia il NETest subiva una significati-
va riduzione (dall’80 + 5% al 29 + 5%, p <0,0001), a
fronte di una diminuzione trascurabile della CgA (da 14,3
+ 1,6 U/L a 12,2 £ 1,7 U/L); gli stessi risultati si osser-
vavano a un mese dal trattamento con procedure ablative
non chirurgiche. E interessante notare come 4 degli 11 pa-
zienti RO (36%) che presentavano un aumento del NETe-
st a un mese dall’intervento chirurgico abbiano successi-
vamente sviluppato una positivitd di malattia all’imaging.
Lutilita del NETest nel predire 1’outcome della chirurgia
radicale veniva successivamente confermata nell’ambito di
NET del pancreas (G1-G2) in uno studio del 2018 [35],
che evidenziava la significativa superiorita di tale metodi-
ca rispetto ai criteri clinico-patologici e ai livelli ematici di
CgA.

Dallo studio di Filosso e collaboratori [32] gia citato pos-
sono essere estrapolati dati riguardanti la correlazione tra il
NETest score e il rischio di recidiva post-chirurgia radicale
nelle NEN polmonari. Valutando I’andamento dei livelli di
NETest nel postoperatorio si osservava a 30 giorni dall’in-
tervento una riduzione del 60% rispetto al basale con valo-
ri significativamente piu bassi nel caso di resezioni RO (p
<0,001).

@ Springer

Ruolo predittivo di risposta

La potenziale applicabilita clinica del NETest come predit-
tore di risposta al trattamento con SSA ¢ stata segnalata in
uno studio del 2015 [36] che valutava una coorte di 28 pa-
zienti con GEP-NET (12 G1 e 16 G2), confrontando i valori
di NETest e CgA al basale e a intervalli di 4 settimane dal-
I’inizio della terapia con SSA. Al termine di un periodo di
osservazione mediano di 10 mesi, 14 pazienti (50%) risulta-
vano stabili, mentre gli altri 14 (50%) in progressione. I 14
pazienti con progressione di malattia (3 G1 e 11 G2) risul-
tavano avere tutti un NETest elevato, a fronte di una CgA
aumentata solo in 8 di essi. Al contrario, dei 14 pazienti con
malattia stabile (9 G1 e 5 G2), 8 avevano valori stabili di
NETest, mentre la CgA risultava stabile in 10 pazienti. Si
evidenziava, inoltre, che il NETest score e il grading era-
no gli unici fattori significativamente associati alla risposta
al trattamento con SSA: il primo presentava una sensibi-
lita maggiore, a fronte di una maggiore specificita del se-
condo. Inoltre, il NETest si positivizzava significativamente
prima (circa 5 mesi prima) rispetto all’imaging in caso di
fallimento terapeutico.

Il ruolo predittivo di risposta alla terapia del NETest ¢
stato evidenziato anche in pazienti sottoposti a trattamento
radiorecettoriale (PRRT). Uno studio di Bodei e colleghi del
2015 [37] ha esaminato una serie di 54 pazienti con GEP-
NET, nel quale si evidenziava una significativa correlazione
tra il NETest score e la risposta alla PRRT, mentre la CgA
risultava ancora una volta poco informativa (Tabella 4).
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Conclusioni

Il NETest ¢ una metodica di biopsia liquida applicata alle
NEN che ¢ stata di recente testata sia nelle forme GEP che
broncopolmonari, oltre a feocromocitomi/paragangliomi. I
risultati sono estremamente promettenti, soprattutto alla lu-
ce dell’assenza di biomarcatori efficaci per questi tumori.
Tuttavia, sono necessari studi prospettici e su larghe casisti-
che per definire con precisione 1’efficacia, 1’affidabilita e il
definitivo ruolo del NETest nel management dei pazienti con
NEN.
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