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Il laboratorio della AMES Centro Polidiagnostico Strumentale S.r.l. il cui amministratore unico è il dott. 
Antonio Fico; è sito in Casalnuovo di Napoli ed è divenuto nel corso degli anni un centro diagnostico ad 
elevata specializzazione di rilevanza nazionale. 
Il Centro AMES nasce nel 1996 come laboratorio di analisi di biochimica clinica per allargare la gamma dei 
servizi o�erti alla medicina del lavoro ed alle analisi ambientali. Nell’ultimo quinquennio l’azienda ha 
investito in maniera consistente nel settore della genetica medica, diretto dal dott. Giovanni Savarese, 
divenendo in breve tempo presidio di riferimento per esami ad alta tecnologia, espletando attività di 
analisi genetiche, citogenetiche e molecolari di elevata specializzazione, con l’obiettivo di fornire un 
servizio completo capace di soddisfare le più diverse esigenze in campo diagnostico.
I continui investimenti nel settore della genetica medica pongono il Centro AMES all’avanguardia a livello 
nazionale ed internazionale e lo rendono il principale centro di riferimento per tutto il Mezzogiorno. 

La nuova divisione dedicata all’oncologia messa a disposizione dal Centro AMES comprenderà tutti i test 
utili alla gestione del paziente oncologico e del paziente ad alto rischio. È noto che le patologie tumorali 
sono spesso dovute a mutazioni genetiche, ed oggi conoscere le alterazioni del DNA tumorale è di fonda-
mentale importanza per una diagnosi precoce e per la scelta della giusta terapia. In questi ultimi anni, 
infatti, l’individuazione di un numero crescente di biomarcatori predittivi di risposta a speci�ci trattamen-
ti con farmaci biologici antineoplastici ha modi�cato notevolmente i protocolli oncologici. Una delle 
patologie tumorali che, con l’introduzione nella pratica clinica degli inibitori tirosino-chinasici (TKI) 
anti-EGFR, ha bene�ciato maggiormente di tale rivoluzione farmacologica è l’adenocarcinoma polmona-
re in fase metastatica. Alla data attuale, l’oncologo può stabilire il trattamento solo dopo che sia stato de�-
nito lo stato mutazionale di due importanti marcatori EGFR e ALK predittivi di risposta, ma in un prossimo 
futuro sarà richiesto anche l’assetto genetico di altri marcatori quali ROS1, BRAF, HER2, KRAS ed altri 
ancora. Il laboratorio di Genetica Medica del Centro AMES ha sviluppato librerie di geni e “pannelli” 
diagnostici, avendo considerato le esigenze dei pazienti che si rivolgono a noi. I Pannelli di oncologia 
disponibili riguardano l’analisi dei principali geni mutati più frequentemente nei tumori solidi. Questo 
tipo di indagine è estremamente utile per completare il quadro diagnostico, a scopo prognostico e nel 
monitoraggio della malattia minima residua. 

In particolare il Centro AMES mette a disposizione dei suoi pazienti due tipi di pannelli il TrusightTumor 
15 e il TrusigthTumor 170. Il primo permette di analizzare 15 geni (AKT1, GNA11, NRAS, BRAF, GNAQ, 
PDGFRA, EGFR, KIT, PIK3CA, ERBB2, KRAS, RET, FOXL2, MET, TP53) associati a tumori solidi ed è ottimizzato 
per l’analisi su tessuti tumorali �ssati in formalina e inclusi in para�na (FFPE). Il Trusight 170 è un pannello 
molto più ampio che consente l’analisi simultanea di DNA e RNA coprendo un ampio range di geni (170) 
e varianti. L’ analisi viene e�ettuata in NGS (Next Generation Sequencing) su sequenziatore Illumina Nova-
Seq6000, una nuova tecnologia che consente, grazie alla produzione di miliardi di sequenze di DNA in 
forma di corti frammenti, di costruire una mappa dei geni coinvolti in numerose patologie, di veri�care la 
predisposizione a diversi tumori es. (BRCA1- BRCA2 per la predisposizione al carcinoma mammario e 
ovarico), nonché di analizzare la presenza di mutazioni associate ai più frequenti tipi di tumori. Il sequen-
ziatore NovaSeq6000 di Illumina ha determinato una rivoluzione nella genetica medica sia dal punto di 
vista diagnostico che di ricerca scienti�ca applicata all’identi�cazione di nuovi geni malattia. Rapidità, 
a�dabilità e costi limitati sono i vantaggi peculiari di questa tecnica che consente l’analisi in parallelo di 
numerosi geni. Il sistema NovaSeq6000 integra le caratteristiche delle precedenti piattaforme di Illumina 
con addizionali innovazioni, rendendolo capace di produrre un output di 6 Tb con 20 milioni di reads in 
circa due giorni.
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TruSight 170

Il cancro rappresenta la principale causa di morte in tutto il mondo e può potenzialmente svilupparsi in 
qualsiasi tessuto. Comprendere i meccanismi genetici alla base dello sviluppo tumorale è importante sia 
per prevedere la progressione tumorale sia per mettere a punto nuovi metodi di diagnosi e trattamento. 
Sebbene, ad oggi sono stati identi�cati numerosi geni coinvolti nello sviluppo e nella progressione tumo-
rale, la maggior parte dei tumori è eterogeneo dal punto di vista genetico, ossia presenta mutazioni mul-
tiple in geni diversi. Inoltre, la funzione genica può essere alterata da vari tipi di mutazioni che compren-
dono: variazioni di singolo-nucleotide (SNVs), variazioni di nucleotide-multiple (MNVs), piccole inserzioni 
o delezioni, ampli�cazioni, varianti di splicing e fusione di geni. Tutto ciò rende estremamente di�cile 
l’analisi tumorale ed i metodi attualmente disponibili sono in grado di coprire solo una parte di queste 
mutazioni. Illumina ha sviluppato  un test che utilizza la tecnica Next Generation Sequencing (NGS) per 
analizzare contemporaneamente 170 geni associati a tumori solidi (Trusight 170). Il test permette di 
analizzare simultaneamente DNA e RNA e di coprire un ampio range di geni e di varianti.Tutti i geni e le 
varianti analizzate sono state selezionate sulla base delle linee guida fornite da organizzazioni internazio-
nali, quali il National Comprehensive Cancer Network (NCCN)  e la Società Europea di Oncologia Medica 
(ESMO). Il test permette di analizzare, in particolare, 55 geni maggiormente coinvolti in meccanismi di 
fusione ed alterazioni dello splicing, 151 geni coinvolti in mutazioni di singolo-nucleotide e 59 geni mag-
giormente sottoposti ad ampli�cazioni, coprendo così tutte le mutazioni che più frequentemente sono 
coinvolte nella carcinogenesi (Tabella 1).

SNVsand Indels(fromDNA)
AKT1 BRIP1 CREBBP FANCI FGFR2 JAK3 MSH3 PALB2 RAD51B TET2

AKT2 BTK CSF1R FANCL FGFR3 KDR MSH6 PAX3 RAD51C TMPRSS2

AKT3 CARD11 CTNNB1 FBXW7 FGFR4 KIT MTOR PAX7 RAD51D TP53

ALK CCND1 DDR2 FGF1 FLT1 KMT2A(MLL) MUTYH PDGFRA RAD54L TSC1

APC CCND2 DNMT3A FGF2 FLT3 KRAS MYC PDGFRB RB1 TSC2

AR CCNE1 EGFR FGF3 FOXL2 MAP2K1 MYCL1 PIK3CA RET VHL

ARID1A CD79A EP300 FGF4 GEN1 MAP2K2 MYCN PIK3CB RICTOR XRCC2

ATM CD79B ERBB2 FGF5 GNA11 MCL1 MYD88 PIK3CD ROS1

ATR CDH1 ERBB3 FGF6 GNAQ MDM2 NBN PIK3CG RPS6KB1

BAP1 CDK12 ERBB4 FGF7 GNAS MDM4 NF1 PIK3R1 SLX4

BARD1 CDK4 ERCC1 FGF8 HNF1A MET NOTCH1 PMS2 SMAD4

BCL2 CDK6 ERCC2 FGF9 HRAS MLH1 NOTCH2 PPP2R2A SMARCB1

BCL6 CDKN2A ERG FGF10 IDH1 MLLT3 NOTCH3 PTCH1 SMO

BRAF CEBPA ESR1 FGF14 IDH2 MPL NPM1 PTEN SRC

BRCA1 CHEK1 EZH2 FGF23 INPP4B MRE11A NRAS PTPN11 STK11

BRCA2 CHEK2 FAM175A FGFR1 JAK2 MSH2 NRG1 RAD51 TERT

Amplifications(fromDNA)
AKT2 BRCA2 CHEK1 ERCC2 FGF5 FGF14 FGFR4 MDM4 NRG1 RAF1

ALK CCND1 CHEK2 ESR1 FGF6 FGF19 JAK2 MET PDGFRA RET

AR CCND3 EGFR FGF1 FGF7 FGF23 KIT MYC PDGFRB RICTOR

ATM CCNE1 ERBB2 FGF2 FGF8 FGFR1 KRAS MYCL1 PIK3CA RPS6KB1

BRAF CDK4 ERBB3 FGF3 FGF9 FGFR2 LAMP1 MYCN PIK3CB TFRC

BRCA1 CDK6 ERCC1 FGF4 FGF10 FGFR3 MDM2 NRAS PTEN

FusionsandSpliceVariants(fromRNA)
ABL1 BRAF EML4 ETV4 FGFR4 KIF5B MYC NTRK2 PIK3CA TMPRSS2

AKT3 BRCA1 ERBB2 ETV5 FLI1 KIT NOTCH1 NTRK3 PPARG

ALK BRCA2 ERG EWSR1 FLT1 KMT2A(MLL) NOTCH2 PAX3 RAF1

AR CDK4 ESR1 FGFR1 FLT3 MET NOTCH3 PAX7 RET

AXL CSF1R ETS1 FGFR2 JAK2 MLLT3 NRG1 PDGFRA ROS1

BCL2 EGFR ETV1 FGFR3 KDR MSH2 NTRK1 PDGFRB RPS6KB1

Tabella 1: Geni e varianti analizzate con Trusight 170  



Figura 1: Schema del Wor�ow di Trusight 170
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Come funziona il test

Trusight 170  o�re un metodo  di analisi integrato per identi�care le più comuni varianti somatiche riscon-
trate nei tumori solidi. Il test sfrutta una tecnologia che permette di ottenere una library mediante un 
metodo di arricchimento di sequenze, partendo da DNA o RNA che possono essere estratti simultanea-
mente dallo stesso campione. Uno step inziale prevede la frammentazione del  DNA genomico, i fram-
menti ottenuti sono modi�cati in modo da ottenere librerie sequenziabili. Il metodo di arricchimento 
consiste nell’ibridizzare le regioni di interesse con sonde biotinilate, che vengono catturate su beads 
magnetiche ricoperte di streptoavidina ed, in�ne, eluite per arricchire il pool della libreria. Le librerie così 
ottenute vengono quindi raggruppate e sequenziate (Figura 1). Questo permette di migliorare sensibil-
mente l’a�dabilità dei dati ottenuti.  



P.I
.: 

0
2
9
8
2
5
9
1
2
1
2
 -

 R
eg

. I
m
p
. d

i N
a
p
o
li 

0
1
7
3
0
4
6
0
6
3
9
 -

 N
. R

.E
.A

. 3
1
6
4
1
4

M

05

Sensibiltà e a�dabiltà nella detection delle varianti

Il punto di forza del test Tumor170 è rappresentato dalla possibilità di ottenere una copertura completa 
di tutte le regioni targets indagate, permettendo così di identi�care  le mutazioni somatiche con un tasso 
di Mutant Allel Frequency inferiore al 5% ed una sensibilità e speci�cità > 95%. (Tabella 2)

Alta copertura di targets provenienti da campioni di bassa qualità

Il DNA estratto da tessuti �ssati in formalina e inclusi in para�na (FFPE) spesso non è idoneo all’esecuzi-
one di test molecolari. Il TruSight 170 grazie alla formazione di librerie sulla base di frammenti di piccole 
dimensioni (79 bp per il DNA e 63 bp per l’RNA) permette di ottenere un’ analisi a�dabile anche quando 
la qualità degli acidi nucleici è bassa.

A�dabilità nell’ identi�care varianti a bassa frequenza in campioni di bassa ed alta qualità

Il test è e�cace nell’identi�care anche varianti a bassa frequenza in campioni sia di alta che bassa qualità. 
(Tabella 3)

Parameter Details

System NextSeqor HiSeq2500 System

PanelSize
533 kb DNA

358 kb RNA

MinimumInsertSize
79 bp DNA

63 bp RNA

DNAInput Requirement 40 ng total

RNAInput Requirement 40 ng total

LibraryPreparationTime 32 hours

SequenceRunTime
24 hours(NextSeqSystems)or

27 hours(HiSeq2500 System)

SequenceRun 2 × 101 cycles

Kit Size 24 samples(bothDNAandRNA)

SampleThroughput
8 samplesper run (NextSeqSystems)or

6 samplesper rapidrun (HiSeq2500
System)

Sensitivity
5% Mutant AlleleFrequency

> 95% sensitivityandspecificity

Tabella 2: Spec�che tecniche
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Gene Mutat io n
R ep o rted
F req uency

Detected
F req uency

Co verag e

APC R2714C 0.33 0.31 2547×

ARID1A P1562fs 0.34 0.31 419×

BRAF V600E 0.10 0.11 2282×

BRCA2 A1689fs 0.33 0.30 1097×

EGFR G719S 0.24 0.22 2207×

EP300 K291fs 0.08 0.06 1359×

FBXW7 G667fs 0.34 0.30 2870×

FGFR1 P150L 0.08 0.08 1102×

FLT3 S985fs 0.10 0.10 1925×

FLT3 V197A 0.12 0.10 1908×

IDH1 S261L 0.10 0.09 2052×

KIT D816V 0.10 0.15 1239×

KRAS G13D 0.15 0.14 1507×

KRAS G12D 0.06 0.07 1503×

MET V237fs 0.06 0.06 3700×

MLH1 L323M 0.08 0.09 1725×

NF1 L626fs 0.08 0.10 1270×

NOTCH1 P668S 0.32 0.32 1637×

NRAS Q61K 0.12 0.14 1824×

PDGFRA G426D 0.34 0.29 2018×

PI3KCA E545K 0.09 0.16 773×

PI3KCA H1047R 0.18 0.15 1694×

In questa tabella sono riportati i risultati ottenuti dall’analisi del DNA estratto dalla linea cellulare HD200 
�ssata in formalina contenente varianti note. Con il test TruSight 170 e sequenziamento con NextSeq500 
è stato ottenuto il 100% di concordanza fra la frequenza attesa e quella osservata.

A�dabilità nell’ identi�care Ampli�cazioni, Fusioni e Varianti di Splicing in campioni di FFPE

TruSight 170, inoltre, combina la sensibilità dei sistemi di sequenziamento Illumina con una nuova piatta-
forma di software capace di rilevare ampli�cazioni, fusioni e varianti di splicing. (Tabella 4 e 5)

Samp le
R ep o rted
Mutat io n

Detected
Mutat io n

Detected
F req uency

Co verag e

FFPE_Colon TP53R158C TP53R158C 0.057 1545×

FFPE_Bone TP53P72R TP53P72R 0.059 515×

FFPE_Brain1 PIK3CAE545G PIK3CAE545G 0.078 289×

FFPE_Brain2
PIK3CA
H1047R

PIK3CAH1047R 0.076 531×

FFPE_Breast KRASG12D KRASG12D 0.049 1671×

FFPE_Lung1 KRASG12D KRASG12D 0.059 575×

FFPE_Lung2 TP53C242F TP53C242F 0.080 691×

FFPE_Skin TP53R248Q TP53R248Q 0.050 1240×

Tabella 3: Piccole varianti caratterizzate da linee cellulari

Tabella 4: Rilevamento delle varianti di piccole dimensioni con campioni di tumore in para�na FFPE
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Samp le
R ep o rted

Amp lif icat ion
R ep o rted

Amp lif icat ion
Level

Detected
Amp lif icat ion

Detected
Amp lif icat ion

Level

FFPE_
Bone

FGF19 1.4 FGF19 2.9

FFPE_
Brain2

PDGFRA 2.3 PDGFRA 2.9

FFPE_
Breast

RPS6KB1 2.4 RPS6KB1 2.4

FFPE_
Colon

BRCA2 2.2 BRCA2 2.0

FFPE_
Lung1

PIK3CA 2.4 PIK3CA 2.7

FFPE_
Lung2

FGFR1 2.4 FGFR1 2.9

FFPE_
Lung3

MYC 2.2 MYC 2.8

FFPE_
Lung4

CCNE1 2.1 CCNE1 2.2

FFPE_
Lung5

EGFR 2.2 EGFR 4.5

FFPE_
Lung6

CCND1 2.3 CCND1 2.9

FFPE_
Stomach
1

CDK6 2.3 CDK6 1.7

FFPE_
Stomach
2

MET 1.5 MET 1.4

In tabella 4 e 5 sono riportati i risultati ottenuti dall’analisi e�ettuata su FFPE con TruSight 170 e sequen-
ziamento con NextSeq500 System. Su tutti i campioni è stato ottenuto il 100% di concordanza tra il risul-
tato riportato e quello ottenuto.

Tabella 5: Ampli�cazione ottenuta con campioni di tumore in para�na FFPE
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Report TruSight 170

Il risultato ottenuto dall’analisi medianteTruSightTumor 170 viene visualizzato sotto forma di �le BCL che 
rappresenta i dati grezzi associati ai campioni sequenziati. Questi dati vengono elaborati attraverso 
so�sticati processi bioinformatici e convertiti in �le di output vcf per ciascun campione analizzato. Un 
software esegue un’analisi di tutte le pubblicazioni scienti�che presenti in letteratura e nei database di 
oncologia ed in base a questi dati elabora un cancer genome report. In questo report vengono visualizza-
te tutte le sorgenti da cui sono stati estrapolati i dati. (Figura 1)

Le variazioni di singolo nucleotide (SNVs), le inserzioni e le delezioni riscontrate nel DNA oggetto di 
esame e comparate al DNA controllo, vengono riportate e catalogate in base al loro signi�cato genico. 
(Figura 2)
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Nel report viene fornito  la stima del Tumor mutational burden (TMB) o numero di mutazioni nella regio-
ne codi�cante del genoma tumorale, un parametro che permette di valutare lo stato mutazionale del 
tumore (espresso come mutazioni/Mb). Il TMB, generalmente utilizzato per il whole exome sequencing 
(WES) e correlato alla risposta ai trattamenti immunoterapici, è stato per la prima volta utilizzato per 
calcolare il numero di mutazioni per megabase per il TruSight170. Gli studi e�ettuati comparando i risul-
tati ottenuti dal WES con quelli ottenuti con il pannelloTruSight170  hanno dimostrato che il TruSight170 
è in grado di calcolare il TMB per i campioni tumorali in maniera altamente e�cace.
Il report del TruSight170 riporta, per ogni mutazione riscontrata, informazioni sul tipo di mutazione e i 
suoi e�etti a livello proteico e sul tipo di cancro a cui sono associate.

Per ogni mutazione riscontrata nei campioni analizzati, il report fornisce informazioni sul signi�cato clini-
co delle stesse, indicando il numero di evidenze prognostiche, diagnostiche, di risposta alla terapia e di 
predisposizione, rilevate in letteratura. Queste informazioni sono di estrema importanza per l’oncologo 
che in questo modo può decidere di intraprendere una strategia mirata ed e�cace per il trattamento del 
tumore.
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Nella sezione Tier2 del cancer report vengono riportate informazioni sulle mutazioni che sono annovera-
te tra quelle note come “hotspot” mutazionali, la lista delle altre malattie associate a queste mutazioni e 
le “driver mutation” previste. Tutte queste informazioni possono essere utili al medico per capire in che 
modo il tumore potrebbe evolvere.
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Nella sezione Tier3 vengono riportate ulteriori varianti riscontrate nei campioni analizzati che ricadono in 
geni codi�canti per proto-oncogeni o per onco-soppressori. 
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Nella sezione Tier4 vengono riportate altre mutazioni indenti�cate nelle regioni codi�canti di altri geni.

Nella sezione Tier5 sono riportate le mutazioni che ricadono in regioni non codi�canti e pertanto ritenute 
verosimilmente benigne.
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In�ne vengono riportate informazioni sulle eventuali ampli�cazioni e le delezioni rilevate.

In conclusione, possiamo a�ermare che il cancer genome report ottenuto dall’analisi TruSight170 è uno 
strumento dinamico che fornisce all’oncologo tutte le informazioni necessarie per poter mettere a punto 
strategie terapeutiche mirate in base alla mutazione riscontrata, di fare previsioni sulla prognosi e inoltre 
può essere utilizzato per monitorare nel tempo l’andamento della risposta terapeutica. 
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