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RIASSUNTO

Presupposti dello studio Gli inibitori dei checkpoint immunitari (ICls)
nel trattamento del NSCLC avanzato inducono una risposta duratura
e un aumento significativo della sopravvivenza solo in un numero
limitato di pazienti. L’identificazione di biomarcatori circolanti predittivi
potrebbe essere uno strumento promettente per ottimizzare la
selezione dei pazienti e I'esito del trattamento con ICls.

Obiettivi L'endpoint primario & I'analisi descrittiva delle caratteristiche
cliniche dei pazienti, dell’esito del trattamento e del profilo di tossicita
di una popolazione di 76 pazienti affetti da NSCLC avanzato trattato
con ICls. Gli endpoints secondari sono la valutazione della
correlazione tra marcatori circolanti e la loro variazione a diversi time
point con l'esito del trattamento in termini di tasso di risposta (RR),
tasso di controllo della malattia (DCR), sopravvivenza libera da
malattia (PFS) e sopravvivenza globale (OS) in un sottogruppo di 35
pazienti.

Metodi Lo studio MAGNEtIC €& uno studio prospettico real-world che
ha arruolato pazienti affetti da Melanoma e NSCLC in stadio avanzato
provenienti da quattro centri italiani e trattati con ICls.

| pazienti sono stati sottoposti a un prelievo di sangue, prima di ogni
ciclo per 6 cicli (T1-T6) e alla valutazione del tumore fino alla
progressione della malattia (PD) o per 2 anni. | livelli dei biomarcatori
sono stati sono stati valutati con la tecnologia Lumine xMAP
utilizzando kit R&S ad alta sensibilita. Ogni marcatore & stato
classificato in base a livelli alti e bassi, massimizzando la sua capacita
discriminativa, e l'associazione con l'esito & stata testata in analisi
univariate e multiple.

Risultati Il follow up mediano registrato nello studio & stato di 5,6 mesi.
La PFS mediana registrata nello studio € risultata di 5,72 mesi (IC
95%: 2,42-8,02), 'OS mediana é risultata pari a 9,7 mesi (IC 95%7,54-
11,86). La RR & pari al 21%, la DCR é risultata pari al 63%.



Le concentrazioni sieriche in un sottogruppo di 35 pazienti (12
femmine e 23 maschi) con NSCLC avanzato di IL6 e IL8 sono risultate
significativamente piu elevate a T1 e T2 nei pazienti con PD (test di
Kruskal-Wallis). L’'aumento relativo mediano di IL8 & stato del 37% nei
pazienti con PD (p =0,0320). All'analisi logistica multipla, IL8 al T1 e
la RI di IL8 sono risultati fattori indipendenti che predicono la
probabilita di DC, con un’accuratezza complessiva dell’83,9%. Alti
livelli di IL8 a T1 erano significativamente associati a una bassa
probabilita di DC (OR=0,07, 95%CI=0.00-0,51) e un aumento di RI di
IL8 ha mostrato una probabilita significativamente minore di DC (OR
aggiustato=0,04, 95% CI=0,00-0,30). Con un follow-up mediano di
10,6 mesi, la mPFS e la mOS sono state di 5,8 mesi (95% Cl:2,3-7,4)
e 8,3 mesi (95% CI:4,0-13,8).

Nel modello di regressione multivariata di Cox, elevati livelli di IL6 e
IL8al T1 (HR = 4,37, 95%Cl: 1,62—13,75, HR = 3,10, 95%CI:
1,27—7,5), e Rl di IL6 (HR=5,79, 95% Cl= 1,91-21,53) sono rimasti
significativamente associati a una PFS peggiore.

Nel modello di regressione multivariata di Cox, livelli elevati di IL8 a
T1 (HR=3,43, 95% Cl=1,29-9,61) e di RI di IL8 (HR=4,37, 95% CI=1,5-
13,37) sono rimasti significativamente associati a una OS peggiore.
Conclusioni Livelli sierici elevati di IL8 e IL6 a T2, combinati con un
aumento di IL8 dal basale sono forti perdittori di PD, PFS e OS nei

pazienti con NSCLC avanzato.



ABSTRACT

Background ICls lead to durable response and a significant survival
improvement in a limited number of advanced stage NSCLC patients.
The identification of predictive circulating biomarkers could be a
promising tool to optimize pts’ selection and outcome for ICls
treatment.

Aim of the study The primary endpoint is the descriptive analysis of
the patients' clinical characteristics, treatment outcome and toxicity
profile of a population of 76 patients with advanced NSCLC treated
with ICls. The secondary endpoints are the evaluation of the
correlation between circulating markers and their variation at different
time points with the outcome of the treatment in terms of response rate
(RR), rate of disease control disease (DCR), disease-free survival
(PFS) and overall survival (OS) in a subgroup of 35 patients.
Methods The MAGnNELIC study is a prospective real-world study that
has enrolled patients with advanced melanoma and NSCLC from
four Italian centers and treated with ICls.

Patients underwent a collection of blood, before each cycle of therapy
for 6 cycles (T1-T6) and evaluation of the tumor until disease
progression (PD) or for 2 years. The levels of the biomarkers were
assessed with Lumine xMAP technology using high-sensitivity R&D
kits. Each marker was classified according to high and low levels,
maximizing its ability to discriminate, and the association with the
outcome was tested in analyses univariate and multiple analyses.
Results The median follow-up recorded in the study was 5.6 months.
The median PFS recorded in the study was 5.72 months (95% CI:
2.42-8.02), median OS was 9.7 months (95% CI7.54-11.86). RR was
21%, DCR was 63%.

Serum concentrations in a subgroup of 35 patients (12 females and 23
males) with advanced NSCLC of IL6 and IL8 were significantly higher
at T1 and T2 in patients with PD (Kruskal-Walli’ test). The median
relative increase in IL8 was 37% in patients with PD (p =0.0320). At

multiple logistic analysis, IL8 at T1 and the Rl of IL8 were independent
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predictors of the probability of DC, with an overall accuracy of 83.9%.
Elevated levels of IL8 at T1 were significantly associated with low
probability of DC (OR=0.07, 95%CI1=0.00-0.51), and increased RI of
IL8 showed significantly lower probability of DC (adjusted OR=0.04,
95% CI=0.00-0.30). With a median follow-up of 10.6 months, mPFS
and mOS were 5.8 months (95% CI:2.3-7.4) and 8.3 months (95%
Cl:4.0-13.8).

In the multivariate Cox regression model, elevated levels of IL-6 and
IL-8 at T1 (HR = 4.37, 95%Cl: 1.62—13.75, HR =3.10, 95%CI:
1.27—7.5), and Rl of IL6 (HR=5.79, 95% Cl= 1.91-21.53) remained
significantly associated with worse PFS. In the multivariate Cox
regression model, high levels of IL8 at T1 (HR=3.43, 95% CI=1.29-
9.61) and RI levels of IL8 (HR=4.37, 95% CI=1.5-13.37) remained
significantly associated with worse OS.

Conclusions Elevated serum levels of IL8 and IL6 at T2 combined
with increased IL8 from baseline are strong losers of PD, PFS, and OS
in patients with advanced NSCLC.
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INTRODUZIONE

1. Carcinoma polmonare
Il carcinoma polmonare € la terza neoplasia per incidenza in ltalia e la
seconda nel mondo per entrambi i sessi, inoltre & la prima causa di
morte per neoplasia nel mondo.
In oncologia rientra nei cosiddetti “big killers” per la tardiva insorgenza
di segni e sintomi di malattia, che portano ad una diagnosi spesso in

stadi avanzati (llI-IV).

A livello istologico si identificano due macrocategorie di carcinomi
polmonari: i non small cell lung cancer (NSCLC) e il small cell lung
cancer (SCLC) o microcitoma polmonare. | primi sono di gran lunga
piu frequenti, costituendo circa I'80-85% di tutti i tumori polmonari,

mentre il SCLC rappresenta il restante 10-15% (1,2).

1.1 Epidemiologia e fattori di rischio

L’'incidenza del tumore al polmone € molto elevata, con 41953
diagnosi stimate in Italia nel 2020, di cui 28360 nelluomo (65%) e
13584 nella donna (35%).

E la seconda neoplasia per incidenza nell'uomo (15%) e la terza nella
donna (6%).

Nel 2021 sono stati stimati 34000 decessi per carcinoma polmonare,
di cui 23100 nelluomo e 10900 nella donna. E la prima causa di
mortalita per neoplasia per 'uomo e la seconda nella donna, dopo il
tumore al seno.

La sopravvivenza a 5 anni dalla diagnosi & del 16% nell’uomo e del
23% nella donna (1,2). Considerando, invece, il trend di incidenza e
mortalita si nota come sia in aumento per la donna e in calo per
'uomo (3).

La differenza di andamento nei due sessi riflette la diversa abitudine
tabagica: le donne hanno iniziato a fumare soprattutto durante e dopo
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la Seconda Guerra mondiale, a differenza degli uomini che hanno

iniziato nei primi anni del ventesimo secolo (4).

Nel 1986 I'International Agency for Research on Cancer (IARC) ha
classificato il fumo di tabacco come un agente cancerogeno per il
tumore del polmone (5).

Il fumo &, infatti, il principale fattore eziologico, con circa il 90-95% dei
nuovi casi di cancro al polmone correlati al fumo attivo di sigaretta (6).
Dal 1950, in seguito ad un aumento dei casi di tumore al polmone nel
ventennio precedente, vennero intrapresi una serie di studi per
indagare la correlazione tra il tabagismo e il tumore al polmone: i primi
(1950), di tipo retrospettivo, ipotizzarono un’associazione tra fumo e
cancro al polmone (7), mentre i successivi (1954) , di tipo prospettico,
evidenziarono come la mortalita aumenta con 'aumentare del numero
di sigarette fumate quotidianamente dal soggetto (8). La mortalita per
tumore del polmone & strettamente correlata al numero quotidiano di
sigarette, agli anni di abitudine al fumo e al grado di inalazione (9,10).
Il rischio di sviluppare la patologia diminuisce se si smette di fumare:
nello specifico la cessazione del vizio a 40 anni comporta una
riduzione del rischio di sviluppo della malattia pari all'80%, mentre a
50 anni tale riduzione si attesta al 57% (10), nonostante alcune
mutazioni genetiche indotte da agenti cancerogeni persistano per anni
dopo I'abbandono dell’abitudine tabagica (9).

Anche se le sigarette sono il principale prodotto del tabacco fumato
nei paesi occidentali, una relazione esposizione-risposta con rischio di
tumore al polmone é stata notata anche per sigari, sigaretti e pipe (11).
Il ricorso a sigarette a basso contenuto di catrame o nicotina non
riduce il rischio neoplastico, in quanto il fumatore tende a usarne in
numero maggiore e a inalare piu profondamente (9).

Negli ultimi anni si & assistito ad una decrescita del tasso di mortalita
del tumore al polmone (4) negli uomini e nelle donne si & raggiunto un
plateau, e questo ¢ il risultato di campagne di prevenzione primaria
che includono 'aumento del prezzo del tabacco, il divieto di fumare in

luoghi pubblici, la riduzione delle pubblicita e delle promozioni di
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sigarette e I'offerta di trattamenti e consulenze per le dipendenze da
tabacco (12).

II fumo non costituisce un fattore di rischio solo per chi ne fa
attivamente uso, ma anche per gli inalatori passivi non fumatori.
L’esposizione al fumo passivo € legata al rischio tumore al polmone
da una relazione dose-dipendente, nonostante sia difficile stabilirne
I'entita (12).

| non fumatori possono inalare e metabolizzare i cancerogeni
contenuti nel fumo di tabacco addirittura in concentrazioni maggiori dei
fumatori, che utilizzano, invece, il filtro delle sigarette (13).

Il rischio da fumo passivo € inferiore a quello legato al fumo attivo, con
un aumento del 20-30% di cancro al polmone osservato in non
fumatori sposati per molti anni con fumatori (14, 16).

Anche se il fumo di sigaretta costituisce la causa principale di cancro
al polmone, sono stati identificati altri svariati fattori di rischio,
considerando che molte delle nuove neoplasie colpiscono ex fumatori
o non fumatori e che 1 donna su 5 e un uomo su 12 con diagnosi di
tumore polmonare non ha mai fumato (9).

Tra questi nuovi fattori di rischio troviamo I'esposizione professionale
ad alcune sostanze come asbesto, idrocarburi policiclici aromatici,
radon, arsenico, cromo e nichel.

L’esposizione all’asbesto & correlata al tumore al polmone dagli anni
30 del secolo scorso. Il cancro al polmone asbesto-correlato e
quantitativamente piu importante del mesotelioma pleurico, ma &
sottostimato a causa dell’effetto dominante del fumo di tabacco come
cancerogeno (17).

Inoltre, 'esposizione all’asbesto in associazione al fumo di sigaretta
ha un effetto sinergico, ovvero complessivamente maggiore della
somma degli effetti di asbesto e fumo singolarmente (18).

Gli idrocarburi policiclici aromatici sono sostanze chimiche prodotte
dalla combustione di materiali organici. Un aumento del rischio di
cancro al polmone ¢é stato visto in diverse industrie con esposizione a
queste sostanze come la produzione di alluminio, gassificazione del

carbone, fusione di acciaio e metallo (19,20).
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Il radon €& un gas che deriva dal normale decadimento dell’uranio nel
terreno e ha caratteristiche mutageniche. L’esposizione al radon, che
colpisce chi lavora, ad esempio, nelle miniere in regioni geografiche
con alte concentrazioni di uranio nel suolo, determina un rischio
marcatamente aumentato di carcinoma squamoso (21). Piu del 30%
dei tumori al polmone nei non fumatori sono associati all’esposizione
al radon (22).

L’arsenico &€ un metallo pesante classificato come un cancerogeno di
gruppo 1 dalla IARC. Le fonti primarie sono le perdite di arsenico
inorganico nelle falde sotterranee; quindi, le persone piu esposte sono
i lavoratori agricoli o chi beve acqua con alto contenuto di Ar (23).
Diversi studi hanno mostrato una relazione esposizione(Ar)-effetto(K
polmone) non lineare, senza effetto alcuno per esposizioni a basso
dosaggio (19).

| composti del cromo (V) aumentano il rischio di tumore al polmone
nei lavoratori della produzione dei cromati, mentre questo rischio non
e stato rilevato in soggetti esposti solo a composti di cromo (Ill) (19).
Anche I'esposizione al nichel in lavoratori nelle miniere, nei produttori
di leghe ad alto contenuto di nichel hanno mostrato un aumento del
rischio di cancro al polmone (24,25).

La IARC ha classificato l'inquinamento ambientale come un
cancerogeno di gruppo 1, basandosi su una sufficiente evidenza di
cancerogenesi sugli uomini e sugli animali sperimentali.
L’inquinamento ambientale € un misto di costituenti che nascono da
fonti naturali e artificiali. La composizione e i relativi livelli di inquinanti
sono piuttosto variabili, dipendendo dalla fonte e dei processi
atmosferici (26).

L’aria pud contenere un numero pericoloso di agenti e molti di questi
sono generati dalla combustione di combustibili fossili, compresi
cancerogeni come idrocarburi policiclici aromatici e metalli come
arsenico e nichel.

Il particolato (PM) & quel componente dellinquinamento ambientale

che & stato maggiormente studiato come cancerogeno ed € emerso
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che il rischio di cancro al polmone aumenta linearmente con
I'esposizione a PM22,5 um (27,28).

Anche la dieta puo influire sul rischio cancerogeno: alcuni studi hanno
dimostrato che una dieta ricca di frutta e verdura, in particolare di
crucifere, ha un ruolo protettivo per lo sviluppo della patologia, mentre
una scarsa introduzione ne aumenta in rischio (9,29).

Elevate assunzioni di carne, in particolare fritta o grigliata possono
aumentare il rischio di tumore al polmone, a causa della formazione di
nitrosammine durante la cottura (30).
Alcuni studi sui sopravvissuti alle bombe atomiche di Hiroshima e
Nagasaki e altri su pazienti radiotrattati hanno evidenziato un aumento
del tasso di neoplasie polmonari, riconoscendo le radiazioni ionizzanti
come altri agenti cancerogeni (19).

Una metanalisi del 2011 ha indagato la correlazione tra le malattie
polmonari e il tumore: patologie come la BPCO, le polmoniti e la
tubercolosi sono le principali cause di infiammazione del parenchima
e possono fungere da intermedi o catalizzatori nell’evoluzione a
neoplasie polmonari. La metanalisi ha trovato la relazione tra queste
condizione polmonare e aumentato rischio di tumore al polmone, in
particolare nei non fumatori (31).

Anche I'HIV aumenta il rischio di tumore al polmone di 2,5 volte, a
prescindere dall’abitudine tabagica. Infatti, con lo sviluppo di terapie
antiretrovirali che proteggono contro le infezioni opportunistiche, la
principale causa di morte in questi pazienti & proprio il tumore al
polmone. Analogamente accade per i pazienti trapiantati che devono
assumere terapie immunosoppressive (32).

| parenti di primo grado dei probandi affetti da cancro al polmone
hanno un rischio 2 o 3 volte piu alto di sviluppare la patologia o altri
tipi di cancro, molti dei quali non collegati al fumo. Questi dati
suggeriscono che geni e/o specifici polimorfismi possono contribuire
alla suscettibilita del tumore al polmone (9).

Una storia familiare positiva per neoplasia polmonare €& stata
identificata come fattore di rischio per l'insorgenza precoce della

neoplasia stessa. Recenti studi di analisi di linkage su genotipi ad alto
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rischio hanno identificato dei loci piu suscettibili al cancro al polmone:
15925, 5p15, 6p21 (19,33).

Il locus 15925 contiene tre geni per i recettori nicotinici dell’acetilcolina
CHRNAS3, CHRNA5 e CHRNB4 e sembra associato, oltre che ad un
aumentato rischio di tumore al polmone, anche ad un aumento di
dipendenza dalla nicotina (33).

Il locus 5p15 include i geni TERT (human telomerase reserve
transcriptase gene) ovvero la riserva di trascrittasi dei telomeri
responsabile del loro mantenimento e attiva in piu del 90% dei tumori,
e CLPTM1L (cleft lip and palate transmembrane-1-like gene) che
codifica per una proteina che da resistenza al cisplatino (19).

Il locus 6p21 codifica, invece, per un gene che regola il signaling di
proteine G.

Il rischio di tumore al polmone &€ aumentato anche nel gene della Li-
Fraumeni, caratterizzata da una mutazione germline nel gene

oncosoppressore p53 (34).

1.2 Clinica, diagnosi e stadiazione

In piu della meta dei pazienti la diagnosi di cancro al polmone si
associa ad una patologia avanzata a livello locale o gia metastatica; i
sintomi, infatti, insorgono tardivamente e, se presenti, spesso sono
aspecifici.

La sintomatologia pit comunemente associata al tumore al polmone
e costituita da segni, sintomi o alterazioni delle analisi di laboratorio
che possono essere attribuite alla lesione primaria, alle modalita di
crescita locale, all'invasione o ostruzione delle strutture adiacenti, alla
presenza di metastasi a distanza o a sindromi paraneoplastiche.

| segni e sintomi dipendono anche dalla localizzazione della neoplasia:
tosse, emottisi, sibili e stridori respiratori, dispnea e polmonite
ostruttiva sono segni e sintomi secondari alla crescita centrale o
endobronchiale del tumore primitivo, mentre lo sviluppo periferico
determina soprattutto dolore, dovuto alla compromissione pleurica o

della parete toracica, e dispnea da insufficienza restrittiva.
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Nel caso in cui il tumore si espandesse nel torace si assisterebbe a
ostruzione della trachea, disfagia per compressione dell’esofago,
disfonia per paralisi del nervo laringeo ricorrente, innalzamento
dellemidiaframma, dispnea per paralisi del nervo frenico e la sindrome
di Claude-Bernard-Horner (ptosi, miosi, enoftalmo e anidrosi) per
paralisi del ganglio stellato del sistema nervoso simpatico cervicale.

Il versamento pleurico pud causare dolore, dispnea o tosse.

Altri problemi legati alla diffusione toracica comprendono la sindrome
della vena cava superiore, interessamento del pericardio con possibili
tamponamenti cardiaci, aritmie e insufficienza cardiaca, ostruzione dei
vasi linfatici con versamento pleurico e dispnea.

| tumori dell’apice polmonare, detti anche “di Pancoast”, possono
determinare la sindrome omonima per diffusione locale, con
interessamento dell’'VIII nervo cervicale e del | e Il nervo toracico. La
sintomatologia associata & caratterizzata da brachialgia, erosioni
distruttive a carico della prima e della seconda costa e pud coesistere
la sindrome di Claude Bernard Horner.

| sintomi aspecifici da neoplasia, che possono insorgere in qualsiasi
momento, sono I'anoressia, il calo ponderale, I'astenia, la febbre e la
sudorazione notturna.

Approssimativamente un soggetto su 3 si presenta con sintomi che
sono il risultato di metastasi a distanza (9). | pazienti con metastasi al
cervello possono manifestare cefalea, nausea e vomito, convulsioni o
deficit neurologici, quelli con metastasi ossee possono mostrare
dolori, fratture patologiche o compressione del midollo spinale.
Individui con un’invasione del midollo possono presentare citopenia o
leucoeritroblastosi, quelli con metastasi al fegato avranno
epatomegalia, dolore nel quadrante superiore destro, febbre,
anoressia e perdita di peso.

Le sindromi paraneoplastiche sono comuni in corso di carcinoma
polmonare e talvolta rappresentano proprio i sintomi d’esordio o di
ripresa di malattia, che regrediscono se il trattamento del tumore &
efficace. L’ipercalcemia, causata dalla produzione ectopica di PTH o

del peptide correlato al PTH, &€ una delle piu frequenti e pericolose
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sindromi paraneoplastiche associate al tumore al polmone,
principalmente nel carcinoma squamoso, che determina nausea,
vomito, dolori addominali, costipazione, poliuria, polidipsia e
alterazione dello stato mentale.

Altre  sindromi  paraneoplastiche rilevanti possono essere
I'iponatriemia da SIADH o da ANP ectopico e la sindrome di Cushing.
L’inquadramento generale del paziente si basa sulla raccolta dei dati
anamnestici, dei fattori di rischio, sulla sintomatologia e sulle
comorbidita che possono influenzare la scelta del trattamento.

Le principali comorbidita riscontrate in associazione con il tumore al
polmone sono la BPCO, il diabete e le malattie cardiovascolari.

La BPCO e il cancro al polmone coesistono nel 52% dei casi, e questo
€ probabilmente spiegato dal fatto che la BPCO & considerata un
fattore di rischio del tumore al polmone per 'ambiente infiammatorio e
ricco di stress ossidativo che comporta. La BPCO, inoltre, limita le
possibilita di un trattamento radicale, ed € infatti stato dimostrato che
i pazienti con NSCLC e BPCO hanno una mortalita aumentata del 20%
rispetto a quelli senza comorbidita.

Le patologie cardiovascolari si sovrappongono al tumore al polmone
con una prevalenza che va dal 13% fino al 43% dei casi. Secondo
alcuni studi il tasso di mortalita & maggiore del 30% in pazienti con
tumore al polmone e patologie cardiovascolari rispetto a quelli senza
comorbidita.

Altri studi hanno dimostrato come il diabete peggiori la prognosi del
tumore al polmone e anche in questo caso la mortalita sara aumentata
del 20 % nei pazienti con comorbidita rispetto a quelli senza. La
prognosi peggiore di questi pazienti pud essere dovuta a meccanismi
legati all'iperglicemia, all'iperinsulinemia e allinflammazione che
determinano la proliferazione delle cellule tumorali e le metastasi (35).
Dopo la raccolta anamnestica si prosegue con I'esame obiettivo,
soffermandosi sul torace, sulla presenza di linfoadenomegalie, sintomi
neurologici e su dolori ossei che possono correlare a metastasi.

In caso di sospetta neoplasia si procede con indagini di imaging

radiologico e analisi istologiche/citologiche sul tessuto, in modo da
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poter stadiare e caratterizzare dal punto di vista molecolare la
neoplasia e scegliere, quindi, il miglior trattamento per il caso
specifico.

La radiografia del torace € la prima indagine non invasiva che viene
svolta in caso di un sospetto diagnostico. Nel momento in cui si trova
una lesione dubbia all’Rx si procede con una TC torace o total body
con mezzo di contrasto per lo staging e per una miglior
caratterizzazione della lesione.

Infatti, la TC risulta piu specifica rispetto alla radiografia nel localizzare
la lesione e nel definirne dimensioni, margini, densita, invasione delle
strutture limitrofe e identificazione di linfonodi patologici (36), tuttavia
la sensibilita della TC per i tumori a localizzazione centrale &
significativamente inferiore rispetto ai tumori periferici (37) e presenta
dei limiti nella valutazione dell’'invasione di pleura e mediastino (38).
In questi casi, o se dovessero permanere dei dubbi riguardo a
dimensioni o invasivita, si possono eseguire altri esami come
ecografie, RM, PET-TC con 18-FDG.

Il polmone € un organo difficile per la RM a causa di diverse limitazioni,
come l'elevata suscettibilita della metodica agli artefatti di movimento
dovuti respirazione, la bassa densita protonica intrinseca del
parenchima polmonare e la diminuzione dellintensita del segnale
dovuta allinterfaccia aria-tessuto molle. Per questi motivi la RM &
considerata uno strumento utile se associato alla TC, ad esempio per
identificare I'invasione tumorale nella parete toracica o nelle strutture
mediastiniche o nella differenziazione tra masse ilari solide e vascolari
(39).

La RM e utile anche per indagare la presenza di metastasi a livello del
SNC, ad esempio in presenza di sintomatologia neurologica, o per
valutare un coinvolgimento del plesso brachiale.

La PET & una tecnica di imaging sensibile e specifica che consente di
visualizzare in vivo il metabolismo dei tessuti. Il tracciante usato,
I'FDG, ovvero una molecola di D-glucosio in cui il gruppo idrossile in
posizione 2 & sostituito con un isotopo radioattivo di F18, viene

assorbito e metabolizzato dalle cellule nello stesso modo del glucosio.
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Le cellule maligne hanno un metabolismo del glucosio maggiore di
quelle normali e quindi accumuleranno maggiori quantita di FDG (39).
La PET, combinata alla TC o alla RM, consente di localizzare
anatomicamente la zona di maggior captazione, ma non permette la
diagnosi differenziale tra un tumore, un’infezione o un’inflammazione.
La PET, inoltre, pud dare falsi negativi in pazienti con diabete, lesioni
<8 mm e in tumori a lenta crescita (9).

E richiesto un campionamento del tessuto per confermare la diagnosi
in tutti i pazienti in cui si sospetti un cancro al polmone.

Le procedure comunemente utilizzate per il prelievo di tessuto
polmonare, piu 0 meno invasive, includono la broncoscopia a fibre
ottiche con o senza agoaspirato transbronchiale (FNA), I'ecografia
endobronchiale (EBUS) I'agoaspirato transtoracico (TTNA) guidato da
immaging, la mediastinoscopia, [I'analisi del liquido pleurico
(toracentesi), la toracoscopia e gli approcci chirurgici (37).

Le linee guida ESMO individuano come mezzi piu efficaci la
broncoscopia o I'endoscopia € la biopsia percutanea TC guidata (36).
La scelta tra le due tecniche dipende dalla localizzazione della massa
da biopsiare, che pud essere centrale o periferica.

Una lesione centrale pud presentarsi come una massa
endobronchiale, submucosale o peribronchiale; in questi casi viene
biopsiata tramite pinze flessibili standard oppure tramite aghi
transbronchiali (TBNA), se la massa si trova in prossimita di una
struttura bronchiale viene usata un’ecoendoscopia con TBNA (EBUS-
TBNA).

Le lesioni periferiche non sono facilmente raggiungibili tramite
broncoscopia, pertanto in questi casi si preferisce procedere con la
TTNA, anche se questa si associa ad un maggior rischio di
pneumotorace.

Anche i linfonodi possono essere campionati in base alla loro
localizzazione attraverso una biopsia ecoguidata in endoscopia

transesofagea (EUS), tramite EBUS o tramite una biopsia alla cieca

9).
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In caso di sospetto versamento pleurico maligno se la toracentesi &
negativa, si raccomanda di ripeterla e/o procedere con una biopsia
pleurica, o TC guidata o tramite Videotoracoscopia (VATS), perché
nella maggior parte dei casi un versamento pleurico & di origine
maligna (40).

L’analisi citologica dell’espettorato € poco costosa e non invasiva, ma
ha minor significato diagnostico a causa della scarsa conservazione
delle cellule e della maggior variabilita legata alla difficolta
nell’acquisire un campione di buona qualita. Il potere diagnostico di
un’analisi citologica dell’espettorato & piu alto per i tumori grandi e
localizzati centralmente, come il carcinoma squamoso e il carcinoma
a piccole cellule.

In generale, i campioni di espettorato non riescono a individuare i
piccoli adenocarcinomi (diametro < 2 cm) che hanno origine dalle
ramificazioni delle vie aeree, come i piccoli bronchi, i bronchioli e gli
alveoli. Questo aspetto €& diventato piu importante perché i
cambiamenti nell'esposizione alle sigarette (filtri e diminuzione del
contenuto di nicotina) hanno aumentato gli adenocarcinomi e
diminuito i carcinomi squamosi.

La specificita per I'analisi citologica dell’espettorato si avvicina al
100%, anche se la sensibilita generalmente €& al di sotto del 70%.
L’accuratezza dell’'esame citologico dell’espettorato aumenta con
'aumentare dei campioni analizzati, per cui sono raccomandate
almeno le analisi di tre campioni di espettorato.

La citologia dell'espettorato non & sufficientemente sensibile o
accurata per essere inclusa nel workup di routine di qualsiasi paziente

con sospetto di cancro al polmone (9,37).

Il sistema TNM & un mezzo universalmente accettato per definire
I'estensione anatomica della malattia neoplastica solida, applicato di
routine nella pratica clinica per stimare la prognosi e per definire la
strategia di trattamento piu adeguata nel singolo paziente (41).

Il sistema TNM viene ideato tra il 1940 e il 1950 e nel 2017 & uscita

I'VIII edizione, su cui ci si basa attualmente.
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La stadiazione risulta utile per la progettazione del trattamento e
successivamente per valutarne I'efficacia, per determinare la prognosi
del paziente e per lo scambio di informazioni nei vari centri di cura,
implementando la conoscenza e quindi la possibilita di elaborare
nuove strategie e linee guida (42).
Il sistema TNM si basa sulla valutazione di tre parametri, che sono:

e T-tumor: indica I'estensione del tumore primitivo;

e N-nodes: presenza/assenza di metastasi ai linfonodi regionali;

o M-metastasis: presenza/assenza di metastasi a distanza.

| valori combinati di questi tre parametri permettono, infine, di stadiare
la malattia, distinguendo tra una malattia allo stadio iniziale (stadi I-Il),
localmente avanzato (stadio Ill) o avanzato/metastatico (stadio V),

con prognosi ed approccio terapeutico differente.

TABELLA 1 CLASSIFICAZIONE TNM (OTTAVA EDIZIONE)

Classificazione TNM

T- tumore primitivo

TX Il tumore primitivo non pud essere definito, oppure ne & provata
I'esistenza per la presenza di cellule tumorali nell’escreato o nel liquido
di lavaggio bronchiale, ma non €& visualizzato con le tecniche per
immagini o con la broncoscopia.

TO Nessuna evidenza di tumore primitivo
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumore di 3 cm o meno di diametro massimo, circondato da

parenchima polmonare o pleura viscerale, senza evidenza alla
broncoscopia di invasione piu prossimale del bronco lobare

T1a(mi) Adenocarcinoma minimamente invasivo

T1a | Tumore non superiore a 1 cm nella dimensione maggiore

T1b | Tumore superiore a 1 cm ma non superiore a 2 cm nella dimensione
maggiore

T1c Tumore superiore a 2 cm ma non superiore a 3 cm nella dimensione
maggiore
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T2 Tumore superiore a 3 centimetri ma non superiore a 5 cm, o tumore

con una qualunque delle seguenti caratteristiche:
¢ Interessamento del bronco principale, ma non della carena;
e Invasione della pleura viscerale;
e Associazione a polmonite ostruttiva o atelettasia.

T2a Tumore superiore a 3 cm ma non superiore a 4 cm nel diametro
maggiore

T2b Tumore superiore a 4 cm ma non superiore a 5 cm nel diametro
maggiore

T3 Tumore superiore compreso trai 5 e i 7 cm nel diametro maggiore o
associato a nodulo(i) neoplastici separati nello stesso lobo del tumore
primitivo o che invade direttamente una delle seguenti strutture: parete
toracica (inclusa la pleura parietale ed i tumori del solco superiore),
nervo frenico, pericardio parietale.

T4 Tumore superiore a 7 cm nel diametro maggiore o associato a
nodulo(i) separato(i) in un lobo ipsilaterale, ma differente rispetto al
lobo del tumore primitivo o che invade direttamente una delle seguenti
strutture: diaframma, mediastino, cuore, grandi vasi, trachea, nervo
laringeo ricorrente, esofago, corpo vertebrale, carena.

N-linfonodi locoregionali

NX | linfonodi regionali non possono essere valutati

NO Assenza di metastasi nei linfonodi regionali

N1 Metastasi nei linfonodi peribronchiali e/o ilari ipsilaterali e
intrapolmonari, incluso il coinvolgimento per estensione diretta

N2 Metastasi nei linfonodi mediastinici e/o sottocarenali ipsilaterali

N3 Metastasi nei linfonodi mediastinici controlaterali, ilari controlaterali,

scaleni o sovraclaveari ipsi- o contro-laterali

M-metastasi a distanza

MO Assenza di metastasi a distanza

M1a Noduli tumorali in un lobo controlaterale rispetto al tumore primitivo;
tumore con noduli pleurici/pericardici o versamento neoplastico
pleurico o pericardico

M1b Singola metastasi extra toracica

M1c Multiple metastasi extra toraciche in uno o piu organi
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TABELLA 2 RAGGRUPPAMENTO IN STADI (OTTAVA EDIZIONE)

Raggruppamento in stadi
Stadio T N M
Stadio 1A1 T1a(mi)/T1a NO MO
Stadio I1A2 T1b NO MO
Stadio IA3 T1c NO MO
Stadio IB T2a NO MO
Stadio lIA T2b NO MO
Stadio 1IB T1a, b, ¢ N1 MO
T2a, b N1
T3 NO
Stadio IlIA T1a, b, c N2 MO
T2a, b N2
T3 N1
T4 NO, N1
Stadio llIB T1a, b, ¢ N3 MO
T2a, b N3
T3 N2
T4 N2
Stadio llIC T3 N3 MO
T4 N3
Stadio IVA Qualsiasi T Qualsiasi N M1a, b
Stadio IVB Qualsiasi T Qualsiasi N M1c

1.3 Classificazione istologica: NSCLC e SCLC

| tumori del polmone sono tradizionalmente suddivisi in base
all’istotipo in carcinoma non a piccole cellule, NSCLC (non small cell
lung cancer), e carcinoma a piccole cellule, SCLC (small cell lung

cancer): il primo rappresenta piu dell’'80 % dei casi.

Il riconoscimento della diversita del NSCLC ha portato alla sua
sottoclassificazione, culminata nelle classificazioni
dell'Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) del 2004 e del 2015.
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| principali tipi di NSCC includono I'adenocarcinoma, il carcinoma a

cellule squamose (SSC) e il carcinoma a grandi cellule (LCC) (43).

Lo SCLC, detto anche microcitoma, &€ una neoplasia di origine
neuroendocrina di alto grado, scarsamente differenziata, con
comportamento aggressivo e nella maggior parte dei casi viene
trattata in modo non chirurgico.

E tipico dei forti fumatori e se ne riconoscono due sottotipologie: SCLC
puro e SCLC combinato, che presenta componenti piu tipiche di un

NSCLC, come quelle squamose o ghiandolari.

1.3.1 Adenocarcinoma
L’adenocarcinoma rappresenta il 38,5% dei tumori al polmone (il 60%
dei NSCLC) ed ¢ il tipo piu comune di tumore polmonare primario.
Generalmente forma masse a localizzazione periferica, ma pud anche
dare una lesione centrale, consolidamento Ilobare diffuso,
distribuzione multinodulare bilaterale e ispessimento pleurico (43).
Per definizione, I'adenocarcinoma polmonare €& una neoplasia
epiteliale maligna con differenziazione ghiandolare e che produce
mucina.
Le cellule del’adenocarcinoma sono solitamente positive per alcuni
marcatori pneumocitici, come il fattore di trascrizione tiroideo (TTF-1)
e NapsinA, una proteasi implicata nella produzione di surfactante.
Questi marcatori sono espressi in oltre '85% degli adenocarcinomi e
vengono sfruttati per la diagnosi grazie a sensibilita e specificita
comprese tra il 70 e il 100% (44).
La sottoclassificazione degli adenocarcinomi secondo la
Classificazione WHO del 2021 €& rimasta in gran parte invariata
rispetto a quella del 2015. Gli adenocarcinomi invasivi sono: MIA
(minimally invasive adenocarcinoma), adenocarcinoma non mucinoso
invasivo, adenocarcinoma mucinoso invasivo, adeocarcinoma

colloide, adenocarcinoma fetale, adenocarcinoma di tipo enterico.
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Questi si distinguono dalle lesioni precancerose: AAH (iperplasia
adenomatosa atipica), con dimensioni <5 mm e AIS (adenocarcinoma
in situ), con dimensioni 23 cm senza invasione stromale.

Inoltre, 'adenocarcinoma del polmone puo presentare diversi pattern
di crescita: lepidico, acinare, papillare, micropapillare e solido.

Tra questi, il pattern lepidico € associato a una migliore prognosi, il
papillare a prognosi intermedia, mentre il solido e il micropapillare

sono associati a una cattiva prognosi (45).

1.3.2 Carcinoma squamocellulare
Il carcinoma squamoso, noto anche come carcinoma epidermoide, &
il secondo istotipo piu diffuso di NSCLC e si riscontra nel 20-30% dei
casi.
Origina solitamente dalle cellule squamose nella parte centrale del
polmone, in un bronco principale o lobare.
Il carcinoma squamocellulare & strettamente correlato al fumo di
sigaretta; infatti, la loro incidenza € in calo, probabilmente grazie ai
cambiamenti nei comportamenti dei fumatori.
L'esame microscopico mostra cheratinizzazione e ponti intercellulari,
con modello di crescita solido e annidato ed esprime marcatori
immunoistochimici tipici (43).
Possono essere presenti cheratinizzazioni di singole cellule maligne o
di gruppi di cellule, che formano delle perle di cheratina posizionate
centralmente alla massa tumorale. Nonostante la cheratinizzazione
sia il segno distintivo di questi tumori non &€ sempre presente; infatti, i
carcinomi squamocellulari si dividono ulteriormente in cheratinizzati,
non cheratinizzati e basaloidi.
Contrariamente ai sottotipi di adenocarcinoma, tale
sottoclassificazione non mostra un'apparente utilita prognostica,
tranne che per gli SCC basaloidi, che hanno un profilo molecolare
distinto che conferisce resistenza intrinseca alla chemioterapia (45).
Le lesioni precancerose sono la displasia e il carcinoma squamoso in

situ.
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| marcatori espressi sono p40, p63 e la citocheratina 5/6. P40 e p63
sono espresse dallo strato basale dell’epitelio bronchiale. P40
presenta una sensibilita minore, ma una specificita maggiore rispetto
a p63 (44).

1.3.3 Carcinoma a grandi cellule

Il carcinoma a grandi cellule costituisce una minoranza dei casi di
NSCLC, rappresentando circa il 3% di tutti i tumori polmonari.

E una neoplasia priva di differenziazione, non mostra aspetti istologici
o immunoistochimici tipici delle altre forme di NSCLC. Puo essere
talvolta positivo alle citocheratine, ma & negativo per TTF1 e p40 e per
i marcatori di differenziazione neuroendocrina (46).

Il carcinoma a grandi cellule & solitamente localizzato in periferia, &
voluminoso e di aspetto necrotico. Le cellule sono di grandi dimensioni

e formano foglietti o nidi (44).

1.4 Classificazione molecolare

2

Nel 2000, Hanahan e Weinber nell’articolo “the hallmarks of cancer’
definirono i sei tratti distintivi del cancro: il mantenimento della
segnalazione proliferativa, I'elusione dei soppressori della crescita, la
resistenza alla morte cellulare, l'immortalita replicativa, l'induzione
dell'angiogenesi e I'attivazione dell'invasione e delle metastasi (47).

| progressi degli ultimi decenni hanno permesso di aggiungere a
questo elenco altri due segni distintivi: la riprogrammazione del
metabolismo energetico e I'elusione della risposta immunitaria (48).
L'ordine con cui queste caratteristiche vengono acquisite appare
abbastanza variabile e cambia da tumore a tumore, ma quello che
avviene generalmente € la perdita di funzione di geni oncosoppressori
(mutazioni LOF) e il guadagno di funzione di geni oncogeni (mutazioni
GOF).

Spesso, le mutazioni avvengono in geni codificanti per proteine che

hanno un ruolo cruciale per la crescita cellulare o per regolazione
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cellulare. Si parla di oncogene addiction quando la mutazione driver di
un gene garantisce un vantaggio di crescita e mantiene il processo
tumorale.

Oltre alle mutazioni driver se ne accumulano anche altre che non
danno un vantaggio selettivo alla cellula tumorale e che vengono
chiamate passanger; queste sono la risultante dellinstabilita
genomica delle neoplasie.

La terapia mira all'eliminazione delle cellule con la mutazione driver,
in modo da arginare la crescita neoplastica.

La caratterizzazione molecolare delle neoplasie polmonari risulta,
quindi, di fondamentale importanza per la possibilita di somministrare
al paziente dei trattamenti a bersaglio molecolare specifico, in base
all’alterazione che essi presentano.

Le attuali linee guida nazionali AIOM e internazionali sul trattamento
del NSCLC raccomandano di analizzare di routine i campioni tumorali
dei pazienti per verificare la presenza di mutazioni driver nei geni
EGFR, ALK, ROS1, BRAF V600E, NTRK1-3, RET, KRAS, MET e

I'espressione di PD-L1 mediante immunoistochimica (46).

1.4.1 EGFR

Il gene EGFR si trova sul braccio corto del cromosoma 7 in posizione
12.

La proteina codificata da questo gene €& una glicoproteina
transmembrana, la cui attivazione sottende a dei processi di crescita
cellulare, sopravvivenza, invasione ed angiogenesi (49).

Fa parte della superfamiglia delle protein-chinasi, protoncogeni, ERBB
(HER), che comprendono EGFR (ERBB1), HER2/neu (ERBB2),
HER3 (ERBB3) e HER4 (ERBB4). Questi geni codificano per recettori
di superficie cellulare e presentano un dominio extracellulare per il
ligando, una struttura transmembrana e un dominio tirosin chinasico
(TK) intracellulare. Il legame del ligando (EGF) al recettore attiva la
dimerizzazione e 'autofosforilazione di TK, dando luogo a una cascata

di eventi intracellulari con attivazione della via di trasduzione a valle

(9).
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L’EGFR é sovraespresso nel 40-80% dei casi di NSCLC, ma anche in
molti altri tumori epiteliali.

Queste mutazioni si verificano soprattutto a livello degli esoni 18-21,
che codificano per una porzione del dominio chinasico del'EGFR,
sono eterozigotiche e l'allele mutato va incontro ad amplificazione
nella maggior parte dei casi (50). Il gene mutato codifica pe runa
chinasi costitutivamente attivata, indipendentemente dal legame con il
ligando.

Circa il 90% di queste mutazioni si trova nell'esone 19 nelle delezioni
da CTG a CGG o nell'esone 21 al nucleotide 25, che comporta la
sostituzione della leucina con l'arginina nel codone 858 (L858R).

Le mutazioni dell'EGFR si trovano piu spesso nei tumori di donne, di
non fumatori e negli adenocarcinomi.

Tuttavia, mutazioni dellEGFR possono essere riscontrate anche in
pazienti con altre caratteristiche clinico patologiche, compresi gli ex
fumatori e i fumatori attuali, nonché in altri tipi istologici.

| tumori con mutazioni dellEGFR sono altamente responsivi al
trattamento con gli inibitori della tirosin-chinasi del'lEGFR (EGFR
TKIls) come Gefitinib, Erlotinib e I'Afatinib (50).

In aggiunta alle pit comuni mutazioni ne esistono di piu rare e
complesse, spesso resistenti alla terapia target anti-EGFR.

Tra le mutazioni rare quelle maggiormente identificate sono le
inserzioni sull’esone 20 di 1-7 amminoacidi tra il C-terminale e I'a-C-
elica, oppure la mutazione puntiforme S768| sempre a livello della a-
C-elica.

L'esone 21 pud essere interessato, invece, dalla mutazione
puntiforme L861Q (che interessa I'activazion loop di EGFR).

Ancora piu rare sono le mutazioni sul’esone 18, come delezioni e la
mutazione puntiforme E709X, o le inserzioni sull’esone 19.

Infine, si possono verificare duplicazioni della regione chinasica, che
riguardano gli esoni 18-25 o 18-26.

Le mutazioni complesse, invece, possono essere delle combinazioni

di mutazioni classiche (L858R o ExDel19) e mutazioni rare, oppure
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combinazione di diverse mutazioni rare o ancora combinazione delle
due mutazioni classiche.
| pazienti che presentano queste tipologie di alterazioni hanno

dimostrato una buona risposta agli immunoterapici (51).

1.4.2 BRAF
BRAF & una serina/treonina chinasi che fa parte della via RAS/MAPK
e contribuisce alla trasmissione di segnali di proliferazione,
differenziazione, migrazione e apoptosi.
Il gene che codifica per BRAF é situato sul braccio lungo del
cromosoma 7 in posizione 34 (52), ed € un oncogene.
Le mutazioni di BRAF sono presenti nell’1-4% dei tumori del polmone,
mentre sono molto piu comuni in altre neoplasie, come, ad esempio,
nel melanoma (50-70%) (53).
Le alterazioni piu frequenti sono a livello del dominio chinasico: la
V600E (sostituzione di una valina con glutammato) sull’esone 15, la
G469A sull’esone 11 e la D594G sull’'esone 15 (54).
La mutazione V600E é tipica del melanoma e si verifica meno spesso
nel tumore al polmone. Inoltre, € una mutazione mutualmente
esclusiva con le mutazioni di EGFR e KRAS.
Le mutazioni di BRAF si riscontrano piu frequentemente negli
adenocarcinomi, in fumatori attuali o ex fumatori.
In questi pazienti &€ stata dimostrata l'efficacia di farmaci come
Vemurafenib e Dabrafenib, inibitore specifico di BRAF mutato V600E.
Anche la combinazione di Trametinib e Dabrafenib ha dimostrato un

beneficio clinico in pazienti V600E-mutati (50).

1.4.3 ROS1
Il protoncogene ROS1 si trova sul braccio lungo del cromosoma 6 in
posizione 22, e fa parte della famiglia dei geni tirosin-chinasi del
recettore dell'insulina, che pud funzionare come recettore di fattori di
crescita o di differenziazione cellulare.
| riarrangiamenti di ROS1 danno origine a proteine di fusione
costitutivamente attive e sono rilevati in circa I'1-2% dei NSCLC (55),
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specialmente nell’adenocarcinoma, nei non fumatori, nei fumatori lievi
e nei pazienti giovani (>50 anni) (50).

Sono mutazioni mutualmente esclusive rispetto alle mutazioni di
EGFR,KRAS e ALK (56).

Il riarrangiamento di ROS1 & un fattore predittivo di risposta a
Crizotinib e ad altri inibitori tirosin-chinasici di generazioni piu recenti
come Lorlatinib, a prescindere dal tipo di riarrangiamento che

presentano (57).

1.4.4 ALK
ALK €& la chinasi del linfoma anaplastico ed €& un recettore
transmembrana ad attivita tirosin chinasica, coinvolto nello sviluppo
neuronale del sistema nervoso centrale.
Il gene ALK si trova sul braccio corto del cromosoma 2 in posizione
23 (58).
Il coinvolgimento di ALK nei tumori & stato originariamente scoperto a
seguito di traslocazioni cromosomiche che portavano alla produzione
di proteine di fusione costituite dal dominio chinasico C-terminale di
ALK e le porzioni N-terminali di altri geni (50).
La traslocazione di ALK é stata identificata in circa il 3-7% dei tumori
polmonari
(59).
La nucleofosmina (NPM) ¢ il principale partner di fusione di ALK e
rappresenta I'80% delle sue traslocazioni, ma sono stati identificati
almeno altri sei partner di fusione (60).
Nel NSCLC, le varianti di fusione di ALK piu comuni coinvolgono
porzioni del gene EML4. EML4-ALK & un gene di fusione aberrante
che codifica una proteina chimerica citoplasmatica costitutivamente
attiva (50).
Le fusioni EML4-ALK si riscontrano piu comunemente in pazienti
giovani che non hanno mai fumato o che hanno una storia di fumo
lieve e in pazienti con adenocarcinomi con pattern di crescita acinare.
Nella maggior parte dei casi, i riarrangiamenti di ALK sono

mutualmente esclusivi rispetto alle mutazioni di EGFR e KRAS (60).
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A livello farmacologico a fusione di ALK & targettabile con inibitori
selettivi come Crizotinib, tuttavia si sono sviluppate resistenze al
farmaco per cui sono stati elaborati farmaci di seconda generazione
come Alectinib e Ceritinib, e farmaci di terza generazione, come
Lorlatinib (50).

Le mutazioni di resistenza sono a carico del gene ALK e sono dovute
a sostituzioni di basi azotate, che risultano in una sostituzione
amminoacidica: le due mutazioni riconosciute piu spesso sono la
C1156Y (sostituzione di cisteina con tirosina) e la L1196M

(sostituzione di leucina con metionina) (60).

1.4.5 NTRK
NTRK & un recettore ad attivita tirosin-chinasi della superfamiglia dei
recettori TRK (tropomyosin-related kinases), codificato dal gene
NTRK1, localizzato sul braccio lungo del cromosoma 1 (61).
La sua azione é volta al controllo della crescita e alla differenziazione
cellulare attraverso la MAPK, la PI3K e PLC-gamma, quando attivata
dal suo ligando NGF (nerve growth factor) (62).
Fusioni di NTRK sono state riscontrate nel 3,3% dei pazienti con
adenocarcinoma del polmone, ma anche nel cancro del colon, della
tiroide e nel glioblastoma multiforme (63).
Le fusioni di NTRK1 portano ad una sua attivazione costitutiva
attraverso autofosforilazioni.
L'importanza delle fusioni NTRK1 sta nel fatto che i pazienti
rispondono bene ad alcuni inibitori di tirosin chinasi, come ad esempio
Entrectinib (50).

1.4.6 Altre mutazioni
Altre alterazioni molecolari recentemente riscontrate
nelladenocarcinoma, per le quali vi sono terapie target efficaci
disponibili nel contesto di studi clinici e/o programmi uso
compassionevole/accesso allargato, sebbene non ancora approvati e
rimborsati in Italia, includono: i riarrangiamenti dei geni RET (1-2%), le

mutazioni che causano una maturazione aberrante del trascritto a



33

livello del’'esone 14 di MET (1-2%), la mutazione G12C dell’esone 2
del gene KRAS (11%) e le mutazioni attivanti del gene HER2 (2%) .

L’amplificazione di FGFR1, le mutazioni a carico del gene PISKCA e

di PTEN, l'amplificazione e la mutazione di PDGFR, nonché le

mutazioni di DDR2 sono invece alterazioni molecolari che potrebbero

avere in futuro implicazioni terapeutiche nel carcinoma squamoso

(41).

In dettaglio:

KRAS & un oncogene localizzato sul braccio corto del
cromosoma 12, che codifica per la proteina omonima coinvolta
nella regolazione della divisione cellulare della via RAS/MAPK.
Le mutazioni puntiformi del gene KRAS sono state rilevate in
circa il 15-25% dei pazienti con adenocarcinoma polmonare. Le
alterazioni di KRAS sono associate a tumori di ex-fumatori,
fumatori correnti e piu raramente non fumatori. KRAS & un
importante predittore di resistenza ai TKI anti-EGFR, poiché
agisce nella pathway a valle di EGFR.

Qualsiasi mutazione attivante KRAS rende costitutivamente
attiva la via segnale, a prescindere dallo stato di inibizione di
EGFR (64).

I gene MET codifica per un recettore con attivita tirosin-
chinasica, coinvolto in diversi processi fisiologici di
proliferazione, motilita, invasione e sopravvivenza (65).

I gene MET e localizzato sul braccio lungo del cromosoma 7,
in posizione 31 e pud presentare mutazioni attivanti o puo
essere amplificato, soprattutto a livello dellesone 14. Nel
NSCLC, la sovraespressione della proteina MET nel tessuto
tumorale € stata associata a un piu alto stadio patologico del
tumore e a una prognosi peggiore. | pazienti con questa
mutazione possono rispondere a Capmatinib e a Tepotinib (50).
HERZ2, noto anche come ERBB2, NEU & un recettore tirosin
chinasico della famiglia EGFR e svolge un ruolo importante
nella crescita, nella differenziazione e nella sopravvivenza

cellulare. Il gene di HER2 & localizzato sul cromosoma 17 (66).
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La proteina HERZ2, a differenza delle altre della stessa famiglia,
non ha un proprio dominio di legame, ma eterodimerizza con
altri membri della famiglia, che invece legano un ligando,
stabilizzando il legame e potenziando I'attivita chinasica a valle.
In circa il 5% del NSCLC sono state riportate mutazioni attivanti
HERZ2, specie in pazienti di etnia asiatica, sesso femminile, non
fumatori, con adenocarcinoma con pattern di crescita lepidico
(67).

Tuttavia, le mutazioni di HER2 possono essere riscontrate
anche in altre pazienti con NSCLC, compresi gli ex fumatori e i
fumatori attuali. Le mutazioni sono soprattutto duplicazioni,
inserzioni o amplificazioni, specialmente a livello dell’esone 20.
Gli inibitori di HER2 presentano un’attivita modesta sui tumori
polmonari, specie se confrontata a quella di altri farmaci diretti
contro diversi target molecolari (50).

o Il gene RET si trova sul braccio lungo del cromosoma 10 e
codifica per una tirosin-chinasi coinvolta nella proliferazione,
nella migrazione e nella differenziazione cellulare (68). Le
mutazioni puntiformi e le fusioni di RET sono conosciute da
tempo nei carcinomi della tiroide, ma sono state scoperte di
recente  anche nei NSCLC. Sono stati identificati
riarrangiamenti di RET nell1-2% dei NSCLC, in pazienti
fumatori, giovani (<60 anni) e soprattutto negli adenocarcinomi
piu scarsamente differenziati (69).
| riarrangiamenti di RET sono di solito mutuamente esclusivi
con alterazioni genetiche in altri driver oncogeni, come EGFR,
KRAS, ALK e ROS1 (50). Il riarrangiamento di RET & predittivo

di risposta a RETinibitori come Pralsetinib o Selpercatinib.

1.4.7 PD-L1
PD-L1 & una molecola chiave nellimmunoregolazione tumorale:
attraverso linterazione col suo recettore, PD-1, inibisce la risposta

citotossica dei linfociti T CD8+ e conseguentemente la risposta



35

immunitaria antitumorale permettendo alla neoplasia di crescere e

metastatizzare.

A differenza delle alterazioni genomiche driver, che dovrebbero
essere presenti in tutte le cellule tumorali, I'espressione della proteina
PD-L1 é spesso eterogenea all'interno di un tumore e potrebbe essere
dinamica o influenzata da precedenti trattamenti (45). L’inibizione di
checkpoint immunitari come PD-L1 pud scatenare il sistema
immunitario contro le cellule tumorali.

Sono stati sviluppati anticorpi molecolari diretti contro PD-1, come
Pembrolizumab e Nivolumab, e contro PD-L1, come Atezolizumab e
Durvalumab. PD-L1 & un fattore predittivo di risposta
allimmunoterapia.

Pembrolizumab & approvato in prima linea nei pazienti non oncogene
addicted che presentano dei livelli di espressione di PD-L1 > 50% (si
valuta il numero di cellule neoplastiche che esprimono PD-L1 in un
campione di 100 cellule), mentre sono eleggibili al trattamento con
'immunoterapico quei pazienti che hanno un livello di espressione di
almeno I'% (50).

2. Strategia terapeutica per NSCLC in stadio
avanzato

La scelta del trattamento di prima linea per NSCLC in stadio avanzato
si basa sulla valutazione di diversi parametri: istologia, presenza di
mutazioni driver (EGFR, ALK, ROS1, BRAF), livello di espressione di
PD-L1, caratteristiche cliniche del paziente, comorbidita e
Performance Status (PS).

In caso di una malattia oncogene-addicted, la terapia di prima linea
sara una terapia a bersaglio molecolare specifica per la mutazione, la
cui ricerca € consigliata dalle linee guida nazionali e internazionali.

In Italia sono ad oggi approvati e rimborsati farmaci inibitori tirosino-
chinasici di EGFR, ALK, ROS1, BRAF e NTRK. (70)
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Gli TKI anti EGFR, come Gefitinib, Erlotinib, Osimertinib e Afitinib
vengono usati per NSCLC in stadio avanzato e con mutazioni
classiche di EGFR.

La scelta terapeutica di prima linea nel caso di riarrangiamenti di ALK
€ data da TKI anti-ALK, come Alectinib, Crizotinib, Ceritinib e
Brigatinib.

Per i riarrangiamenti di ROS1 'unico farmaco approvato e rimborsato
in Italia & Crizotinib, ma sono attualmente oggetto di studio anche
Lorlatinib, Entrectinib e Repotrectinib.

Per i pazienti con la mutazione V600 di BRAF, le linee guida
consigliano la combinazione Dabrafenib/Trametenib.

Nei pazienti con NSCLC avanzato non oncogene addicted
attualmente la scelta del trattamento si basa principalmente
sull’istologia, sulle condizioni generali del paziente e sue comorbilita,
e sul livello di espressione di PD-L1.

In questi casi le linee guida AIOM consigliano la valutazione del livello
di espressione di PD-LA1:

- PD-L1250%, [lindicazione di prima linea ¢
limmunoterapia  con Pembrolizumab o  con
Atezolizumab;

- 1%>PD-L1< 50%, l'indicazione di prima linea € una
combinazione di  Pembrolizumab/Pemetrexed e
chemioterapici a base di platino nellistologia non
squamosa, e Carboplatino, Paclitaxel o Nabpaclitaxel e
Pembrolizumab nell’istologia squamosa.

Nei pazienti affetti da NSCLC localmente avanzato o metastatico con
controindicazioni assolute o relative (PD-L1 <1%) a un trattamento
immunoterapico, la terapia di prima linea prevede la chemioterapia

con schemi a base di platino.

3. Immunoterapia e chemio-immunoterapia
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La crescita e la diffusione del cancro non dipendono solo dalle
caratteristiche delle cellule tumorali, ma sono anche influenzate
dall'interazione con il sistema immunitario (71).

Da tempo & noto che il sistema immunitario e le cellule maligne
coesistono in un equilibrio dinamico e che il rapporto tra i due puo
determinare il decorso della malattia (72): alcuni tipi di risposte
inflammatorie possono promuovere la crescita tumorale, altre possono
potenzialmente eliminare le cellule neoplastiche.

La teoria della sorveglianza immunitaria stabilisce che le cellule del
sistema immunitario forniscono una continua e ampia sorveglianza
dellintero organismo e sono proattivamente in grado di eliminare le
cellule anormali che esprimono antigeni alterati, ovvero i neoantigeni
tumorali. Il fumo di tabacco, ad esempio, con la sua azione
cancerogena, induce numerose mutazioni sul DNA delle cellule
esposte, creando moltissimi neoantigeni, che possono essere
riconosciuti dal sistema immunitario. Dunque, i tumori nei pazienti
fumatori o ex fumatori sono maggiormente immunogenici rispetto a
quelli dei non fumatori.

Il sistema immunitario, perd, viene indebolito dal tumore stesso
mediante I'immunoediting, processo dinamico avviato dalle cellule
tumorali in risposta allimmunosorveglianza del sistema immunitario.
L’immunoediting comprende tre fasi: eliminazione, equilibrio e fuga.
Nella fase di eliminazione le cellule tumorali sono identificate e
distrutte efficacemente dal sistema immunitario. L’eliminazione delle
cellule maligne da parte dei linfociti T CD8+ € un processo complesso
e suddiviso in fasi, ognuna delle quali pud essere regolata per
rafforzare o ridurre l'intensita della risposta immunitaria. | neoantigeni
tumorali vengono riconosciuti come non-self dalle cellule presentanti
I'antigene, APC, che a loro volta li presenteranno ai linfociti del
linfonodo drenante. Nel linfonodo avviene il riconoscimento da parte
del TCR delle cellule T del complesso MHC-neoantigene delle APC;
inoltre, il linfocita riceve dei segnali co-stimolatori per la sua attivazione
e proliferazione. In seguito alla proliferazione dei linfociti T-tumore

specifici e alla loro fuoriuscita dal linfonodo, queste cellule
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raggiungono il tumore e incontrano una serie di meccanismi di
immunosoppressione locale. Infine, le cellule T attivate attaccano le
cellule tumorali e si generano le cellule della memoria, importanti per
il controllo delle micrometastasi (73).

Nella fase di equilibrio il sistema immunitario non & in grado di
eliminare completamente tutte le cellule tumorali, ma é in grado di
controllare o prevenire ulteriori crescite. Nella fase di fuga il sistema
immunitario non € piu in grado di eliminare e controllare la crescita del
tumore perché le cellule maligne, sotto la pressione selettiva
esercitata dall'immunita stessa, hanno acquisito la capacita proliferare
e diffondersi, eludendo le difese dell’organismo.

Per prevenire eventuali danni indesiderati ai tessuti circostanti causati
dalle cellule T attivate, il sistema immunitario ha sviluppato dei
checkpoint inibitori che modulano la durata e 'ampiezza della risposta
immunitaria, ad esempio up-regolando i recettori co-inibitori.

Le cellule tumorali si sono evolute creando molteplici meccanismi,
come i difetti nella presentazione dell'antigene, I'up-regolazione di vie
regolatorie inibitorie e il reclutamento di popolazioni cellulari
immunosoppressive, per sfuggire alla sorveglianza immunitaria (74).
Sara l'equilibrio tra segnali co-stimolatori e co-inibitori a dettare il
destino delle cellule T attivate.

L’obiettivo dellimmunoterapia € quello di potenziare o ripristinare la
capacita del sistema immunitario di rilevare e distruggere le cellule
tumorali superando i meccanismi con cui eludono e sopprimono la

risposta immunitaria (75).

La chemio-immunoterapia, ovvero I'associazione tra chemioterapia e
immunoterapia, rappresenta un’opzione terapeutica emergente; il
razionale di questa terapia sta nel fatto che l'effetto citotossico della
chemioterapia cambia anche [I'assetto molecolare della cellula

tumorale, facilitando, dunque, I'azione dell'immunoterapia.

3.1 Immunoterapia
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Il fatto che un’infezione batterica acuta possa indurre la regressione di
un tumore & noto da centinaia di anni, ma solo nel 1861 il dottor
William B. Coley descrisse I'uso dellimmunoterapia per il trattamento
delle neoplasie.

Coley ipotizzd che un’infezione attorno al sito del tumore potesse
indurre una reazione citotossica diretta, ed utilizzoO quella che poi
venne definita “tossina di Coley”, un vaccino streptococcico, per
trattare una serie di malattie maligne (76).

Decenni dopo, sono state elaborate le terapie con virus oncolitici, che
sfruttano virus geneticamente modificati per infettare le cellule
tumorali, stimolando cosi un ambiente pro inflammatorio e
aumentando l'immunita antitumorale sistemica (77).

Nel corso degli anni sono stati tentati diversi approcci
allimmunoterapia, come I'aumento del numero di cellule T tumore
specifico attraverso la somministrazione di vaccini antitumorali, la
somministrazione di citochine (IL-2), il trasferimento adottivo di linfociti
infiltranti il tumore (TIL), il miglioramento della presentazione dei
neoantigeni o ancora [lattivazione dellimmunita innata nel

microambiente tumorale con IFN e con agonisti del recettore TLR (77).

Recentemente, grazie ad una migliore comprensione dei meccanismi
di regolazione immunitaria, mediata dall'antigene associato ai linfociti
T citotossici (CTLA4) e dal recettore di morte programmata (PD-1) con
il suo ligando (PD-L1), sono state sviluppate nuove terapie in grado di
modulare i checkpoint immunologici.

Gli inibitori dei checkpoint immunologici sono stati progettati per
rinvigorire le risposte immunitarie antitumorali, interrompendo le vie di
segnalazione co-inibitorie e per promuovere I'eliminazione

immunomediata delle cellule maligne (75).

3.1.1 Inibizione di CTLA-4

La proteina antigene-4 dei linfociti T citotossici (CTLA-4) € il primo
checkpoint immunologico ad essere stato testato con successo come

bersaglio di immunoterapia (78).
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E espressa sulla superficie delle cellule T attivate e la sua azione
consiste nel down-regolare I'attivazione dei linfociti T, competendo con
il segnale co-stimolatorio di CD28 per il legame a B7. Infatti, sia CTLA-
4 che CD28 legano CD80, ma CTLA-4 ha una maggiore affinita per il
ligando, limitando in questo modo la risposta delle cellule T.

Gli anticorpi contro CTLA-4 bloccano l'inibizione dell'attivazione delle
cellule T CD28/B7 e prolungano l'attivita antitumorale (79).
Ipilimumab & un anticorpo monoclonale completamente umanizzato, il
primo checkpoint inhibitor ad essere stato approvato dalla FDA, che si
lega a CTLA-4 e gli impedisce di legarsi al suo ligando (71); un altro
anticorpo anti-CTLA4 del tutto simile al precedente € Tremelimumab.
Una review, pubblicata nel 2022 per il decimo anniversario
dell’approvazione di Ipilimumab da parte delle FDA, ricalca le tappe
fondamentali degli studi che lo riguardano (80).

| primi studi clinici su Ipilimumab hanno testato infusioni a singola dose
di 3mg/kg, in pazienti con melanoma, tumore ovarico e cancro alla
prostata, ma le risposte significative e durature sono state osservate
in uno studio successivo multidose in pazienti con melanoma, che
combinava 3 mg/kg di Ipilimumab ogni tre settimane con due vaccini
peptidici per I'antigene di differenziazione dei melanociti, gp100 (81).
Queste prime risposte antitumorali hanno dato il via a una serie di studi
sul melanoma, che prevedevano anche combinazioni con una serie di
altri metodi terapeutici. In questi studi si € notato che la comparsa di
nuove lesioni o 'aumento di dimensioni di lesioni precedenti non
sempre indicava il fallimento del trattamento, e che alcune di queste
lesioni si riducevano o scomparivano con il proseguimento dello
stesso trattamento. Per questo motivo sono stati elaborati nuovi criteri
per la valutazione clinica dell'attivita di Ipilimumab, diversi dai classici
RECIST (response evaluation criterina in solid tumors) poi estendibile
alle altre immunoterapie. Questi criteri prendono il nome di irRC
(immune-related response criteria) (82).

Il piano iniziale per la ricerca dell'approvazione si basava, pero, sui
criteri di risposta convenzionali utilizzati per terapie antitumorali non

immunitarie.
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Tale piano, preparato in consultazione con la FDA, prevedeva tre
diversi studi di fase Il. Tra il 2007 e il 2008 due di questi studi non
hanno soddisfatto i criteri precedentemente definiti e questo ha portato
a rivedere il piano per l'approvazione. | nuovi studi richiesti per
'approvazione furono due studi randomizzati di fase Ill: il primo di
questi prevedeva una divisione dei pazienti in tre bracci, trattati con
Ipilimumab, con e senza peptide gp100, e peptide gp100 da solo e ha
dimostrato un aumento della sopravvivenza globale mediana di circa
4 mesi dei pazienti trattati con Ipilimumab rispetto al controllo trattato
con solo peptide gp100.

Gli eventi avversi sono stati osservati nel 10-15% dei pazienti nei
gruppi Ipilimumab contro il 3% dei pazienti del gruppo peptidico.
Questi risultati hanno portato all'approvazione di Ipilimumab per il
trattamento del melanoma metastatico nel marzo 2011.

Oltre alla nuova attivita antitumorale di Ipilimumab, il suo sviluppo
clinico ha portato anche alla luce una serie di nuovi effetti collaterali,
definiti IRAE (immune-relate adverse events). Gli IRAE di Ipilimumab
si concentrano per lo piu sulla pelle, sul colon e sul sistema endocrino,

ma possono colpire anche altri organi (83).

3.1.2 Inibizione di PD-1 e PD-L1

PD1 (programmed death receptor 1) € un recettore transmembrana
checkpoint immunitario espresso dai linfociti T (CD4+ e CD8+) attivati,
ma anche sui linfociti B, sui NK, sui macrofagi e sulle cellule
dendritiche.

L’interazione con i suoi ligandi, le proteine transmembrana PD-L1 e
PD-L2 (proteine B7-like) espresse sulle cellule tumorali, sui linfociti T
regolatori (CD4+,CD25+) e sui linfociti infiltranti il tumore, induce una
regolazione negativa dei linfociti attivati nei tessuti periferici (84): i
tumori possono sfruttare questo checkpoint e rendere i TIL incapaci di
eliminarli.

PD-L1 & espresso sulle cellule tumorali di circa il 50 % dei NSCLC e

la sua espressione contribuisce ad una prognosi sfavorevole, poiché
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sopprime la funzione delle cellule T (85), ed & associata ad un
aumento della proliferazione e della sopravvivenza delle cellule
tumorali, oltre che ad un aumento dell’apoptosi dei linfociti.
L’espressione di PDL1 pud essere regolata attraverso meccanismi
intrinseci ed estrinseci: i piu comuni meccanismi intrinseci sono legati
alla disregolazione di cascate di segnalazione derivanti da specifiche
mutazioni oncogeniche, come EGFR, mentre i meccanismi estrinseci
riguardano le risposte all'inflammazione attraverso la segnalazione di
IFN-gamma, che deriva sia dalle cellule immunitarie del
microambiente tumorale che dalle cellule tumorali stesse (80).

Oltre che nel tumore al polmone, PD-L1 & up-regolato in diversi tumori
solidi, tra cui il melanoma e i tumori ovarici.

Il blocco di PD1 impedisce l'interazione PD1 e PDL1, incrementando
la risposta delle cellule T e modulando I'attivita anti-tumorale (86).

Gli anticorpi monoclonali Nivolumab e Pembrolizumab sono IgG4
umanizzati che legano PD-1 inibendo la sua interazione con i ligandi
PD-L1 e PD-L2. Il legame con PD-1 non impegna i recettori Fc e non

attiva il complemento, pertanto sono privi di attivita citotossica.

Pembrolizumab & stato testato clinicamente in una serie di studi
KEYNOTE per l'utilizzo nella terapia del NSCLC avanzato.

Lo studio KEYNOTE-001 (87) & uno studio multicorte, aperto, di fase
I in cui 550 pazienti con NSCLC in stadio avanzato o metastatico (101
mai trattati in precedenza e 449 precedentemente trattati) sono stati
trattati con pembrolizumab a 10 mg/kg ogni 2-3 settimane. Il tasso di
risposta obiettiva (ORR) & stato del 19,4%, leggermente maggiore nei
pazienti naive al trattamento. La durata mediana della risposta e stata
di 12,5 mesi, significativamente maggiore, 23,3 mesi, per i pazienti
naive alla terapia rispetto a 10,4 mesi per i pazienti precedentemente
trattati. La PFS mediana era di 3,7 mesi per tutti i pazienti e 'OS
mediana di 12 mesi, entrambe per tutti i pazienti.

Con questo studio si € inoltre stabilito il cutoff di espressione di PDLA
250% come potenziale biomarcatore per prevedere le risposte a
Pembrolizumab: per i pazienti con PD-L1=250% I'ORR era di 45,2%,



43

per i pazienti con PD-L1 compreso tra 1 e 49% I'ORR era del 16,5%,
mentre se PDL1< 1% I'ORR risultava del 10,7%.

Lo studio KEYNOTE-010 (88) € uno studio randomizzato, in aperto, di
fase Il/lll in cui si € voluto testare 'uso di Pembrolizumab rispetto a
quello di Docetaxel in pazienti NSCLC precedentemente trattati, con
espressione di PD-L1 almeno superiore all1%. | 1304 pazienti
reclutati sono stati assegnati in modo casuale a ricevere in uno
schema trisettimanale Pembrolizumab 2 mg/kg, Pembrolizumab 10
mg/kg o Docetaxel 75 mg/m2 ogni tre settimane.

Tutti i pazienti erano naive al Docetaxel e i trattamenti precedenti
comprendevano la chemioterapia a base di platino e/o un'appropriata
terapia target. Tra gli endpoint primari c’erano OS e PFS dell’intera
coorte, risultate rispettivamente significativamente superiore nei
gruppi Pembrolizumab e comparabile per i tre gruppi, e in secondo
luogo OS e PFS nei pazienti con PD-L1=250%, entrambe
significativamente aumentate.

Nello studio gli eventi avversi si sono verificati nel 63% dei pazienti
trattati con Pembrolizumab 2 mg/kg, nel 66% dei pazienti con
Pembrolizumab 10 mg/kg e nell88% dei pazienti con Docetaxel, e
inoltre gli eventi avversi di grado elevato (3-5) si sono sviluppati molto
piu frequentemente nel gruppo Docetaxel rispetto che negli altri due.
Gli effetti collaterali legati al’immunita si sono verificati nel 20% dei
pazienti trattato con Pembrolizumab, quasi tutti di grado 1-2, fatta
eccezione per alcune polmoniti, di cui due mortali, e alcune reazioni
cutanee di grado 3.

Questi risultati hanno dimostrato che Pembrolizumab ha prolungato la
OS e la PFS nel NSCLC precedentemente trattato, con PDL1 come
valido biomarcatore per predire la risposta. Lo studio KEYNOTE-024
(89) € un trial di fase Ill randomizzato in aperto, multicentrico, condotto
su 305 pazienti affetti da NSCLC metastatico, senza mutazione di
EGFR o riarrangiamento di ALK, con espressione di PD-L1 = 50%, e
con performance status di 0-1. Lo studio voleva valutare una terapia
con Pembrolizumab (200mg e.v. ogni tre settimane fino a 35 cicli)

confrontata con un regime chemioterapico standard. La terapia con
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Pembrolizumab ha dimostrato un incremento significativo della PFS
(endpoint primario) e dell’OS (endpoint secondario) nei pazienti trattati
con Pembrolizuamb rispetto a quelli trattati con chemioterapia
standard. Pembrolizumab ha, inoltre, incrementato le risposte
obiettive e la durata della risposta. Nel complesso, il profilo di
tollerabilita & stato piu favorevole per il Pembrolizumab rispetto alla
chemioterapia, sia per quanto riguarda I'incidenza di eventi avversi di
qualsiasi grado, che gli eventi avversi di grado 3-5. Lo studio
randomizzato di fase lll, “KEYNOTE-042" (90), ha valutato I'efficacia
della mono-immunoterapia con Pembrolizumab rispetto alla
chemioterapia standard di | linea in pazienti affettida NSCLC avanzato
di qualsiasi istologia, con espressione di PD-L1 = 1%. Lo studio ha
dimostrato un vantaggio statisticamente significativo in termini di OS
(endpoint primario) in favore di Pembrolizumab in tutti i sottogruppi, un
profilo di tossicita migliore rispetto alla chemioterapia in termini di
incidenza di eventi avversi correlati al trattamento, ad eccezione degli
eventi avversi immuno-correlati che, come atteso, sono stati piu
frequenti nel braccio del Pembrolizumab. Non sono perd emerse
differenze significative in termini di OS tra i due bracci per i pazienti
con PD-L1 1%-49%, suggerendo che il beneficio osservato con
Pembrolizumab nell'intera popolazione in studio sia determinato
principalmente dal vantaggio ottenuto dall'immunoterapia nei pazienti

con espressione di PD-L1 = 50%.

Nivolumab & stato il primo inibitore di PD-1 a dimostrare un'attivita
clinicamente significativa nel NSCLC.

Nivolumab & approvato negli Stati Uniti, nell'Unione Europea e in altri
Paesi per il trattamento di seconda linea del NSCLC avanzato, sulla
base di un miglioramento della sopravvivenza globale (OS) e di un
profilo di sicurezza favorevole rispetto al Docetaxel in due studi
randomizzati, in aperto, di fase Ill nel NSCLC avanzato squamoso,
CheckMate 017 (91), e non squamoso CheckMate 057 (92), con

progressione della malattia dopo chemioterapia a base di platino.
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CheckMate 017 e CheckMate 057 sono stati studi internazionali,
randomizzati, in aperto, di fase lll, in cui i pazienti sono stati assegnati
in modo casuale 1:1 a ricevere Nivolumab (3 mg/kg una volta ogni 2
settimane) o Docetaxel (75 mg/m2 una volta ogni 3 settimane) in
entrambi gli studi. Il trattamento & proseguito fino a progressione della
malattia o in caso di tossicita inaccettabile.

Un follow up a 5 anni dagli studi Checkmate-017 e -057 (93) dimostra
che i tassi di OS a cinque anni in pool sono stati rispettivamente del
13,4% contro il 2,6%; i tassi di PFS a cinque anni sono stati
rispettivamente dell'8% contro lo 0%. | pazienti trattati con Nivolumab
senza progressione della malattia a 2 e 3 anni avevano
rispettivamente 1'82,0% e il 93,0% di probabilita di sopravvivenza e il

59,6% e il 78,3% di rimanere liberi da progressione a 5 anni.

Atezolizumab €, invece, il primo anticorpo diretto contro PDL1 ad
entrare in clinica; &€ un IgG1 umana ingegnerizzata diretta contro il
ligando L1 del recettore PD-1: legandosi a PD-L1 ne impedisce
interazione con i recettori. In tal modo, Atezolizumab sblocca
I'inibizione della risposta immunitaria antitumorale, senza alcuna
induzione della citotossicita cellulo-mediata anticorpo-dipendente.
Atezolizumab non interferisce con linterazione tra L2 e PD-1,
consentendo la persistenza dei segnali inibitori mediati fa L2. Gli
anticorpi anti-PD1 e anti-PDL1 agiscono in maniera differente ed &
inoltre evidente che lavorino di concerto, ma non & ancora stato
condotto nessuno studio a riguardo (80).

Lo studio randomizzato di fase 3 “IMpower110” (94) ha confrontato la
terapia con Atezolizumab e la chemioterapia standard nella prima
linea di trattamento di pazienti affetti da NSCLC avanzato, di qualsiasi
istologia, con espressione di PD-L1 = 1%. | risultati dello studio,
recentemente aggiornati, hanno confermato un vantaggio
statisticamente significativo e clinicamente rilevante in termini di OS
(endpoint primario) in favore di Atezolizumab nell’analisi condotta nel
sottogruppo di pazienti con espressione di PD-L1 = 50%.

Atezolizumab é risultato, inoltre, essere meglio tollerato rispetto alla
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chemioterapia con eventi avversi immuno-correlati solitamente di
basso grado.

Lo studio “IMpower131” (95), invece, € uno studio di fase Ill in aperto
che ha randomizzato pazienti con diagnosi di NSCLC ad istologia
squamosa in tre bracci, a cui venivano somministrati Atezolizumab +
Carboplatino + Paclitaxel , Atezolizumab + Carboplatino + Nab-
paclitaxel, oppure Carboplatino + Nab-paclitaxel , per 4-6 cicli. La PFS
dei pazienti trattati con Atezolizumab in aggiunta alla chemioterapia a
base di Carboplatino + Paclitaxel & aumentata, mentre 'OS non ha
mostrato differenze statisticamente significative.

Lo studio POPLAR (96) & uno studio di fase 2 randomizzato in aperto,
multicentrico, condotto su 287 pazienti affetti da NSCLC, in stadio IlIB
o IV, precedentemente trattati con una o due linee di chemioterapia e
con performance status di 0-1.

| pazienti sono stati randomizzati 1:1 a ricevere Atezolizumab (1200
mg ev) o Docetaxel (75 mg/mq), ogni tre settimane.

Gli endpoints primari dello studio erano la OS di tutta la popolazione e
nei sottogruppi di espressione PD-L1. La OS mediana & stata
significativamente maggiore per Atezolizumab rispetto a Docetaxel
nella popolazione complessiva e aumenta nei sottogruppi di
espressione di PD-L1 allaumentare del livello di espressione. In
termini di PFS e RR non vi erano differenze significative tra i due
bracci, se non per qualche variazione tra i sottogruppi di espressione
di PD-L1.

Atezolizumab e risultato meglio tollerato di Docetaxel, con una minor

incidenza di eventi avversi di grado 3-4 correlati al trattamento.

In Italia, sulla base di questi studi e delle line guida internazionali:

a. Nivolumab (alla dose flat di 240 mg e.v. in 60 minuti ogni
due settimane) & approvato per il trattamento del NSCLC
avanzato dopo wuna precedente chemioterapia,
indipendentemente dall’espressione di PD-L1;

b. Pembrolizumab & approvato alla dose di 200 mg e.v. in

30 minuti ogni 2 settimane in prima linea in caso di
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NSCLC avanzato se PD-L1=250%, o in seconda linea alla

dose di 2 mg /kg dopo almeno una precedente

chemioterapia e con PD-L1 = 1%.

Pembrolizumab pud essere utilizzato in prima linea

anche nei pazienti affetti da NSCLC in stadio avanzato

con espressione di

PD-L1

< 50%

e con buon

performance status (0-1), in associazione a platino e

pemetrexed, seguito da una terapia di mantenimento

con pemetrexed e pembrolizumab in caso di risposta o

stabilita di malattia dopo 4 cicli di trattamento;

c. Atezolizumab (alla dose flat di 1200 mg ev ogni tre

settimane) € approvato per il trattamento del NSCLC

avanzato

dopo

una

precedente

chemioterapia,

indipendentemente dall’espressione di PD-L1 (i pazienti

positivi per EGFR o ALK devono aver ricevuto anche

una terapia a bersaglio molecolare prima di ricevere

atezolizumab). E possibile utilizzare atezolizumab anche

in prima linea in caso di PD-L1 = 50%.

TABELLA 3 TRATTAMENTO CON INIBITORI DEI CHECKPOINT IMMUNITARI APPROVATI IN ITALIA

Valori PD-L1

Linea trattamento

Associazione
chemioterapia

Nivolumab qualsiasi [-111 no
Pembrolizumab | >= 50% | no
<50% I Pemetrexed
>1% Il +platino
no
Atezolizumab qualsiasi Il no
>=50 % I no

3.1.3 Effetti avversi immunoterapia
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Sebbene i meccanismi precisi con cui si verificano gli IRAE (immune-
related Adverse Events) non siano stati completamente scoperti, si
pensa che siano dovuti all'attivazione delle cellule T (97).

Una serie di studi suggerisce che gli IRAE siano innescati da antigeni
comuni sia al tumore che all'organo infiammato: secondo questo
modello, le cellule T scatenate colpirebbero entrambi i tessuti,
producendo sia tossicita che risposta (98).

Altri studi suggeriscono, invece, che possono esistere meccanismi di
tossicita autoimmune indipendenti dalla risposta antitumorale (97).
Nella maggior parte dei casi, la tossicita degli inibitori dei checkpoint
immunologici & lieve o moderata (G1-G2), sebbene si possano
verificare anche reazioni indesiderate piu gravi (G3-G4). L’insorgenza
degli effetti collaterali immuono-relati &€ subdola, pud presentarsi in
qualsiasi momento del trattamento, a volte anche quando questo € gia

stato interrotto, e pu0 interessare molteplici organi (99).

Di seguito vengono riportati i piu frequenti IRAE riscontrati (97):

« Reazioni cutanee: sono le pit comuni (30-70% dei pazienti,
soprattutto se trattati con Ipilimumab) e quelle che compaiono
piu precocemente, circa 2-3 settimane dopo [inizio del
trattamento e di solito sono di lieve entita. Le piu frequenti sono
prurito, rash maculopapulare, eritema, alopecia, e vitiligine.

o Reazioni gastrointestinali: compaiono di solito tra le 5 e le 10
settimane dopo la seconda dose, e tipicamente sono diarrea,
colite, nausea, vomito, gastrite, pancreatite. Interessano circa il
15-40% dei pazienti.

e Reazioni epatiche: compaiono 12-16 settimane dopo l'inizio del
trattamento, e si manifestano con un innalzamento delle
transaminasi, spesso sono asintomatiche o accompagnate da
affaticamento e febbre.

e Reazioni endocrine: di solito compaiono dopo 9 settimane
dallinizio del trattamento; possono essere iper/ipotiroidismo,

insufficienza surrenalica e diabete. Sono difficili da
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diagnosticare a causa di sintomi aspecifici come affaticamento,
anoressia, nausea e cefalea.

e Reazioni polmonari: possono essere polmonite, pleurite, e
granulomatosi simil-sarcoidea. La polmonite € la piu frequente
e compare nei 5-7% dei pazienti trattati con ICls, deve essere
esclusa in tutti i pazienti che iniziano a manifestare progressiva
mancanza di respiro, tosse secca e febbre. Gli esami radiologici
del torace e I'esecuzione delle prove di funzionalita respiratoria
possono permettere una diagnosi tempestiva di tale
complicanza.

e Altre reazioni: ci pud essere coinvolgimento oculare
(congiuntivite, blefarite), renale (IRA, nefrite interstiziale
granulomatose), del SNC (encefalopatie, sindrome di Guillain-
Barre, miastenia grave), del sistema emopoietico (anemia
emolitica, citopenie) e del sistema cardiovascolare (miocardite,

pericardite).

Saper riconoscere precocemente i primi segnali di una tossicita
immuno-correlata e gestirla di conseguenza, &€ di fondamentale
importanza. Infatti, un intervento precoce nei confronti di eventuali
effetti collaterali secondari a una immunoterapia si traduce
generalmente in una riduzione della severita e della durata della
tossicita stessa.

Negli ultimi anni sono state sviluppate molte linee guida, tutte concordi
sull’'utilizzo di corticosteroidi e di agenti immunomodulanti.

Il Gustave Rousy Cancer Center ha pubblicato una linea guida che
comprende cinque pilastri: si tratta di prevenire, anticipare,
individuare, trattare e monitorare gli IRAE (100).

Nella prevenzione, € importante conoscere lo spettro di tossicita
immunitaria e identificare i fattori di rischio di alterate risposte
immunitarie, come la storia personale e familiare di malattie
autoimmuni o la presenza di infezioni opportunistiche, perché la

somministrazione di un blocco del checkpoint immunitario potrebbe
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essere responsabile di reazioni infiammatorie contro tali agenti
patogeni (101).

Per quanto riguarda I'anticipare, sono state sviluppate delle liste di
controllo per identificare precocemente gli IRAE a partire da anomalie
o lievi alterazioni. Una volta individuato I'lRAE bisogna scegliere come
gestirlo. La gestione della tossicita immuno-correlata dipende
fortemente dalla severita dell’evento avverso e dal tipo di organo
interessato. In generale, la riduzione del dosaggio del farmaco non ha
alcun ruolo nella gestione di tali tossicita, ma una sospensione del
trattamento con un’adeguata terapia immunosoppressiva di tipo
steroideo €& importante nei casi di tossicita impegnativa. |
corticosteroidi devono essere impiegati alle dosi iniziali utilizzate per il
trattamento delle malattie autoimmuni (1mg/kg/die o piu), la durata &
generalmente di 2-4 settimane e il 58-85% della tossicita € reversibile
con il trattamento steroideo. Successivamente, i corticosteroidi
devono essere ridotti gradualmente per un periodo di almeno 1 mese
per evitare che le IRAE si ripresentino. Quando i sintomi sono refrattari
agli steroidi possono essere efficaci gli immunomodulatori o gli
immunosoppressori, come Azatioprina o il Micofenolato Mofetile.

Nel caso di una tossicita da farmaci immunoterapici, la ripresa del
trattamento con tali farmaci & controindicata se la tossicita & stata
molto grave. Al momento non vi € nessuna evidenza scientifica che i
farmaci cortisonici utilizzati per trattare gli effetti collaterali immuno-
correlati determinino una riduzione dell’effetto terapeutico (99).

Un altro punto chiave & se la gestione debba essere ambulatoriale o
ospedaliera; le linee guida suggeriscono che le IRAE di grado =3
dovrebbero essere trattate in regime di ricovero

Infine, per monitorare l'evoluzione, il tempo necessario per la
risoluzione delle IRAE pud variare notevolmente tra i vari tipi di
tossicita. Ad esempio, il tempo mediano per la risoluzione delle IRAE
di qualsiasi grado secondarie a Nivolumab variava da 3,3 settimane

per le AE epatiche a 28,6 settimane per quelle cutanee.
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4. Marcatori circolanti

L’avvento dellimmunoterapia con gli inibitori dei checkpoint
immunologici ha rivoluzionato il trattamento del cancro al polmone e
di altre neoplasie, ma le risposte cliniche sono molto eterogenee nei
diversi pazienti, spesso sono presenti eventi avversi e limpatto
economico non e trascurabile.

L’identificazione di marcatori circolanti predittivi della risposta
allimmunoterapia potrebbe favorire lidentificazione precoce delle
risposte al trattamento, evitando sospensioni premature della terapia
o un prolungamento inutile della stessa, migliorando la loro
sostenibilita (102).

Con l'avvicinarsi dell'immunoterapia alla medicina personalizzata, un
pannello composito di biomarcatori genomici e proteomici avra
un'enorme utilita nel processo decisionale terapeutico. | biomarcatori
potrebbero e ricercati nel microambiente tumorale oppure nel siero dei
pazienti.

| biomarcatori che riflettono il microambiente immunitario del tumore e
le caratteristiche intrinseche delle cellule tumorali, ottenuti
direttamente da campioni di tumore, sono stati studiati come potenziali
marcatori di risposta all’ immunoterapia. | primi biomarcatori proposti
per predire la risposta tumorale all'immunoterapia erano basati
sull'espressione di PD1/PDL1, ma il loro valore predittivo & limitato a
tumori o popolazioni di pazienti specifici (103,104).

Nel caso del NSCLC, attualmente, I'unico biomarcatore usato nella
pratica clinica per selezionare i pazienti che hanno maggiori
probabilita di ottenere risultati duraturi dal’immunoterapia & proprio il
livello di espressione di PD-L1 sulle cellule tumorali. L'espressione di
PD-L1, perd, non &€ sempre un marcatore predittivo efficace; infatti,
anche nei pazienti con un'elevata espressione di PD-L1, circa il 50%
non risponde alla terapia con ICls e alcuni pazienti negativi per PD-L1
sperimentano risposte forti e durature. Tassi di risposta migliori, a

parita di espressione di PD-L1, sono stati osservati nei fumatori
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rispetto ai non fumatori, sono, quindi, associati a tumori che
presentano un elevato carico di mutazioni (105)

Alti marcatori tissutali potrebbero essere la densita dei linfociti
infiltranti il tumore (TIL), il carico mutazionale del tumore (TMB), la
trascrittomica del tumore e la carenza di mismatch repair, che hanno
gia dimostrato di poter predire gli effetti del trattamento
immunoterapico (106).

Tuttavia, questi marcatori richiedono metodiche invasive e il rapporto
rischio/beneficio per il monitoraggio della risposta al trattamento &

elevato.

| biomarcatori circolanti sono promettenti metriche predittive della
risposta allimmunoterapia, in quanto si ottengono con prelievi non
invasivi per i pazienti e possono essere ripetuti nel tempo (107).

Tra i marcatori circolanti possiamo identificare i valori dei diversi
leucociti del paziente e i rapporti tra loro, come ad esempio il rapporto
neutrofili/linfociti (NLR) prognostico di un aumento di sopravvivenza se
il valore & alto, la conta assoluta dei linfociti (ALC) positivamente
correlata alla sopravvivenza e la lattato deidrogenasi sierica (LDH),
correlata invece ad una prognosi negativa se aumentata (108).

Le varianti di splicing di PD-L1 che mancano del dominio
transmembrana o di quello intracellulare portano alla secrezione di
PD-L1 solubile (sPD-L1), che potrebbe diventare uno dei marcatori
circolanti per il monitoraggio della terapia con inibitori dei checkpoint
immunologici: analogamente a PD-L1 legato alla membrana, anche
sPD-L1 ostacola I'attivazione e la proliferazione delle cellule T. Un
aumento del livello di sPD-L1 prima del trattamento si associa a una
prognosi sfavorevole, attribuita all'elevato carico tumorale, all'elevato
splicing alternativo e all'esaurimento della risposta immunitaria. Alcuni
studi hanno riscontrato che un elevato sPD-L1 al basale si correla ad
un maggior rischio di progressione del tumore. Tuttavia, il rapido
aumento del livello di sPD-L1 dopo il trattamento con inibitori del

checkpoint immunitario indicava una potente risposta immunitaria
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tumore-specifica e un elevato tasso di risposta parziale (circa il 70%)
(106).

Altri potenziali biomarcatori correlati positivamente con una risposta
attiva sono gli antigeni tumorali mutati e le diverse citochine. Le
citochine sono proteine che svolgono il ruolo di messaggeri
dellimmunita innata e adattativa, consentendo alle cellule del sistema
immunitario di comunicare a breve distanza, in modo paracrino o
autocrino. Nel contesto tumorale, le citochine possono sia aumentare
la crescita (citochine oncogene), sia limitala (citochine antitumorali),
regolando le relative vie di segnalazione come la proliferazione, la

crescita, le metastasi e I'apoptosi.

Nel cancro del polmone, I'espressione delle citochine cambia in base
alle condizioni fisiologiche del sistema immunitario e le citochine
inflammatorie sono associate alla sua progressione. |l profilo di
espressione delle citochine pud essere utilizzato non solo per la
diagnosi, ma anche per la prognosi, la previsione della risposta
terapeutica e la sopravvivenza dei pazienti affetti da cancro del
polmone (109).

Le citochine periferiche, inoltre, riflettono lo stato del microambiente
immunitario del tumore e la risposta al trattamento anti-PD-1/PD-L1.
Ad esempio, i livelli sierici dell’interleuchina 6, citochina sia pro- che
antinfammatoria, la cui espressione ¢ indotta da TNF-Alpha e da IL-
1, sono aumentati in diversi tipi di cancro, tra cui quello al polmone, e
correlano con una prognosi negativa (110). Uno studio di fase 2 sul
melanoma ha rivelato che livelli elevati di IFN-y, IL-6 e IL-10 nel
sangue periferico prima del trattamento si associano ad una riduzione
del tasso di risposta nei pazienti che assumono Nivolumab (111). L’IL-
8 € un membro della famiglia delle chemochine CXC e ha il ruolo di
attivatore e chemoattrattore dei neutrofili. E’ prodotta anche dalle
cellule tumorali in piu di dieci tipi diversi di cancro, tra cui quello al
polmone e la sua concentrazione sierica & stata associata alle
dimensioni della neoplasia e al’aumento dello stadio di malattia (110).

E stata recentemente osservata una sua correlazione con la risposta
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al trattamento con inibitori dei checkpoint immunologici, sia nel
melanoma avanzato che nel NSCLC. In uno studio, 29 pazienti con
melanoma e NSCLC, trattati con Nivolumab o Pembrolizumab, sono
stati sottoposi a prelievi dopo 2 e 4 settimane dalla terapia per valutare
i livelli di IL-8. Nei pazienti che hanno risposto, i livelli sierici di IL-8
sono diminuiti significativamente tra il basale e la migliore risposta e
sono aumentati significativamente alla progressione. Nei pazienti non
responder, i livelli di IL-8 sono aumentati significativamente tra il
basale e la progressione. Una diminuzione precoce dei livelli sierici di
IL-8 & stata associata a una sopravvivenza globale piu lunga. | livelli
sierici di IL-8 hanno anche riflesso correttamente la vera risposta in tre

pazienti che presentavano una pseudoprogressione (112).
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OBIETTIVI DELLO STUDIO

Nonostante la terapia con inibitori dei checkpoint immunitari abbia
modificato radicalmente la sopravvivenza del NSCLC avanzato,
I'interpretazione delle risposte radiologiche e lidentificazione dei
pazienti in grado di beneficiarne rimane ancora una problematica
clinica di rilievo. Gli ICIs inducono una risposta clinica in circa 12
settimane e soltanto nel 15-60% dei pazienti (97), alcune risposte
tardive sono state osservate dopo linterruzione del trattamento a
causa di tossicita e fino al 15% dei pazienti pud andare incontro a
pseudoprogressione.

La ricerca di nuovi marcatori predittivi della risposta potrebbe portare
all'identificazione precoce dei pazienti responsivi ai CIS, evitando il
trattamento ad wuna proporzione di pazienti resistenti, e

conseguentemente migliorando la sostenibilita economica.

Lo studio oggetto della presente tesi ha la finalita di descrivere le
caratteristiche cliniche e gli esiti del trattamento con ICIs in una
popolazione di pazienti affetti da NSCLC della reale pratica clinica e di
valutare la correlazione tra i valori basali e le variazioni temporali di

alcuni marcatori circolanti con la risposta al trattamento.

1. Obiettivo primario

Obiettivo primario della presente tesi di laurea & I'analisi
descrittiva delle caratteristiche cliniche dei pazienti, dell’esito
del trattamento e del profilo di tossicita di una popolazione di
pazienti affetti da NSCLC in stadio avanzato trattato con inibitori

del checkpoint immunitario in un contesto real-world

2. Obiettivi secondari
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Obiettivo secondario della presente analisi € la valutazione della
correlazione tra biomarcatori circolanti e loro variazione a diversi time-
point con l'esito del trattamento in termini di: tasso di risposte (RR);
tasso di controllo di malattia (DCR); sopravvivenza libera da
progressione (PFS) e globale (OS), in un sottogruppo di pazienti per
cui I'analisi dei biomarcatori sia valutabile alla data cut-off del 31 luglio
2022.
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MATERIALI E METODI

1. Disegno dello studio e criteri di eleggibilita

Enrollment follow-up and samples analysis
1° year 2° - 3%°years :
3 Max 2 years or until
elegibility criteria j disease progression
N=160 enrollment and ; sample collection sample collection d
NSCLC and ICI (+/-CT) [1 each cycle each radiologic :ais
melanoma pts treatment start (first 6 cydes) assessment ys

) POL1
- gowth
_fadas © pcR

FIGURA 1 DISEGNO DELLO STUDIO

Lo studio MAGNELIC (circulating MArkers as GeNder-specific predictor
of rEsoponse to Immune Checkpoint inhibitors in melanoma and non
small cell lung cancer patients), osservazionale, prospettico,
multicentrico, real world ha coinvolto 160 pazienti da quattro centri
italiani (nello specifico Padova, Treviso, Belluno e Mestre);
popolazione di studio ha incluso 80 pazienti affetti da melanoma
avanzato (coorte A) e 80 da NSCLC avanzato (coorte B) in un periodo
complessivo di tre anni. Lo studio prevedeva un anno di arruolamento,
e due anni di follow-up. Lo studio ha concluso 'arruolamento in agosto
2022.

| campioni ematici richiesti per le analisi sono stati raccolti al primo
ciclo (basale), ad ogni somministrazione di farmaco per le prime 6
dosi, al momento delle rivalutazioni strumentali di malattia per due
anni, oppure in caso di progressione di malattia e sono stati ripetuti
alla successiva rivalutazione strumentale di conferma.

| campioni ematici sono stati effettuati in concomitanza con quelli per
monitorare la terapia; pertanto, i pazienti non sono stati sottoposti ad

ulteriori procedure rispetto a quelle impiegate per pratica clinica.

.| citokines |
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Nel presente progetto di tesi sono stati analizzati i dati raccolti da 76
pazienti affetti da NSCLC in stadio avanzato arruolati nei quattro
centri.

Sono stati inclusi i pazienti con conferma istologica di NSCLC
avanzato-metastatico candidati alla terapia con anti-PD-L1 e anti-PD-
1, secondo le indicazioni regolamentate dallAIFA.

Lo stadio di malattia avanzato-metastatico coincide con lo stadio llI
non resecabile o lo stadio IV secondo la classificazione TNM dell’
American Joint Committee on Cancer Staging System (AJCC), ottava
edizione (113).

| criteri di eleggibilitd prevedevano anche che i pazienti coinvolti nello
studio avessero un Performance Status (PS) compreso tra 0 e 2,
secondo la scala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) (114);
una buona funzione renale (creatinina sierica <5 mg/dL o clearance
della creatinina 260 mL/min negli uomini e 250 mL/min nelle donne,
calcolata secondo la formula Cockroft-Gault) ed epatica (bilirubina
totale <1,5 x limite superiore al normale (ULN) e aspartato
aminotransferasi (AST)/alanina aminotransferasi (ALT) <2,5 x ULN,
<5xXULN se presenti metastasi epatiche), e un’aspettativa di vita
maggiore di tre mesi.

Dallo studio sono stati esclusi soggetti con metastasi cerebrali
sintomatiche o carcinomatosi meningea, con precedente trattamento
con anti-PD-1 o anti-PD-L1 (solo per NSCLC), con malattia
autoimmune, sospetta o accertata, in fase attiva, fatta eccezione per
vitiligine, psoriasi, alopecia, diabete mellito di tipo | e ipotiroidismo che
richiedono terapia ormonale sostitutiva. Altri criteri di esclusione erano
tutte le condizioni cliniche che richiedono trattamenti steroidei
sistemici a dosaggi immunosoppressivi o immunosoppressori, epatiti
B e C attive o test positivo per HIV, ma anche condizioni psichiatriche

o fisiche che avrebbero potuto ostacolare I'adesione al protocollo.
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2. Dati clinici e traslazionali
| dati raccolti hanno incluso informazioni cliniche inerenti al paziente
(eta, sesso, PS secondo ECOG, abitudine tabagica, esposizione
professionale, BMI), la patologia oncologica (stadio di malattia alla
diagnosi, caratteristiche biologiche del tumore) e il trattamento
antitumorale (dosaggi terapeutici e tossicita, trattamenti precedenti).
| campioni di sangue periferico sono stati raccolti mediante prelievo
venoso e sono state preparate aliquote di siero e campioni di plasma
CTAD che sono stati conservati a -80 °C fino all’analisi.
Sono stati misurati i livelli plasmatici di Proteina C Reattiva (PCR)
mediante immunoturbidimetria (analizzatore automatico AU 5822 -
Beckman Coulter Inc, CA, USA). Le citochine sieriche e i livelli di fattori
di crescita sono stati analizzati con la tecnologia multiplexing (xXMAP)
mediante Magnetic Luminex Assays (R&DSystems Inc,MN,USA):
Human Cytokine Premixed Kit A Perfromance Assay and Human
Premixed Multi-Analytr Kit Screening Assay.
| livelli sierici di PDL-1 sono stati analizzati mediante
Human/Cynomolgus Monkey PD-L1/B7-H1 Quantikine ELISA kit. Tutti
i campioni di uno stesso paziente sono stati analizzati in un unico

saggio sulla stessa piastra.

Nella prima parte dello studio € stata definita la distribuzione dei
marcatori inflammatori e immunocorrelati, al fine di selezionare i
marcatori misurabili nel siero o nel plasma. | marcatori analizzati sono
GM-CSF, IL1beta, IL2, IL4, IL5, IL6, IL8, IL10 e TNFalpha, selezionati
sulla base delle loro implicazioni nellimmunomodulazione dei
checkpoint immunologici, nella patogenesi o progressione tumorale e
nel loro coinvolgimento con le risposte immunitarie.

Nella seconda fase dello studio € stata verificata I'associazione dei
suddetti biomarcatori e la risposta clinica agli inibitori dei checkpoint

immunitari nei pazienti trattati.
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Lo studio & stato approvato dal Comitato Etico dell’lstituto Oncologico

Veneto e dei centri partecipanti, e tutti i pazienti hanno firmato |l

consenso informato al momento dell’arruolamento.

3. Trattamento

Lo studio non ha previsto alcuna variazione della pratica clinica per

quanto riguarda il trattamento dei pazienti.

| pazienti con NSCLC avanzato potevano ricevere:

Nivolumab: in pazienti gia trattati con una precedente linea
chemioterapica, somministrato alla dose flat di 240 mg per via
endovenosa in 60 minuti ogni 2 settimane fino a progressione
di malattia o tossicita inaccettabile;

Pembrolizumab: somministrato alla dose fissa di 200 mg per
via endovenosa in 30 minuti ogni 3 settimane fino a
progressione di malattia o tossicita inaccettabile come prima
linea in pazienti con tumori ad elevata espressione di PD-L1,
definita come un Tumor Proportion Score (TPS) 250%; o in
seconda linea se TPS 21%. | pazienti con mutazioni di ALK o
EGFR dovevano aver ricevuto precedentemente una terapia
target (115);

Atezolizumab: somministrato ad una dose di 1200 mg per via
endovenosa in 60 minuti (se la prima infusione & stata tollerata,
tutte le infusioni successive potevvano essere somministrate
nellarco di 30 minuti) ogni 3 settimane fino a progressione di
malattia o tossicita inaccettabile in pazienti con NSCLC
avanzato precedentemente sottoposti a chemioterapia. |
pazienti con mutazioni di ALK o EGFR dovevano aver ricevuto

precedentemente una terapia target.

L’interruzione del trattamento era prevista in caso di progressione

confermata, di eventi avversi, di anormalita di laboratorio, di patologie
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intercorrenti che indicassero che la partecipazione al protocollo non
fosse la migliore opzione terapeutica e in caso di gravidanza.
Durante il trattamento previsto dallo studio era proibita I'assunzione di
farmaci immunosoppressori, a meno che non venissero impiegati per
il trattamento di una tossicita farmaco correlata, di corticosteroidi a
dosi immunosoppressive >10 mg di prednisone, a meno che non
venissero impiegati per il trattamento di una tossicita farmaco
correlata, e di altri trattamenti neoplastici concomitanti.

Ai soggetti arruolati nello studio era permesso 'uso di corticosteroidi
topici, intraoculari, intra-nasali e inalatori e di corticosteroidi sistemici
(cortisone acetato) con finalita sostitutiva, anche se il dosaggio
superava I'equivalente di 10 mg di prednisone.

Era, inoltre permesso I'impiego di corticosteroidi per brevi lassi di
tempo come profilassi o per trattamento di condizioni non autoimmuni.
Era, infine permesso l'utilizzo di farmaci anti-VEGF per via intra-

vitreale.

4. Valutazione della risposta alla terapia

Al fine di standardizzare i risultati dei diversi centri, ad ogni
rivalutazione di malattia & stata necessaria I'effettuazione di una TAC
encefalo, torace, addome, o altri distretti corporei, con mezzo di
contrasto iodato. Poteva essere impiegata la RMN encefalica con mdc
come integrazione alla TAC, se necessario.

La valutazione pretrattamento (basale) e le successive venivano
effettuate in accordo con le tempistiche suggerite da AIFA.

Nei pazienti con NSCLC avanzato le rivalutazioni di malattia sono
state effettuate secondo il seguente schema:

e pazienti trattati con Pembrolizumab, la prima é stata
effettuata alla settimana 9+1 e la seconda alla settimana
15+1. In caso di PD alla RIV1, la RIV2 ¢ stata anticipata
alla settimana 13+1. Le successive sono state effettuate

ogni 12 settimane;
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« pazienti trattati con Nivolumab, la RIV1 ¢ stata effettuata
alla settimana 9+1 e la RIV2 alla settimana 15 £1. Le
successive ogni 12 settimane;

e pazienti trattati con Atezolizumab: la RIV1 verra
effettuata alla settimana 911 e la RIV2 alla settimana

15+1. le successive ogni 12 settimane.

La risposta al trattamento é stata analizzata in accordo con i criteri
RECIST versione 1.1 (116).

Sono state considerate misurabili le lesioni con diametro maggiore
210mm alla TAC/RMN o =10 mediante misurazione manuale
all’esame clinico o linfonodi con asse corto 215 mm alla TAC/RMN.
Sono state considerate non misurabili tutte le altre lesioni, incluse
quelle realmente non misurabili (carcinomatosi leptomeningea, ascite,
versamento pleurico e pericardico, linfangite cutanea o polmonare,
masse addominali).

Quando era presente al basale piu di una lesione misurabile, sono
state identificate e scelte come target le 5 lesioni piu rappresentative
degli organi coinvolti (fino ad un massimo di 2 lesioni per organo). Le
restanti sono state registrate come non target. E stata calcolata e
riportata al basale la somma dei diametri delle lesioni target (diametro
minore per lesioni linfonodali e maggiore per quelle non linfonodali).
Per le altre lesioni non target non e stata richiesta una misurazione e
sono state descritte nel tempo come “presenti” o “assenti”.

E stata considerata come risposta completa (RC) la scomparsa di tutte
le lesioni target. Era necessario che i linfonodi patologici avessero una
riduzione dell’asse corto inferiore a 10 mm.

E stata definita come risposta parziale (RP) una riduzione =30% nella
somma dei diametri delle lesioni target prendendo come riferimento |l
valore basale.

E stata definita come progressione di malattia (PD) un incremento
220% della somma dei diametri delle lesioni target prendendo come
riferimento il valore basale o quello della risposta migliore.

La comparsa di una o piu nuove lesioni &€ considerata PD.
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TABELLA 4 CRITERI RECIST v. 1.1 PER LA VALUTAZIONE DELLA RISPOSTA ALLA TERAPIA

Lesioni target Lesioni non target Nuove Miglior
lesioni risposta

CR CR no CR

CR non CR/ non PD no PR

CR non valutate no PR

PR non PD o non tutte [ no PR
valutate

SD non PD o non tutte|no SD
valutate

Non tutte [ non PD no non

valutate valutabile

PD qualsiasi si o no PD

qualsiasi PD siono PD

qualsiasi qualsiasi Si PD

5. Analisi statistica

Tutte le variabili continue sono state descritte utilizzando la mediana,

il primo e il terzo quartile.

Le variabili nominali e ordinali sono state descritte mediante tavole di

contingenza.

E stata valutata la distribuzione dei marcatori in relazione ai livelli di
risposta al trattamento secondo i criteri RECIST utilizzando mediana,

primo e terzo quartile ed & stato applicato il test di Kruskal-Wallis nei

pazienti con progressione di malattia.
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| risultati sono stati riportati come odds ratio (OR) con un intervallo di
confidenza al 95%.

La relazione tra il controllo della malattia e la sopravvivenza con le
alterazioni dei livelli sierici dei marcatori & stata testata a differenti
time-point con un modello di regressione logistica univariata e
multivariata e con la regressione di Cox.

Il diverso impatto dei marcatori sulla PFS e sul’OS é stato stimato
utilizzando i modelli non parametrici di regressione di Cox. La PFS é
stata determinata dalla prima dose di terapia alla data di progressione
di malattia o di morte per qualsiasi causa. | pazienti vivi senza
evidenza di progressione di malattia al momento dell’analisi sono stati
censurati con la data dell'ultima rivalutazione strumentale. L'OS é
stata determinata dalla prima dose di terapia fino alla morte per
qualsiasi causa. | pazienti vivi al momento dell’analisi sono stati
censurati con la data dell'ultima rivalutazione strumentale. Le curve di
sopravvivenza sono state disegnate con il metodo di Kaplan Meier e
confrontate con i vari gruppi di interesse mediante log-rank test.

| risultati sono stati espressi in termini di tassi di sopravvivenza con un
intervallo di confidenza del 95%.

Le tossicita correlate al farmaco sono state registrate e classificate in
accordo con i criteri National Cancer Institute Common Toxicity
Criteria for Adverse Events (NCI CTC-AE ver 4.03). E stato

considerato come significativo un p-value inferiore a 0,05.
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RISULTATI

1. Caratteristiche cliniche dei pazienti

Le caratteristiche clinico patologiche dei pazienti arruolati nello studio

sono riassunte nella tabella 5.

TABELLA 5 CARATTERISTICHE CLINICHE DEI 76 PAZIENTI CON NSCLC AVANZATO

NSCLC TOTALE (N=76)
GENDER
Male 50 (66%)
Female 26 (34%)
AGE Median (Q1; Q3) 70 (65; 75)
BMI Median (Q1; Q3) 24,49 (21,70; 27,50)
PS ECOG 0 18 (24%)
1 47 (62%)
2 11 (14%)
CURRENT STAGE 3 (4%)33 (43%)
B 34 (45%)
IVA 6 (8%)
IVB
Missing
NSCLC RISK FACTORS
-Tobacco and 64 (84%)
smoking

-Exposure to cancer 12 (16%)

causing agents in the

workplace
-Alcohol 6 (8%)
-Other 3 (4%)
HISTOLOGICAL
DIAGNOSIS OF NSCLC -Adenocarcinoma 53 (70%)
-Squamous cell 17 (22%)
carcinoma

-Others 6 (8%)
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Sono stati arruolati nello studio 76 pazienti con diagnosi di NSCLC
avanzato, provenienti da 4 centri (45 da Padova 1.0.V., 2 da Mestre,
17 da Belluno e 12 da Treviso), i cui dati sono stati raccolti entro il 30
luglio 2022.

Di questi, 50 (66%) sono uomini e 26 (34%) sono donne.

L’eta mediana alla diagnosi di malattia avanzata é stata di 70 anni, con
un range che varia dai 52 agli 83 (Q1= 65 anni, Q3=75 anni).

Il BMI mediano €& stato 24,49 Kg/m?, con un range che va da 14,67
kg/m? a 35,26 Kg/m? (Q1= 21,70 kg/m?, Q3= 27,50 kg/m?).

Nei criteri di inclusione allo studio era richiesto un PS secondo ECOG
compreso tra 0 e 2 (O=full activity, 1= restricted activity, 2= in bed<50%
of the time); dei pazienti arruolati, 18 (24%) avevano un PS 0, 47
(62%) avevano un PS 1, e 11(14%) avevano un PS 2.

Alla diagnosi di NSCLC avanzato, 3 (4%) rientravano in uno stadio
1B, 33 (43%) in uno stadio IVA e 34 (45%) in stadio IVB; di 6 (8%)
pazienti il dato non € noto.

Per quanto riguarda i fattori di rischio, 12 pazienti (16%) hanno avuto
esposizione ad agenti cancerogeni sul luogo di lavoro, 1 (1%) ha avuto
esposizione ad agenti cancerogeni non sul luogo di lavoro, 6 (8%)
pazienti hanno avuto esposizione all'alcol, mentre 64 pazienti (84%)
sono fumatori o ex fumatori; 3 pazienti (4%) sono stati a contatto con
altri fattori di rischio non specificati.

L’istologia predominante nel campione € quella dell’adenocarcinoma,
diagnosticato in 53 pazienti (70%), seguito dal carcinoma squamoso
presente in 17 soggetti (22%), mentre nei restanti 6 (8%) sono state
identificate altre istologie.

2. Analisi delle tossicita immunocorrelate (IRAE)

Sono stati registrati tutti gli eventi avversi riportati dai pazienti
riconducibili al trattamento con immunoterapia e il relativo grado,

attraverso i criteri comuni di terminologia degli eventi avversi
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(Common Terminology Criteria for Adverse Events — CTCAE)
versione 5.0 (117).
Gli eventi avversi immunorelati (IRAE) e il loro grado sono stati

riassunti nella tabella 6.

TABELLA 6 ANALISI IRAE NEI 76 PAZIENTI CON NSCLC AVANZATO

Qualsiasi G4 G3 G2 G1

grado

N (%) N(%) N(%) N (%) N (%)
qualsiasi tossicita 54 (71%) 2(4%) 5(9%) 24 (44%) 23

(43/%)

polmonite 4 (7%) 0(0%) 0(0%) 4 (7%) 0 (0%)
diarrea 16 (30%) 0(0%) 0(0%) 11(20%) 5 (9%)
1 lipasi tamilasi 2 (4%) 1(2%) 0(0%) 1(2%) 0 (0%)
TALT tAST 11 (20%) 0(0%) 3(5%) 2(4%) 6 (11%)
reazioni cutanee 7 (13%) 0(0%) 0(0%) 1(2%) 6 (11%)
tossicita 6 (11%) 0(0%) 0(0%) 2 (4%) 4 (7%)
endocrinologiche
altre tossicita 8 (15%) 1(2%) 2((4%) 3(5%) 2 (4%)

Dei 76 pazienti arruolati 41 (54%) hanno sviluppato almeno un
evento avverso, ma gli IRAE totali registrati sono stati 54 in
totale: alcuni pazienti hanno avuto piu di un evento avverso.
Nessuno ha riscontrato eventi avversi di grado 5, 2 (4%) hanno
avuto IRAE di grado 4, 5 (9%) di grado 3, mentre la maggior parte
degli eventi riscontrati sono stati di grado 2 (24 pazienti, 44%) e
1 (23 pazienti, 43%).

L’evento avverso piu comune € stata la diarrea, che si &
riscontrata in 16 pazienti (30%), in grado G2 in 11 pazienti (20%),
G1in 5 pazienti (10%).

A seguire, 'aumento delle transaminasi ALT e AST si e verificato
in 11 (20%) pazienti, di cui di grado G3 in 3 (5%), G2 in 2 (4%),
e G1in 6 (11%).
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Le reazioni cutanee sono insorte in 7 (13%) pazienti, 6 di grado
G1 (11%) e soltanto 1 (2%) di grado G2.

Alterazioni di tipo endocrinologico sono state 6 (11%), sempre di
grado G1 (4 pazienti, 7%) o G2 (2 pazienti, 4%).

La polmonite immuno-correlata € stata osservata in 4 (7%)
pazienti in grado G2.

L’aumento delle Amilasi e delle lipasi, come indice di tossicita
pancreatica, € stato rilevato in 2(4%) pazienti, uno in grado G2 e
uno in grado G4.

Altre tossicita potenzialmente legate allimmunoterapia, come
citopenie, anoressia, fatigue, vertigini, e artralgie sono state
riscontrate in 8 (15%) pazienti, una di grado G4 (2%), due di
grado G3 (4%), tre di grado G2 (5%) e ancora due di grado G1
(4%).

26 (48%) tossicita hanno richiesto un’interruzione della terapia,
e di queste 17 (31%) consentono di ricominciare la terapia,
mentre le 9 (17%) restanti no.

Nessuna delle tossicita ha richiesto il ricovero ospedaliero del
paziente, mentre 24 (44%) hanno richiesto 'uso di corticosteroidi

per ridurre la sintomatologia dell'IRAE.

3. Attivita ed Efficacia del trattamento

La durata mediana del follow up al 30 luglio 2022, é stata di 5,63 mesi.
Il tasso di risposta, RR, (response rate), & stato del 21% (16 pazienti
su 76), il tasso di controllo della malattia, DCR, (disease control rate)
e stato dell'63%, ovvero 48 pazienti su 76, mentre il 37 % dei pazienti
€ andato incontro a progressione nel corso del follow up.

La PFS (Progression free survival) mediana é stata di 5,72 mesi (95%
IC=2,42-8,02), 'OS (Overall survival) mediana di 9,7 mesi (95%
IC=7,54-11,86).
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Le curve di sopravvivenza per PFS e OS di questi pazienti vengono

riportate nelle figure sottostanti.
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FIGURA 2 CURVA DI SOPRAVVIVENZA PER PFS NEI 76 PAZIENTI CON NSCLC AVANZATO
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FIGURA 3 CURVA DI SOPRAVVIVENZA PER OS NEI 76 PAZIENTI CON NSCLC AVANZATO
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4. Analisi della correlazione tra marcatori e risposta

clinica agli ICIs

Nella tabella 7 sono riassunte le caratteristiche clinico patologiche del

sottogruppo su cui si sono concentrate le analisi preliminari relative

all’obiettivo secondario.

TABELLA 7 CARATTERISTICHE CLINICO-PATOLOGICHE DI UN SOTTOGRUPPO DI 35 PAZIENTI CON

NSCLC AVANZATO

NSCLC
age

weight
height
bmi

ecog_ps

Current
stage

NSCLC
Risk
factors

Primary
site of
NSCLC

Median (Q1,
Q3)

Median (Q1,
Q3)

Median (Q1,
Q3)

Median (Q1,
Q3)

NMiss

0

1

2

N-Miss

1B
IVA
IVB

Exposure to
cancer
causing
agents in the
workplace
Alcohol
Exposure to
cancer
causing
agents
Tobacco and
smoking
Other

NMiss

Left lower
lobe

Left upper
lobe

Right lower
lobe

Right middle
lobe

Right upper
lobe

Male (N=23)
69.00 (63.50,
77.00)
75.00 (71.50,
84.50)
175.00 (170.00,
182.00)
25.15 (22.61,
28.07)

1
5(22.7%)
15 (68.2%)
2 (9.1%)

4

1(5.3%)
12 (63.2%)
6 (31.6%)
6 (26.1%)

0 (0.0%)
0 (0.0%)

19 (82.6%)
1(4.3%)
3
3 (15.0%)
4 (20.0%)
3 (15.0%)
2 (10.0%)

8 (40.0%)

Female (N=12)
68.50 (64.50,
71.75)
61.00 (53.25,
65.50)
162.50 (160.00,
165.50)
22.93 (20.05,
24.60)

1
2 (18.2%)

9 (81.8%)

0 (0.0%)

4

0(0.0%)
2 (25.0%)
6 (75.0%)
2 (16.7%)

1(8.3%)
0 (0.0%)

9 (75.0%)
0 (0.0%)
2
2 (20.0%)
1(10.0%)
4 (40.0%)
0 (0.0%)

3 (30.0%)

Total (N=35)
69.00 (63.50, 75.00)

72.00 (63.00, 80.00)
170.00 (164.00,
178.00)

24.46 (21.48, 26.93)

2
7(21.2%)
24 (72.7%)
2 (6.1%)
8

1(3.7%)
14 (51.9%)
12 (44.4%)
8 (22.9%)

1(2.9%)
0 (0.0%)

28 (80.0%)
1(2.9%)
5
5 (16.7%)
5 (16.7%)
7 (23.3%)
2 (6.7%)

11 (36.7%)

p value
0.8210

0.0001
0.0001

0.0580

0.5330

0.5290

0.1600
0.0630

0.5930

0.4640

0.4830
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NMiss 2 1 3

Adenocarcin 15 (71.4%) 10 (90.9%) 25 (78.1%) 0.4260
oma La
Squamous 5(23.8%) 1(9.1%) 6 (18.8%)

cell

carcinoma

Others 1(4.8%) 0 (0.0%) 1(3.1%)

Adrenal 5(21.7%) 0(0.0%) 5 (14.3%) 0.081
Bone 5(21.7%) 1(8.3%) 6 (17.1%) 0.3180
Brain 3 (13.0%) 1(8.3%) 4 (11.4%) 0.6780
Kidney 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

Liver 4(17.4%) 1(8.3%) 5 (14.3%) 0.4670
Lung 4 (17.4%) 2 (16.7%) 6 (17.1%) 0.9570
Lymph 4 (17.4%) 4 (33.3%) 8 (22.9%) 0.2860
nodes

Mediastinum 1(4.3%) 1(8.3%) 2 (5.7%) 0.6300
Peritoneum 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

Pleura 3 (13.0%) 1(8.3%) 4 (11.4%) 0.678
Rectum 0(0.0%) 1(8.3%) 1(2.9%) 0.16
Skin 0(0.0%) 0(0.0%) 0 (0.0%)

Soft tissue 1(4.3%) 0(0.0%) 1(2.9%) 0.4640
Stomach 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)

Other 2 (8.7%) 1(8.3%) 3 (8.6%) 0.9710

Tabella 8 riporta la distribuzione dei marcatori in base alla risposta
RECIST al trattamento.

IL6 e IL8 erano significativamente piu espresse al basale e al ciclo 2
per i pazienti con progressione di malattia (PD), valutato tramite test
di Kruskal-Wallis, rispetto ai pazienti con controllo di malattia
(CR/PR/SD). | valori mediani di IL6 al ciclo 1 erano di 3,56 (2,37;5,89)
pg/mL nei pazienti con malattia controllata, mentre nei pazienti con
progressione di malattia il valore mediano era di 8,13 (4,78; 16,98)
pg/mL. Al ciclo 2, invece, i valori mediani di IL6 nei pazienti con DC
scendevano a 2,98 (2,21; 4,38) pg/mL, e nei pazienti con PD
aumentavano a 11,54 (5,92; 18,44).

| valori mediani di IL8 al ciclo 1 erano di 27.03 (16,06; 41,37) pg/mL
nei pazienti con malattia controllata, mentre nei pazienti con
progressione di malattia il valore mediano era di 57,75 (33,16; 75,98)
pg/mL. Al ciclo 2, invece, i valori mediani di IL8 nei pazienti con DC
scendevano a 24,74 (20,62; 40,19) pg/mL e nei pazienti con PD
aumentavano a 58,11 (33,92; 112,03) pg/mL.
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Inoltre, 'aumento relativo mediano di IL8 & stato del 37% per i pazienti

con PD, significativamente piu alto rispetto ai pazienti con DC.

TABELLA 8 DISTRIBUZIONE DEI MARCATORI IN BASE AL CONTROLLO DELLA MALATTIA. | VALORI SONO
MEDIANA, PRIMO E TERZO QUARTILE

NSCLC

cycle 1

cycle 2

(cycle_2 -
cycle_1)/cycle_1

N
gmcsf
illbeta
il2

il4

il5

il6

il8

il10
tnfalpha
N
gmcsf
illbeta
il2

il4

il5

il6

il8

il10
tnfalpha
N

gmcsf
illbeta
il2

il4

il5

il6

il8

il10

tnfalpha

CR/PR/SD

20

2.10 (1.67, 2.83)
0.99 (0.81, 1.38)
1.64 (1.00, 2.28)
37.45 (22.32, 46.73)
0.43 (0.24, 0.74)
3.56 (2.37, 5.89)
27.03 (16.06, 41.37)
0.85 (0.71, 1.62)
17.84 (14.78, 20.06)
19

1.79 (1.33, 2.68)
0.74 (0.61, 0.97)
1.34(0.90, 2.86)
30.58 (20.28, 44.44)
0.58 (0.38, 0.81)
2.92 (2.21, 4.38)
24.74 (20.62, 40.19)
1.35 (1.15, 1.97)
19.14 (15.36, 22.51)
19

-0.15 (-0.27, 0.14)
-0.20 (-0.35,0.18)
0.16 (-0.38, 0.40)
-0.09 (-0.19, 0.04)
0.11(-0.04, 1.03)
0.11(-0.39, 0.57)
-0.00 (-0.21, 0.20)
0.57 (0.13, 0.92)
0.07 (-0.07, 0.22)

PD
15

2.58 (1.83, 3.06)
1.25 (0.80, 1.62)
1.55 (1.19, 2.59)
38.92 (36.52, 48.30)
0.61 (0.46, 0.92)
8.13 (4.78, 16.98)
57.75 (33.16, 75.98)
1.47 (0.97, 3.47)
17.76 (15.48, 20.57)
12

2.12 (1.63, 2.88)
1.04 (0.65, 1.68)
1.42 (1.29, 1.90)
39.62 (30.39, 49.25)
0.72 (0.60, 1.06)
11.54 (5.92, 18.44)
58.11 (33.92, 112.03)
2.77 (1.66, 4.71)
18.14 (15.85, 19.88)
12

0.03 (-0.31,0.32)
0.05 (-0.23,0.21)
-0.07 (-0.28, 0.30)
-0.02 (-0.19, 0.14)
0.11(-0.29, 0.83)
0.24(-0.11,0.71)
0.37 (0.07, 0.82)
0.37 (0.13, 1.55)
0.13 (-0.05, 0.17)

Total

35

2.20(1.73, 3.06)
1.00 (0.80, 1.50)
1.59(1.13, 2.38)
38.21(27.34, 48.16)
0.53(0.33,0.92)
5.29 (2.74, 9.86)
34.90(19.97, 67.87)
1.30(0.72, 2.07)
17.76 (14.91, 20.57)
31

2.10(1.52, 2.77)
0.80 (0.61, 1.25)
1.41(0.96, 2.26)
36.56 (23.17, 46.77)
0.63 (0.42,0.97)
5.23 (2.61, 9.05)
35.35(22.74, 64.55)
1.81(1.16, 3.66)
18.33 (15.73, 22.09)
31

-0.12(-0.29, 0.18)
-0.11(-0.34,0.22)
0.05 (-0.32, 0.40)
-0.09 (-0.19, 0.10)
0.11(-0.12, 0.86)
0.15 (-0.20, 0.63)
0.07 (-0.08, 0.37)
0.47 (0.12, 0.99)
0.13 (-0.06, 0.21)

Per definire un'associazione tra il controllo della malattia (CR, PR, SD)

e la sopravvivenza, ogni marcatore € stato categorizzato in livelli alti e

p value

0.2300
0.4940
0.8410
0.2050
0.1930
0.0080
0.0090
0.1470
0.8940

0.3720
0.3010
0.8710
0.1140
0.3010
0.0001
0.0080
0.1500
0.3940

0.5980
0.3510
0.9030
0.4650
0.4650
0.3110
0.0320
0.9680
0.8390
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bassi, massimizzando la sua capacita discriminativa (tabella 9), e
I'associazione con l'esito & stata testata secondo i modelli di
regressione logistica univariata e multivariata e i modelli di regressione
di Cox.

Dalla tabella 9 emerge che al ciclo 1 IL6 era distribuita ugualmente in
valori alti e bassi (50%) in pazienti con malattia controllata, mentre nei
pazienti con PD risultava alta nell’86,7% dei casi.

L’andamento di IL8 al ciclo 1 era analogo a quello di IL6: nei pazienti
con DC risultava basso nel 45% dei casi, alto nel 55%, mentre in caso
di PD, i valori alti erano I'86,7%.

Al ciclo due, invece, i valori di IL6 e IL8 erano significativamente piu
bassi nei pazienti con DC (rispettivamente 73,7% e 63,2%), e piu alti
nei pazienti con PD (rispettivamente 100% e 75%).

Al ciclo 2 anche i valori di IL1 beta e di IL10 trovano un’associazione
con 'andamento della malattia: IL1 beta ha valori bassi nell’84,2% dei
pazienti con DC, mentre IL10 ha valori bassi nel 78,9 % dei pazienti
con DC. Per entrambi questi ultimi due marcatori la distribuzione di
valori in alti e bassi nei pazienti con PD & simile (50%;50% e
41,7%:;58,3% rispettivamente).

TABELLA 9 ASSOCIAZIONE TRA CR/PR/SD E PD E OGNI MARKER CATEGORIZZATO IN ALTO/BASSO

NSCLC CR/PR/SD PD Total p value
cycle_1 N 20 15 35
gmesf low (€2.14) | 11 (55.0%) 5 (33.3%) 16 (45.7%)  0.2030
high 9 (45.0%) 10 (66.7%) 19 (54.3%)
illbeta low (<3.09) | 14 (70.0%) 7 (46.7%) 21 (60.0%) 0.1630
high 6 (30.0%) 8 (53.3%) 14 (40.0%)
i2 low (<1.21) | 5 (25.0%) 2 (13.3%) 7 (20.0%) 0.3930
high 15 (75.0%) 13 (86.7%) 28 (80.0%)
il4 low (<1.22) | 15(75.0%) 9 (60.0%) 24 (68.6%) 0.3440
high 5 (25.0%) 6 (40.0%) 11 (31.4%)
il5 low (<0.98) | 8 (40.0%) 2 (13.3%) 10 (28.6%)  0.0840
high 12 (60.0%) 13 (86.7%) 25 (71.4%)
il6 low (<1.26) | 10 (50.0%) 2(13.3%) 12 (34.3%) 0.0240

high 10 (50.0%) 13 (86.7%) 23 (65.7%)



cycle_2

(cycle_2 -
cycle_1)/cycle_1

il8

i110

tnfalpha

gmcsf

illbeta

il2

il4

il5

ile

il8

il10

tnfalpha

gmcsf

illbeta

i12

il4

il5

il6

i18

low (<46.36)
high

low (<53.58)
high

low (<0.35)
high

low (£1.2)
high

low (£3.77)
high

low (<3.69)
high

low (£23.36)
high

low (<34.22)
high

low (<1.24)
high

low (<2.14)
high

low (£19.27)
high

low (<24.49)
high

low (<0.03)
high

low (<0.1)
high

low (£-0.27)
high

low (<0.03)
high

low (£-0.02)
high

low (<0.16)
high

low (<0.01)
high

9 (45.0%)
11 (55.0%)
12 (60.0%)
8 (40.0%)
15 (75.0%)
5 (25.0%)
19

16 (84.2%)
3(15.8%)
16 (84.2%)
3(15.8%)
9 (47.4%)
10 (52.6%)
18 (94.7%)
1(5.3%)
16 (84.2%)
3 (15.8%)
14 (73.7%)
5 (26.3%)
12 (63.2%)
7 (36.8%)
15 (78.9%)
4(21.1%)
17 (89.5%)
2 (10.5%)
19

13 (68.4%)
6 (31.6%)
14 (73.7%)
5 (26.3%)
7 (36.8%)
12 (63.2%)
14 (73.7%)
5 (26.3%)
5 (26.3%)
14 (73.7%)
12 (63.2%)
7 (36.8%)
12 (63.2%)
7 (36.8%)

2 (13.3%)
13 (86.7%)
5 (33.3%)
10 (66.7%)
9 (60.0%)
6 (40.0%)
12

10 (83.3%)
2 (16.7%)
6 (50.0%)
6 (50.0%)
2 (16.7%)
10 (83.3%)
9 (75.0%)
3 (25.0%)
10 (83.3%)
2 (16.7%)
0 (0.0%)
12 (100.0%)
3 (25.0%)
9 (75.0%)
5 (41.7%)
7 (58.3%)
11 (91.7%)
1(8.3%)
12

6 (50.0%)
6 (50.0%)
6 (50.0%)
6 (50.0%)
3 (25.0%)
9 (75.0%)
6 (50.0%)
6 (50.0%)
6 (50.0%)
6 (50.0%)
5 (41.7%)
7 (58.3%)
2 (16.7%)
10 (83.3%)

11 (31.4%)
24 (68.6%)
17 (48.6%)
18 (51.4%)
24 (68.6%)
11 (31.4%)
31

26 (83.9%)
5 (16.1%)
22 (71.0%)
9 (29.0%)
11 (35.5%)
20 (64.5%)
27 (87.1%)
4 (12.9%)
26 (83.9%)
5 (16.1%)
14 (45.2%)
17 (54.8%)
15 (48.4%)
16 (51.6%)
20 (64.5%)
11 (35.5%)
28 (90.3%)
3(9.7%)
31

19 (61.3%)
12 (38.7%)
20 (64.5%)
11 (35.5%)
10 (32.3%)
21 (67.7%)
20 (64.5%)
11 (35.5%)
11 (35.5%)
20 (64.5%)
17 (54.8%)
14 (45.2%)
14 (45.2%)
17 (54.8%)

0.0460

0.1180

0.3440

0.9480

0.0410

0.0820

0.1100

0.9480

0.0001

0.0380

0.0350

0.8410

0.3050

0.1790

0.4920

0.1790

0.1790

0.2420

0.0110
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i110 low (1.15) | 16 (84.2%) 8 (66.7%) 24(77.4%)  0.2550
high 3(15.8%) 4 (33.3%) 7 (22.6%)

tnfalpha low (<0.03) 9 (47.4%) 4 (33.3%) 13 (41.9%) 0.4400
high 10 (52.6%) 8 (66.7%) 18 (58.1%)

La regressione logistica univariata (tabella 10) per determinare la
probabilita di DC ha dimostrato che alti livelli di IL6 al ciclo 1 erano
significativamente associati a una bassa probabilita di DC (OR=0,19,
95% CI:0,03-0,82).

Analogamente, al ciclo 2, alti livelli di IL6 erano significativamente
associati a una bassa probabilita di DC (OR=0,02, 95%CI=0,0-0,15).
Al ciclo due anche alti valori di IL8 erano significativamente associati
ad una bassa probabilita di DC (OR=0,22, 95% CI1=0,04-0,95).

Al ciclo due anche alti livelli di IL1beta e di IL10 si associano a una
bassa probabilita di DC (IL1beta OR=0,21, 95% CI=0,04-0,99; IL10
OR=0,21, 95% CI1=0,04-0,93).

Un aumento della variazione relativa tra il ciclo 1 e il ciclo 2 di IL8
mostrava una probabilita significativamente bassa di avere un
controllo della malattia (OR=0,14, 95% CI=0,02-0,67).

TABELLA 10 REGRESSIONE LOGISTICA UNIVARIATA DETERMINANTE LA PROBABILITA DI MALATTIA
CONTROLLATA

NSCLC DC/N % OREirth (95%Cl) p-value
cycle_1
gmcsf low (£2.14) 11/16 45.7% 1
high 9/19 54.3% 0.43(0.11,1.62) 0.2152
illbeta low (<3.09) 14/21 | 60.0%
high 6/14 40.0% 0.4 (0.1,1.5) 0.1731
i2 low (<1.21) 5/7 20.0%
high 15/28 80.0% 0.52(0.08,2.59) 0.4336
il4 low (<1.22) 15/24 | 68.6%
high 5/11 31.4% 0.52(0.12,2.09) 0.3538
il5 low (<0.98) 8/10  28.6%
high 12/25 71.4% 0.27 (0.04,1.23) 0.0932
il6 low (<1.26) 10/12 | 34.3%
high 10/23 65.7%  0.19 (0.03,0.82) 0.0255
iIg low (<46.36) 9/11  31.4%

high 11/24 68.6% 0.22 (0.04,1) 0.0502



cycle_2

(cycle_2 —
cycle_1)/cycle_1

il10

tnfalpha

gmcsf

illbeta

il2

il4

il5

il6

il8

il10

tnfalpha

gmcsf

illbeta

i12

il4

il5

il6

i18

i110

tnfalpha
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low (<53.58)
high

low (<0.35)
high

low (£1.2)

high

low (<3.77)
high

low (<3.69)
high

low (<23.36)
high

low (<34.22)
high

low (<1.24)
high

low (<2.14)
high

low (£19.27)
high

low (£24.49)
high

low (<0.03)
high
low (<0.1)
high
low (£-0.27)
high
low (<0.03)
high
low (<-0.02)
high

low (<0.16)
high
low (<0.01)
high
low (£1.15)
high
low (<0.03)
high

12/17
8/18
15/24
5/11

16/26
3/5
16/22
3/9
9/11
10/20
18/27
1/4
16/26
3/5
14/14
5/17
12/15
7/16
15/20
4/11
17/28
2/3

13/19
6/12
14/20
5/11
7/10
12/21
14/20
5/11
5/11
14/20

12/17
7/14
12/14
7/17
16/24
3/7
9/13
10/18

48.6%
51.4%
68.6%
31.4%

83.9%
16.1%
71.0%
29.0%
35.5%
64.5%
87.1%
12.9%
83.9%
16.1%
45.2%
54.8%
48.4%
51.6%
64.5%
35.5%
90.3%
9.7%

61.3%
38.7%
64.5%
35.5%
32.3%
67.7%
64.5%
35.5%
35.5%
64.5%

54.8%
45.2%
45.2%
54.8%
77.4%
22.6%
41.9%
58.1%

0.36 (0.09,1.34)

0.52 (0.12,2.09)

1
0.89 (0.15,6.15)

0.21 (0.04,0.99)

0.26 (0.04,1.23)

0.22 (0.02,1.57)

0.89 (0.15,6.15)

0.02 (0,0.15)

0.22 (0.04,0.95)

0.21 (0.04,0.93)

1.1(0.13, 13.11)

1
0.48 (0.11,2.01)

0.38 (0.08,1.62)

0.61(0.12,2.72)

0.38 (0.08,1.62)

2.64 (0.62,
12.01)

0.44 (0.1,1.8)

0.14 (0.02,0.67)

0.4 (0.07,2.03)

0.59 (0.13,2.42)

0.1270

0.3538

0.9000

0.0479

0.0909

0.1318

0.9000

0.0000

0.0426

0.0399

0.9339

0.3158

0.1906

0.5257

0.1906

0.1906

0.2544

0.0122

0.2665

0.4622

La regressione logistica multipla (tabella 11) per stabilire la probabilita

di DC, ha confermato che IL8 al ciclo 1 e la variazione relativa di IL8

erano fattori indipendenti che predicevano la probabilita di controllo

della malattia, con un'accuratezza complessiva dell'83,9%.

In dettaglio, alti livelli di IL8 al ciclo 1 erano significativamente associati
a una bassa probabilita di DC (OR=0,07, 95%CI: 0,00—0,51), e un
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aumento della variazione relativa tra il ciclo 1 e il ciclo 2 mostrava una
probabilita significativamente piu bassa di avere un controllo della
malattia (OR aggiustato: 0,04, 95%CI: 0,00—0,30).

TABELLA 11 REGRESSIONE LOGISTICA MULTIPLA CHE DETERMINA LA PROBABILITA DI CONTROLLO DI
MALATTIA

Accuracy=83.9% OR (95%Cl) p-value
cycle_1
i18 low 1
high 0.07 (0,0.51) 0.0073

(cycle_2 —cycle_1)/cycle_1

i18 low 1

high 0.04 (0,0.3) 0.0007

FIGURA 4 REGRESSIONE LOGISTICA MULTIPLA CHE DEFINISCE LA PROBABILITA DI MALATTIA
CONTROLLATA

OR (95%CI) p-value
IL-8 at T1
low (n=10) ref 0.0073
high (n=21) 0.07 (0.00—0.51) =—
IL-8 relative change
decrease (n=14) ref 7e-04

increase (n=17) 0.04 (0.00—0.30) =m—

0 0.5 1.1

# Disease control events: 19: Accuracv Index: 0.84

La tabella 12, invece, rappresenta la regressione univariata secondo
il modello di Cox per determinare la probabilita di progressione libera
da malattia (PFS).

Al ciclo 1 valori elevati di IL6 (HR=2,51, 95% CI=1,05-7,15), IL8
(HR=3,43, 95% CI=1,55-8,04), IL10 (HR=3,64, 95% CI= 1,2-9,67) e
IL5 (HR=24,49, 95% CI=3,19-3158,77) erano significativamente

associati a una PFS piu breve.

Al ciclo 2 si riscontra una situazione analoga al ciclo 1: valori elevati di
IL6 (HR=3,8, 95% CI=1,54-10,1), IL8 (HR=3,61, 95% CI=1,48-9,23),
IL10 (HR=2,86, 95% CI= 1,13-6,95), IL5 (HR=3,14, 95% CI=1,22-
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10,07) e anche di TNFalpha (HR=0,26, 95% CI=0,08-0,67) si

associavano a una PFS peggiore.

Un aumento della variazione relativa tra il ciclo 1 e il ciclo 2 di IL8
mostra una probabilita di piu breve PFS (HR= 3,46, 95% CI=1,2-

13,55).

TABELLA 12 REGRESSIONE UNIVARIATA DI COX CHE DETERMINA LA PROBABILITA DI SOPRAVVIVENZA

LIBERA DA PROGRESSIONE DI MALATTIA

NSCLC
cycle_1
gmcsf 1.70
high
illbeta 1.38
high
il2 0.72
high
il4 20.33
high
il5 0.24
high
il6 2.84
high
il8 34.90
high

PD/N

5/8

21/27

16/23

10/12

2/4

24/31

2/4

24/31

1/5

25/30

5/10

21/25

10/18

16/17

median

(95%Cl)

595 (1.81,
NA)

3.29
(1.84,7.36)
5.85
(2.595,9.56)
2.27
(0.657,16.3)
595 (2.53,
NA)

4.01
(2,7.36)
16.3 (5.85,
NA)

3.29
(2,7.36)
16.3 (16.3,
NA)

2.63
(2,6.28)
163 (2.6,
NA)

2.53
(1.81,7.1)
9.56 (3.29,
NA)

2.23
(1.18,5.95)

logrank | HREirn (95%CI)

p

0.4673

0.7261

0.4527

0.1660

0.0013

0.0395

0.0017

1.34 (0.56,3.83)

1.19 (0.51,2.62)

1.42 (0.46,7.07)

2.22 (0.7, 11.15)

24.49 (3.19, 3158.77)

2.51(1.05,7.15)

3.43 (1.55,8.04)

value

0.5349

0.6820

0.5835

0.1929

0.0002

0.0387

0.0024



cycle_2

il10

tnfalpha

gmcsf

illbeta

il2

il4

il5

il6

i18

i110

tnfalpha

2.22

high

19.24

high

2.15

high

0.84

high

1.20

high

20.33

high

0.48

high

5.20

high

36.98

high

2.66

high

19.67
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21/28

5/7

17/24

9/11

15/17

8/14
12/16

11/15

7/11

16/20

4/6

19/25

4/10

19/21
10/15

13/16

11/17

12/14

15/21

8/10

17/19

5.95
(2.595,9.56)
1.18 (0.493,
NA)

5.95
(2.53,9.56)
2.3 (0.493,
NA)

4.01
(1.81,7.72)
7.1(2, NA)
5.85
(2.53,13.8)
6.28
(1.22,7.72)
736 (2.6,
NA)

3.32
(1.81,7.1)
13.8 (5.85,
NA)

3.29
(2.23,7.1)
16.3 (1.84,
NA)
3.29(2,7.1)
9.56
(4.01,16.3)
2.38
(1.22,6.28)
9.56
(2.63,16.3)
2.27
(1.22,5.95)
7.36
(2.628,13.8)
2.04
(0.657,5.95)
3.29
(1.81,7.1)

0.0146

0.3307

0.2147

0.8833

0.2618

0.1260

0.0177

0.0026

0.0033

0.0217

0.0051

3.64 (1.2,9.67)

1.53 (0.66,3.35)

0.6 (0.25,1.36)

1.07 (0.47,2.4)

1.6 (0.69,4.07)

2.1(0.81,6.83)

3.14 (1.22, 10.07)

3.8 (1.54,10.1)

3.61(1.48,9.23)

2.86 (1.13,6.95)

0.0242

0.3072

0.2238

0.8741

0.2781

0.1355

0.0161

0.0036

0.0048

0.0280



(cycle_2 -
cycle_1)/cycle_1

gmcsf

illbeta

il2

il4

il5

il6

il8

il10

tnfalpha

high

0.48

high

-0.46

high

0.36

high

-0.17

high

-0.04

high

-0.35

high

-0.11

high

0.82

high

0.40

high

80

6/12

20/27

3/4

2/4

21/27

19/22

4/9

10/11

13/20

10/11

13/20

4/6

19/25

3/7

20/24

14/20

9/11

23/30

0/1

13.8 (2.3,
NA)

5.95
(2.53,7.72)
9.3  (2.23,
NA)

16.3 (1.84,
NA)

5.85
(2.3,7.36)
4.01
(2.234,7.36)
NA (0.657,
NA)

5.85
(1.22,7.72)
6.28
(2.3,16.3)
2.63
(1.18,7.1)
7.36
(2.3,16.3)
10.76 (5.85,
NA)

3.29
(2.23,7.36)
13.8 (2.6,
NA)

3.65
(2,7.36)
6.28
(2.53,9.56)
4.01 (1.84,
NA)

5.85
(2.53,7.72)
NA (NA, NA)

0.6548

0.2488

0.0781

0.1650

0.0864

0.1089

0.0231

0.5975

0.1103

0.26 (0.08,0.67)

0.86 (0.22,2.44)

1.92 (0.6,9.74)

0.43 (0.13,1.1)

0.55 (0.24,1.28)

0.48 (0.21,1.12)

2.19 (0.84,7.1)

3.46 (1.2, 13.55)

1.28 (0.54,2.89)

0.17 (0,1.44)

0.0046

0.7912

0.3037

0.0805

0.1626

0.0891

0.1156

0.0199

0.5635

0.1251
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Nel modello di regressione multipla di Cox (tabella 13) per stabilire la
probabilita di sopravvivenza libera da progressione, IL-6 e IL-8 elevati
al ciclo 1 (HR=4,37, 95%CI: 1,62—13,75, HR=3,01, 95%CI: 1,27—7,5)
e una Rl di IL-6 (HR=5,79, 95%CI: 1,91—21,563) sono rimasti

significativamente associati a una PFS peggiore.

TABELLA 13 REGRESSIONE MULTIPLA DI COX PER DETERMINARE LA PROBABILITA DI SOPRAVVIVENZA
LIBERA DA PROGRESSIONE

c-index=0.78 HR (95%Cl) p-value

cycle_1

16 low 1
high 4.37(1.62,13.75) 0.0031

8 low 1
high 3.01(1.27,7.5) 0.0126

(cycle_2 —cycle_1) /cycle_1

I low 1
high  5.79(1.91,21.53) 0.0014

Con un follow-up mediano stimato di 10,6 mesi (95% CI 8,5-13,1), i
tempi mediani di PFS e OS sono stati di 5,8 mesi (95%CI: 2,3-7,4) e
8,3 mesi (95%CI: 4,0—13,8) rispettivamente.

| grafici sottostanti mostrano le curve di sopravvivenza Kaplan Meier,
per la progressione libera da malattia (PFS) dei pazienti con valori

alti/bassi di IL8 e IL6 e per un’alta/bassa variazione relativa di IL6.
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[L-8 at T1

1.00 adjusted HR (95% CI):
> 3.0 (1.3—7.5)
= 0.751
o
©
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FIGURA 5 CURVA DI SOPRAVVIVENZA PFS PER PAZIENTI CON ALTI/BASSI LIVELLI DI IL8
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IL-6 relative change
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FIGURA 7 CURVA DI SOPRAVVIVENZA PFS PER VARIAZIONE RELATIVA DI IL6
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La tabella 14 mostra la probabilita di sopravvivenza globale (OS),

calcolata secondo una regressione univariata di Cox.

Al ciclo 1 valori elevati di ILS (HR=5,56, 95% CI=1,4-51,84), IL8
(HR=4,42, 95% CI=1,79-11,81) e di IL10 (HR=4,77, 95% ClI= 1,5-

13,99) correlano a una OS peggiore.

Al ciclo 2, invece, valori elevati di IL6 (HR=4,87, 95% CI=1,5-24,7), IL8
(HR=4,75, 95% CI=1,79-13,77) e di IL10 (HR=5,32, 95% CI=1,87-

16,66) correlano a una peggiore OS.

Infine, un aumento della variazione relativa di IL8 (HR=4,93, 95%1,72-

14,85) correla con una minor OS.

TABELLA 14 REGRESSIONE UNIVARIATA DI COX PER DETERMINARE LA PROBABILITA DI

SOPRAVVIVENZA GLOBALE
NSCLC
cycle_1

gmcsf

illbeta

il2

il4

il5

il6

i18

i110

tnfalpha

1.84
high

1.38

high
0.72
high
40.40
high
0.24
high
2.84
high
34.90

high

2.22

high

19.24

high

death/N

10/14
13/21
14/23

9/12
2/4
21/31
15/21
8/14
1/5
22/30
5/10
18/25
9/18

14/17

18/28

5/7
15/24

8/11

median (95%Cl)

8.31(1.81,13.8)
8.15 (2.46, NA)
9.46
(4.501,13.8)
5.57 (0.657, NA)
9.46 (8.31, NA)
8.15 (2.46,13.8)
5.85 (2.33,10.6)
11.2 (1.28, NA)
16.66 (NA, NA)
5.85 (2.46,10.6)
16.66 (4.01, NA)
8.15(1.81,11.2)
11.2 (5.85, NA)

2.99 (1.28,8.15)

9.46
(5.618,16.7)
1.31(0.493, NA)
9.46 (4.5,16.7)

2.99 (1.08, NA)

logrank p

0.7235

0.5131

0.5753

0.1952

0.0170

0.2213

0.0008

0.0039

0.1860

HRriren (95%Cl)

1

0.85 (0.37,1.98)

1.35(0.57,3.11)

1.26 (0.39,6.36)

0.58 (0.23,1.34)

5.65 (1.4, 51.84)

1.74 (0.7,5.04)

4.42 (1.79,

11.81)

4.77 (1.5, 13.99)

1.85 (0.75,4.32)

p-value

0.7045

0.4853

0.7309

0.2054

0.0113

0.2427

0.0012

0.0101

0.1773



cycle_2

(cycle_2 -
cycle_1)/cycle_1

gmcsf

illbeta

il2

il4

il5

ile

il8

il10

tnfalpha

gmcsf

illbeta

i12

il4

il5

il6

2.15
high
1.26

high

1.20
high

53.78

high
0.33
high
2.65
high
31.55

high

211

high

24.06

high

0.48
high
-0.01
high
0.36
high
0.09

high
-0.04
high
1.95

14/17
6/14
14/24

6/7

5/11
15/20
17/27

3/4
3/6
17/25
4/9
16/22
8/15

12/16

11/20

9/11

18/28

2/3

17/27
3/4

10/17
10/14
16/22
4/9

14/23

6/8
8/11
12/20

17/27

84

8.31(1.81,13.8)
10.64 (2.46, NA)
11.2
(5.618,16.7)
2.99
(0.657,10.6)
8.31(5.62, NA)
5.85 (1.81,13.8)
9.46
(4.501,16.7)
6.01 (0.657, NA)
16.66 (2.46, NA)
8.31(4.01,11.2)
16.66 (5.62, NA)
5.85 (2.33,10.6)
13.9 (5.85, NA)

3.5(1.31,8.31)

11.2 (5.85, NA)

2.99 (1.22,8.31)

9.46 (4.5,16.7)

5.85 (2.33, NA)

9.46 (4.01,13.8)
12.4 (2.99, NA)
13.8 (4.01, NA)
8.31(1.81,11.2)
8.15(2.99,13.8)
9.46 (0.657, NA)
10.64
(5.848,16.7)
2.66 (0.657, NA)
4.5(1.31,11.2)
10.6 (5.62,16.7)

10.64
(4.008,16.7)

0.3756

0.0897

0.3447

0.3303

0.3511

0.0082

0.0011

0.0008

0.3547

0.8809

0.1949

0.2743

0.1275

0.1496

0.3231

1

0.67 (0.24,1.68)

2.38 (0.86,6.01)

1.56 (0.6,4.67)

2.08 (0.54,6.08)

1.59 (0.55,6.16)

4.87 (1.5,24.7)

4.75 (1.79,
13.77)
5.32 (1.87,
16.66)

2.41(0.46,8.37)

1

1.03 (0.26,3)

1.82 (0.73,4.69)

0.59 (0.18,1.59)

2.21(0.79,5.59)

0.5(0.2,1.29)

0.3988

0.0913

0.3756

0.2584

0.4156

0.0063

0.0017

0.0018

0.2575

0.9656

0.1969

0.3067

0.1235

0.1474
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high  3/4 8.15 (0.821, NA) 2.1(0.53,6.39)
iI8 030  12/21 11.2 (8.312, NA) = 0.0015
high  8/10 2.73 4.93 (1.72,
(0.821,8.15) 14.85)
110 015  4/8 17.64 (1.81, NA)  0.0616
high 16/23 8.15 (2.99,13.8) 2.76 (0.95,
10.72)

tnfalpha | 0.10 | 10/15 9.46 (2.46,13.8) = 0.8284

high 10/16 8.15 (2.33, NA) 1.1(0.45,2.7)

Nel modello di regressione multipla di Cox (tabella 15), livelli piu elevati
di IL-8 al ciclo 1 (HR=3,43, 95%Cl: 1,29—9,61) e una RI di IL-8
(HR=4,37, 95%CI: 1,5—13,37) sono rimasti significativamente

associati a una OS peggiore.

TABELLA 15 REGRESSIONE MULTIPLA DI COX PER DETERMINARE LA PROBABILITA DI SOPRAVVIVENZA
GLOBALE

c-index=0.75 HR (95%Cl) p-value
cycle_1
18 low 1
high  3.43(1.29,9.61) 0.0132

(cycle_2 —cycle_1) /cycle_1

i18 low 1
high 4.37(15,13.37)  0.0072

| grafici sottostanti mostrano e curve di sopravvivenza Kaplan Meier di
sopravvivenza globale, per i pazienti con valori alti/bassi di IL8 e con
una alta/bassa variazione relativa di IL8.

0.2575

0.0034

0.0624

0.8331
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IL-8 at T1
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DISCUSSIONE

L’attivita antitumorale mediata dagli ICls si € dimostrata rivoluzionaria
nel trattamento di molte neoplasie, tra cui il NSCLC. Nel NSCLC,
diversi studi hanno dimostrato un miglioramento in termini di PFS e
di OS con 'immunoterapia, sia da sola che in combinazione con altri
farmaci. Gli ICls, pero, ottengono un tasso di risposta (RR) che varia
dal 15% al 60% e fino al 15% dei pazienti vanno incontro a
pseudoprogressione. Inoltre, 'immunoterapia si associa ad alcuni
effetti collaterali legati alla risposta infiammatoria, in circa il 20-80%

dei casi.

L’obiettivo primario della presente tesi € stato quello di valutare
I'efficacia della terapia e il profilo di tossicita del trattamento nella

popolazione arruolata nello studio osservazionale MAGNEtIC

Il follow up mediano registrato nello studio & stato di 5,6 mesi. La PFS
mediana registrata nello studio é risultata di 5,72 mesi (IC 95%: 2,42-
8,02), 'OS mediana é risultata pari a 9,7 mesi (IC 95%7,54-11,86). La
RR & pari al 21%, la DCR é risultata pari al 63%. | dati relativi alla PFS
e OS mediane dello studio sono comparabili a quelle ottenute dagli
studi registrativi dei farmaci: lo studio KEYNOTE-010 (88) per
'approvazione di Pembrolizumab ha ottenuto mPFS e mOS
rispettivamente di 5 mesi e 10,4 mesi e RR del 18%, lo studio
Checkmate-017 (93) e Checkmate-057 (91) , per I'approvazione di
nivolumab rispettivamente nell’adenocarcinoma e nello squamoso,
hanno ottenuto PFS rispettivamente di 3,5 mesi e 2,5 mesi e OS
mediane rispettivamente paria 9,2 mesi e 12,2 mesi, con un RR pari
al 20% e 19%. Lo studio POPLAR (96) per l'approvazione di

Atezolizuab ha ottenuto una mOS di 12,6 mesi e un RR del 15%.

I profilo di tossicita alla terapia nello studio MAGNEtIC ha evidenziato
I'insorgenza di almeno un evento avverso correlato all'immunoterapia
nel 54% dei pazienti, principalmente di grado G1-G2 (87%) e nessun
paziente €& deceduto a causa della terapia. Gli IRAE piu

frequentemente riscontrati sono stati diarrea (30%), rialzo delle
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transaminasi (20%) e reazioni cutanee (13%). La percenutale di eventi
avversi € analoga a quella registrata nello studio Checkmate-017
(58%), mentre negli studi KEYNOTE-010 e POPLAR la percentuale di
eventi avversi immunorelati & inferiore (16% e 40% rispettivamente).
Le tossicita immunocorrelate piu frequentemente riscontrate negli
studi registrativi dei farmaci sono state ipotiroidismo e ipertiroidismo
per lo studio KEYNOTE-010 e Checkmate-017, e diarrea e aumento
delle transaminasi riscontrati tra i piu frequenti anche nello studio
POPLAR.

La ricerca di nuovi biomarcatori predittivi della risposta alla terapia con
inibitori dei checkpoint immunitari aiuterebbe a selezionare
precocemente i pazienti che trarrebbero maggior beneficio dalla
terapia, risparmiando in termini economici ed evitando le tossicita
immunocorrelate ai pazienti non responder.

Attualmente, il livello di espressione di PDL-1 & l'unico marcatore
predittivo utilizzato in pazienti con NSCLC trattati con ICls, nonostante
i suoi limiti di efficacia.

Negli ultimi anni, molti studi si sono rivolti alla ricerca di nuovi
marcatori, specialmente nel sangue periferico o nel microambiente
tumorale per sfruttare metodi meno invasivi rispetto alla biopsia, ma
nonostante si siano evidenziate delle correlazioni, ad esempio con il
rapporto NLR (neutrophil to lymphocyte ratio), la conta assoluta dei
linfociti o ancora i livelli di LDH, non sono ancora sufficientemente forti

da essere utilizzate nella pratica clinica (103).

Le citochine partecipano direttamente alla risposta immunitaria ma
anche alla struttura del microambiente tumorale, per questo sono state
di recente oggetto di studi per valutare il loro valore predittivo
nellimmunoterapia, specialmente IL6, IL10 e IL8 (111,112). Proprio in
questo contesto & nato lo studio MAGNELIC, volto a valutare nella reale
pratica clinica, oltre ai profili di tossicita e gli esiti del trattamento,
I'esistenza di marcatori circolanti predittivi tra le citochine del sangue

periferico e a trovare la relazione tra I'andamento ematico del
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marcatore e 'andamento clinico dei pazienti, in una popolazione di

soggetti con diagnosi di NSCLC (o Melanoma) avanzato-metastatico.

La valutazione della correlazione tra i livelli ematici di citochine e
'andamento clinico della malattia ha dimostrato come i livelli di IL8 e
IL6 registrino un aumento statisticamente significativo con il progredire
della malattia PD (p value << 0,05) e una riduzione in caso di DC.
L’analisi logistica mutivariata ha confermato che IL8 al ciclo 1 e la sua
variazione relativa sono fattori indipendenti che predicono la
probabilita di DC, con un’accuratezza complessiva dell’83,9%.

La mediana del follow up & stata di 10,6 mesi, mentre i tempi mediani
di PFS e OS sono stati rispettivamente 5,8 mesi e 8,3 mesi.

Nella regressione multipla di Cox, elevati livelli di IL6 e IL8 al ciclo 1
sono rimasti significativamente associati con una PFS piu breve, e lo

stesso avviene con alti livelli di IL8 al ciclo 1 per 'OS.

Uno studio del 2017 (112) aveva gia studiato I'associazione tra i livelli
sierici di IL8 e la performance clinica di pazienti affetti da melanoma o
NSCLC avanzati-metastatici, durante il trattamento con ICls.

Nello studio sovracitato sono stati coinvolti 15 pazienti con melanoma
avanzato trattati con nivolumab o con nivolumab + ipilimumab e 19
pazienti con NSCLC avanzato trattati con nivolumab. Nello studio
MAGNELtIC sono stati inclusi 80 pazienti con melanoma e 80 con
NSCLC trattati con Nivolumab, Pembrolizumab o Atezolizumab.

Il tasso di controllo della malattia & stato del 63%, come nel nostro
studio. Si & visto che le variazioni dei livelli ematici di IL8 riflettevano
la risposta tumorale alla terapia con ICls sia nel melanoma che nel
NSCLC. In particolare, nello NSCLC nei pazienti responder i livelli di
IL8 erano diminuiti significativamente al momento della miglior
risposta (basale 20,8 pg/ml, Q1-Q3: 15,1-29 versus BR 6,5 pg/ml Q1-
Q3: 0-19; P= 0,005). Nello studio MAGnNEtIC, analogamente, nei

pazienti con DC al ciclo 2, i livelli di IL8 diminuiscono
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significativamente rispetto al basale (basale 27,03 pg/ml, Q1-
Q3:16,06-41,38 versus DC 24,74, Q1-Q3:20,62-40,19; P= 0,008)

Nei non responder i livelli sierici mediani di IL8 sono aumentati
significativamente al momento della progressione rispetto ai livelli
basali (basale PD 12 pg/ml (Q1-Q3: 0-42) versus PD 51 pg/mL, Q1-
Q3: 22-77; P=0,016) e lo stesso avviene nel nostro studio: (basale PD
57,75 pg/ml, Q1-Q3: 33,16-75,98 versus PD 58,11, Q1-Q3:33,92-
112,03 pg/ml; P= =,008).

Si & inoltre visto come le variazioni dei livelli sierici di IL8 correlassero
con la sopravvivenza globale in questi pazienti. La sopravvivenza
globale € risultata significativamente piu lunga nei pazienticon NSCLC
trattati con ICls che presentavano una diminuzione dei livelli sierici di
IL8 rispetto ai pazienti che mostravano un aumento precoce, (OS
mediana 8 mesi, 95% CI:0-19,7). Nello studio MAGNEtIC si &
evidenziato un aumento del’OS nello stesso modo, con una mediana
di OS di 8,3 mesi (95%Cl:4,0-13,8).

Un altro studio del 2017 (111) ha, invece, evidenziato risultati
contrastanti con quelli dello studio MAGNEtIC per quanto riguarda la
relazione tra 'andamento clinico della malattia e i livelli di IL6 e IL10.
Nello studio di fase Il sono stati arruolati pazienti con melanoma in
stadio avanzato e trattati con nivolumab e si &€ osservato che i livelli
sierici pretrattamento di IL6 e IL10 (e di IFN) erano significativamente
piu alti nei pazienti con risposta tumorale obiettiva, responders,
rispetto a quelli con progressione di malattia, non responders (P <
0,0001, P = 0,0007 e P < 0,0001 rispettivamente).

Nello studio MAGNELtIC, invece, i livelli elevati di IL6, sia al ciclo 1 che
al ciclo 2, correlano con una minor probabilita di DC (ciclo 1 OR=0,19
95% CI=0,03-0,82, ciclo 2 OR=0,02, 95% CI=0,0-0,01). Lo stesso &
stato evidenziato per elevati valori di IL10 al ciclo 2 (OR= 0,21, 95%
Cl= 0,04-0,93).

Lo studio potra essere ulteriormente sviluppato in futuro, analizzando
le differenze nella risposta alla terapia, nella tossicita e nel’andamento

dei marcatori, per identificare eventuali diversita nei due sessi.
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1. Conclusioni

Lo studio prospettico real world MAGNEtIC ha ricercato dei nuovi
marcatori predittivi per la risposta agli inibitori dei checkpoint
immunitari nel sangue periferico in soggetti affetti da NSCLC

avanzato.

L’obiettivo primario del presente lavoro di tesi € I'analisi descrittiva
delle caratteristiche cliniche dei 76 pazienti con NSCLC arruolati in tale
studio, il profilo di tossicita e la risposta alla terapia in termini di RR,
DCR, PFS e OS.

Dalle analisi delle citochine circolanti in un sottogruppo di 35 pazienti
€ emerso come i valori di IL6 e IL8 siano dei fattori predittivi
dellandamento della patologia: valori elevati, infatti, si correlano a PD
€ a una minor probabilita di DC. Inoltre, elevati livelli di IL-6 e IL-8 al
T1 sono associati a una PFS minore, mentre una ridotta OS si associa

solo a valori elevati di IL8.

Il limite principale dello studio & dato dal campione limitato di pazienti

considerati.

Per una migliore comprensione del ruolo e della modalita di
monitoraggio di queste citochine come marcatori predittivi dovrebbero
essere condotti altri studi prospettici con una numerosita campionaria
piu ampia e su un maggior numero di neoplasie trattabili con
immunoterapia. Inoltre, per meglio caratterizzare I'efficacia di questi
biomarcatori nel predire 'andamento della malattia sarebbe opportuno
estendere il loro monitoraggio anche in altre neoplasie trattabili con
immunoterapia. Questi risultati potranno aiutare i clinici nella selezione
dei pazienti che potrebbero trarre maggior beneficio dal trattamento
con ICls e valutare una precoce sospensione della terapia, sulla base
del monitoraggio di questi marcatori nel sangue del paziente.
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