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1.INTRODUZIONE
1.1 EPIDEMIOLOGIA

Il tumore del polmone rappresenta globalmente la principale causa di morte per patologia
neoplastica. Nel 2020 sono stimati 2.206.771 nuovi casi, pari a circa 1’11,4% dei tumori maligni
diagnosticati nella popolazione generale: risulta infatti la neoplasia piu frequente nel sesso
maschile (1.435.943 casi, pari al 14,3% dei nuovi casi di tumore diagnosticati nei maschi) e la
terza nel sesso femminile (770.828 casi, pari all’8,4% dei nuovi casi diagnosticati nelle
femmine) (“Global Cancer Observatory,” 2023).

Nel tempo il rapporto tra le incidenze di tumore del polmone nei due sessi ha subito alcune
variazioni, ma nel quinquennio 2015-2020 si ¢ osservata una riduzione del 9,2 % negli uomini
a fronte di un aumento del 6% nelle donne: nonostante questo, 1 piu recenti rapporti del National
Institute of Health (NIH) evidenziano una riduzione della mortalita in entrambi i sessi (- 4,8%
ogni anno nel sesso maschile e — 3,7% ogni anno nel sesso femminile) (Mederos et al., 2020).

In Italia, il tumore del polmone ¢ la terza neoplasia piu frequentemente diagnosticata dopo il
carcinoma della mammella e del colon-retto, con 44.000 nuovi casi diagnosticati nel 2023, dei
quali 30.000 negli uomini e 14.000 nelle donne. Si tratta della seconda neoplasia piu frequente
nel sesso maschile (15% delle nuove diagnosi) e la terza nel sesso femminile (6% delle nuove
diagnosi). La sopravvivenza netta a 5 anni dalla diagnosi si attesta al 16% negli uomini e al
23% nelle donne, mentre la probabilita di vivere ulteriori 4 anni, condizionata al superamento
del primo anno dopo la diagnosi ¢ del 37% per gli uomini e 44% per le donne. Per quanto
riguarda la mortalita, nel 2022 sono stimati 37.500 decessi per tumore del polmone (23.600
negli uomini e 12.100 nelle donne). (“I numeri del cancro 2023 | Associazione Italiana Registri
Tumori,” 2023).

Le nazioni con PIL piu elevato hanno un maggiore accesso alle modalita diagnostiche piu
recenti e piu alti tassi di sopravvivenza: anche in Italia, lo screening per il tumore del polmone
con CT torace nei soggetti a rischio, ovvero forti fumatori, ha dimostrato una riduzione della
mortalita tumore-specifica insieme ad un significativo incremento delle chances di diagnosi in
stadio iniziale.

Durante lo scorso decennio, importanti studi clinici di coorte hanno stabilito che strategie di
screening mediante TC torace a basse dosi sono in grado di ridurre la mortalita del tumore del
polmone. Ad oggi, in Italia, uno screening di questa tipologia non ¢ inserito nei programmi
pubblici ma esiste una raccomandazione positiva forte nelle linee guida AIOM 2021 nelle
seguenti categorie di soggetti:

e in soggetti fumatori o ex-fumatori che hanno fumato almeno 15 sigarette al giorno per
piu di 25 anni;

e in soggetti che abbiano fumato almeno 10 sigarette al giorno per piu di 30 anni;

e in soggetti che abbiano smesso di fumare da meno di 10 anni.

Nei contesti precedentemente elencati, uno screening annuale mediante TC del torace dovrebbe
essere preso in considerazione come opzione di prima scelta (“I numeri del cancro 2023 |
Associazione Italiana Registri Tumori,” 2023; “LINEE GUIDA NEOPLASIE DEL POLMONE
| AIOM,” 2021; Leiter et al., 2023).



1.2 FATTORI DI RISCHIO

Diversi fattori ambientali e comportamentali sono stati correlati allo sviluppo del tumore del
polmone. Tra i fattori ambientali, il fumo di tabacco rimane il principale fattore di rischio per
I’insorgenza di tumore del polmone in entrambi i sessi a livello globale e spiega 1’85-90% delle
diagnosi effettuate. Oltre all’utilizzo diretto del fumo di tabacco, anche il fumo passivo ed una
storia famigliare significativa aumentano il rischio, cosi come 1’esposizione a carcinogeni
chimici come il radon e metalli pesanti come asbesto, arsenico, cromo, berillio e nickel, oppure
a biocarburanti non processati. In aggiunta, anche la fibrosi polmonare, I’infezione da virus
HIV e I’abuso di alcool contribuiscono alla carcinogenesi del tumore del polmone (Alduais et
al., 2023).

I carcinomi polmonari correlati al fumo insorgono attraverso un graduale accumulo di
mutazioni oncogeniche “driver” che esitano nella trasformazione, in senso neoplastico, delle
cellule epiteliali polmonari; alcune delle modificazioni genetiche associate alla carcinogenesi
possono essere riscontrare nell’epitelio bronchiale non interessato dalla neoplasia, suggerendo
che I’esposizione ai cancerogeni contenuti nel fumo di tabacco interessi vaste aree di mucosa.
Il carcinoma a piccole cellule del polmone mostra 1’associazione piu stretta con il fumo e
condivide numerose caratteristiche molecolari con il carcinoma squamocellulare, anch’esso
altamente associato all’esposizione al fumo di sigaretta.

Altri fattori di rischio giocano un ruolo importante nella carcinogenesi del tumore del polmone,
nessuno dei quali risulta esclusivo nei pazienti non fumatori. In particolare, il gas radon viene
considerato il secondo fattore di rischio piu importante dopo il fumo di sigaretta, essendo
ritenuto responsabile del 10% dei casi diagnosticati. Il radon € un gas radioattivo che ha origine
dalla degradazione dell’uranio contenuto nel suolo; il suo ruolo nella carcinogenesi del tumore
del polmone ¢ stato evidenziato da importanti studi clinici solo nel 1988, quando I’International
Agency for research on Cancer (IARC) lo ha classificato come carcinogeno umano (Corrales
et al., 2020; Seo et al., 2019).

L’esposizione al radon correla inoltre con un aumento del TMB (tumor mutational burden), e i
pazienti esposti presentano un numero di mutazioni/Mb quasi doppio rispetto ai pazienti non
esposti (4.94 mutazioni/Mb negli esposti rispetto a 2,6 mutazioni/Mb nei non esposti; p = 0,01).
In questo contesto il concetto di firma molecolare si esprime con un meccanismo difettivo di
DNA mismatch repair (Lim et al., 2019).

Tra 1 fattori di rischio ambientali, 1’asbesto rappresenta con tutta probabilita il terzo principale
fattore di rischio per la carcinogenesi del tumore del polmone, essendo causa di circa il 5-10%
dei casi diagnosticati. L’esposizione all’asbesto si associa ad un aumento di cinque volte del
rischio di sviluppare questa patologia (Lim et al., 2019).

Altri fattori ambientali associati all’insorgenza di tumore del polmone con elevato livello di
evidenza scientifica sono 1’esposizione all’arsenico, al cromo ed alle radiazioni ionizzanti; tra
le categorie lavorative piu a rischio, inoltre, si considerano i bartenders (soprattutto per
I’esposizione al fumo passivo), i muratori, 1 carpentieri e gli elettricisti (Shankar et al., 2019).

I combustibili ad utilizzo domestico non solo rappresentano un importante fattore di rischio per
I’insorgenza di carcinoma polmonare, ma globalmente costituiscono la decima causa di morte
attribuibile ad un fattore di rischio specifico, come riportato dalla World Health Organization
(WHO), e lanona per percentuale di DALY (disability-adjusted life years). Attualmente si stima



che nel mondo circa il 40% di tutti 1 nuclei familiari e fino al 90% di quelli che vivono in
ambienti rurali utilizzino combustibili solidi per cucinare o riscaldarsi, e cio riguarda circa 3
miliardi di persone. I carburanti da biomassa sono stati meno studiati rispetto a quelli solidi e
per tale motivazione sono stati classificati dalla IARC come carcinogeni di gruppo 2A (Shankar
etal., 2019).

E ormai ben noto come I’inflammazione cronica associata a malattia infettiva sia associata ai
meccanismi coinvolti nella carcinogenesi: tra le infezioni, la tubercolosi polmonare causata da
Mycobacterium Tuberculosis ha dimostrato di aumentare il rischio di tumore del polmone
indipendentemente dal fumo di sigaretta, con un periodo di latenza piuttosto lungo. Il rischio
piu elevato si osserva nelle popolazioni del Sud-Est asiatico, dove si riporta il 46% dei casi, ed
in Africa (Santos et al., 2017). Il meccanismo esatto che favorisce la carcinogenesi non ¢ stato
ancora ben caratterizzato, ma si ritiene che, a livello polmonare, 1’infiammazione cronica
dovuta ad un processo infettivo porti alla sovraespressione di geni anti-apoptotici attraverso il
pathway di NFkB; un’altra possibile spiegazione ¢ data dal processo di trasferimento genico
orizzontale (Molina-Romero et al., 2019).

Il papilloma virus umano ¢ stato per diverso tempo considerato un fattore di rischio per il tumore
del polmone: in circa il 20% dei casi diagnosticati si rileva la presenza del DNA di HPV, ¢ la
prevalenza piu elevata si ha nella popolazione asiatica, nella quale alcuni sottotipi virali possono
essere isolati nel 31,3% dei pazienti con tumore del polmone (Bae et al., 2019).

Un’ipotesi emergente nel contesto degli agenti infettivi riguarda uno dei pit comuni patogeni
umani, 1’Helicobacter pylori: la presenza di questo batterio nel tratto respiratorio ¢ gia stata
dimostrata, ed alcuni meccanismi funzionali nella patogenesi del carcinoma polmonare possono
essere rappresentati da vie di segnalazione che coinvolgono le proteine CagA e Src/p130cas
(GonzAlez et al., 2018).

Tra le patologie infiammatorie, ’asma ¢ stata ben studiata nel contesto della carcinogenesi del
tumore del polmone, ed una metanalisi effettuata da Qu et al. ha dimostrato 1’associazione con
un aumentato rischio per tale neoplasia (odds ratio 1,44 [95% CI 1,31 — 1,59]; p < 0,00001).
Questa associazione si verifica sia nei pazienti fumatori sia in quelli non fumatori (Qu et al.,
2017).

In Figura 1, 1 principali fattori di rischio per il tumore del polmone nei soggetti non fumatori.
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1.3 PATOGENESI

Il tumore del polmone si sviluppa attraverso un processo multifasico che sottende diverse
alterazioni genetiche ed epigenetiche, le quali coinvolgono regioni genomiche critiche dal
punto di vista funzionale. In questo contesto ¢ fondamentale distinguere tra i diversi tipi
istologici di tumore del polmone, ciascuno dei quali presenta caratteristiche genetiche e
biologiche molecolari peculiari. Il tumore del polmone si puo inizialmente classificare in due
macrocategorie: il tumore polmonare non a piccole cellule (NSCLC, 85% dei casi) ed il tumore
polmonare a piccole cellule (SCLC, 15% circa dei casi); esiste una terza macrocategoria, meno
comune, che comprende i carcinoidi. La macrocategoria NSCLC comprende tre tipi principali
di tumore, ovvero 1’adenocarcinoma polmonare, il carcinoma squamocellulare ed il carcinoma
a grandi cellule (Thai et al., 2021).

Circa 1’80% delle neoplasie polmonari si sviluppa in soggetti fumatori o che hanno smesso di
fumare di recente, esiste infatti una correlazione lineare tra la frequenza di carcinoma
polmonare e i pacchetti-anno di fumo di sigaretta. L’aumento del rischio arriva ad essere di
circa 60 volte maggiore fra i forti fumatori ambientali (coloro che fumano 2 pacchetti al giorno
per 20 anni) rispetto ai non fumatori; tuttavia, risulta evidente che siano implicati anche altri
fattori che predispongono a questa mortale patologia, dal momento che il carcinoma polmonare
si sviluppa solo nell’11% dei forti fumatori. Sebbene smettere di fumare riduca il rischio di
carcinoma polmonare nel corso del tempo, ¢ possibile che non si possa piu tornare ai livelli
basali: in realta, le modificazioni genetiche che precedono la trasformazione neoplastica
possono persistere per molti anni nell’epitelio bronchiale degli ex-fumatori. Il fumo passivo
raddoppia il rischio di sviluppare il carcinoma polmonare rispetto ai non fumatori; anche il
fumo di pipa e di sigari aumenta il rischio, ma solo in maniera modesta (Thai et al., 2021; Vinay,
2015).

Non tutte le persone esposte al fumo di tabacco sviluppano un tumore del polmone: cio puod
essere in parte spiegato dal caso, ma anche dalla possibilita che I’effetto carcinogenico delle
sostanze contenute nel fumo sia modificato da alcune varianti genetiche. Molte sostanze
chimiche, definite procarcinogeni, sono convertite in carcinogeni tramite attivazione da parte
del sistema enzimatico della monossigenasi citocromo P-450 altamente polimorfico: specifici
polimorfismi del citocromo P-450 hanno una maggiore capacita di attivare i procarcinogeni del
fumo di sigaretta, ed 1 fumatori con queste varianti hanno un rischio maggiore di sviluppare un
carcinoma polmonare (Vinay, 2015).

Le modificazioni istologiche che si correlano con le fasi di sviluppo della neoplasia sono meglio
documentate per i carcinomi squamocellulari, nei quali vi ¢ una correlazione lineare tra
I’intensita dell’esposizione al fumo di sigaretta e la comparsa di modificazioni epiteliali che
esordiscono con un’iperplasia delle cellule basali e metaplasia squamosa, per progredire fino
alla displasia squamosa ed al carcinoma in situ, ovvero 1’ultimo stadio prima della progressione
a carcinoma invasivo (Vinay, 2015).

Il carcinoma squamocellulare ¢ altamente associato all’esposizione al fumo di tabacco ed ¢
caratterizzato da diverse aberrazioni genetiche, molte delle quali sono delezioni cromosomiche
riguardanti loci oncosoppressori dei tumori; queste perdite, in particolare quelle che
coinvolgono i cromosomi 3p, 9p (il sito del gene CDKN2A) e 17p (sito del gene TP53) sono
eventi precoci nell’evoluzione neoplastica e sono individuate con una frequenza apprezzabile
nelle cellule della mucosa respiratoria istologicamente normale dei fumatori.



I carcinomi squamocellulari mostrano la massima frequenza di mutazioni di p53 rispetto a tutti
gli altri tipi istologici di carcinoma polmonare: 1’iperespressione di pS3 ¢ un evento precoce e
viene descritto nel 10-50% delle displasie squamose e nel 60-90% dei carcinomi
squamocellulari in situ. Il gene CDKN2A, che codifica per una proteina inibente le protein-
chinasi ciclina-dipendenti, ¢ inattivato nel 65% dei tumori squamocellulari, con la conseguente
perdita del suo trascritto, la proteina pl6. E stato anche riconosciuto che molti carcinomi
squamocellulari presentano un’amplificazione di FGFR1, un gene che codifica per la tirosin-
chinasi del recettore per il fattore di crescita dei fibroblasti (Vinay, 2015).

L’adenocarcinoma ¢ caratterizzato da mutazioni oncogeniche gain-of-function a carico dei
componenti delle vie di signaling dei recettori per i fattori di crescita: 1 principali geni coinvolti
codificano per tirosin-chinasi dei recettori, come EGFR, ALK, ROS1, MET e RET, mutati
anche in altri tipi di neoplasie; i tumori che non presentano mutazioni dei geni per la tirosin-
chinasi hanno spesso mutazioni nel gene KRAS, che invece si trova a valle nelle vie di signaling
dei fattori di crescita (Tan and Tan, 2022). In Figura 2 si possono osservare le principali
alterazioni geniche riscontrate nell’adenocarcinoma polmonare.

Nel 10-15% degli adenocarcinomi, in particolare nei pazienti caucasici, sono state identificate
mutazioni attivanti a carico degli esoni 18,19,20 ¢ 21 di EGFR, le quali predicono una
sensibilita alla terapia a bersaglio molecolare variabile in relazione al tipo di mutazione. Tali
mutazioni si riscontrano soprattutto nei soggetti giovani e di sesso femminile. Le terapie a
bersaglio molecolare sono rappresentate da inibitori di recettori tirosino-chinasici di EGFR di
prima generazione (come gefitinib ed erlotinib), di seconda generazione (come afatinib e
dacomitinib) e terza generazione (come osimertinib). Le inserzioni dell’esone 20 di EGFR
includono un gruppo eterogeneo di alterazioni molecolari che predicono globalmente una bassa
risposta a tutti gli inibitori tirosino-chinasici di EGFR finora approvati nella pratica clinica. I
riarrangiamenti dell’oncogene ALK con EML4 o con altri partners di fusione sul braccio corto
del cromosoma 2 generano una specifica proteina dotata di attivita tirosino-chinasica e
coinvolta nei processi di sopravvivenza e proliferazione cellulare. Tali riarrangiamenti sono
presenti in circa il 3-7% degli adenocarcinomi polmonari e identificano un sottogruppo di
pazienti candidabili al trattamento con inibitori tirosino-chinasici di ALK di prima generazione
(crizotinib) seconda generazione (alectinib, ceritinib, brigatinib) e nuova generazione
(lorlatinib) (“LINEE GUIDA NEOPLASIE DEL POLMONE | AIOM,” 2021; Nicholson et al.,
2022).

I riarrangiamenti cromosomici del gene ROS1 sono stati invece descritti in circa 1’1-2% degli
adenocarcinomi polmonari e identificano un altro sottogruppo di pazienti candidabili al
trattamento con inibitori tirosino-chinasici di ROS1 di prima generazione (crizotinib) e seconda
generazione (entrectinib) (Shaw et al., 2014a).

Piu recentemente sono stati identificati riarrangiamenti cromosomici dei geni NTRK1,2 ¢ 3 in
circa il 0,5-1% degli adenocarcinomi polmonari: nonostante si tratti di un’alterazione rara, ¢ di
fondamentale importanza testarla insieme alle altre mutazioni in quanto rappresenta un
importante fattore predittivo di risposta ad alcuni farmaci inibitori tirosino-chinasici come
entrectinib (Doebele et al., 2020).

Le mutazioni puntiformi V600 a carico dell’esone 15 del gene BRAF (tra cui la principale ¢
rappresentata dalla mutazione ¢.1799T>A, esitante nella variazione amminoacidica p.V600E)
sono state recentemente approvate come biomarcatore predittivo positivo di risposta al
trattamento con una combinazione di due inibitori tirosino-chinasici, dabrafenib e trametinib.
Per tale motivazione ¢ raccomandata la valutazione dello stato mutazionale dell’esone 15 del
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gene BRAF con metodologie adeguate. Dalle piu recenti evidenze riportate in letteratura, si
stima che tali alterazioni siano presenti in circa il 3-4% dei pazienti con adenocarcinoma
polmonare (Planchard et al., 2017a).

Altre alterazioni molecolari riscontrate nell’adenocarcinoma polmonare e in comune anche con
altri istotipi tumorali, per le quali vi sono terapie target disponibili nel contesto di studi clinici
e/o di protocolli di utilizzo compassionevole o ad accesso allargato, includono: i riarrangiamenti
del gene RET (1-2% dei casi), le mutazioni che causano una maturazione aberrante del trascritto
(fenomeno noto come “exon skipping”) a livello dell’esone 14 di MET (1-2%), la mutazione
G12C dell’esone 2 del gene KRAS (11% dei casi) e le mutazioni attivanti di HER2 (2%) (Drilon
et al., 2020; Gainor et al., 2021; Wolf et al., 2020).

La frequenza di queste alterazioni negli adenocarcinomi ¢ stata studiata considerando alcuni
fattori quali il sesso, 1’eta, lo status di fumatore e I’appartenenza geografica. Le mutazioni di
KRAS, in particolare le transversioni (dunque le sostituzioni di una purina con una pirimidina
e viceversa), si riscontrano nei pazienti fumatori, mentre le mutazioni di EGFR, ALK, ROS1 e
le traslocazioni di RET si verificano piu frequentemente nei fumatori occasionali o nei non
fumatori, e in particolare nei pazienti giovani senza predilezione di sesso (“Definizioni di
fumatore,” 2010). Altre alterazioni come quelle di TP53, NRAS e MAP2K1 sono anch’esse piu
comuni nei soggetti fumatori; le mutazioni di BRAF e MET si ritrovano sia nei fumatori sia nei
non fumatori (Dagogo-Jack et al., 2018). Ci sono alcune evidenze secondo le quali le mutazioni
di EGFR risultano piu frequenti nel continente asiatico, mentre le mutazioni di KRAS si
riscontrano piu facilmente in Europa e negli Stati Uniti. Altre alterazioni molecolari, con diversa
frequenza, non sembrano variare con I’appartenenza geografica, in ogni caso tali associazioni
non sono assolute e non devono determinare le strategie diagnostiche (Nicholson et al., 2022).

Il carcinoma a piccole cellule mostra 1’associazione piu stretta con il fumo e condivide
numerose caratteristiche molecolari con [’adenocarcinoma, nonostante le loro diverse
caratteristiche istologiche. Questo tipo istologico presenta frequenti aberrazioni loss-of-
function di TP53, che riguardano il 75-90% dei tumori, RB (che si riscontrano in quasi il 100%
dei tumori) e delezioni del cromosoma 3p. Di comune riscontro, in questo contesto, ¢ anche
I’amplificazione dei geni della famiglia MYC (“Types of Lung Cancer | American Lung
Association,” 2023; Vinay, 2015).

Gene Altered East Asia (%) USA/Europe (%)

EGFR 40-59 5-19.4

ALK 37 3-6

ROS1 1-3 1-2

ERRB2 2-3 2-3

RET 1-2.2 1-2

BRAF V&00E 0.5-1 2-3

Met ex14 2 3

NTRK1/2/3 =1 0.23

KRAS 7.4-11 20-30

NRAS 0.4 1.2

MAPZK1 <2 0.7

TP53 26 42

STK11 4.4 11

KEAP1 5 15 Figura 2. Principali
PIK3CA 4 2 mutazioni riscontrabili
CTNNB1 4.4 2.5 > .

PTEN a8 = dell’adenocarcinoma
NF1 3 1.9 polmonare.

TSC 1/2 =2 0.7

FGFR1/2 N 0.7 Fonte: (Nicholson et al.,
ex14, exon 14; Na, not applicable; UsA, United States of America. 2022)



1.4 DIAGNOSI

1.4.1 ITER DIAGNOSTICO-STADIATIVO CONSEGUENTE AL
DUBBIO DI NEOPLASIA

In seguito alla formulazione del sospetto diagnostico di neoplasia polmonare, ¢ necessario
ricostruire la storia clinica del paziente ed effettuare un esame fisico approfondito. La fase
diagnostica successiva, anche ai fini stadiativi, richiede I’impiego razionale delle metodiche di
imaging e delle tecniche di prelievo bioptico attualmente disponibili (“Overview | Lung cancer:
diagnosis and management | Guidance | NICE,” 2019).

L’RX del torace ¢ la prima indagine utilizzata nel percorso diagnostico in caso di sospetto di
neoplasia polmonare; una volta riscontrata una lesione, ¢ necessario ottenere maggiori
informazioni sulla sua morfologia.

L’approfondimento successivo deve prevedere 1’esecuzione di una TC del torace, dell’addome
(che puo identificare metastasi nel 10% circa dei pazienti) e del cranio in modo tale da verificare
I’eventuale interessamento di altri organi (“Overview | Lung cancer: diagnosis and management
| Guidance | NICE,” 2019; Postmus et al., 2017).

Nei casi in cui I’esame TC non evidenzi la presenza di metastasi a distanza, la stadiazione deve
essere completata con una tomografia ad emissione di positroni con 18-fluorodesossiglucosio
associata alla TC (18-FDG PET-TC).

La TC con mezzo di contrasto ¢ I’esame di scelta per la stadiazione, perché rispetto alle altre
metodiche diagnostiche ¢ in grado di fornire informazioni adeguate sulle seguenti variabili:
dimensioni della lesione, forma, densita ed accrescimento nel tempo. Le dimensioni della
lesione sono strettamente correlate al rischio di malignita, come anche I’irregolarita del profilo;
la densita della massa sospetta puo essere omogenea o disomogenea e varia da lesioni solide, a
lesioni cosiddette “a vetro smerigliato” oppure parzialmente solide. L’accrescimento nel tempo,
qualora dimostrato, si associa ad un elevato rischio di neoplasia (“Overview | Lung cancer:
diagnosis and management | Guidance | NICE,” 2019).

La valutazione del coinvolgimento linfonodale alla TC si basa su criteri dimensionali:
tradizionalmente si considera positivo per infiltrazione neoplastica un linfonodo con asse corto
superiore ai 10 mm (Zheng et al., 2022).

La PET-TC ha assunto un ruolo importante sia nell’iter diagnostico del nodo polmonare
solitario sia nella stadiazione pre-operatoria e post-trattamento del paziente con carcinoma
polmonare. In particolare, nella valutazione del nodo polmonare solitario la PET-TC possiede
un elevato valore predittivo negativo (92%), con 1’eccezione dei noduli di piccole dimensioni
(< 10 mm) e di quelli con aspetto “a vetro smerigliato” (Ruilong et al., 2017).

La PET-TC rende possibile la localizzazione della captazione del glucosio radiomarcato,
evidenziando eventuali disomogeneita nel contesto delle masse polmonari; questo aspetto
consente di indirizzare la biopsia su aree sospette con elevato metabolismo glucidico,
aumentando la possibilita di arrivare ad un risultato diagnostico. La PET-TC con 18-FDG
permette inoltre una stadiazione piu accurata del tumore polmonare rispetto alla TC, grazie
soprattutto ad una maggiore sensibilita nell’identificare metastasi extratoraciche ed ossee
(Ruilong et al., 2017).



La RM ¢ I’esame diagnostico elettivo per la valutazione del coinvolgimento metastatico del
sistema nervoso centrale; in particolare, la RM encefalo con mezzo di contrasto ¢ indicata come
completamento diagnostico in presenza di una sospetta metastasi all’esame TC encefalo con
mezzo di contrasto oppure, in prima istanza, nei pazienti con sintomatologia neurologica o in
stadi II-IV di NSCLC che siano candidati ad un trattamento a scopo curativo, come riportato
dalle linee guida NCCN. Queste stesse linee guida, inoltre, considerano opzionale la RM
dell’encefalo anche per i pazienti in stadio IB di adenocarcinoma EGFR-positivo, nei quali uno
studio recente condotto su 1712 pazienti ha dimostrato una resa diagnostica della RM
nell’identificazione delle metastasi cerebrali del 6,9% rispetto allo stadio IA, dove si attesta allo
0,5% (Kim et al., 2020).
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14.2 TIPIZZAZIONE DELLA MALATTIA E DIAGNOSI
MOLECOLARE

La scelta della procedura invasiva piu appropriata per la tipizzazione istologica della malattia
dipende dalla sede del tumore primitivo (centrale piuttosto che periferica), dal pattern di crescita
rispetto alle vie aeree (endobronchiale piuttosto che peribronchiale) e dall’eventuale presenza
di metastasi linfonodali mediastiniche e/o a distanza (Trisolini et al., 2017).

I tumori a sede centrale, visibili in sede endoscopica o localizzati nel 1/3 interno del
polmone, vengono tipizzati nella maggior parte dei casi per via broncoscopica: in questo
modo si riesce ad ottenere un campione diagnostico in circa il 90% dei casi. (Trisolini
etal., 2017).

Se la lesione presenta estensione endotracheale o endobronchiale, questa viene biopsiata
mediante pinze flessibili standard o, in caso di componente necrotica particolarmente
rappresentata, con aghi transbronchiali mediante metodica TBNA (trans-bronchial
needle aspiration) che consentano di prelevare materiale in profondita dalla lesione. I
tumori centrali che non abbiano un’estensione all’interno della via aerea ma che siano
invece localizzati in prossimita di una via aerea di calibro medio-grande o dell’esofago
(pattern peribronchiale/esofageo) possono essere biopsiate per via ecoendoscopica
transbronchiale con metodica EBUS (endobronchial ultrasound) oppure transesofagea

con metodics EUS (endoscopic ultrasound) (Almeida et al., 2018; Kuijvenhoven et al.,
2019).

I tumori a sede periferica, non visibili endoscopicamente per definizione, hanno una
gestione piu complessa e variabile, nonostante la disponibilita di metodiche di guida al
prelievo molto sofisticate come ’ecografia radiale, la navigazione elettromagnetica, la
navigazione broncoscopica virtuale o la core beam CT. In questo setting, il rendimento
diagnostico della broncoscopia scende a circa il 70%, ma con un singolo esame ¢
possibile ottenere importanti informazioni stadiative quali 1’esclusione di lesioni
centrali sincrone e la stadiazione linfonodale mediastinica, molto importanti nel
paziente potenzialmente operabile (“LINEE GUIDA NEOPLASIE DEL POLMONE |
AIOM,” 2021).

In questo contesto 1’approccio transtoracico percutaneo TC-guidato (TTNA) ¢ molto
piu efficace rispetto a quello endoscopico, con possibilita di effettuare diagnosi nel 90%
circa dei casi a fronte, pero, di un maggior rischio di pneumotorace (10-30% a seconda
del calibro dell’ago utilizzato e delle caratteristiche delle lesioni campionate): tale
rischio aumenta soprattutto in caso di lesioni molto periferiche, in quelle di dimensioni
<2 cm ed in quelle prevalentemente o esclusivamente ad aspetto “a vetro smerigliato”
(Takeshita et al., 2015; Trisolini et al., 2017).In questo setting, inoltre, la presenza di
adenopatie mediastiniche potenzialmente patologiche, dunque aventi dimensioni > 1 cm
alla TC oppure captanti alla PET-TC, offre un target molto vantaggioso per la
tipizzazione di malattia in virtu dell’elevato successo diagnostico (circa il 90%) e del
basso tasso di complicanze dell’ecoendoscopia (con metodiche EBUS e/o EUS).

L’approccio ecoendoscopico risulta inoltre piu vantaggioso nel paziente con malattia in
stadio avanzato e lesione primitiva periferica, nel quale il rischio di pneumotorace non
¢ trascurabile se la biopsia viene effettuata per via percutanea (Dhooria et al., 2015).
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Nel contesto di una terapia sempre piu personalizzata, infine, ¢ indispensabile che il
professionista che esegue la procedura diagnostica gestisca in seguito il materiale prelevato
secondo una modalita concordata con patologi molecolari del centro in cui il prelievo ¢ stato
effettuato, in modo tale da ottimizzare le possibilita di ricavare da quest’ultimo sia la corretta
tipizzazione istologica, sia il profilo molecolare della neoplasia (Van Der Heijden et al., 2014).
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1.4.2.1 APPROCCIO DIAGNOSTICO MOLECOLARE NEL NSCLC

I1 test molecolare identifica i pazienti con NSCLC in stadio avanzato che possono beneficiare
della terapia a bersaglio molecolare; la IASLC (International Association for The Study of Lung
Cancer), il CAP (the College of American Pathologists) e I’AMP (the Association for Molecular
Pathology) raccomandano di eseguire il test molecolare al momento della diagnosi in questa
categoria di pazienti (Lindeman et al., 2018a).

Un test molecolare completo per markers predittivi multipli richiede 1’analisi di differenti tipi
di molecole (DNA, RNA e proteine) e, di conseguenza, coinvolge diverse piattaforme analitiche
come la PCR, il sequenziamento del DNA, I’immunoistochimica o la FISH (Imyanitov et al.,
2021) Tra le tecniche di analisi mutazionale possiamo considerare:

Immunoistochimica, una tecnica che consente di evidenziare 1’espressione di una
proteina di interesse grazie ad una reazione anticorpale ed enzimatica su campioni di
tessuto fissati in formalina ed inclusi in paraffina (FFPE, formalin-fixed paraffin-
embedded). L’antigene di interesse consiste in una proteina localizzata in uno o piu
compartimenti subcellulari; 1’anticorpo primario pud essere monoclonale o policlonale
e solitamente appartiene alla classe delle IgG. L’anticorpo secondario, specie-specifico,
¢ in grado di legarsi a quello primario ed ¢ legato ad una molecola di biotina; I’aggiunta
di avidina, a sua volta legata ad una molecola di perossidasi, permette il legame di
quest’ultima alla biotina e dunque I’attivazione della reazione enzimatica. La
perossidasi reagisce con una sostanza cromogena, causando la deposizione di un
precipitato colorato nel sito in cui avviene il legame antigene-anticorpo: la sostanza
cromogena piu utilizzata ¢ la 3,3’ diaminobenzidina (DAB). Gli epitopi bersaglio
dell’anticorpo primario vengono esposti grazie al calore (con I’utilizzo di tampone
citrato o EDTA) oppure ad enzimi proteolitici (come la proteinasi K). Risulta infine
necessario eseguire una controcolorazione con ematossilina per meglio distinguere le
strutture colorate dalla DAB dal resto del tessuto (Sukswai and Khoury, 2019). Negli
ultimi anni I’immunoistochimica ha assunto un ruolo nella diagnosi mutazione dal
momento che ¢ in grado di mettere in evidenza proteine risultanti dalla fusione di geni
come ALK, ROS1 e NTRKI, che costituiscono driver molecolari (Imyanitov et al.,
2021). Con lo sviluppo dei nuovi farmaci approvati per il trattamento del NSCLC, ¢
fondamentale avere una piu esatta sottotipizzazione istopatologica (“LINEE GUIDA
NEOPLASIE DEL POLMONE | AIOM,” 2021). L’adenocarcinoma polmonare si
caratterizza per la positivita agli antigeni TTF-1 e napsina A, che, se ricercati in
combinazione aumentano la sensibilita del test; la citocheratina 7 ¢ positiva
nell’adenocarcinoma in misura maggiore rispetto al carcinoma squamoso, ma puo
essere positiva anche nel carcinoma adenosquamoso, a grandi cellule e pleomorfo. Se
la citocheratina 7 risulta positiva a fronte di una negativita degli altri markers,
I’adenocarcinoma viene definito NSCLC NOS (not otherwise specified). I carcinomi
adenosquamosi sono positivi all’antigene p40, proteina caratteristica delle cellule basali,
isoforma della proteina p63; il test presenta maggiori sensibilita e specificita se la ricerca
di p40 ¢ associata alla ricerca delle citocheratine 5/6. I tumori neuroendocrini sono
positivi a cromogranina A, sinaptofisina e CD56, mentre Ki67 viene utilizzato per
distinguere i carcinoidi tipici ed atipici dai carcinomi neuroendocrini di alto grado; tutti
questi markers vengono impiegati in associazione (Yatabe et al., 2019). In Figura 3
possiamo osservare un esempio di antigene caratterizzabile con tecnica
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immunoistochimica, che corrisponde ad ALK. Tale antigene ¢ espresso a livello
citoplasmatico con un pattern di tipo granulare.

Figura 3. Esame
immunoistochimico
di un campione di
adenocarcinoma del
polmone che
dimostra
I’espressione
citoplasmatica e di
membrana di ALK.

Fonte: (“Pathology
Outlines - ALK)”
2022).

Sequenziamento secondo Sanger, una metodica sviluppata nel 1977 da Sanger che si
basa sull’utilizzo di analoghi biochimici dei deossirobonucleotidi (ANTPs), i quali
causano l’interruzione della sintesi catena del DNA perché mancano di un gruppo
ossidrilico in posizione 3°. Tali analoghi, definiti dideossiribonucleotidi (ddNTPs), sono
radiomarcati e addizionati ad una reazione di polimerizzazione del DNA, dalla quale si
possono ottenere frammenti di diversa lunghezza; vengono eseguite reazioni separate
per ogni tipo di dANTP (ddATP. ddGTP. ddCTP, ddTTP). I frammenti ottenuti dalle
singole reazioni vengono fatti correre su diversi gel di poliacrilamide, in modo tale da
poter determinare, mediante visualizzazione delle bande su lastra autoradiografica o con
luce UV, la sequenza originale di DNA. Nel corso degli anni sono stati apportati alcuni
miglioramenti alla tecnica originale, grazie all’introduzione della tecnica di
determinazione fluorimetrica che permette di eseguire una sola reazione anziché
quattro, oppure all’implementazione dell’elettroforesi con la metodologia capillare: in
questo modo, 1 campioni ottenuti sono separati in funzione della loro lunghezza nel
sequenziatore automatico € vengono identificati grazie all’emissione delle diverse
lunghezze d’onda dei fluorocromi. Le emissioni sono analizzate da una fotocamera
digitale che restituisce le sequenze su un grafico a picchi, dove si possono osservare i
colori corrispondenti alle diverse basi (Heather and Chain, 2016; “Sanger Sequencing:
Introduction, Principle, and Protocol | CD Genomics Blog,” 2020).

Real-Time Polymerase Chain Reaction (Real-Time PCR), tecnica basata sulla PCR,
che consente di amplificare specifici frammenti di DNA partendo dalle loro sequenze
terminali. La Real-Time PCR impiega sonde fluorogeniche che consentono di
quantificare il DNA oggetto di studio ad ogni ciclo (PCR cinetica) o di determinare la
quantita iniziale di una sequenza di DNA (PCR quantitativa). Con questa tecnica ¢
possibile distinguere e misurare specifiche sequenze di DNA presenti in un campione
anche se in minime quantita, come nel caso di piccole biopsie o microdissezioni. Il
limite principale ¢ dato dalla necessita di conoscere la sequenza gene di interesse per
poter utilizzare la sonda complementare; un altro limite ¢ dato dal fatto che con la PCR
non ¢ possibile utilizzare I’RNA: questo problema puo essere superato utilizzando una
DNA polimerasi RNA-dipendente (retrotrascrittasi), che permette di ottenere il DNA
complementare (cDNA) da una molecola di RNA (Valasek and Repa, 2005).
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Next Generation Sequencing (NGS), traguardo importante per la medicina di
precisione. Tale metodica consente 1’identificazione di mutazioni oncogeniche driver,
mutazioni germinali, meccanismi di resistenza e la quantificazione del cosiddetto tumor
mutational burden (TMB), ossia il carico mutazionale della neoplasia. La tecnica NGS
permette di analizzare simultaneamente un numero impressionante di frammenti di
acido nucleico ed include al suo interno diverse piattaforme: tutte queste piattaforme
condividono tra di loro tre fasi, ossia la preparazione della libreria di campioni, il
sequenziamento e [’analisi dei dati. Gli strumenti NGS di ultima generazione
consentono il sequenziamento di tutti gli esoni (in questo caso si parla di WES, Whole
Exome Sequencig) o dell’intero genoma (WGS, Whole Genome Sequencing). Una
versatilitd di questo tipo risulta fondamentale nella pratica clinica, in cui spesso la
quantita di materiale risulta scarsa, ed ¢ utile per avere informazioni sulla suscettibilita
ai diversi trattamenti farmacologici disponibili, come nel caso dei farmaci a bersaglio
molecolare. Attualmente le linee guida CAP/IASLC/AMP e ASCO raccomandano
I’esecuzione del test molecolare per EGFR, BRAF, ALK e ROSI, oltre all’esecuzione
di un pannello che includa anche RET, ERBB2 (HER2), KRAS e MET. Tali test devono
essere effettuati se presente una componente di adenocarcinoma, nel NSCLC non
squamoso e nei pazienti con caratteristiche cliniche che indichino con elevata
probabilita la presenza di mutazioni oncogeniche driver (eta inferiore ai 50 anni, status
di non fumatore o debole fumatore) (Kalemkerian et al., 2018a). Le innumerevoli
applicazioni delle nuove tecnologie impiegate nei test molecolari hanno portato alla
creazione di database in grado di catalogare tutte le mutazioni geniche descritte; tra
questi si possono citare il COSMIC database, I'lCGC (International Cancer Genome
Consortium), ed il TCGA (The Cancer Genome Atlas Program) (Ruiz-Garcia and
Astudillo-de la Vega, 2019; Tsoulos et al., 2017).

Fluorescence in situ hybridization (FISH), tecnica basata sul principio di
complementarita dei filamenti di DNA che identifica anomalie citogenetiche specifiche
come microdelezioni, amplificazioni e traslocazioni. La prima fase della FISH consiste
nella preparazione della sonda, ossia una sequenza di DNA a singola catena che si leghi
alla regione del cromosoma o del gene di interesse. La sonda puo essere visualizzata in
due modi: il primo consiste nella marcatura diretta con un fluoroforo; a seguito
dell’ibridazione, la sonda viene visualizzata grazie ad un microscopio a fluorescenza. Il
secondo consiste nella marcatura indiretta, in cui le sonde vengono marcate con
molecole non fluorescenti come la biotina o la digossigenina (DIG); in quest’ultimo
caso al preparato vengono addizionate molecole coniugate a fluorofori che si legano alla
biotina o alla DIG con elevata affinita (Ratan et al., 2017). Altri due tipi di sonde
impiegate nella FISH sono quelle di controllo, che si legano a sequenze ripetitive di
DNA presenti nei centromeri dei cromosomi, e le sonde break-apart con duplice colore,
che identificano i riarrangiamenti genici. La FISH puo essere utilizzata per 1’analisi di
diversi tipi di campione (citologici, cell blocks o istologici) e risulta particolarmente
utile nel contesto del tumore del polmone grazie alla bassa quantita di cellule necessarie
per fare diagnosi (50-100): in questo caso le indicazioni al suo utilizzo sono la ricerca
dei riarrangiamenti di ALK, ROS1 e dell’amplificazione di MET (Savic and Bubendorf,
2016). Considerando la complessita della sua esecuzione, la FISH presenta alcune
limitazioni: il campione selezionato deve avere un numero di nuclei sufficiente (almeno
100) ed ¢ richiesto personale specializzato per ’esecuzione e la lettura del test; le
apparecchiature e le sonde impiegate devono essere validate e correttamente testate; la
distanza minima tra le sonde non deve essere inferiore a 2,5 — 3 Mb per permettere di
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visualizzare due segnali come distinti ed evitare errori nel conteggio degli stessi
(Lindeman et al., 2018b; Mascarello et al., 2011).
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1.5 STADIAZIONE E PROGNOSI

1.5.1 CLASSIFICAZIONE TNM

La stadiazione del carcinoma polmonare secondo il sistema TNM ¢ un mezzo universalmente
accettato per definire I’estensione anatomica della malattia neoplastica, ricorrendo alla
valutazione dei seguenti tre parametri:

Parametro T, che valuta le dimensioni del tumore primario, I’invasione neoplastica e
le localizzazioni di altre masse rispetto a quella primitiva (Chansky et al., 2017; Rami-
Porta et al., 2017).

Parametro N, che indica il coinvolgimento linfonodale. Lo standard per
I’identificazione dei linfonodi anomali ¢ rappresentato da un aumento dell’asse corto
superiore ad 1 cm all’esame TC o RM nei pazienti con NSCLC; altri fattori da prendere
in considerazione sono la forma, ’aumento dei valori di attenuazione e la necrosi
centrale (Asamura et al., 2015).

Parametro M, che indica la presenza di eventuali metastasi a distanza. Nel caso del
tumore del polmone, la distinzione ¢ tra metastasi intratoraciche ed extratoraciche
(Chansky et al., 2017).
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Nelle Figure 4, 5 ¢ 6 vediamo rispettivamente 1 parametri T, N ed M utilizzati nella VIII
edizione del sistema classificativo approvato dalla IASLC (International Association for the
Study of Lung Cancer) e dalla AJCC (American Joint Committee on Cancer) nel 2017.

T T components on CT

classification

Tis [AIS) Pure GGN £ 3 cm

T1 Timi  =0.5 cm solid part within part-solid tumor total size <3 em

Tla 0.6~ 1.0 cm solid part within part-solid tumor total size <3 cm
Pure GGN >3 cm
<1 cm solid tumor

Tib 1.1-2.0 cm =solid part within part-solid tumor total size =3 cm
>1-2 em solid amor

Tie 2.1-3 em solid part within part-solid tumor total size <3 em

»2-3 om solid umor

T2 T2a 3.1-4 Invalves main bronchus without invohvement of carina
m
T2b  41-5  Total/partial atelectasis
cm Total /partial pneumaonitis
Involves hilar fat

Involves visceral pleura (PL1 or PL2)

T3 5.1-7 Separate tumor nodules in the same lobe as the primary
o Involves parietal pleura (PL3)
Parietal pericardium
Chest wall

Phrenic nerve

Figura 4. Parametro T

s >7em  Involves diaphragm basato sull’aspetto alla
Mediastinal fat or other mediastinal structures (trachea, great vessels, heart, TC SCCOndO 1’VIII
recurrent laryngeal nerve, esophagus)

edizione della
Carina . .
classificazione TNM.
Vertebral body
Visceral pericardium Fonte: (Feng and Yang,
Separate tumor nodules in the same lung but different lobes as the primary 2019)

Table 2

N classification for appearance on chest CT for TNM 8™ edition

N classification N component on CT

HO No lymph node metastasis

N1 Ipzilateral peripheral, ntrapulmonary or hilar nodes metastasis

N2 Ipsilateral mediastinal (upper, aortico-pulmonary, lower), subcarinal nodes metastasis
N3 Ipsilateral or contralateral supraclavicular/ scalene lymph node or contralateral

mediastinal, hilar/interlobar, or peripheral nodes metastasis

Figura 5. Parametro N basato sull’aspetto TC secondo 1’VIII edizione della classificazione TNM.

Fonte: (Feng and Yang, 2019).
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Table 3

M classification for appearance on chest CT for THM 8% edition

M classification M component on CT

MO Mo distal metastasis

M1 Mila Intrathoracic metastasis
Pleural effusion

Pericardial effusion
Contralateral lung nedules,pleural nodules

M1b Single extrathoracic metastasis in a single organ

Milc Multiple extrathoracic metastasis

Figura 6. Parametro M basato sull’aspetto TC secondo 1’VIII edizione della classificazione TNM.

Fonte: (Feng and Yang, 2019).

Dalla combinazione dei tre parametri T, N ed M si ottiene lo staging di malattia, che comprende
gli stadi iniziali (I e II), quello localmente avanzato (III) e lo stadio avanzato (IV, metastatico),
con prognosi progressivamente peggiore all’aumentare dello stadio. In Figura 7, il
raggruppamento in stadi secondo 1I’VIII edizione della classificazione TNM.

Raggruppamento in stadi VIII Edizione

Stadio | T N M
Stadio IA1 Tla(m) NO MO
Tla NO MO

Stadio 1A2 Tlb NO MO
Stadio IA3 Tle NO MO
Stadio IB T2a NO MO
Stadio ITA T2b NO MO
Stadio IIB Tla b, ¢ N1 MO
T2a,b N1 Mo

T3 NO MO

Stadio ITIA Tla, b, c N2 MO
T2a,b N2 Mo

T3 N1 MO

T4 N0, N1 MO

Stadio ITIB Tla, b, c N3 MO
T2a,b N3 Mo

T3 N2 MO

T4 N2 MO

Stadio IIIC T3 N3 MO
T4 N3 MO
Stadio IVA Qualunque T  Qualunque N  Mla
Qualunque T Qualunque N MIb
Stadio IVB Qualunque T Qualunque N Mlc

Figura 7. Raggruppamento in stadi secondo I’VII edizione della classificazione TNM.

Fonte: (“LINEE GUIDA NEOPLASIE DEL POLMONE | AIOM,” 2021).
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1.5.2 FATTORI PROGNOSTICI

Dal punto di vista prognostico, il fattore predittivo piu importante per stimare la sopravvivenza
a 5 anni ed il tasso di recidiva ¢ rappresentato dallo stadio, stabilito sulla base della
classificazione TNM, aggiornata all’VIII edizione nel 2017. Circa il 19% dei pazienti con
diagnosi di tumore del polmone sopravvive a 5 anni, sebbene la prognosi vari a seconda dello
stadio di malattia e del tipo di tumore. La prognosi migliora se la diagnosi avviene ad uno stadio
precoce: lo stadio A1 ha una sopravvivenza a 2 anni del 97% e a 5 anni del 92%; lo stadio piu
avanzato, il [IVB, ha una sopravvivenza a 2 anni del 10% e a 5 anni dello 0% (Goldstraw et al.,
2016).

In Figura 8, si vede la sopravvivenza globale a seconda dello stadio patologico di malattia in
un confronto tra la VII e I’VIII edizione della classificazione TNM.

100% "h:?._v:,:—b\- L 100"-""1\;: e ———— e
e, N A
80% \ R D 80%1\ N\ - B S e Y
\\ -~ s A —— g ) % % .
60%1 \ N T 60%
N\ : S S e
40% - N T 40% N TIRESRAS
8 7 :
20% 2o SN 2 20%
0% — 0% . ,
0 24 48 72 0 24 48 72
Months Months
24 60 24 60
7" Ed. Events/N MST Month Month Proposed Events/N MST Month Month
IA 1119/6303 NR 93% 82% IA1 68/ 781 NR 97% 92%
8 768 /2492 NR 85% 66% A2 505/ 3105 NR 94% 83%
A 424 /1008 66.0 74% 52% IA3 546 | 2417 NR 90% 7%
IE 21 2624 4 B )5/ 145 66.0 72 5
v 664 / 882 8.8 17% 6% A 205213200 293 559 36

Figura 8. Confronto delle curve di sopravvivenza globale, a seconda dello stadio, tra la VII e I’ VIII edizione della
classificazione TNM.

Fonte: (Goldstraw et al., 2016).
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La sopravvivenza a 5 anni ¢ piu elevata nelle donne (22%) rispetto agli uomini (16%), e le
donne tendono a ricevere una diagnosi di malattia meno avanzata rispetto agli uomini allo stesso
stadio; inoltre, 1 chirurghi toracici e gli oncologi sembrano concordare sul fatto che le donne
sottoposte ad intervento chirurgico per NSCLC abbiano una migliore prognosi rispetto ai
pazienti di sesso maschile della stessa eta e allo stesso stadio di malattia (Sachs et al., 2021).

La sopravvivenza media a 5 anni varia, inoltre, a seconda delle diverse aree nel mondo; in
Giappone si attesta sul 33%, mentre in altri 12 paesi rimane al di sopra del 20%: Mauritius,
Canada, Stati Uniti, Cina, Corea del Sud, Taiwan, Israele, Lettonia, Islanda, Svezia, Austria e
Svizzera (Goldstraw et al., 2016).

Anche I’eta rappresenta sicuramente un fattore indipendente peggiorativo, soprattutto nel caso
in cui la chirurgia sia controindicata (Paesmans, 2012). In ogni caso, la sopravvivenza libera da
recidiva di malattia dopo resezione chirurgica risulta indipendente dall’eta del paziente e anche
una persona con eta > 70 anni potra beneficiare dell’atto chirurgico tanto quanto un altro
paziente di eta inferiore (Marijon et al., 2009).

Recentemente ¢ stato studiato come fattore prognostico anche lo stato nutrizionale, soprattutto
negli stadi di malattia localizzati. Diversi studi hanno mostrato come il sovrappeso o 1’obesita
siano associati ad una minore incidenza di tumore del polmone, tanto che alcuni autori utlizzano
I’espressione “lung cancer paradox” per definire il ruolo protettivo del BMI nei confronti dello
sviluppo di questa neoplasia (Zhang et al., 2017)

I fumatori attivi alla diagnosi hanno un rischio di morte del 33% piu elevato rispetto ai pazienti
ex-fumatori o non fumatori. Oltre ai suoi effetti carcinogenici, il tabacco favorisce lo sviluppo
di altre patologie quali la COPD (chronic obstructive pulmonary disease) o complicazioni
cardiovascolari che impattano direttamente sulla prognosi post-operatoria (Garinet et al., 2022).

Anche un consumo alcolico ad alto rischio (piu di 3 unita alcoliche al giorno negli uomini e piu
di 2 unita alcoliche al giorno nelle donne) porta ad un maggior rischio di morte prematura
rispetto ai pazienti che non consumano alcool (Garinet et al., 2022).

con elevato livello di confidenza soprattutto in un setting di malattia metastatica (Garinet et al.,
2022).
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1.6 TRATTAMENTO  SISTEMICO: TERAPIA A
BERSAGLIO MOLECOLARE NEL NSCLC IN STADIO
AVANZATO

Attualmente la scelta di trattamento per i pazienti con NSCLC in stadio avanzato (IIIB/IIIC non
suscettibili di trattamento loco-regionale e stadio I'V) si basa sulla valutazione integrata di alcuni
parametri:

e [stologia (squamosa 0 non-squamosa)

e Presenza di alterazioni molecolari “driver”, come le mutazioni sensibilizzanti di EGFR
o di BRAF, i riarrangiamenti di ALK, ROS1 o NTRK

e Livello di espressione di PD-L1

e Caratteristiche cliniche del paziente quali eta, performance status (PS) e comorbidita

La presenza o meno di alterazioni molecolari “driver” permette di distinguere la malattia in due
principali categorie:

e Oncogene addicted

e Non-oncogene addicted: nei pazienti con NSCLC in stadio avanzato senza alterazioni
molecolari driver suscettibili di terapie a bersaglio molecolare, attualmente la scelta del
trattamento si basa sull’istologia, sulle condizioni generali del paziente, le sue
comorbidita e il livello di espressione di PD-L1 (“LINEE GUIDA NEOPLASIE DEL
POLMONE | AIOM,” 2021).

1.6.1 MALATTIA ONCOGENE ADDICTED

Tra le alterazioni molecolari che condizionano la biologia del tumore, alcune delle quali
rappresentano gia un target terapeutico, vanno sicuramente considerate: mutazioni del gene
KRAS (20-30% dei pazienti), EGFR (nel 10-15% dei pazienti caucasici e fino al 40% dei
pazienti asiatici), BRAF (2-4%), riarrangiamenti di ALK (3-7%), ROS1 (1-2%), RET (1-2%)),
NTRK (0,5-1%), mutazioni del gene HER2 (1-2%) ed amplificazioni o mutazioni del gene
MET (2-4% dei pazienti). In Italia, ad oggi, sono approvati e rimborsati farmaci inibitori
tirosino-chinasici di EGFR, ALK, ROS1, BRAF e NTRK; tutti i pazienti con istologia non
squamosa o mista, ma anche 1 pazienti con istologia squamosa pura soprattutto se giovani /o
non fumatori, o con diagnosi eseguita su piccole biopsie, dovrebbero essere sottoposti ad
indagine molecolare per i geni EGFR, ALK, ROS1, BRAF e NTRK. Laddove possibile,
un’analisi molecolare piu estesa puo essere utile nell’identificare altre alterazioni molecolari
driver suscettibili di trattamento con farmaci a bersaglio molecolare nell’ambito di studi clinici
o programmi ad accesso allargato (“LINEE GUIDA NEOPLASIE DEL POLMONE | AIOM,”
2021).
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1.6.1.1 TRATTAMENTO DEL NSCLC EGFR-MUTATO

Nel carcinoma polmonare a piccole cellule con alterazioni molecolari a carico del gene EGFR,
la terapia di scelta ¢ rappresentata da un inibitore tirosino-chinasico del fattore di crescita di
derivazione epidermica (EGFR-TKI), dal momento che garantisce una maggiore sopravvivenza
rispetto alla chemioterapia basata sui derivati del platino.

Le piu frequenti mutazioni sensibilizzanti di EGFR, definite “comuni” o “classiche”, sono le
delezioni dell’esone 19 (ex19dels) e la mutazione puntiforme L858R dell’esone 21, che insieme
rappresentano circa il 90% dei casi; il restante 10% dei casi € rappresentato dalle mutazioni
cosiddette “rare” o “non comuni”: tali mutazioni includono mutazioni puntiformi singole o
complesse a carico degli esoni 18, 19, 20 e 21 oppure inserzioni amminoacidiche a carico
esclusivamente dell’esone 20.

In Figura 9 vediamo la struttura del gene EGFR e la frequenza delle mutazioni nel contesto
dell’ADC polmonare.
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E709X G719X g (et i 7681 T790M v
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Figura 9. Struttura di EGFR e frequenza delle mutazioni di EGFR nell’ADC polmonare.

Fonte: (Yoneda and Tanaka, 2018).
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Per il trattamento del NSCLC in stadio avanzato EGFR-mutato, abbiamo a disposizione diverse
classi di farmaci, noti come EGFR-TKIs, ossia inibitori dell’attivita tirosino-chinasica di
EGFR:

o Gefitinib ¢ stato il primo farmaco approvato ad avere come bersaglio la tirosina-chinasi
di EGFR, attraverso un meccanismo di inibizione competitiva. Uno studio clinico su
larga scala (IRESSA Pan-Asia study, IPASS) ha dimostrato che con Gefitinib i pazienti
con adenocarcinoma EGFR-mutato ottengono un’importante risposta antitumorale, con
un tasso di risposta (overall response rate, ORR) del 71,2%; diverso ¢ il caso dei pazienti
che non presentano mutazioni di EGFR, nei quali il tasso di risposta era di appena
1’1,1% (Yoneda and Tanaka, 2018).

¢ Erlotinib ¢ un altro inibitore competitivo dell’attivita tirosino-chinasica di EGFR; come
farmaci di prima generazione, sia Erlotinib sia Gefitinib hanno dimostrato una
significativa progressione libera da malattia (progression-free survival, PFS) nei
pazienti con NSCLC EGFR-mutato, se paragonati al trattamento chemioterapico a base
di platino, in diversi studi randomizzati controllati di fase III (Yoneda and Tanaka,
2018).

Nonostante la maggior parte dei pazienti con NSCLC EGFR-mutato risponda inizialmente a
Gefitinib oppure ad Erlotinib, ad un anno dall’inizio del trattamento i1 pazienti vanno incontro
a progressione di malattia a causa di meccanismi di resistenza acquisita. Il meccanismo piu
frequentemente implicato nell’acquisizione di resistenza ai farmaci EGFR-TKI di prima
generazione, che si verifica in circa il 50-60% dei casi, ¢ I’insorgenza di una seconda mutazione
alivello dell’esone 20 del gene EGFR, che si traduce nella sostituzione di un residuo di treonina
con uno di metionina al codone 790 (sostituzione T790M) (Yu et al., 2013)

Per superare questo problema sono stati sviluppati farmaci EGFR-TKI di seconda generazione
come Afatinib e Dacomitinib, 1 quali hanno dimostrato una piu potente inibizione dell’attivita
tirosino-chinasica di EGFR attraverso un legame covalente irreversibile ad un residuo di
cisteina al codone 797 del dominio tirosino-chinasico intracellulare.

e Afatinib ¢ un inibitore pan-ErB, essendo in grado di bloccare le vie di segnalazione a
valle dei complessi EGFR-ErBbl, HER2-ErBb2 ed ErBb4. Sebbene Afatinib risulti
efficace nei casi di NSCLC con mutazione L858R ed in quelli con delezione dell’esone
19, alcuni studi (come i trials clinici LUX-Lung 3 e LUX-lung 6) hanno dimostrato una
maggiore sopravvivenza nei pazienti con delezione dell’esone 19 (Sequist et al., 2013).

Tuttavia, I’utilizzo di questi farmaci ¢ gravato da notevoli tossicita a causa della ristretta finestra
terapeutica e dell’ampio spettro di inibizione all’interno della famiglia ErBb, pertanto non
dovrebbero essere utilizzati a dosi maggiori a quelle strettamente necessarie per superare la
resistenza acquisita (Wu and Shih, 2018).

e Dacomitinib, un altro inibitore irreversibile pan-ErBb, non si ¢ rivelato superiore ad
Erlotinib in uno studio (ARCHER 1009) che comprendeva pazienti non selezionati con
NSCLC in stadio avanzato, mentre in un altro studio (ARCHER 1050) ma mostrato una
maggiore sopravvivenza (OS, 34,1 mesi versus 26,8 mesi) oltre che una maggior
progressione libera da malattia (PFS, 14,7 mesi versus 9,2 mesi) se paragonato a
Gefitinib in prima linea; la prevalenza di effetti avversi correlati al trattamento era
comunque piu elevata nei pazienti che avevano assunto Dacomitinib (Mok et al., 2018).

Nonostante 1 miglioramenti dal punto di vista clinico e della sopravvivenza con I’'impiego degli
EGFR-TKI di prima e seconda generazione nella pratica clinica, 1’elevata incidenza di effetti
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avversi correlati alla terapia come rash cutanei e diarrea, unitamente alla breve sopravvivenza
libera da malattia, hanno portato allo sviluppo degli inibitori di attivita tirosino-chinasica di
terza generazione (Fu et al., 2022).

Osimertinib ¢ il primo EGFR-TKI di terza generazione approvato da FDA (U.S. Food
and Drug Administration) ed EMA (European Medicines Agency) per il trattamento dei
pazienti con NSCLC metastatico con mutazione T790M. Il meccanismo con cui
Osimertinib agisce consiste in un legame covalente irreversibile ad un residuo ci cisteina
in posizione 797, a livello della tasca di legame all’ATP del dominio intracellulare di
EGFR (Greig, 2016).

Tale farmaco ¢ stato sviluppato per avere come bersaglio sia le mutazioni sensibilizzanti
di EGFR sia la mutazione T790M, risparmiando la proteina EGFR wild-type; oltre a
ci0, Osimertinib ha dimostrato di avere una capacita di penetrazione della barriera
ematoencefalica decisamente superiore rispetto agli altri EGFR-TKIs, fattore che
contribuisce alla maggiore selettivitd e minore tossicita sistemica del farmaco: in
particolare, Osimertinib ¢ in grado di superare la resistenza acquisita agli EGFR-TKIs
di prima e seconda generazione e possiede una potenziale efficacia contro le metastasi
cerebrali. Diversi studi clinici della serie “AURA” hanno dimostrato la sicurezza ed
efficacia di Osimertinib rispetto ad altri EGFR-TKIs di prima generazione o alla
chemioterapia: lo studio AURA 3, ad esempio, ha dimostrato una progressione libera da
malattia superiore per Osimertinib rispetto alla chemioterapia con la combinazione
platino + pemetrexed (PFS, 8,5 mesi versus 4,1 mesi), mentre lo studio FLAURA ha
dimostrato un’efficacia di Osimertinib superiore ad Erlotinib o Gefitinib nel trattamento
di prima in linea in termini di PFS (18,9 mesi vs 10,2 mesi) e di sopravvivenza globale
(O8, 38,6 mesi versus 31,8 mesi), con una minore frequenza di eventi avversi; lo studio
FLAURA ha inoltre dimostrato, per Osimertinib, una maggiore PFS anche nei pazienti
con metastasi cerebrali nel trattmento di prima linea (15,2 mesi versus 9,6 mesi). Sulla
base dello studio FLAURA, Osimertinib viene raccomandato come trattamento di prima
linea nei pazienti con NSCLC in stadio avanzato o metastatico EGFR-mutato (Mok et
al., 2017; Ramalingam et al., 2020).

La maggior parte dei pazienti sviluppa una resistenza ai farmaci EGFR-TKIs, a prescindere
dalla linea di trattamento. I diversi meccanismi che si possono instaurare si dividono in due
macrocategorie, ossia EGFR-dipendenti (“on-target”) ed EGFR-indipendenti (“off-target):
I’incidenza relativa di questi meccanismi di resistenza differisce a seconda del fatto che si
considerino gli EGFR-TKIs di prima, seconda o terza generazione (Leonetti et al., 2019; Lim
et al., 2018; Passaro et al., 2021; Ricordel et al., 2018).
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1.6.1.1.1 ATTIVITA INTRACRANICA DEGLI EGFR-TKIs

La terapia a bersaglio molecolare contro gli oncogeni driver come EGFR ha notevolmente
migliorato la sopravvivenza dei pazienti con NSCLC; tuttavia, la prognosi di questi pazienti
non risulta ancora soddisfacente: una delle cause della scarsa prognosi e della riduzione della
qualita di vita dei pazienti con NSCLC in stadio avanzato ¢ rappresentata dalle metastasi
cerebrali (Peters et al., 2016).

In accordo alla letteratura, i principali fattori prognostici che influenzano il trattamento dei
pazienti con NSCLC metastatico sono rappresentati dall’eta, il tempo intercorso tra la diagnosi
e I’inizio del trattamento, la localizzazione e I’estensione della malattia intracranica (Nishino et
al., 2019).

I pazienti con NSCLC EGFR/ALK mutato sembrano avere un’incidenza piu elevata di
metastasi cerebrali (50-60%), superiore rispetto ai casi ROS-1 mutati (33%) (Gainor et al.,
2017).

E interessante notare, inoltre, che la mutazione secondaria di EGFR risultante nella sostituzione
di un residuo di treonina con uno di metionina in posizione 790 (T790M) e responsabile
dell’insorgenza di resistenza acquisita in circa il 50% dei casi non si manifesta nelle metastasi
cerebrali: la selezione delle cellule neoplastiche nel sistema nervoso centrale avviene a causa
di una insufficiente concentrazione di EGFR-TKI, fenomeno definito come resistenza
farmacocinetica (Togashi et al., 2012).

Tra gli EGFR-TKIs di prima generazione, Erlotinib ha una capacita di penetrazione della
barriera ematoencefalica relativamente migliore rispetto a Gefitinib. In alcuni pazienti che
sviluppano metastasi cerebrali o malattia leptomeningea dopo il trattamento con Gefitinib, il
passaggio ad Erlotinib consente la riduzione dimensionale delle lesioni o un alleviamento dei
sintomi, ma tale effetto risulta transitorio e con efficacia limitata nel tempo (Gerber et al., 2014).

Per quanto riguarda gli EGFR-TKIs di ultima generazione, Osimertinib penetra la barriera
ematoencefalica in modo molto piu efficiente. Un’analisi per sottogruppi dei trials clinici della
serie FLAURA, che ha paragonato Osimertinib ad Erlotinib e Gefitinib come prima linea di
trattamento nei pazienti con NSCLC EGFR mutato, ha dimostrato che la sopravvivenza libera
da malattia (PFS, progression-free survival) a livello cerebrale, con Osimertinib, ¢
significativamente migliore (hazard ratio (HR) 0.48; 95% CI: 0.26-0.86) e con effetti avversi
gestibili (Ballard et al., 2016; Rangachari et al., 2015).

In Figura 10, le capacita di penetrazione della barriera ematoencefalica da parte di alcuni TKIs
diretti contro EGFR e ALK.
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Table 1

Blood-brain barrier (BBB) penetration capabilities of EGFR- and ALK-TKIs in human

TKls Penetration [CSF/blood)
EGFR-TKIs
Gefitinib 1.19% (43

Erlotinib 2.89% (43)
Afatinib 1.7% (44)
Osimertinib
160 mg 1690 (45)
80 mg 2.0% (46)
ALK-TKIs
Crizotinib 0.26% (47)
Ceritinib No human data [animal model: 15% (48)]
Alectinib No human data [animal model: 63-949% (49]]
Brigatinib No human nor animal data

Lorlatinib 7504 (50)

Figura 10. Capacita di penetrazione della barriera ematoencefalica degli EGFR/ALK-TKIs.

Fonte: (Nishino et al., 2019)
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1.6.1.2 TRATTAMENTO DEL NSCLC ALK-MUTATO

I riarrangiamenti del gene ALK, che si ritrovano in circa il 3-7% delle neoplasie polmonari non
a piccole cellule, riguardano maggiormente 1 pazienti giovani, con ridotta o assente abitudine
tabagica: la terapia di scelta per questi pazienti consiste in un inibitore tirosino-chinasico di
ALK. Il gene ALK si trova sul braccio corto del cromosoma 2 (2p23) e codifica per una proteina
con attivita tirosino-chinasica che fa parte della superfamiglia del recettore insulinico.

Possiamo distingue tra farmaci inibitori tirosino-chinasici di ALK di prima, seconda e terza
generazione:

Il primo farmaco inibitore tirosino-chinasico di ALK (ALK-TKI) approvato nella
pratica clinica, Crizotinib, ha dato inizialmente dei risultati promettenti, con un tasso
di risposta oggettiva (ORR, objective response rate) del 74% ed una sopravvivenza
libera da progressione di malattia media di 10,9 mesi (Prabhash et al., 2013); tuttavia,
si ¢ poi osservato che la maggior parte dei pazienti andava inevitabilmente incontro a
sviluppo di resistenza entro un anno con progressione di malattia, in particolare a livello
cercbrale (Sullivan and Planchard, 2016).

Oltre a Crizotinib, anche Ceritinib ¢ stato valutato in alcuni studi come trattamento di
prima linea in pazienti con NSCLC avanzato e mutazione di ALK, a confronto con il
trattamento chemioterapico; nello studio “ASCEND-4”, pubblicato da Soria et al nel
2017, Ceritinib si ¢ dimostrato superiore alla chemioterapia in termini di RR (response
rate) e PFS (progression-free survival). Fra gli eventi avversi di ogni tipo, quelli riportati
con maggiore incidenza nel braccio Ceritinib rispetto alla chemioterapia sono stati
disturbi gastrointestinali quali diarrea, nausea e vomito (Soria et al., 2017).

Con la posologia di 450 mg/die, in Italia Ceritinib ¢ approvato e rimborsato, come
terapia di prima linea, nella malattia metastatica con riarrangiamento di ALK (“LINEE
GUIDA NEOPLASIE DEL POLMONE | AIOM,” 2021).

Gli ALK-TKIs di seconda generazione come Alectinib (CH5424802/R05424802) e
Brigatinib (AP26113) sono stati sviluppati per contrastare la resistenza acquisita
indotta dalla terapia ed aumentare I’efficacia terapeutica nei pazienti ALK-positivi
pretrattati con Crizotinib, anche in quelli con metastasi cerebrali (Markham, 2017).

Alectinib va a formare un legame idrogeno in posizione M1199 all’interno della tasca
di legame per I’ATP di ALK; interagendo con altri residui limitrofi, il farmaco va a
creare un vero e proprio network di legami idrogeno potenzialmente efficace nei
confronti di diverse ed eventuali mutazioni a questo livello. Gli ALK-TKIs di seconda
generazione hanno progressivamente sostituito Crizotinib come trattamento di prima
linea nei pazienti con NSCLC in stadio avanzato e riarrangiamento di ALK, con
un’efficacia superiore dimostrata in diversi trials clinici di fase III (Tan and Tan, 2022).

Gli ALK-TKIs di terza generazione, come Lorlatinib, Entrectinib ed Ensartinib
hanno fornito risultati interessanti in termini di efficacia clinica e sicurezza secondo i
trials clinici piu recenti. Lorlatinib ¢ approvato e rimborsato in Italia per il trattamento
dei pazienti con NSCLC in stadio avanzato con riarrangiamento di ALK,
precedentemente trattati con Alectinib o Ceritinib come terapia di prima linea oppure
Crizotinib ed almeno un altro TKI. Non ha ricevuto indicazione o rimborsabilita per i
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pazienti precedentemente trattati con Brigatinib come terapia di prima linea. Lorlatinib
¢ un farmaco con struttura macrociclica, inibitore selettivo di ALK/ROS1, sviluppato
per superare la resistenza acquisita agli altri ALK-TKIs di precedente generazione,
attivo nei confronti di una grande varieta di mutazioni di resistenza che interessano il
dominio tirosino-chinasico di ALK (Cooper et al., 2022; Felip et al., 2017).

Considerando 1’elevata incidenza di metastasi cerebrali nei pazienti con NSCLC e
riarrangiamento di ALK, nei quali la prevalenza nel corso della vita ¢ di circa il 60-73%,
Lorlatinib ¢ stato inizialmente pensato per favorirne 1’accumulo a livello del sistema
nervoso centrale attraverso un meccanismo di inibizione dell’efflusso mediato dalle

proteine Pgp (P-glicoproteina 1), overespresse in alcune linee cellulari (Cooper et al.,
2022).

Lorlatinib ha dimostrato una potenza superiore ad altri ALK-TKIs nei confronti di tutte
le mutazioni di ALK, inclusa la G1202R, la pit comune mutazione di resistenza di ALK
a seguito del trattamento con Alectinib: per i cloni G1202R-positivi, Lorlatinib ha una
IC50 circa 30 volte superiore rispetto ai cloni che presentano ALK wild-type; inoltre, in
alcuni modelli preclinici il farmaco ¢ in grado di indurre la regressione delle metastasi
cerebrali positive per la fusione EML4-ALK, con il risultato di una maggiore
sopravvivenza in vivo. Piu recentemente, il farmaco ¢ stato confrontato con Crizotinib
come trattamento di prima linea nello studio di fase III “CROWN”: Lorlatinib ¢ risultato
decisamente superiore a Crizotinib con il 72% di riduzione del rischio di progressione
di malattia ed un tempo di progressione di malattia a livello cerebrale significativamente
piu lungo, con il 96% dei pazienti ancora in vita senza interessamento cerebrale dopo
12 mesi di trattamento (HR 0,07, 95% CI, 0,03 — 0,17). Questo ha portato
all’approvazione di Lorlatinib nel marzo 2021 per il trattamento di pazienti con NSCLC
in stadio avanzato e riarrangiamento di ALK, inclusi quelli non precedentemente trattati
(Shaw et al., 2020).

In Figura 11 si riporta uno schema con le diverse tappe che hanno portato allo sviluppo degli
EGFR ed ALK-TKIs.
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Figura 11. Principali tappe delle scoperte genomiche ¢ dello sviluppo dei farmaci nel NSCLC EGFR ed ALK-
mutato.

Fonte: (Cooper et al., 2022b).

Nonostante 1’efficacia degli ALK-TKIs di ultima generazione, I’acquisizione della resistenza a
tali agenti rappresenta un fenomeno inevitabile oltre che una sfida tuttora da risolvere. Come
nel caso degli EGFR-TKIs, i meccanismi di resistenza in questo contesto possono essere distinti
in “on-target” (riguardanti dunque la chinasi target, ALK) e “off-target” (non riguardanti
ALK, ma I’attivazione di alcune vie di segnalazione di bypass a valle oppure altri tipi di
trasformazioni fenotipiche). Per quanto riguarda i meccanismi di resistenza “on-target” nei
confronti di Lorlatinib, le mutazioni del dominio chinasico di ALK conferiscono resistenza agli
ALK-TKIs di seconda generazione in circa il 50-60% dei pazienti (Gainor et al., 2016).

Alla progressione di malattia durante una linea piu avanzata di trattamento con Lorlatinib, la
frequenza di mutazioni di resistenza risulta comunque piu bassa (25-30%) rispetto agli altri
ALK-TKIs di seconda generazione, a riprova dell’efficacia di Lorlatinib sia su ALK wild-type
sia su alcune mutazioni di resistenza come la G1202C o 1a[1171X (Cooper et al., 2022c; Gainor
et al., 2016b)

La maggior parte delle mutazioni di ALK che conferiscono una resistenza a Lorlatinib ¢ di tipo
combinato, come la CI1156Y/L1198F, la G1202R/L1196M e la 11171N/D1203N, le quali
coinvolgono il dominio chinasico e causano un’interferenza sterica con il legame del farmaco,
riducendone la potenza e richiedendo di conseguenza delle concentrazioni che non sono
clinicamente raggiungibili (Shiba-Ishii et al., 2022).
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1.6.1.2.1 ATTIVITA INTRACRANICA DEGLI ALK-TKIs

I pazienti con NSCLC e riarrangiamento di ALK sono generalmente giovani e caratterizzati da
un’elevata incidenza di metastasi cerebrali alla valutazione iniziale (23,8%); I’incidenza di
metastasi cerebrali a 3 anni dalla diagnosi, invece, raggiunge il 58,4% (Kim et al., 2017).

Gli ALK-TKIs di seconda generazione hanno una maggiore capacita di penetrazione della
barriera ematoencefalica. Lo studio “ALEX” ha riportato, per Alectinib, una risposta
intracranica dell’81% in pazienti non precedentemente trattati per metastasi cerebrali, in
confronto ad una risposta del 50% per Crizotinib; elevati valori di risposta intracranica sono
stati ottenuti anche con Ceritinib (45%) e Brigatinib (42-67%) nei pazienti con recidiva di
malattia dopo una prima linea di trattamento con Crizotinib (Peters et al., 2017; Ross Camidge
etal., 2018; Soria et al., 2017b).

Rispetto a Crizotinib, gli ALK-TKIs di seconda generazione presentano inoltre un’ORR
(objective response rate) tra le 2 e le 3 volte piu elevata, oltre che maggiore sopravvivenza, e
sono ora impiegati come trattamento di prima linea nei pazienti con NSCLC e metastasi
cerebrali (Gadgeel et al., 2018).

Lorlatinib, ALK-TKI di terza generazione, ha dimostrato valori di icORR (intracranial objective
response rate) fino all’87% in alcuni studi preclinici e studi di fase I/II (Solomon et al., 2018).
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1.6.1.3 TRATTAMENTO DEL NSCLC ROS1-MUTATO

La proteina ROS1 ¢ un membro della superfamiglia del recettore insulinico ed ¢ codificata dal
gene ROS1 sul cromosoma 6q22.1. Sebbene sia un recettore tirosino-chinasico distinto da ALK,
ROSI e ALK presentano una struttura molto simile, condividono una maggiore incidenza nei
soggetti giovani soprattutto di sesso femminile e con assente o scarsa abitudine tabagica e
nell’istotipo adenocarcinoma. Ogni anno si stimano circa 10.000-15.000 casi di
adenocarcinoma del polmone con riarrangiamento di ROS1, che risulta I’oncogene driver in
circa 1’1-2% dei NSCLC: I'unico farmaco attualmente approvato e rimborsato in Italia per il
trattamento del NSCLC in stadio avanzato con riarrangiamento di ROSI1 ¢ Crizotinib
(D’Angelo et al., 2020; “LINEE GUIDA NEOPLASIE DEL POLMONE | AIOM,” 2021).

I riarrangiamenti cromosomici di ROS1 sono stati descritti per la prima volta nel NSCLC nel
2007, con I’identificazione delle proteine di fusione SLC34A2-ROS1 e CD74-ROS1; da allora,
molti altri partners sono stati identificati, quali TMP3, SDC4, EZR, LRIG3, KDELR2 e
CCDC6, ognuno dei quali si fonde con il frammento 3’ della regione codificante per il dominio
tirosino-chinasico di ROSI1. L’espressione di queste proteine di fusione si traduce
nell’autofosforilazione di ROS1 e nell’attivazione, a valle, della via di segnalazione a cascata
delle MAPK, con conseguente attivazione della proliferazione cellulare. Il pit comune prodotto
di fusione del gene ROSI1 ¢ rappresentato dalla proteina di fusione CD74-ROS1 (44% dei casi
circa), la quale porta all’attivazione di alcune vie di segnalazione che coinvolgono proteine
come SHP-2, MEK, ERK, STAT-3 e AKT. Altre fusioni che si possono riscontrare nei NSLCLs
sono EZR-ROS1 (16%), SDC4-ROS1 (14%) e SLC34A2-ROS1 (10%) (Drilon et al., 2021;
Lin and Shaw, 2017). In Figura 12 si illustrano la struttura e la localizzazione del gene ROS1.

I1 NSCLC ¢ il piu comune tipo di tumore in cui si riscontrano fusioni di ROS1: 1 pazienti con
NSCLC e riarrangiamento di ROS1 sono inoltre interessati da una maggiore incidenza di
tromboembolismo venoso rispetto ad altre categorie non selezionate di pazienti con NSCLC o
che presentino altri tipi di mutazione; il meccanismo alla base di questo fenomeno consiste nel
legame tra la P-selectina oppure la L-selectina e le mucine correlate al cancro, le quali sono
espresse soprattutto dalle cellule tumorali ROS1-positive e con morfologia ad anello con
castone (Chiari et al., 2020).
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Il dominio tirosino-chinasico di ROS1 si puo trovare in due principali conformazioni, le quali
influenzano il legame tra I’ATP ed il TKI e risultano in equilibrio tra di loro:

¢ Nella conformazione attiva, di tipo I, il residuo di fenilalanina del motivo DFG (acido
aspartico-fenilalanina-glicina), adiacente al dominio chinasico, ¢ orientato all’interno di
una tasca idrofobica (stato “DFG-in”) in modo tale da consentire I’accesso al sito
catalico e coordinare il legame tra magnesio e ATP;

e Nella conformazione inattiva, di tipo II, il motivo DFG ed il dominio chinasico si
trovano 1’uno di fronte all’altro ed impediscono 1’accesso al sito catalitico.

La maggior parte dei TKIs attivi contro ROS1, come Crizotinib, Entrectinib, Ceritinib,
Brigatinib e Lorlatinib si legano in modo preferenziale alla conformazione “DFG-in” del
dominio tirosino-chinasico, e sono pertanto definiti TKIs di tipo I (Conde et al., 2019; Hofman
et al., 2019; Huang et al., 2020).

Crizotinib, Ceritinib ed Entrectinib sono TKIs clinicamente attivi nei pazienti non
precedentemente trattati; altri TKIs di nuova generazione sono utilizzati in caso di progressione
di malattia durante la terapia di prima linea e possiedono attivita intracranica (come Lorlatinib)
oppure sono attivi nei confronti di alcune mutazioni di resistenza del dominio tirosino-chinasico
di ROSI (come Repotrectinib e Taletrectinib).

In alcuni trials clinici che hanno coinvolto pazienti con NSCLC in stadio avanzato, 1’incidenza
di metastasi cerebrali ¢ compresa tra il 20% ed il 40% nei pazienti non precedentemente trattati,
e dal 30% al 50% dei pazienti gia trattati con TKIs.

Per quanto riguarda i TKIs di nuova generazione, un’attivita intracranica sostanziale ¢ stata
dimostrata per Lorlatinib, con un’ORR intracranica del 64% nei pazienti con NSCLC ROS1-
positivo non precedentemente trattati; I’incidenza a due anni di progressione cerebrale ¢
risultata essere del 29% nei pazienti non precedentemente trattati con TKIs e del 19% in quelli
gia trattati con Crizotinib (Shaw et al., 2019).
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1.6.1.3.1 ATTIVITA INTRACRANICA DEI ROS1-TKIs

Crizotinib, TKI di prima generazione, ¢ stato il primo farmaco ad essere studiato per il NSCLC
ROS-1 mutato. Inizialmente sviluppato come inibitore di MET, Crizotinib ha dimostrato attivita
contro le fusioni ALK e i riarrangiamenti di ROS1; ALK e ROSI presentano una significativa
omologia, il che permette a Crizotinib di legarsi con elevata affinita ad entrambi i bersagli
molecolari (Roskoski, 2017; Shaw et al., 2014b, 2014c).

Crizotinib ha una limitata penetrazione a livello cerebrale, cosi come Ceritinib: cid ¢ stato
dimostrato in uno studio di fase II nel quale ’ORR intracranica di Ceritinib ¢ stata del 25%
(Cho et al., 2017b).

Entrectinib si caratterizza per una significativa attivita intracranica, indipendentemente dalle
linee di trattamento precedenti. Secondo un’analisi combinata di alcuni studi clinici (ALKA-
372-001, STARTRK-1 e STARTRK-2) su 20 pazienti con metastasi cerebrali alla diagnosi,
Entrectinib ha un’ORR (objective response rate) intracranica del 55%. Tra i 7 pazienti con
lesioni intracraniche misurabili che non erano stati sottoposti a radioterapia cerebrale entro due
mesi dall’inizio del trattamento con il TKI, il 71% ha ottenuto una risposta intracranica; per
quanto riguarda i1 pazienti che sono stati sottoposti a radioterapia cerebrale entro due mesi
dall’inizio del trattamento con il TKI, invece, 1’80% ha ottenuto una risposta intracranica
(Drilon et al., 2020c).

Una buona attivita a livello intracranico ¢ stata dimostrata anche per Lorlatinib e
Repotrectinib. In uno studio di fase I che ha valutato Lorlatinib, 5 pazienti avevano lesioni
intracraniche misurabili ¢ ’ORR intracranica ¢ stata del 60%; in un altro studio di fase II che
ha confrontato pazienti non precedentemente trattati con TKIs e pazienti manifestanti una
resistenza a Crizotinib, I’ORR intracranica ¢ stata rispettivamente del 64% e del 50% (Shaw et
al., 2019b, 2017).

Per quanto riguarda Repotrectinib, I’efficacia intracranica ¢ stata valutata in uno studio che ha
incluso 7 pazienti con lesioni intracraniche misurabili alla diagnosi (TRIDENT-1): nei pazienti
non precedentemente trattati con TKIs I’ORR intracranica ¢ stata del 100%, mentre nei pazienti
precedentemente trattati I’ORR intracranica ¢ stata del 50% (Cho et al., 2019).

In Figura 13, viene mostrato 1’algoritmo di trattamento del NSCLC ROS1-riarrangiato, con un
confronto tra la presenza o 1’assenza di malattia intracranica.
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Fonte: (Almquist and Ernani, 2021).
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1.6.1.4 TRATTAMENTO DEL NSCLC BRAF-MUTATO

Le mutazioni di BRAF permettono di considerare un particolare sottotipo molecolare di
NSCLC, che rappresenta il 3-5% dei casi di adenocarcinoma polmonare. I pazienti con questa
patologia possono beneficiare sia della terapia a bersaglio molecolare che dell’immunoterapia,
di conseguenza ¢ difficile stabilire quale sia la migliore strategia terapeutica (Guaitoli et al.,
2023).

BRAF ¢ una serina/treonina chinasi appartenente alla famiglia delle chinasi RAF, insieme alle
isoforme ARAF e CRAF; a seguito dell’interazione con RAS, queste proteine giocano un ruolo
essenziale nella crescita e proliferazione cellulare, in particolare attraverso I’attivazione del
pathway MAPK-ERK. Le mutazioni dei componenti di questa via di segnalazione risultano
nell’attivazione costitutiva di MAPK-ERK e nella trasformazione in senso neoplastico
(Dankner et al., 2018).

Si possono considerare almeno tre classi di mutazioni di BRAF a seconda dello stato di
dimerizzazione, I’attivita chinasica e la dipendenza da RAS per ’attivazione:

e Le mutazioni di classe I riguardano la conformazione monomerica di BRAF e sono
caratterizzate da elevata attivita chinasica ed attivazione indipendente da RAS; a questa
classe appartengono le mutazioni del codone 600 sull’esone 15, inclusa la piu comune
fra tutte, ossia la V60OE che si ritrova nel 90% dei tumori BRAF-mutati. Altre mutazioni
puntiformi meno frequenti sono le V600D/K/R/M; in generale, le mutazioni del codone
600 rappresentano almeno un terzo dei casi di NSCLC BRAF-mutato (Owsley et al.,
2021).

e Le mutazioni di classe II, come la K601E/N, L597V/S/R/Q/P/K e la G464V/E sono
localizzate sull’esone 11 e 15 e risultano in un’omodimerizzazione RAS-indipendente
di BRAF con elevata/intermedia attivita chinasica.

e Le mutazioni di classe III, come la G466E/V/A, la D594N/G/F e la N581S/T/I risultano
in una dimerizzazione RAS-dipendente di BRAF con CRAF o un’altra proteina BRAF
wild-type, e sono caratterizzate da bassa o assente attivita chinasica.

In Figura 14 sono illustrate le diverse classi di mutazione del gene BRAF.
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Figura 14. Spettro di distribuzione delle mutazioni di BRAF.

Fonte: (Dagogo-Jack et al., 2018).

Le mutazioni di BRAF riguardano soprattutto pazienti fumatori o ex-fumatori: in particolare,
le mutazioni di classe II e III sono piu comuni in caso di abitudine tabagica, mentre quelle di
classe I come il gruppo V600 sono pit comuni nei pazienti non fumatori. Il tipo istologico pit
frequentemente interessato ¢ I’adenocarcinoma: I’architettura micropapillare, piu aggressiva, €
stata associata alla mutazione V60OE, mentre il pattern di tipo mucinoso € piu frequentemente
associato alle mutazioni non-V600 (Perrone et al., 2022).

La diffusione metastatica al sistema nervoso centrale sembra essere frequente: in un’analisi
retrospettiva di 236 pazienti con NSCLC BRAF-mutato in stadio avanzato, le metastasi
cerebrali alla diagnosi sono state rilevate nel 29% dei casi, con un rischio maggiore in caso di
mutazioni di classe II e classe III (Dagogo-Jack et al., 2018)

Per quanto riguarda la terapia a bersaglio molecolare, Dabrafenib in monoterapia (inibitore di
BRAF, al dosaggio di 150 mg due volte al giorno) e la sua associazione con Trametinib
(inibitore di MEK, al dosaggio di 2 mg al giorno) sono stati valutati in uno studio multicentrico
di fase II (NCT01336634); I’associazione BRAFi-MEKi ¢ risultata migliore in termini di
risposta, rispetto all’utilizzo del solo BRAFi (“Study Details | Study of Selective BRAF Kinase
Inhibitor Dabrafenib Monotherapy Twice Daily and in Combination With Dabrafenib Twice
Daily and Trametinib Once Daily in Combination Therapy in Subjects With BRAF V600E
Mutation Positive Metastatic (Stage IV) Non-small Cell Lung Cancer. | ClinicalTrials.gov,”
2020).

La combinazione Dabrafenib + Trametinib ¢ approvata e rimborsata in Italia per il trattamento
dei pazienti affetti da NSCLC in stadio avanzato con mutazione V600OE di BRAF. I pazienti
che, per varie ragioni, non abbiano ricevuto tale combinazione di farmaci come prima di linea
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di trattamento possono riceverla anche in linee successive, sulla base di evidenze che ne
dimostrano ’efficacia anche in caso di pre-trattamento con chemioterapia. Considerando la
differente suscettibilita alle terapie a bersaglio molecolare, le mutazioni non-V600 di BRAF
potrebbero giovare del trattamento con inibitori di MEK: ci0 sottolinea I’importanza della
discussione di ogni singolo caso nell’ambito di un gruppo multidisciplinare, valutando anche la
possibilita dell’arruolamento in studi clinici dedicati (“LINEE GUIDA NEOPLASIE DEL
POLMONE | AIOM,” 2021; Planchard et al., 2016).
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1.6.1.4.1 ATTIVITA INTRACRANICA DEI BRAF-TKIs

BRAF ¢ un oncogene che ha un ruolo importante nell’insorgenza e nella progressione del
NSCLC. La terapia di combinazione con Dabrafenib + Trametinib ha dimostrato una
sostanziale attivita antitumorale in pazienti precedentemente trattati e non trattati con mutazione
BRAF V600E (Planchard et al., 2017b, 2016b).

L’attivita intracranica di tale combinazione di farmaci ¢ stata ben documentata nel caso del
melanoma, con un tasso di risposta intracranica del 68% ed un tasso di controllo della malattia
metastatica extracranica del 74% (Foppen et al., 2018).

Tuttavia, la letteratura a riguardo dell’efficacia intracranica di tali farmaci nel NSCLC risulta
ancora insufficiente, ed ulteriori studi sono necessari (Davies et al., 2017).

Uno studio pubblicato da Yamamoto et al. nel 2019 ha analizzato la risposta intracranica al
trattamento con la combinazione Dabrafenib + Trametinib in un caso di adenocarcinoma del
polmone con mutazione BRAF V600E e lesioni metastatiche cerebrali, a seguito del trattamento
radioterapico con tecnica WBRT (whole-brain radiotherapy). Dopo 6 settimane di trattamento,
le immagini RMN hanno accertato la scomparsa delle metastasi presenti nel lobo frontale, a
fronte di una stabilita della malattia disseminata a livello leptomeningeo (Yamamoto et al.,
2019).

Nelle Figure 15 e 16, le immagini RMN dell’evoluzione della lesione metastatica a livello del
lobo frontale e della disseminazione di malattia a livello leptomeningeo dopo 6 settimane di
trattamento con la combinazione Dabrafenib + Trametinib nel caso illustrato da Yamamoto et
al.

Figura 15. Immagini RMN che mostrano la progressiva Figura 16. Immagini RMN che mostrano una
scomparsa della lesione metastatica a livello del lobo sostanziale stabilita di malattia a livello
frontale dopo 6 settimane di trattamento. leptomeningeo dopo 6 settimane di trattamento.
Fonte: (Yamamoto et al., 2019). Fonte: (Yamamoto et al., 2019).
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1.6.1.5 TRATTAMENTO DEL NSCLC RET-MUTATO

Il gene RET ¢ localizzato sul cromosoma 10 e codifica per la proteina RET-RTK (RET receptor
tyrosine kinase). Diversamente da altri recettori tirosino-chinasici, RET si caratterizza per la
presenza di 4 domini caderinici extracellulari e 16 residui di cisteina nella sua sequenza
amminoacidica; fisiologicamente, 1’attivazione di RET richiede I’interazione tra molti elementi,
tra cui il legame tra gli ioni Ca++ ed i domini caderinici e quello tra le proteine GFLs (glial-
derived neurotrophic factor ligands) e GFRs (glial-derived neurotrophic factor family
receptors). A seguito di queste interazioni, il recettore RET-RTK va incontro a dimerizzazione
ed autofosforilazione, portando all’attivazione di differenti vie di segnalazione come
PI3K/AKT, RAS/RAS/MEK/ERK, JAK2/STAT3 e PLC-y, che a loro volta attivano i
meccanismi di proliferazione, sopravvivenza e differenziazione (Li et al., 2019; Rocco et al.,
2023).

Sono stati identificati diversi riarrangiamenti di RET nei tumori solidi, e per la prima volta nel
NSCLC nel 2012; i principali partners di fusione di RET sono rappresentati dal gene KIF5B
(kinesin family member 5B) in circa il 70% dei casi e dal gene CCDC6 (coiled-coil domain
containing 6) in circa il 20% dei casi; le fusioni di RET comportano in genere la perdita dei
domini transmembrana, con la formazione di una proteina chimerica caratterizzata da
un’attivazione costitutiva e ligando-indipendente del dominio tirosino-chinasico (Drusbosky et
al., 2021; Qiu et al., 2020).

In Figura 17, le vie di segnalazione che coinvolgono la proteina RET-TRK.
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Figura 17. Vie di segnalazione di RET nel NSCLC e strategie terapeutiche esistenti.

Fonte: (Rocco et al., 2023).
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Secondo 1 dati piu recenti, 1 riarrangiamenti di RET si riscontrano in circa 1’1-2% dei casi di
NSCLC; 1 pazienti con NSCLC RET-positivo in stadio avanzato sono in genere giovani, non
fumatori o fumatori cosiddetti “leggeri” e di sesso femminile, mentre 1’istotipo predominante
rimane I’adenocarcinoma scarsamente differenziato (Drusbosky et al., 2021).

Inibitori selettivi di RET sono stati sviluppati e testati sia su pazienti pretrattati sia naive per il
trattamento con NSCLC in stadio avanzato, ed alcuni trials clinici hanno restituito risultati
soddisfacenti in particolare per Selpercatinib e Pralsetinib: questi farmaci hanno ricevuto
I’approvazione dalla FDA e sono raccomandati dalle linee guida ASCO (American Society of
Clinical Oncology) per il trattamento di pazienti con NSCLC RET-positivo in stadio avanzato
non precedentemente trattati oppure in seconda linea nei pazienti non trattati con un RET-TKI
selettivo in prima linea (Michelotti et al., 2022; Singh et al., 2022).

Selpercatinib ¢ un RET-TKI altamente selettivo e dotato anche di attivita antitumorale
intracranica, approvato in data 08/05/2020 dalla FDA per il trattamento dei NSCLCs e dei
tumori tiroidei positivi per mutazioni o fusioni di RET; inoltre, nella versione 2.2021 delle linee
guida NCCN (National Comprehensive Cancer Network) Selpercatinib ¢ raccomandato come
trattamento di prima linea o successivo per i1 pazienti con NSCLC metastatico RET-positivo
(Ettinger et al., 2021; Subbiah et al., 2018).

In Figura 18, si riportano i risultati di uno studio che ha valutato 1’efficacia intracranica di
Selpercatinib nel NSCLC RET-positivo.

Prior platinum doublet (n = 105)

ORR (%) 68 (95% Cl 58-/6)
Medium DOR (months) 20.3 (95% Cl1 13.8-24.0)
Medium PFS (months) 184 (95% Cl 12.9-24.9)
Treatment naive (n = 34)

ORR (%) 85 (95% Cl 69-95)
Medium DOR (months) NR

PFS (months) NR

Patients with measurable CNS metastasis (n=11)

ORR (%) 91% (95% CI 59-100)

Most AEs were low grade. The most common adverse events of grade 3 or
higher were hypertension (in 14% of the patients), an increased alanine
aminotransferase level (in 12%), an increased aspartate aminotransferase level
(in 10%), hyponatremia (in 6%), and lymphopenia (in 6%). Only 2% of patients
discontinued selpercatinib due to AEs

NR, Not Reached; ORR, Objective Response Rates; DOR, Duration of Response;
PFS, Progression-Free Survival

Figura 18. Efficacia di Selpercatinib nello studio “LIBRETTO-001".

Fonte: (Drusbosky et al., 2021).
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Anche Pralsetinib ¢ un RET-TKI altamente selettivo e dotato di attivita antitumorale
intracranica, testato nel contesto del trial clinico di fase I/Il “ARROW”: in questo studio sono
stati arruolati 91 pazienti con NSCLC RET-positivo che avevano precedentemente un
trattamento chemioterapico a base di platino, e 29 pazienti con NSCLC RET-positivo non
precedentemente trattati. Il pit comune partner di fusione di RET era KIF5B (in 79 pazienti,
66% dei casi), seguito da CCDC6 (in 16 pazienti, 13%) (Stinchcombe, 2020). In Figura 19 si
riportano i dati relativi all’efficacia di Pralsetinib dallo studio “ARROW”.

Figura 19. Efficacia di Pralsetinib nello studio “ARROW”.

Fonte: (Drusbosky et al., 2021).

Overall (n=116) Prior platinum treatment (n==80)  No prior systemic treatment Measurable Brain
(n=26) Metastases (n=9)
ORR, % 65 (5% Cl 55-73) 61 (95% CI50-72) 73(95% Cl 52-88) 55
DOR NR - - -
DCR, % 93 (87-97) 95 (959 C188-99) 88 (9% CI 70-98) -

ORR, Objective Response Rates; DOR, Duration Of Response; DCR, Disease Control Rates. ORR was similar regardless of RET fusion partner, prior therapies, or central
nervous system involvement. Overall, there were 7 (6%) completed responses, 4 (5%) in prior platinum patients and 3 (12%) in treatment naive patients

In data 4/09/2020, FDA ha approvato Pralsetinib per il trattamento del NSCLC RET-positivo
in stadio avanzato; nella versione 2.2021 delle linee guida NCCN, tale farmaco ¢ raccomandato
come trattamento di prima linea o successivo nei pazienti con NSCLC metastatico e
riarrangiamento di RET (Drusbosky et al., 2021; Ettinger et al., 2021).

42



1.6.1.6 TRATTAMENTO DEL NSCLC NTRK-MUTATO

I geni NTRK (neurotrophic tyrosine kinase receptor) codificano per le proteine TRK, le quali
sono costituite da un dominio extracellulare, un dominio transmembrana ed un dominio
intracellulare dotato di attivita tirosino-chinasica. Possiamo considerare tre principali geni
appartenenti alla famiglia NTRK:

e [l gene NTRKI1 ¢ localizzato sul cromosoma 1q21-q22 e codifica per la proteina TRKA,
la quale, attraverso il legame con NGF (nerve growth factor) attiva il suo dominio
tirosino-chinasico intracellulare (Liu et al., 2022).

e [l gene NTRK2 ¢ localizzato sul cromosoma 9q22.1 e codifica per la proteina TRKB,
la quale si lega specificamente al fattore BNDF (brain-derived neurotrophic factor) (Liu
et al., 2022).

e Il gene NTRKS3 ¢ localizzato sul cromosoma 1525 e codifica per la proteina TRKC, il
cui ligando ¢ rappresentato dal fattore NT-3 (neurotrophin-3). NT-3 ¢ in grado di legarsi
a tutti e tre 1 principali tipi di recettore TRK, ma il legame con TRKC evoca una risposta
biologica piu efficiente (Liu et al., 2022)

Il legame tra i recettori RTK ed i rispettivi ligandi causa la loro dimerizzazione e la conseguente
attivazione di vie di segnalazione multiple che comprendono PLC-y (coinvolta nella
sopravvivenza, nel metabolismo e nella differenziazione neuronale), PI3-K (coinvolta nei
meccanismi anti-apoptotici) e MAPK (coinvolta nella crescita e nella proliferazione cellulare)
(Amatu et al., 2016). In Figura 20, le vie di segnalazione che coinvolgono la proteina TRK.
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Figura 20. Funzione del gene NTRK e vie di segnalazione coinvolte.

Fonte: (Liu et al., 2022).
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Quando NTRK si fonde con geni partner, la proteina chimerica risultante ¢ costitutivamente
attiva ed indipendente dall’interazione tra il ligando ed il dominio tirosino-chinasico;
’attivazione costitutiva ¢ il risultato della fusione con I’estremita 5’ del gene partner, che in
genere contiene sequenze codificanti domini di dimerizzazione (Amatu et al., 2016).

Nei pazienti con NSCLC, la frequenza delle fusioni di NTRK riportata da diversi studi varia tra
lo 0,1% ed il 3,3%, ed in generale risulta inferiore rispetto a quella di altri oncogeni driver come
ALK1, ROSI e RET. In particolare, i geni piu frequentemente riarrangiati nel NSCLC sono
NTRKI1 e NTRK3 (Si et al., 2021).

Sebbene le fusioni di NTRK siano riportate soprattutto nei pazienti di mezza eta e senza storia
di fumo, esse possono essere riscontrate anche in pazienti appartenenti a differenti gruppi di eta
o fumatori, il che suggerisce che non siano correlate a particolari caratteristiche cliniche dei
NSCLCs (Farago et al., 2018).

In generale, fra 1 3 geni NTRK, le fusioni pit comuni sono quelle di NTRK3, seguite da
NTRKI1, ed i principali partners di fusione sono il gene ETV6 per NTRK3 e TPM3 per NTRK1
(Gatalica et al., 2019; Zhao et al., 2021).

Dal punto di vista farmacologico, i primi NTRK-TKIs, Larotrectinib ed Entrectinib, sono
entrambi raccomandati dalle linee guida NCCN come terapia standard per la prima linea di
trattamento di pazienti con NSCLC in stadio avanzato o metastatico positivo per la fusione di
NTRK, o anche di pazienti in progressione di malattia e precedentemente trattati con terapie
sistemiche. Anche in questo caso, la resistenza primaria o acquisita al farmaco ¢ inevitabile, e
comprende meccanismi “on-target” (secondari a mutazioni del dominio chinasico) ed “off-
target” (secondari all’attivazione di pathways di segnalazione di bypass) (Cocco et al., 2019;
“Combating Acquired TRK Inhibitor Resistance,” 2019).

Larotrectinib ¢ un inibitore selettivo di tutte e tre le proteine RTK; negli adulti, la dose
raccomandata ¢ di 100 mg due volte al giorno, con o senza cibo, ed ¢ disponibile sia in comprese
sia in formulazione orale (Federman and McDermott, 2019).

L’attivita antitumorale di Larotrectinib ¢ stata inizialmente indagata in diversi studi clinici di
fase I/II sui tumori solidi positivi per la fusione di NTRK (NCT02122913, NCT02637687,
NCTO02576431) pubblicati nel 2018, secondo i quali I’ORR (overall response rate) ¢ stata
dell’80% (95% CI 67 -90) (Drilon et al., 2018).

Entrectinib ¢ un inibitore selettivo per il dominio tirosino-chinasico di tutte e tre le proteine
RTK, ROS1 e ALK. Negli adulti, il farmaco viene somministrato oralmente alla dose di 600
mg/die. I dati sull’efficacia ed il profilo di sicurezza di Entrectinib sono stati ottenuti attraverso
un’analisi integrata di quattro trials clinici di fase I/Il (STARTRK-NG, ALKA-372-001,
STARTRK-1 e STARTRK-2, secondo la quale I’ORR ¢ stata del 63,5% (95% CI 51,5 — 74,4)
(Dziadziuszko et al., 2020; Italiano et al., 2020).
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Per quanto riguarda il NSCLC, 1 risultati di un’analisi separata su pazienti trattati con RTK-
TKIs di prima generazione (Larotrectinib ed Entrectinib) sono illustrati in Figura 21 e in
Figura 22 (Doebele et al., 2020; Dziadziuszko et al., 2020; Lin et al., 2021).

TABLE 1.

Clinicopathologic features of NTRK fusion-positive lung cancers treated on registrational trials.

The clinicopathologic features of patients with advanced NTRK fusion-positive lung cancers who were treated in the
regulatory data sets of the larotrectinib and entrectinib programs are summarized. These features are comparable to

previously published data in descriptive cohorts of NTRK fusion-positive lung cancers.

Larotrectinib Entrectinib
(n=20) [24] (n=13) [27, 32]
Age, median (range) 48.5 (25-76) years 60 (46-77) years
CNS metastases at baseline, n (%5)
No 10 (50) 5(38)
Yes 10(50) 8* (62)
Previously treated with radiotherapy 2 (10) 5(38)
NTRK fusion, n (%)
NTRK1 16 (80) 8(61)
NTREZ 0 1(8)
NTRK3 4(20) 4(31)
Tumor histology, n (%)
Adenocarcinoma 19 (95) 9 (69)
Squamous Cell carcinoma 0 2 (16)
Neuroendocrine carcinoma 1(5) 0
NSCLC - NOS 0 2 (16)

Figura 21. Caratteristiche clinico-patologiche dei tumori polmonari positivi per la fusione di NTRK trattati nel
contesto di studi registrativi.

NSCLC, non-small cell lung cancer; NOS, not otherwise specified.
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TABLE 2.

Activity of first-generation TRK inhibitors in NTRK fusion-positive lung cancers.

The clinical activity of NTRK fusion-positive lung cancers who were treated in the regulatory data sets of the

larotrectinib and entrectinib programs are summarized

Larotrectinib  Entrectinib
(n=20)[24] (n=13)[27]
ORR (95% CI) 73% (45-92%) 69% (39-91%)

-CR/PR rate 7%/67% 8%/61%
Median DoR, months (95% CI) 33.9 (5.6-33.9) NE (5.6-NE)*
Median PFS, months (959 CI) 35.4 (5.3-35.4) 14.9 (4.7-NE)

Median OS, months (95% CI)  40.7 (17.2-NE)  14.9 (5.9-NE)

Figura 22. Attivita dei TRK-TKIs di prima generazione dei tumori polmonari positivi per la fusione di NTRK.
“n=9

ORR, objective response rate; OS, overall survival, PFS, progression-free survival; PR, partial response; ClI,
confidence interval; CR, complete response; DoR, duration of response; NE, not estimable.

*Assessed by blinded independent central review

Sia Larotrectinib sia Entrectinib sono in grado di attraversare la barriera emato-encefalica;
Entrectinib, a fronte di una buona capacita di penetrazione a livello cerebrale, si lega solo
debolmente alle P-gp, mentre Larotrectinib rappresenta un ottimo substrato per tale proteina
(Fischer et al., 2020).
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1.7 TRATTAMENTO LOCALE: UTILIZZO DELLA
RADIOTERAPIA NELLA GESTIONE DELLE METASTASI
CEREBRALI NEL NSLCL

Le metastasi cerebrali rappresentano le pitt comuni neoplasie intracraniche. L’incidenza stimata
di metastasi cerebrali nei tumori del polmone ¢ del 15-30%, in aumento anche a causa del
prolungamento della sopravvivenza con I'utilizzo delle terapie a bersaglio molecolare. Le
metastasi cerebrali sono piu frequenti nel NSCLC con mutazioni negli oncogeni driver come
EGFR o ALK, con una frequenza che va dal 25% alla diagnosi fino al 45% a tre anni dalla
diagnosi (Cagney et al., 2017; Rangachari et al., 2015).

Nel contesto del NSCLC, circa il 57% dei pazienti si presenta alla diagnosi con malattia
metastatica, e circa il 20% con metastasi cerebrali; in corso di malattia, una quota compresa tra
il 25% ed il 50% dei pazienti sviluppa metastasi cerebrali (Siegel et al., 2019). Le sedi piu
frequenti di metastatizzazione a livello del sistema nervoso centrale sono rappresentate dal
telencefalo (80%), il cervelletto (15%) ed il tronco encefalico (5%) (Nishino et al., 2019)

I pazienti con NSCLC e metastasi cerebrali sono molto eterogenei: la selezione del trattamento
locale piu adeguato si basa generalmente sul numero, le dimensioni e la localizzazione delle
metastasi cerebrali, la sintomatologia a livello centrale o da malattia periferica, la presenza o
assenza di mutazioni suscettibili di terapia a bersaglio molecolare e le preferenze del paziente
e del medico (Houdu et al., 2019).

Possiamo considerare diversi tipi di approcci locali alle metastasi cerebrali da NSCLC:

e La resezione neurochirurgica rappresenta spesso la terapia di scelta in caso di
metastasi singole o comunque sintomatiche dal momento che ¢ in grado di ridurre
rapidamente I’effetto massa, promuovendo allo stesso tempo I’indipendenza funzionale
e la sopravvivenza; viene utilizzata nei pazienti con malattia extra-cranica controllata e
buon performance status e porta ad un importante sollievo dai sintomi nel 60-90% dei
pazienti, migliorando il controllo locale.

e Laradioterapia con tecnica WBRT (whole-brain radiotherapy) ¢ stata tradizionalmente
impiegata per il trattamento delle metastasi cerebrali solitarie dopo la resezione
chirurgica. Diversi studi hanno dimostrato che, quando la resezione chirurgica ¢ seguita
dalla WBRT, il controllo intracranico del tumore migliora ed il tasso di mortalita
neurologica si riduce; in particolare, un trial randomizzato controllato pazienti sottoposti
a trattamento con WBRT oppure a sola osservazione dopo resezione chirurgica iniziale
o trattamento con SRS (stereotactic radiosurgery): sebbene non sia stato riscontrato un
aumento della sopravvivenza globale con 1’impiego della WBRT adiuvante, ¢ stata
comunque dimostrata con essa una riduzione del tasso di recidiva a due anni. Nello
specifico, il trattamento con WBRT adiuvante ha ridotto il tasso di reciva a due anni dal
59% al 27% dopo la chirurgia, e dal 31% al 19% dopo la SRS (Lamba et al., 2017).

La WBRT viene spesso impiegata in caso di importante coinvolgimento cerebrale (> 10
metastasi cerebrali e/o malattia leptomeningea) (Tsui et al., 2022). Tuttavia, la WBRT
si associa a complicazioni neurologiche a breve e lungo termine come 1’edema
radioindotto, la leucoencefalopatia e deficit cognitivi. Considerando il fatto che le
terapie extracraniche oggi disponibili hanno prolungato significativamente la
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sopravvivenza dei pazienti oncologici, gli effetti neurotossici radioindotti spingono a
ricercare strategie terapeutiche alternative alla WBRT (Lamba et al., 2017).

La tecnica SRS (stereotactic radiosurgey) ¢ preferita alla WBRT per il trattamento di un
numero limitato di metastasi cerebrali, per il suo minore impatto a livello cognitivo e la
migliore qualita di vita, e per i valori sovrapponibili di sopravvivenza globale.
Considerando questo approccio per un numero di metastasi cerebrali compreso fra 1 e
10, uno studio prospettico a braccio singolo ha riportato simili sopravvivenza globale e
controllo di malattia intracranica sia per un numero di metastasi cerebrali compreso tra
2 e 4 sia per un numero compreso tra 5 ¢ 10 (Yamamoto et al., 2014).

Secondo le linee guida ASCO-SNO-ASTRO (American Society of Clinical Oncology
— Society for Neuro-Oncology — American Society for Therapeutic Radiology and
Oncology), aggiornate nel 2022, il trattamento con SRS, da solo o in combinazione con
WBRT, dovrebbe essere impiegato nei pazienti con un numero di metastasi cerebrali
compreso tra 1 e 4 (Raccomandazione 3.2); la SRS dovrebbe essere impiegata in
pazienti con 1 o 2 metastasi cerebrali dopo la resezione chirurgica, se la cavita chirurgica
puo essere trattata in condizioni di sicurezza e dopo aver considerato I’estensione della
malattia intracranica residua (Raccomandazione 3.3); SRS, WBRT oppure la
combinazione di SRS e WBRT rappresentano opzioni terapeutiche ragionevoli per i
pazienti con piu di 4 metastasi cerebrali che non sono andati incontro a resezione
chirurgica, oppure per i pazienti con piu di 2 metastasi cerebrali che sono stati sottoposti
al trattamento chirurgico ma che hanno un miglior performance status (ad esempio, KPS
— Karnofsky performance status scale > 70). In questo ultimo setting il trattamento con
sola SRS puo essere utilizzato in maniera preferenziale se ¢ disponibile una terapia
sistemica con nota attivita intracranica (Raccomandazione 3.4). L’associazione tra SRS
e WBRT viene impiegata per ridurre la possibilita di recidiva di malattia intracranica in
tempi successivi, a fronte di un maggior rischio di decadimento cognitivo e riduzione
della qualita di vita (Vogelbaum et al., 2022).

Con I’aggiornamento delle linee guida ASTRO (The American Society for Radiation
Oncology) del 2022, forti raccomandazioni al trattamento con SRS sono state date per i
pazienti con un numero limitato di metastasi cerebrali ed Eastern Cooperative Oncology Group
performance status da 0 a 2, oppure per i pazienti sottoposti a resezione chirurgica delle
metastasi cerebrali, per migliorare il controllo locale della malattia (Gondi et al., 2022).

In relazione al trattamento con SRS, raccomandazioni condizionali (secondo la quale gli eftetti
desiderabili dall’aderenza al trattamento superano quelli non desiderabili ed 1 motivi per non
seguire la raccomandazione includono 1’assenza di evidenza scientifica di elevata qualita)
vengono poste nei seguenti casi:

Per la discussione multidisciplinare con la neurochirurgia per tutte le metastasi causanti
effetto massa o aventi dimensioni >4 cm (Gondi et al., 2022).
Per i pazienti con metastasi cerebrali asintomatiche eleggibili ad un trattamento
sistemico attivo a livello intracranico, al fine di determinare se la terapia puo essere
somministrata in condizioni di sicurezza (Gondi et al., 2022).

Nelle Figure 23 e 24, il confronto tra gli algoritmi gestionali per I’impiego della radioterapia
cerebrale in caso di malattia localizzata ed avanzata, rispettivamente.
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Figura 23. Algoritmo gestionale per I’impiego della radioterapia in caso di coinvolgimento cerebrale localizzato,

secondo le linee guida ASTRO aggiornate al 2022.

Fonte: (Gondi et al., 2022).
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Figura 24. Algoritmo gestionale per 1’impiego della radioterapia in caso di coinvolgimento cerebrale esteso,

secondo le linee guida ASTRO aggiornate al 2022.

Fonte: (Gondi et al., 2022).
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2. MATERIALI E METODI

\

E stato condotto uno studio retrospettivo-prospettico monocentrico presso I’ambulatorio di
oncologia dell’AOU Maggiore della Carita di Novara, in accordo alle linee guida di buona
pratica clinica (GCP, Good Clinical Practice).

I dati dei pazienti arruolati nello studio sono stati raccolti a partire dalla data della prima visita
oncologica presso il nostro centro, fino alla data dell’ultimo follow-up. Tutti i pazienti arruolati
erano affetti da tumore polmonare avanzato “oncogene-addicted” e dunque suscettibile di
trattamento con farmaci a bersaglio molecolare.

2.1 PAZIENTI

Sono stati inclusi nello studio 44 pazienti con diagnosi di NSCLC in stadio avanzato, afferenti
alla SCDU Oncologia dell’AOU Maggiore della Carita di Novara tra il 27/03/2013 ed il
12/10/2023 e sottoposti ad almeno una linea di terapia a bersaglio molecolare, fino ad un
massimo di tre linee di trattamento.

Criteri di inclusione:

e Diagnosi istologica di neoplasia polmonare = NSCLC;

e Caratterizzazione molecolare della malattia con individuazione di una mutazione
oncogenica driver;

e Somministrazione di almeno una linea di terapia a bersaglio molecolare;

e Presenza di lesioni misurabili sistemiche o intracraniche analizzabili secondo i criteri
RECIST 1.1;

e Eta superiore ad anni 18;

e Sottoscrizione di consenso informato.

Criteri di esclusione:

e Ingresso nel percorso diagnostico-terapeutico assistenziale da un periodo di tempo
troppo breve perché i criteri di valutazione dei reperti di imaging potessero essere
applicati;

e Assenza di lesioni misurabili;

e Altre gravi malattie o condizioni mediche che potrebbero interferire con lo studio.

I1 sesso del paziente non ¢ stato preso in considerazione all’interno dei criteri di inclusione ed
esclusione.
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2.2 OBIETTIVO DELLO STUDIO

L’obiettivo primario dello studio ¢ la valutazione della risposta intracranica in corso di terapia
a bersaglio molecolare in pazienti con NSCLC, selezionati sulla base della mutazione
oncogenica driver: tale valutazione ¢ stata effettuata in accordo alla versione 1.1 dei criteri
RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) (Eisenhauer et al., 2009).

Gli obiettivi secondari includono:

e La valutazione della migliore risposta intracranica e sistemica alla terapia a bersaglio
molecolare secondo i criteri RECIST 1.1;

e La valutazione della durata della risposta intracranica, secondo 1 criteri RECIST 1.1,
durante la I linea di trattamento con i1 farmaci a bersaglio molecolare, prima
dell’eventuale passaggio a linee successive di trattamento.

2.3 METODI

I pazienti arruolati sono stati sottoposti a imaging con TC total body + encefalo al baseline,
durante il trattamento ogni 3-4 mesi o secondo pratica clinica, e al momento della progressione
di malattia. In alcuni casi sono stati eseguiti anche RM encefalo e/o PET con 18-FDG al basale
come indagine di secondo livello.

Gli esami TC/RMN al baseline sono stati visionati per valutare la presenza o 1’assenza di
metastasi cerebrali prima dell’inizio della terapia a bersaglio molecolare; le successive
rivalutazioni TC/RMN/PET sono state confrontate per valutare la risposta intracranica e
sistemica durante il periodo di utilizzo della terapia a bersaglio molecolare, secondo 1 criteri
RECIST 1.1.

In accordo alla versione 1.1 dei criteri RECIST, € stato valutato un numero massimo di 5 lesioni.
Per quanto riguarda la valutazione dei linfonodi patologici, quelli con asse corto > 15 mm sono
stati considerati valutabili in quanto lesioni target; i linfonodi il cui asse corto risulta < 10 mm
sono stati considerati normali.

Nelle Figure 1 e 2 possiamo osservare i criteri che definiscono le lesioni target e non target per
la determinazione della risposta tumorale.
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Tumors
Choose preferably large well-described lesions to measure with a maximum of
two per organ and a maximum of five for the whole study.

Lymph nodes

Lymph nodes can be used as target lesions provided that the maximum short
axis diameter exceeds 15 mm.

Modes <10 mm are regarded as normal, while nodes 10-15mm are regarded as

pathologic, but not suited for target lesions. They can be used as non-target le-
sions.

Not target lesions

+ Mon-measurable lesions like leptomeningeal disease, ascites, effusions,
inflammatory breast disease, and lymphangitic involvement of skin or
lung.

» Lesions located in an area, that has been subjected to loco-regional
therapy.

s Tumors that have other criteria for follow up like Lymphoma or GIST
tumors during Glives therapy, HCC, malignant brain tumors.

+ Bone lesions without soft tissue component.

Figura 1. Caratteristiche delle lesioni target e non-target secondo i criteri RECIST 1.1

Fonte: (“The Radiology Assistant: RECIST 1.1 - and more,” 2020)

Criteria for target lesions

Tumours Malignant lymph nodes

CT scan: long axis = 10mm Short axis diameter = 15mm
Chest X-ray: long axis = 20mm

Selection of lesions

Choose 1 to 5 target lesions, equally distributed over affected
organs (with a maximum of 2 per organ)

Preferably choose largest lesions
Preferably choose well-described lesions that are easy to measure

Figura 2. Criteri per la selezione delle lesioni target.

Fonte: (“The Radiology Assistant: RECIST 1.1 - and more,” 2020)
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Una volta determinate le lesioni target e non-target, sono state valutate le categorie di risposta
alla terapia a bersaglio molecolare secondo i criteri RECIST 1.1, cosi come schematizzato nelle
Figure 3 ¢ 4 (Eisenhauer et al., 2009; “The Radiology Assistant: RECIST 1.1 - and more,”
2020).

Progressive Disease (PD)

* = 200 increase in the sum of diameters of target lesions, taking as
reference the smallest sum on the study. This is called the Nadir. This
includes the baseline sum if that is the smallest on the study.

= |n addition to the relative increase of 20%, the sum must also
demonstrate an absolute increase of at least 5 mm.

+ The appearance of one or more new lesions is always considered
progression.

» Unequivocal progression of non-target lesions is also considered
progression

stable Disease (SD)

= Neither sufficient shrinkage to qualify for partial response nor sufficient
increase to gqualify for progressive disease, taking as reference the
smallest sum of length diameters (SLD) while on the study.

Partial Response (PR)

* At least a3 30% decrease in the sum of length diameters (SLD) of target

lesions, as compared to baseline sum diameters.
Complete Response (CR)

» Disappearance of all target and non-target lesions.

= Any pathological lymph nodes must have reduction in short axis to <10
mm.

Response Target lesions Non-target New lesions

CR Disappearance of all Disappearance of all No
target lesions non-target lesions
Lymph node axis < 10 Normalization of Partial Response
mm tumor marker levels
PR 30% = decrease in SLD  No progression No
from baseline (= 4
weeks)
PD = 20% increase in SLD Unequivocally Yes, appearance
from Nadir with an progression in lesion of new
absolute SoD increase = size unequivocally
5 mm metastatic lesions
SD Neither PR nor PD with Persistence of one or No

the Nadir as reference
point

more non-target
lesions and/or tumor
markers > normal

* per “nadir” si intende il piu piccolo valore della somma dei diametri massimi misurati a livello delle lesioni
tumorali durante il trattamento.

Figure 3 e 4. Categorie di risposta secondo i criteri RECIST 1.1 nella valutazione simultanea di lesioni target, non-
target e nuove lesioni.

Fonte: (“The Radiology Assistant: RECIST 1.1 - and more,” 2020).

54



2.4 ANALISI STATISTICA

I dati raccolti sono stati espressi come numero assoluto o percentuale, oppure come dati
categoriali. Le variabili continue sono riportate come media e deviazione standard o mediana e
scarto interquartile se non distribuite normalmente. Le variabili categoriche sono riportate come
frequenze assolute e percentuali.

L’analisi di sopravvivenza non ¢ stata effettuata tenendo in considerazione la scarsa numerosita
del campione (44) ed il ridotto numero dei decessi (2).

Le analisi statistiche all’interno dello studio hanno previsto 1’utilizzo del programma STATA
v.18.
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3. RISULTATI

3.1 POPOLAZIONE GENERALE AL BASELINE

Sono stati valutati inizialmente 48 pazienti, 4 dei quali non presentavano dati sufficienti per
I’analisi; di conseguenza, 44 pazienti su 48 sono stati inseriti nello studio. Le caratteristiche
della popolazione sono illustrate in Tabella 1.

Caratteristiche della popolazione N Pazienti (n = 44) %
Genere Maschi 15 34,1
Femmine 29 65,9
Eta media (range) 65 (46 — 86) - -
Si 3 6,8
Fumo No 28 63,6
Ex 13 29,5
Diagnosi NSCLC 44 100
Adenocarcinoma 38 86,4
Poorly differentiated
) 1 2,3
adenocarcinoma
Pleomorphic
. sarcomatoid lung 1 2,3
Istotipo tumorale .
carcinoma
Adenosquamous cell 1 23
lung cancer
Squamous cell lun
i cancer ° 3 68
Metastasi cerebrali alla Si 10 22,7
diagnosi No 34 77,3
ALK translocation 9 20,5
BRAF V600E mutation 3 6,8
EGFR ex19 deletion 18 40,9
Mutazione oncogenica EGFR L858R mutation 7 15,9
driver IRF2BP2-NTRK1 1 23
translocation !
RET translocation 1 2,3
ROS1 translocation 5 11,4
Adrenal 2 2,9
Bone 15 22,1
Sedi di malattia Liver 6 88
metastatica sistemica Lung 12 17,6
Lymph 29 42,6
Pleural 3 4,4
Pancreatic 1 1,5
Nessuna sede 5 11,4
Numero delle sedi di 1 19 43,2
malattia metastatica 2 13 29,5
sistemica coinvolte 3 5 11,4
4 2 4,5

Tabella 1. Caratteristiche della popolazione oggetto dello studio al baseline.
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In Figura 1, vediamo un grafico a torta che schematizza le categorie dei pazienti in base
all’abitudine tabagica.

Fumatori

Ex 7%

e

4

No
64%

=Si = No = Ex

Figura 1. Frequenza dei pazienti fumatori, non fumatori o ex fumatori nella popolazione oggetto dello studio.

Tutti 1 pazienti hanno ricevuto diagnosi di NSCLC, I’istotipo piu frequente ¢ risultato essere
I’adenocarcinoma (86,4% dei casi), mentre i meno frequenti sono risultati essere il carcinoma
adenosquamoso, squamocellulare e pleomorfo sarcomatoide, ognuno dei quali rappresenta il
2,3% dei casi diagnosticati. In Figura 2, un grafico a torta che riporta le frequenze dei diversi
tipi istologici di NSCLC nei pazienti oggetto dello studio.

Istotipo

2,3% | |6,8%
2,3%

2,3% = Adenocarcinoma

\. = Poorly differentiated

adenocarcinoma

= Pleomorphic sarcomaitoid
lung carcinoma
Adenosquamous Cell Lung
Cancer

= Squamous Cell Lung Cancer

86,4%

Figura 2. Frequenza degli istotipi di NSCLC nella popolazione oggetto dello studio.

Come possiamo osservare in Figura 3, un totale di 10 pazienti su 44 (22,7%) aveva metastasi
cerebrali alla diagnosi
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Metastasi Cerebrali alla Diagnosi

Si

23% ‘

No
77%

= No =Si

Figura 3. Frequenza delle metastasi cerebrali alla diagnosi nella popolazione oggetto dello studio.

I pazienti sono stati suddivisi in sottopopolazioni sulla base della mutazione oncogenica driver:
la mutazione piu frequente ¢ risulta essere quella di EGFR. Nel caso della mutazione di EGFR,
1 pazienti sono stati ulteriormente suddivisi in due sottocategorie in base alla presenza della
delezione dell’esone 19 o della mutazione L858R: in particolare, 18 pazienti sono risultati
positivi alla delezione dell’esone 19 (40,9%) e 7 alla mutazione L858R (15,9%). 9 pazienti
(20,5%) sono risultati positivi alla traslocazione di ALK, 3 pazienti (6,8%) sono risultati positivi
alla mutazione V60OE di BRAF e 5 pazienti (11,4%) sono risultati positivi alla traslocazione di
ROSI1. Le mutazioni meno frequenti sono risultate essere la traslocazione di RET, positiva in
un solo caso (2,3%) e la traslocazione IRF2BP2-NTRK1, anch’essa presente in un solo caso
(2,3%). In Figura 4, vediamo la stratificazione dei pazienti sulla base della mutazione
oncogenica driver.

Frequenza delle Mutazioni Oncogeniche Driver

40,9%
45,0%
40,0%
35,0%
30,0%
25,0% 20,5%
15,9%
20,0% 7
) 11,4%
15,0% 6,8%
10,0% 2,3% 2,3%
o & &
0,0%
ALK transl. BRAF EGFR ex19 EGFR IRF2BP2- | RET transl. ROS1
V600E del. L858R mut NTRK1 transl.
mut. transl.
Percentuale 20,5% 6,8% 40,9% 15,9% 2,3% 2,3% 11,4%

Figura 4. Frequenza delle mutazioni oncogeniche driver nella popolazione oggetto dello studio.
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I pazienti sono stati anche suddivisi sulla base della localizzazione della malattia metastatica in
altre sedi oltre quella cerebrale e del numero di sedi coinvolte. In particolare, la localizzazione
piu frequente ¢ risultata quella linfonodale (42,6% dei casi), seguita da quella ossea (22,1% dei
casi), polmonare (17,6 % dei casi), epatica (8,8%), pleurica (4,4%), surrenalica (2,9%) e
pancreatica, la sede meno frequente (1,5% dei casi). In Figura 5 e 6 possiamo osservare la
frequenza delle diverse sedi di malattia metastatica sistemica e la suddivisione in base al numero
di sedi extracraniche coinvolte nella popolazione oggetto dello studio.

Sedi di malattia metastatica sistemica

42,6%
45,0%

40,0%
35,0%
30,0%

22,1%
25,0%

17,6%
20,0%
15,0% 8,8%
10,0% 4,4%

0,
5,0% @ % 1,5%

0,0%

Bone Liver Lymph Pleural Lung Adrenal Pancreatic
Percentuale 22,1% 8,8% 42,6% 4,4% 17,6% 2,9% 1,5%

Figura 5. Frequenza delle sedi di malattia metastatica extracranica nella popolazione oggetto dello studio.

Sedi di malattia metastatica sistemica coinvolte

4 sedi
5%

Nessuna sede
3 sedi 11%

11%

2 sedi

30%
1 sede

43%

= Nessuna sede = 1sede 2sedi = 3sedi =4sedi

Figura 6. Numero delle sedi di malattia extracranica coinvolte nella popolazione oggetto dello studio.
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3.2 ANALISI ESPLORATIVA DEI DATI

Tutti 1 pazienti sono stati sottoposti ad almeno una linea di trattamento con farmaci a bersaglio
molecolare. Dei 44 pazienti oggetto dello studio, 12 hanno avuto necessita di passare ad una
seconda linea di trattamento, e solo 2 ad una terza. I farmaci presi in considerazione nello studio
e per i quali ¢ stata valutata la durata della risposta intracranica, prima della necessita del
passaggio ad una linea successiva di terapia, sono illustrati nelle Tabelle 2, 3 ¢ 4.

FARMACO TKI DI I
LINEA FREQUENZA PERCENTUALE
Afatinib 2 4,55 %
Alectinib 6 13,64 %
Erlotinib 1 2,27 %
COMBO 3 6,82 %
Ceritinib 2 4,55 %
Crizotinib 3 6,82 %
Dacomitinib 2 4,55 %
Entrectinib 3 6.82 %
Gefitinib 2 4,55 %
Osimertinib 18 40,91 %
Pralsetinib 1 2,27 %
Selpercatinib 1 2,27 %

Tabella 2. Farmaci TKI impiegati in prima linea di trattamento nei pazienti oggetto dello studio.

In merito a quanto illustrato in Tabella 2, il paziente in trattamento con Erlotinib aveva seguito
inizialmente il protocollo BEVERLY, che prevedeva il seguente schema terapeutico:
Bevacizumab 15 mg/kg gg 1 q21 + Erlotinib 150 mg 1 cp/die. A causa di tossicita inaccettabili
per I’utilizzo di Bevacizumab, il paziente ha seguito unicamente il trattamento con Erlotinib a
partire dal 13/01/2021. La denominazione “COMBO” indica ’associazione tra i farmaci
Dabrafenib al dosaggio di 150 mg/die e Trametinib al dosaggio di 2 mg/die.

FARMACO TKI DI II
LINEA FREQUENZA PERCENTUALE
Brigatinib 1 8,33 %
Erlotinib 1 8,33 %
Gefitinib 1 8,33 %
Lorlatinib 3 25,00 %
Osimertinib 5 41,67 %
Selpercatinib 1 8,33 %

Tabella 3. Farmaci TKI impiegati in seconda linea di trattamento in alcuni pazienti oggetto dello studio.
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FARMACI TKI DI IIT
LINEA FREQUENZA PERCENTUALE
Lorlatinib 1 50,00 %
Osimertinib 1 50,00 %

Tabella 4. Farmaci TKI impiegati in terza linea di trattamento in due pazienti oggetto dello studio.

Successivamente, come illustrato in Tabella 5, i pazienti sono stati divisi in sottogruppi sulla
base della mutazione oncogenica driver e della presenza o assenza di metastasi cerebrali alla
diagnosi, per verificare il riscontro di un’eventuale progressione di malattia a livello
intracranico o sistemico, durante le prime due linee di trattamento con farmaci a bersaglio
molecolare. La terza linea di trattamento non ¢ stata presa in considerazione, dal momento che
il periodo di osservazione fino all’ultimo follow-up sarebbe stato troppo breve ai fini della
nostra analisi.

METASTASI

MUTAZIONE | poron' 71 | PROGRESSIONE | PROGRESSIONE | PROGRESSIONE | PROGRESSIONE

ONCOGENICA N INTRACRANICA | INTRACRANICA | SISTEMICAINI | SISTEMICA IN II
DRIVER SACNGED IN I LINEA IN II LINEA LINEA LINEA

ALK No Si Si No Si
translocation
ALK No Si No No No
translocation
ALK No Si No No No
translocation
ALK No No No Si No
translocation
EGFR ex19 | No No Si No No
deletion
EGFR ex19 | No No No Si Si
deletion
EGFR ex19 | Si Si No No No
deletion
EGFR ex19 | Si No No Si No
deletion
EGFR Si No No Si No
L858R
mutation
ROSI1 Si No No Si No
translocation

Tabella 5. Suddivisione dei pazienti sulla base della progressione di malattia, intracranica o sistemica, durante le
prime due linee di trattamento con farmaci a bersaglio molecolare.
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In Tabella 6 osserviamo il totale dei pazienti che sono andati incontro a progressione di malattia
intracranica o sistemica durante le prime due linee di trattamento con farmaci a bersaglio
molecolare. I pazienti sono stati suddivisi in sottogruppi sulla base della mutazione oncogenica
driver. Il totale dei pazienti andati incontro a progressione viene riportato in numero assoluto e
in percentuale.

PROGRESSIONE DI MALATTIA
MUTAZIONE INTRACRANICA O SISTEMICA IN 1O II TOTALE
DRIVER LINEA
NO SI
ALK translocation 5 (55,56 %) 4 (44,44 %) 9
BRAF V6O0OE 3 (100%) 0 3
mutation
EGFR L858R 6 (85,71 %) 1 (14,29 %) 7
mutation
EGFR ex19 deletion 14 (77,78 %) 4 (22,22 %) 18
IRF2BP2-NTRK1 1 (100 %) 0 1
translocation
RET translocation 1 (100 %) 0 1
ROSI translocation 4 (80 %) 1 (20 %)
TOTALE 34 (77,27 %) 10 (22,23 %) 44

Tabella 6. Totale dei pazienti andati incontro a progressione di malattia durante le prime due linee di terapia a
bersaglio molecolare, espresso in numero assoluto e percentuale.

Come si evince dalle Tabelle 5 e 6, su 44 pazienti arruolati nello studio 10 (22,23 %) sono
andati incontro a progressione di malattia.

Dei 9 pazienti con mutazione di ALK, 4 (il 44,44% dei casi) sono andati incontro a progressione
di malattia; in particolare, solo uno dei pazienti con traslocazione di ALK aveva metastasi
cerebrali alla diagnosi; dei pazienti andati incontro a progressione, uno ha avuto progressione
intracranica durante la I e la II linea di trattamento, e progressione sistemica durante la II linea;
due pazienti hanno avuto progressione di malattia intracranica durante la I linea di trattamento;
un paziente ha avuto progressione sistemica durante la I linea di trattamento.

Nessun paziente con la mutazione V60OE di BRAF ¢ andato incontro a progressione di malattia.

Per quanto riguarda 1 pazienti con mutazione di EGFR, dei 7 con la mutazione L858R solo uno
¢ andato in progressione sistemica durante la I linea di trattamento (14,29 %); dei 18 pazienti
positivi alla delezione dell’esone 19, 4 (22,22 %) sono andati incontro a progressione; due di
questi pazienti non avevano metastasi cerebrali alla diagnosi: uno ¢ andato incontro a
progressione intracranica durante la II linea di trattamento; un altro € andato incontro a
progressione sistemica durante la I e la II linea di trattamento; 1 restanti due pazienti andati
incontro a progressione di malattia avevano metastasi cerebrali alla diagnosi: uno ha avuto
progressione di malattia intracranica durante la I linea di trattamento, e uno ha avuto
progressione sistemica durante la I linea di trattamento.
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Un solo paziente era positivo per la traslocazione IRF2BP2-NTRK1 e uno per la traslocazione
di RET: entrambi non sono andati incontro a progressione di malattia, né intracranica né
sistemica.

Dei 5 pazienti con traslocazione di ROS1, uno solo (20 %) ¢ andato in progressione di malattia:
in particolare, tale paziente era interessato da metastasi cerebrali alla diagnosi ed ¢ andato
incontro a progressione sistemica di malattia (ma non encefalica) durante la I linea di
trattamento con farmaci a bersaglio molecolare.

In Tabella 7 osserviamo una distribuzione dei pazienti oggetto dello studio sulla base delle
diverse linee di terapia a bersaglio molecolare. Sono indicati i principi attivi dei farmaci
impiegati, ed i 10 pazienti che sono andati incontro a progressione di malattia sono evidenziati
in grassetto.

TERAPIA 1 TERAPIAII | TERAPIA III PROGRESSIONE || MUTAZIONE
N LINEA LINEA LINEA INTRACRANICA DRIVER
O SISTEMICA
1 Alectinib No No No ALK transl.
2 | Ceritinib Lorlatinib No _ Ilinea, ALK transl.
intracranica
3| Gefitinib | Osimertinib No _ I linea, EGFR ex19
intracranica deletion
4 Osimertinib No No No EGFR N x19
deletion
5 Osimertinib No No No EGFR .e x19
deletion
6 Alectinib No No No ALK transl.
7 Osimertinib No No No EGFR .e x19
deletion
8 Crizotinib No No No ROSI1 transl.
9 | Dacomitinib Osimertinib No I linea, sistemica EGFR‘ex19
deletion
10 | Selpercatinib No No No RET transl.
11 Entrectinib No No No ROSI1 transl.
12 Pralsetinib Selpercatinib No No ROSI transl.
13| COMBO No No No BRAF V600E
mutation
14 Osimertinib No No No EGFR L.858R
mutation
15 Ceritinib Lorlatinib No . 1 llnea,. ALK transl.
intracranica
16 Osimertinib No No No EGFR .e x19
deletion
17 Osimertinib No No No EGFR .e x19
deletion
18 Osimertinib No No No EGFR .e x19
deletion
19 Osimertinib No No No EGFR .e x19
deletion
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20 | Entrectinib No No I linea, sistemica | ROSI1 transl.
21 Osimertinib No No No EGFR L.85 8R
mutation
22 Alectinib Lorlatinib No I linea, sistemica | ALK transl.
23 | Dacomitinib Osimertinib No ! h.n 4, SI.S teml-c a EGFR.eX19
II linea, sistemica deletion
EGFR
24 | Osimertinib Erlotinib No I linea, sistemica L858R
mutation
25 Osimertinib No No No EGFR ex 19
deletion
26| Afatinib Gefitinib | Osimertinib No EGFR ex19
deletion
27 Osimertinib No No No EGFR .e x19
deletion
28 Osimertinib No No No EGFR L.858R
mutation
29 Osimertinib No No No EGFR L.858R
mutation
30 Osimertinib No No No EGFR L.858R
mutation
31 Osimertinib No No No EGFR N x19
deletion
32 Alectinib No No No ALK transl.
I linea,
intracranica
33 Crizotinib Brigatinib Lorlatinib II linea, ALK transl.
intracranica e
sistemica
34 Crizotinib No No No ROSI1 transl.
35|  Gefitinib No No No EGFR ex19
deletion
36 Alectinib No No No ALK transl.
37| COMBO No No No BRAF V600E
mutation
Bevacizumab, . .. EGFR ex19
38 Erlotinib Osimertinib No No deletion
39 Osimertinib No No No EGFR L.858R
mutation
IRF2BP2-
40 Entrectinib No No No NTRK1
transl.
41 Osimertinib No No No EGFR .e x19
deletion
42 Alectinib No No No ALK transl.
43| COMBO No No No BRAF V600E
mutation
44|  Afatinib Osimertinib No _ Ilinea, EGFR ex19
intracranica deletion

Tabella 7. Distribuzione dei pazienti oggetto dello studio sulla base delle diverse linee di terapia con farmaci a
bersaglio molecolare. I pazienti andati in progressione di malattia, intracranica o sistemica, sono evidenziati in
grassetto.
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Se si considerano le diverse linee di terapia a cui 1 pazienti sono stati sottoposti, possiamo notare
che dei 4 pazienti positivi per la traslocazione di ALK andati incontro a progressione di malattia,
due hanno avuto una progressione intracranica durante la I linea di trattamento con Ceritinib;
un paziente ha avuto una progressione sistemica durante la I linea di trattamento con Alectinib;
un altro paziente ¢ andato invece incontro a progressione di malattia intracranica durante la I
linea di trattamento con Crizotinib, e progressione intracranica e sistemica durante la II linea di
trattamento con Brigatinib.

Per quanto riguarda i pazienti positivi per la mutazione di EGFR, I’unico paziente con la
mutazione L858R andato in progressione ha avuto un interessamento sistemico di malattia
durante la I linea di trattamento con Osimertinib. Tra 1 pazienti positivi per la delezione
dell’esone 19, uno ¢ andato incontro a progressione di malattia intracranica durante la II linea
di trattamento con Osimertinib; un paziente ¢ andato incontro a progressione sistemica di
malattia durante la I linea di trattamento con Dacomitinib; un paziente ¢ andato incontro a
progressione sistemica durante la I linea di trattamento con Dacomitinib e durante la II linea di
trattamento con Osimertinib; un altro paziente ha avuto invece una progressione di malattia
intracranica durante la I linea di trattamento con Afatinib.

L’unico paziente positivo per la traslocazione di ROSI andato incontro a progressione di
malattia ha avuto un interessamento sistemico durante la I linea di trattamento con Entrectinib.

Nelle Tabelle 8-19 sono riportati i dati relativi alla durata della risposta intracranica al
trattamento di I linea con farmaci a bersaglio molecolare, suddivisi in percentili, con media e
deviazione standard quando n > 1. Nei casi in cui i1 pazienti sottoposti ad un determinato
trattamento sono meno di 5, sono stati riportati in tabella soltanto 1 valori del 1°, 50° e 99°
percentile.
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TERAPIA I LINEA — AFATINIB (n =2)

Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
1% 67,09
50% 81,89 81,89 20,93
99% 96,69
Tabella 8.
TERAPIA I LINEA — ALECTINIB (n = 6)
Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
1% 9,46
5% 9,46
10 % 9,46
25% 18,53
50 % 28,46 34,95 23,24
75 % 57,10
90 % 67,65
95 % 67,65
99 % 67,65
Tabella 9.

TERAPIA I LINEA — BEVACIZUMAB, ERLOTINIB (n=1)
Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
50 % 80,26 80,26 -
Tabella 10.

TERAPIA I LINEA — COMBO (DABRAFENIB + TRAMETINIB, n = 3)
Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
1% 6,44
50 % 30,03 22,56 13,97
99 % 31,20
Tabella 11.
TERAPIA I LINEA — CERITINIB (n=2)
Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
1% 27,43
50 % 40,97 40,97 19,14
99 % 54,50
Tabella 12.
TERAPIA I LINEA — CRIZOTINIB (n = 3)
Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
1% 13,80
50 % 46,69 37,91 21,14
99 % 53,26

Tabella 13.




TERAPIA T LINEA — DACOMITINIB (n = 2)

Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
1% 9,72
50 % 11,22 11,22 2,11
99 % 12,71
Tabella 14.
TERAPIA DI I LINEA — ENTRECTINIB (n = 3)
Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
1% 2,53
50 % 4,76 5,03 2,64
99 % 7,79
Tabella 15.
TERAPIA DI I LINEA — GEFITINIB (n =2)
Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
1% 71,95
50 % 97,00 97,00 35,43
99 % 122,05
Tabella 16.
TERAPIA DI I LINEA — OSIMERTINIB (n = 18)
Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
1% 2,56
5% 2,56
10 % 2,76
25 % 4,63
50 % 10,13 16,70 16,91
75 % 20,04
90 % 50,76
95 % 51,06
99 % 51,06
Tabella 17.
TERAPIA DI I LINEA — PRALSETINIB (n = 1)
Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
50 % 33,12 33,12 -
Tabella 18.
TERAPIA DI I LINEA — SELPERCATINIB (n = 1)
Percentile Durata (mesi) Media Dev. Standard
50 % 3,9 3.9 -
Tabella 19.
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Nelle Tabelle 20, 21 e 22 si riportano 1 dati relativi alla migliore risposta intracranica e sistemica
ottenuta durante le diverse linee di trattamento con farmaci a bersaglio molecolare, assegnate
secondo i criteri RECIST 1.1 (I, IT e III linea rispettivamente). A sinistra sono illustrati 1 dati
relativi alla migliore risposta intracranica, a destra quelli relativi alla migliore risposta
sistemica. Se un dato ¢ mancante o non disponibile, viene riportato con il valore 0. Potrei
cancellare questo e mettere la tabellina sulle MET CER.

TERAPIA I TERAPIA I LINEA — MIGLIOR RISPOSTA SISTEMICA
LINEA -
MIGLIOR 0 (dato non
RISPOSTA disponibile) CR PR SD TOTALE
INTRACRANICA
CR 0 1 8 0 9
PR 1 0 1 0 2
SD 1 4 25 3 33
TOTALE 2 5 34 3 44
Tabella 20.
TERAPIA I TERAPIA II LINEA — MIGLIORE RISPOSTA SISTEMICA
LINEA -
MIGLIORE 0 (dato non
RISPOSTA | disponibile) CR PR SD TOTALE
INTRACRANICA
0 (dato non
disponibile) ! 0 0 0 !
CR 0 2 1 0 3
PR 0 0 2 0 2
SD 0 1 3 2 6
TOTALE 1 3 6 2 12
Tabella 21.
TERAPIA III LINEA — TERAPIA III LINEA — MIGLIORE RISPOSTA
MIGLIORE RISPOSTA SISTEMICA
INTRACRANICA PR TOTALE
CR 2 2
TOTALE 2 2
Tabella 22.

In Figura 7 si riportano i grafici a barra sulla durata media della risposta intracranica, espressa
in mesi, durante la I linea di trattamento con farmaci a bersaglio molecolare nei pazienti oggetto
dello studio. In ogni grafico viene messo in evidenza il 50° percentile.

In Tabella 23, invece, si riportano 1 dati relativi alle migliori risposte intracranica e sistemica,
valutate secondo 1 criteri RECIST 1.1, durante la I linea di trattamento con farmaci a bersaglio
molecolare nei pazienti oggetto dello studio.
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Figura 7. Durata della risposta intracranica, espressa in mesi, ai farmaci a bersaglio molecolare utilizzati durante
la I linea di trattamento nei pazienti oggetto dello studio. In evidenza la barra relativa al 50° percentile.
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MIGLIOR RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA - AFATINIB

N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
1 SD PR
1 EGFR EX 19 del. CR CR
MIGLIOR RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA - ALECTINIB
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
4 SD PR
ALK transl.
2 CR PR
MIGLIOR RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA — BEVACIZUMAB, ERLOTINIB
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
1 SD PR
MIGLIOR RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA — COMBO (DABRAFENIB + TRAMETINIB)
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
2 BRAF V600E mut. SD PR
1 SD CR
MIGLIOR RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA — CERITINIB
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
2 ALK transl. SD PR
MIGLIOR RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA — CRIZOTINIB
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
1 ALK transl. SD PR
1 SD PR
1 ROSI SD CR
MIGLIOR RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA — DACOMITINIB
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
1 CR PR
1 EGFR EX 19 del. D SD
MIGLIOR RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA — ENTRECTINIB
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
1 ROSI1 transl. CR PR
1 IRF2BP2-NTRK1 SD PR
1 transl. SD 0
MIGLIOR RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA — GEFITINIB
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
1 SD PR
1 EGFR EX 19 del. D SD
MIGLIOR RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA - OSIMERTINIB
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
1 EGFR EX 19 del. SD SD
3 EGFR L858R mut. SD PR
7 EGFR EX 19 del. SD PR
2 EGFR EX 19 del. SD CR
3 L858R mut. CR PR
1 EGFR EX 19 del. CR PR
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1 | EGFRL858R mut. | SD | 0
MIGLIORE RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA - PRALSETINIB
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
1 ROSI transl. PR PR
MIGLIORE RISPOSTA RECIST IN TERAPIA DI I LINEA - SELPERCATINIB
N MUTAZIONE INTRACRANICA SISTEMICA
1 RET transl. SD PR
Tabella 23.

Nei 2 pazienti sottoposti a trattamento di [ linea con Afatinib, inibitore EGFR di II generazione,
questa ¢ stata di 81,89 mesi. Entrambi i pazienti erano positivi per la delezione dell’esone 19 di
EGFR. La data piu recente di inizio della terapia risale al 13/06/2018; in questo caso la migliore
risposta RECIST ottenuta a livello intracranico ¢ stata una SD e a livello sistemico una PR. La
data meno recente di inizio della terapia risale invece al 05/06/2015 ed in questo caso il paziente,
che presentava metastasi cerebrali alla diagnosi, ha ottenuto come migliore risposta RECIST
una CR sia a livello intracranico che sistemico.

6 pazienti sono stati sottoposti al trattamento di I linea con Alectinib: in questo caso la durata
media della risposta intracranica ¢ stata di 34,95 mesi. La data piu recente di inizio della terapia
risale al 06/04/2023, mentre quella meno recente al 22/03/2018. Tra 1 6 pazienti trattati con
Alectinib, positivi per la traslocazione di ALK, solo 1 presentava metastasi cerebrali alla
diagnosi. Le migliori risposte RECIST intracranica/sistemica sono state rispettivamente SD/PR
in 4 casi, e CR/PR nei restanti due casi.

In un unico caso il farmaco impiegato nel trattamento di | linea é stato Erlotinib, in associazione
a Bevacizumab secondo il protocollo BEVERLY, che prevedeva [’associazione di
Bevacizumab 15 mg/kg gg 1 g 21 + Erlotinib 150 mg 1 cp/die. Bevacizumab é stato sospeso
per tossicita ed il paziente ha continuato il trattamento con Erlotinib fino al passaggio al
trattamento di II linea con Osimertinib. Il paziente, positivo per la delezione dell’esone 19 di
EGFR non presentava metastasi cerebrali alla diagnosi. La durata media della risposta
intracranica € stata di 80,26 mesi, mentre le migliori risposte RECIST intracranica/sistemica
sono state rispettivamente SD/PR.

Nei 3 pazienti sottoposti al trattamento di I linea con la combinazione Dabrafenib + Trametinib
la durata media della risposta intracranica é stata di 22,56 mesi, un riscontro positivo se si
considera che la data piu recente di inizio della terapia risale al 22/06/2023 e quella meno
recente al 25/06/2021. Nessuno dei 3 pazienti era interessato da metastasi cerebrali alla
diagnosi. Le migliori risposte RECIST intracranica/sistemica sono state rispettivamente SD/PR
in due casi, e SD/CR in un caso.

Nei 2 pazienti che hanno utilizzato Ceritinib come trattamento di | linea, la durata media della
risposta intracranica e stata di 40,97 mesi. Il periodo di inizio del trattamento & sovrapponibile
nei due pazienti, considerando che la data piu recente di inizio risale al 23/05/2016 e quella
meno recente al 15/04/2016. Entrambi i pazienti, positivi per la traslocazione di ALK, non erano
interessati dalla presenza di metastasi cerebrali alla diagnosi: le migliori risposte RECIST
intracranica/sistemica sono state in entrambi i casi SD/PR.

Nei 3 pazienti sottoposti a trattamento di | linea con Crizotinib, la durata media della risposta
intracranica al farmaco e stata di 37,91 mesi. In questo caso la data piu recente di inizio della
terapia risale al 14/02/2020, quella meno recente al 03/02/2014. Le migliori risposte RECIST
intracranica/sistemica sono state rispettivamente SD/PR nel paziente con traslocazione di ALK
nei due pazienti con traslocazione di ROSL1 le risposte sono state SD/PR, in un caso, e SD/CR,
nel secondo caso.
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Nei 2 pazienti sottoposti a terapia di | linea con Dacomitinib, la durata media della risposta
intracranica al farmaco e stata di 11,22 mesi. La data piu recente di inizio della terapia risale al
25/07/2022, quella meno recente al 24/11/2020. Le migliori risposte RECIST
intracranica/sistemica sono state rispettivamente CR/PR, in un caso, ¢ SD/SD nell’altro caso.
Entrambi i pazienti erano positivi per la delezione dell’esone 19 di EGFR.

Nei 3 pazienti sottoposti al trattamento di | linea con Entrectinib, la durata media della risposta
intracranica e stata di 5,03 mesi. la data piu recente di inizio della terapia risale al 03/11/2023,
quella meno recente al 17/03/2023. Le migliori risposte RECIST intracranica/sistemica sono
state rispettivamente CR/PR in un caso positivo alla traslocazione di ROS1: il paziente
presentava metastasi cerebrali alla diagnosi. In un altro caso, positivo alla traslocazione
IRF2BP2-NTRK1, le migliori risposte intracranica e sistemica sono state SD/PR. Un altro
paziente, anch’esso positivo alla traslocazione IRF2BP2-NTRK1, ha avuto come migliore
risposta intracranica una SD ma non é stato possibile giudicare la migliore risposta sistemica a
causa dell’impossibilita nel reperimento di esami di imaging.

Nei 2 pazienti sottoposti a trattamento di I linea con Gefitinib, la durata media della risposta
intracranica ¢ stata di 97,00 mesi. La data piu recente di inizio della terapia risale al 17/01/2018,
quella meno recente al 13/11/2013. Nessuno dei due pazienti era interessato da metastasi
cerebrali alla diagnosi. Le migliori risposte RECIST intracranica/sistemica sono state
rispettivamente SD/PR in un caso e SD/SD nell’altro caso; entrambi 1 pazienti erano positivi
per la delezione dell’esone 19 di EGFR.

18 pazienti sono stati sottoposti ad un trattamento di | linea con Osimertinib. La durata media
della risposta intracranica in questi pazienti é stata di 16,70 mesi. La data piu recente di inizio
della terapia risale al 09/10/2023, quella meno recente al 11/10/2019. Le migliori risposte
RECIST intracranica/sistemica sono state rispettivamente SD/SD in un caso positivo alla
delezione dell’esone 19 di EGFR; SD/PR in 10 casi (3 positivi alla mutazione LS8R di EGFR
e 7 alla delezione dell’esone 19); SD/CR in 2 casi, entrambi positivi per la delezione dell’esone
19 di EGFR; CR/PR in 4 casi (1 positivo per la delezione dell’esone 19 di EGFR e 3 per la
mutazione L858R di EGFR); nell’ultimo caso la migliore risposta RECIST ¢ stata una SD a
livello intracranico, ma non é stato possibile valutarla a livello sistemico a causa della mancanza
di esami di imaging da sottoporre a valutazione.

Un solo paziente, positivo per la traslocazione di ROSI, ¢ stato sottoposto a trattamento di I
linea con Pralsetinib. La durata media della risposta intracranica ¢ stata di 33,12 mesi e le
migliori risposte RECIST intracranica/sistemica sono state rispettivamente PR/PR. 1l paziente
era interessato da metastasi cerebrali alla diagnosi.

Infine, ’'unico paziente sottoposto al trattamento di I linea con Selpercatinib, positivo per la
traslocazione di RET, ha mostrato una durata media della risposta intracranica a tale farmaco
di 3,91 mesi. Il paziente non aveva metastasi cerebrali alla diagnosi e le migliori risposte
RECIST intracranica/sistemica sono state rispettivamente SD/PR. La data di inizio della terapia
risale al 25/08/2023.
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In Tabella 24 si riportano 1 dati relativi alla migliore risposta intracranica ottenuta durante la I
linea di terapia con farmaci a bersaglio molecolare, nei pazienti che presentavano metastasi
cerebrali alla diagnosi.

METASTASI MIGLIORE
N CEREBRALI é\f\]%g/}}zégji\éi TERAPIA TERAPIA RISPOSTA PAZIENTE
ALLA DRIVER DIILINEA | DIII LINEA RECIST IN VITA
DIAGNOSI INTRACRANICA
1 Si EGFR EX19 del. Afatinib Osimertinib CR Si
2 Si EGFR EX19 del. | Dacomitinib | Osimertinib CR Si
3 Si EGFR EX19 del. | Osimertinib No CR Si
4 Si EGFR L858R Osimertinib No CR Si
5 Si EGFR L858R Osimertinib No CR Si
6 Si EGFRL858R | Osimertinib | Erlotinib CR No—PD
sistemica
7 Si EGFR L858R Osimertinib No SD Si
8 Si ALK transl. Alectinib No CR Si
9 Si ROSI transl. Pralsetinib | Selpercatinib PR Si
10 Si ROSI transl. | Entrectinib No CR No—PD
sistemica
Tabella 24.

Come si evince dalla Tabella 24, 10 pazienti presentavano metastasi cerebrali alla diagnosi. In
questi pazienti ¢ stata presa in considerazione la migliore risposta intracranica, secondo i criteri
RECIST 1.1, ottenuta durante la I linea di trattamento con farmaci a bersaglio molecolare. Un
totale di 3 pazienti era positivo per la delezione dell’esone 19 di EGFR: uno ha ricevuto come
trattamento di I linea Afatinib, uno ha ricevuto Dacomitinib e uno Osimertinib; in tutti i casi la
migliore risposta intracranica ottenuta ¢ stata una risposta completa. Un totale di 4 pazienti era
positivo per la mutazione L858R di EGFR, e tutti sono stati sottoposti ad un trattamento di [
linea con Osimertinib; in 3 pazienti ¢ stata ottenuta una risposta intracranica completa, ma uno
di questi ¢ deceduto successivamente per progressione sistemica di malattia; in un caso ¢ stata
mantenuta la stabilita di malattia (SD, secondo i criteri RECIST 1.1). L’unico paziente positivo
per la traslocazione di ALK che presentava metastasi cerebrali alla diagnosi ¢ stato sottoposto
a trattamento di I linea con Alectinib, ottenendo una risposta intracranica completa. Dei 2
pazienti positivi per la traslocazione di ROS1, uno ¢ stato sottoposto al trattamento di I linea
con Pralsetinib, ottenendo una risposta intracranica parziale (PR, secondo i criteri RECIST 1.1)
e I’altro ¢ stato sottoposto al trattamento di I linea con Entrectinib, ottenendo una risposta
intracranica completa; il paziente ¢ successivamente deceduto per progressione sistemica di
malattia. Il maggior numero di CR come migliore risposta intracranica ¢ stato ottenuto nei
pazienti sottoposti a trattamento di I linea con Osimertinib (4/5, 80 %).
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4. DISCUSSIONE

Nel nostro studio sono stati analizzati casi di NSCLC positivi per mutazioni a carico di EGFR,
ALK, ROSI, NTRK, RET e BRAF. Dal 13 al 44% dei pazienti con tumore del polmone
sviluppa metastasi cerebrali durante il corso di malattia; sebbene 1’incidenza cumulativa di
metastasi cerebrali risulti piu elevata nel SCLC rispetto al NSCLC, la maggior parte degli studi
si focalizza sul trattamento delle metastasi da NSCLC, dal momento che tale categoria
rappresenta la maggior parte dei casi di tumore del polmone (80 - 85 %) (Di Lorenzo and
Ahluwalia, 2017).

Le mutazioni di EGFR si riscontrano nel 10 —35% dei casi di NSCLC rappresentando un target
molto importante per la terapia a bersaglio molecolare. Nel nostro studio abbiamo osservato
che sui 7 pazienti con mutazione L858R di EGFR, solo 1 (14,29 %) ¢ andato incontro a
progressione sistemica di malattia durante la I linea di trattamento con Osimertinib, mostrando
pero una CR intracranica persistente durante il trattamento. Tra i 18 pazienti EGFR-positivi
con delezione dell’esone 19, 4 sono andati in progressione (22,22%), di cui solo 1 a livello
intracranico. Interessante notare come nessuno dei pazienti arruolati in trial clinico con
Dacomitinib vs Osimertinib abbia avuto una PD intracranica, confermando 1’elevata efficacia
di questi farmaci a livello intracranico, anche dopo PD sistemica. Nella nostra casistica
abbiamo avuto anche evidenza di efficacia intracranica di Afatinib, i cui dati di efficacia
intracranica sono comunque inferiori rispetto agli inibitori di III generazione.

Per quanto riguarda 1 pazienti ALK traslocati, ricordando [’elevata predilezione di
metastatizzazione intracranica in questo setting di pazienti, che nella letteratura si attesta
intorno al 24%, il 44% della nostra popolazione ¢ andato incontro in PD cerebrale durante il
trattamento, dato piu elevato rispetto alle casistiche dei principali trials clinici. In particolare,
dai dati di letteratura, gli inibitori di II e III generazione di ALK hanno mostrato una maggiore
efficacia intracranica rispetto a Crizotinib e Ceritinib. Nella nostra casistica, tuttavia, non
abbiamo riscontrato importanti differenze nell’efficacia intracranica tra gli inibitori di I, IT e III
generazione, ma dobbiamo tener conto della piccola casistica sulla quale stiamo analizzando 1
dati: parliamo infatti di 4 PD intracraniche su 9 pazienti totali, per cui il dato puo non essere
rappresentativo.

Dei 4 pazienti risultati positivi alla traslocazione di ROS1, uno ha avuto una progressione di
malattia a livello sistemico durante il trattamento di I linea con Entrectinib. In questo caso la
migliore risposta intracranica secondo 1 criteri RECIST 1.1 ¢ stata una CR, a fronte di una PR
a livello sistemico; il paziente aveva metastasi cerebrali alla diagnosi. Entrectinib presenta una
significativa attivita intracranica, con un’ORR del 55% secondo diversi studi, e rappresenta il
farmaco di scelta come I linea di trattamento nel NSCLC con riarrangiamento di ROS1 e
presenza di metastasi cerebrali (Drilon et al., 2020). Nel nostro studio abbiamo inoltre
riscontrato che tra i pazienti ROS1-positivi che non sono andati incontro a progressione di
malattia, uno ha effettuato il trattamento di | linea con Crizotinib ed in questo caso la migliore
risposta RECIST é stata una SD a livello intracranico e una CR a livello sistemico; cio sembra
confermare i dati secondo i quali nella malattia ROS-1 mutata Crizotinib risulti avere una piu
duratura PFS rispetto alla malattia ALK-mutata, sebbene non sussistano differenze in termini
di sopravvivenza globale (Gainor et al., 2017). Il limite di questo riscontro e dato dalla scarsa
numerosita del campione analizzato.
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Nessuno dei 3 pazienti con mutazione V600OE di BRAF ¢ andato incontro a progressione di
malattia o presentava metastasi cerebrali alla diagnosi: tutti i pazienti sono in corso di
trattamento di I linea con la combinazione Dabrafenib + Trametinib.

Nel nostro campione abbiamo riscontrato un unico caso di traslocazione IRF2BP2-NTRK1; il
paziente ha avviato la terapia di | linea con Entrectinib con SD intracranica, confermando la
buona attivita del farmaco a livello del SNC rispetto agli altri competitors. 1l paziente é tuttora
in trattamento con una durata media della risposta intracranica di 5,01 mesi, ma questo dato
deve essere interpretato tenendo conto del breve periodo di osservazione.

Infine, un solo paziente ¢ risultato positivo alla traslocazione di RET ed ¢ tuttora in corso di
trattamento con Selpercatinib; la migliore risposta RECIST a livello intracranico ¢ stata una
SD, mentre a livello sistemico una PR. La durata media della risposta intracranica e ad oggi di
3,91 mesi, ma la data di inizio della terapia risale al 25/08/2023 ed il dato deve essere
considerato alla luce di questa limitazione.

Nella nostra casistica abbiamo confermato la lunga durata della risposta intracranica nei
pazienti trattati con Erlotinib o Gefinitib prima della necessita del passaggio alla II linea di
trattamento con Osimertinib. Per quanto riguarda la combinazione Dabrafenib + Trametinib,
I’effetto protettivo della COMBO puo essere considerata positivamente alla luce del fatto che
nessuno dei 3 pazienti sottoposti al trattamento ha sviluppato metastasi cerebrali. Un periodo di
osservazione piu lungo sarebbe utile per confermare questo aspetto, dal momento che i dati
relativi all’efficacia intracranica di tale categoria di farmaci nel NSCLC risultano ancora
insufficienti. Con il limite della bassa numerosita del campione dei nostri pazienti ALK
traslocati, la lunga durata di risposta intracranica nella nostra casistica appare in linea coi dati
di letteratura. Nel caso di Crizotinib, una CR sistemica é stata ottenuta soltanto nel contesto
della malattia ROS1-mutata, dove Crizotinib risulta essere piu efficace rispetto alla malattia
ALK-mutata (Gainor et al., 2017).
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S. CONCLUSIONI

In conclusione, il nostro studio ha messo in luce I’importanza dell’utilizzo di una terapia
sempre piu personalizzata nel contesto del NSCLC in stadio avanzato. I farmaci a bersaglio
molecolare rappresentano una strategia terapeutica vincente nella malattia oncogene-addicted,
se affiancata ad una diagnosi precoce ed alla collaborazione all’interno di un gruppo
multidisciplinare. Nel nostro studio non ¢ stato possibile effettuare un’analisi di
sopravvivenza, considerando la scarsa numerosita del campione e, per alcuni pazienti, un
periodo di osservazione troppo breve ai fini di un’analisi di questo tipo. E stato comunque
possibile confermare diversi dati presenti in letteratura: i pazienti con NSCLC ALK-mutato
hanno riportato la percentuale piu alta di progressione di malattia a livello intracranico; nel
contesto della malattia EGFR-mutata, invece, Osimertinib conferma di avere la piu elevata
capacita di penetrazione della barriera emato-encefalica, considerando che con questo
farmaco si ¢ ottenuto il numero piu significativo di risposte complete a livello intracranico,
secondo 1 criteri RECIST 1.1. Nei due casi di decesso riscontrati a causa di progressione di
malattia sistemica, durante il trattamento di I linea con farmaci a bersaglio molecolare ¢ stata
ottenuta una risposta intracranica completa con Osimertinib, in un caso, ed Entrectinib
nell’altro caso: 1 due farmaci, nel nostro studio, hanno dimostrato di avere una buona efficacia
intracranica in un contesto di malattia progressiva sistemica. Anche nel caso delle mutazioni
driver di piu difficile riscontro, come nel caso di RET, ROS1 e NTRK1 la nostra casistica
sembra confermare i dati presenti in letteratura sull’efficacia intracranica dei farmaci a
bersaglio molecolare utilizzati in tali contesti, quali Crizotinib, Entrectinib, Pralsetinib e
Selpercatinib. Tuttavia, considerata la rarita di queste mutazioni e la scarsa rappresentativita
numerica dei pazienti interessati nel nostro studio, saranno necessari periodi di osservazione
piu lunghi per ottenere conclusioni valide relativamente al nostro campione di popolazione.
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