ONCOLOGIA AL FEMMINILE 2015
NSCLC: e
dalle mutazioni di EGFR [
alla traslocazione di ROS

Silvia Novello
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>-
Q)
O
—
O
O
P
@)
LL
@)
|_
P
L
=
|_
o
<
o
L
8
&
x
O
|_
LL
@)
>
=
7))
o
L
>
Z
-

i v)
—
=)
N

>
~—~
S
B
%Y
%)
O\
3
GO
—
o
=
O
=
o
Q
=
=
O
(a8
f
Z
@)
Qé



NSCLC: erowded Timeline ===

Oncogenic New Alk
A TARGETED Platforms and EGFR

_ drug with inhibitors

i Finally a\ the TARGET Another

ATARGETELD drug (EGFR) TARGET is
also for lung coming

(Beva) (AIK)

2005 20|08 o0l10 2011 . 2013

Platinum HISTOLOGY

plus become
WHAT

A new
approach:

relevant MAINTENANCE Immunotherapy

Overcome
Resistance




A La multisciplinarieta alla diagnosi
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( rete’ .
oncologica

I Gruppi Interdisciplinari Cure (GIC)

Il Gruppo Interdisciplinare Cure (GIC) riunisce al proprio interno medici di diversa
— specializzazione appartenenti a differenti Unita Operative che, attraverso una

visione complessiva della persona malata e dunque grazie all'interdisciplinarita

Aell'annrnrrin rlinirn <tahilicrnnn i nerrnrci di F1ira nin annrnnriati =
ISTITUTODICANDIOLO-IRCCS

LA RICERCA HA BISOGNO DI GRANDI CAPITALI.
QUELLO UMANO LO METTIAMO NOI.

GIC (Gruppi Interdisciplinari Cure)

Per garantire al paziente il pit efficace approccio assistenziale sono stati istituiti i Gruppi
Interdisciplinari Cure (GIC).

| GIC sono strumenti operativi della Rete Oncologica Piemontese e sono composti da medici di
diverse specializzazioni (oncologi, radioterapisti, chirurghi, specialisti d'organo, ecc.) che, in tempi
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diversi, durante l'iter della malattia, prendono in carico il paziente e lo sottopongono al trattamento

terapeutico pill appropriato, deciso collegialmente con approccio multidisciplinare.

| G.I.C. sono composti dagli specialisti afferenti a tutte le specialita coinvolte nelle diverse
tipologie di percorsi clinici dei pazienti oncologici e garantiscono:




Impact of Lung MDT

>

o

O Table 3 Impact of MDT meetings on management plans

o (n=55)*

O 0

> N Yo

o Change in management plans 32 58

% Radical cases 23 72

- Palliative cases 9 28

5 Change due to:

S Additional investigations 19 59

E Imaging 8

< Biopsy 4

% Imaging + biopsy 3

B Others$ 4

= Change in

o Treatment modality 6 19

E Treatment intent 3 9
Tumor histology 2 6

EL) Tumor stage 2 6

> No change in management plans 23 42

- No change due to:

%) No change in management plans 20 87

% Unable to make decision (lack of information) 3 13

> T2, number. *13 patients were excluded. $Other investigations include

% respiratory function test, 7 = 1; molecular testing, # = 1; tuberculosis

testing, 7 = 1; transthoracic echocardiogram, » = 1. MDT, multidisci-
plinary team.

UngKA et al, AsiaPacific Journal o€linicalOncology2014



« 1l contrallo qualitative viene effettuato mediante assemblaggio
delle sequenze con un softwars dedicato all'an alisi delle sequen-
ze, lettura dellelettroferogmmma e confronts con o sequenza
wild type.

=1 software per |"analisi di sequenza devono essere impostati con
Jivelli snglia piis bassi di quelli utilizzati per I'analisi dei poli-
‘marfismi nel DNA della linea germinale.

= Un campion e pub essere definitn positiva per mutazione se que-
sta & presente in almeno due diverse sequenze [una Forward ed
‘una reverse) attenute da PCR indipendenti.

= Nel cazo venga evidenzists una nuova mutazione [mai riportata
precedentemente] o una mutazione rara [riportata 1-2 volte ne
databare internazicnali) questa deve esvere verificata in due ul-
teriori amplificati PCR,

= Ad intervalli di 25-30 sequenze, deve essere sequenziato un
DNA di controlla per verificare "sssenza di contaminazioni € la
qualita della procedura.

i r
Analisi mediante REAL-TIME PCR
Diverse metodiche basate sull impiego della Real Time PCE posso-
na esere utilizzate per la individuazione delle mutazicni dell'EO-
FR. £ armalmente disponibile in commercio un kit bassto sulla
tecnologia ARMS|Scorpion. in grado di indhviduare 20 diverse
‘mutazioni dell' EGTR tra cui quelle pii itte i

Analisi mediante Firsequenziamentn
1 Pircacquenziamento & una tesnologia di sequenzismento me-
diante sintesi. La tecnica consente il monitoraggio in tempo reale
della sintesi di DNA mediante il rilevamento della bicluminescen -
za prodot al termine di una cascata di reazioni enzimatiche in-
nescata dall'incorpomazione di un nucleatide.
Le metodiche di pimsequenziamento haano in teoria aleani van-
taggi rispetto ol sequenzizmento standard, tra cui la magginre
mu-ibilm'u Iriportata tra il 5 ed il 10%) < la possibilith di scquen-
re frimmenti piuttesto corti di DNA, superands in tal modo
i problematiche legate alla frammentuzione del DNA
Sono stati i anche kit per uso clinica
perla determinazione dello state mutazionale delI EGFR mediante
tecniche di pirosequenzizmenta, Turtavia, non sono disponibili in
Ietteraturs esperienze gia condotte con tale metodica, la cai sensi-
bilita e specificit dovrebbera pertanto essere determinate in ogni
singela Labaratorio prima di procedere al laro impiego clinico.
Come per le meiodiche sopradescritic, particalare attenzione deve
essere tenuta nella preparazione dei campioni ed apportuni con-
tralli positivi & negativi devena czere impiegati in ogni reazione.

La refertazione & pare imegrante della pmcuﬂu! dingnastica &
dovrebbe contenere le seguenti infarmazioni
che ba i

Ietteratura nei pazienti con NSCLC [TheraScreen: EGFRIG Mista-
tinn Kill. La sensibilith tearica della metodica & tale da individuare
mutazioni quando le copie di DNA mutats rappresentann circa
1% del DNA totale. Tuttavia, ¢ da sottolineare che ln metodica
individus una mutazione se nel campione sono presenti almeno
5-10 copie di DNA mutato. Pertanto, l'analisi effettuata s di un
numern esiguo di cellule potrehbe comungue risultare in un falso

tivo,
£ possibile sviluppare metodiche altemative di Real Time PCR ba-
sate s allelica per la i di mutazioni

dell’EGFR. Queste dovrehbero essere in grade di individuare le
‘principali mutazioni dell EGFR. ripartate in Letteratura negli esoni
19 ¢ 21 ed, eventualmente, negli csoni 18 ¢ 200

Raccomandazioni generali:

« Le remzioni devan essere allestite satta cappa a flusso lamina-
e, in un ambiente diverso da quello utilizate per 'analisi dei
prodotti di amplificaziane, impiegando materiali dedicani < con
le opportune precaurioni onde evitare contaminazioni (guanti,
puntali con filtr, ecc.)

« Appropriati contralli pnnnvl( negativi devono essere inclusi in
agui singula determin

+ T revsioni devans i norma essere eseguite in duplicato. Per
il kit Therscreen, provvists di una serie di contralli interni,
i centri possonn anche eseguire la determinazione su singolo
pozzettn, dapa una oppartuna Fase di apprendimento

= Ogni labomtorio dovrebbe validare la metodica di Real Time
PCR in via preventiva utilizzandn diluizioni di DNA mutato in
DA non-mutato da linee cellulari il cul staty mutazionale di
EGFR sia conosciuto, La sensibilith delle metodiche basate sulla
tecnclogia ARMS devrebhe ruggiungere |'1%; per i saggl basati
sulla discriminazione allelica & stata descritta una sensibilita di
circa il 100,

= L del paziente ¢ del
chiestn |'amalisi.

1 materiale utilizzto per Panalisi ¢ la percentuale di cellule
tumamli,

« La metedica impicgata per 'esesuzione dell'analisi.

= Gli esoni sattoposti ad analisi.

« Le mutazioni indagate nel caso delle metodiche 2 beraglia ma-
Lecolare.

« Irisubiati del test, con specificarione del tipn di mutazione even-
tualmente rilevata.

1 referto deve essere compilato su un modelln prestabilito « fir-

mato dall'anatome patalogn e dalPesecutore del test malecolare.

In considennzinne dell'impatio sulla strategia terapeutica, il tempo

per | refertazione non deve superare le due scitimane dalla -

chiesta della determinazione

Refe.rer-ze wbnoa:afme
E, Tortora G: EGER antagnnists in cancer freatment. & Engl 1 Met
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Normanno K, De Loz A, Bhncs
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Shamna 5V, Bell DO, SeCleman J, et al: EETIAL GMWE G fecepior

mutations In lung cancer. Nat Rew Cancer 7: 166-41, 2007
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Raccomandazioni AIOM

e SIAPEC-IAP per I'analisi
mutazionale del gene EGFR
nel carcinoma polmonare
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A cura del Gruppo di Lavoro di AIOM e SIAPEC-IAP

SIAPEC-IAP- Antonio Marchetti
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20 ey BRI U 2 LS L U S U
turmore primitiva efo della metastasi, Nei parienti non fumatori,
deboli fumatori (‘ 15 pacchettifanno o £ § sigarette al giome] ed
ex-fumatori (da = 15 anni) con gli istotip suddetti, in cui non &
disponibile un adeguato materiale, pu czere indizato un ulterio-

T campione o tesutn da sattoporre ad analit malecalare Fimita
frequentemente cemgenes: accanto ad arce di carcinom palma-
nare passana esere presenti aree di nesrosi, arce flagistiche ¢ com-
panenti. teasatali mmuli L. passibiliti di individunre mazion

1z prelieva bioptico per permettere la successiva.
malecolare quanda clinicmente indicata

il materigle biologice per gnal

Un campicne di tessuto & dispanibile in circa il 50% dei pazien-
+i con MSCLC ed & ottenuto al momento della disgnosi (hiopsia
‘ronchiale], o nel corso di interventa chirurgico [campione chi-
rurgicol. T tessuto, fissato in Formaling ed incluso in bloceo di
panffing, & indispensabile per la diagnosi istologica ed & conser-
wvato negli archivi delle Anatomie Fatologiche. Purtrappo, in una
elevata percentale di pazienti non & disponibile un cmpione te-
sutale. In molti i questi casi dispone di materiale citlogico, otte-
nuta mediante agoaspirazione, lavaggic broncoalveclare o “scra-
ping” bronchiale. | campioni citologici possona essere archiviati
diveramente a seconda dei centri: striscio citalogien su vetrino,
citoinclusione, cellule in sospensione in fssativi a bese alcolica
(eytolitl. In rari casi nessun materiale biclogico & disponibile.

L'ssame mutazionale di BGER pué esere condatto, con alia proba-
‘bilit di successo, su tessuti fissati ed inclusi. Uassenza di tessuti di-
sponibili per molti pazienti, ha indotto ad esplomare la possibilita di
effettuare esami molecolari su materiale citologico, siem o phsm,
Relativamente ai prelievi citnlegici, i risultati ottenati in slouni shadi
esplomtivi sono incoraggianti tanto da suggerire lintroduzione delle
procedure nella pratica clinica, almeno nei casi con maggiore dispo-
‘nibilita di cellule neaplastiche. Pertanto i cmpioni diologic possono
essere uiilizzati, se adeguati secondo l'esperienza el centro di analisi,
A tale riguardo, v perd sottolineato che 'aalisi di campioni con
‘basso contenuto di cellule neoplastiche pub produme falsi negativi,
Iegfati ai lirmiti di devezione delle metodiche impirgate, « falsi positivi,
perla slevata probablita i artefatt. | dati ottenuti su siero ¢ plasnz

5000 ancera da o di
d\mnl:v\q'uu]u unnhmdd.lzmmmmﬂmmumpqmuso—
60F, I'aszes dati in studi

lizzare mmmgiz al momento di mmplmngumu « ad alto costo,

s i i fioe bl iche per Mangll ool

geniche & i cellule
nel campione. La perc mnnh minima per l'espletamento dell'esa-
me nn ¢ Facilmente quantificabile e dipende dalla sermibitis della

ma di preseguire con le procedure di analisi, Anche in questo o,
se necesaria possonn essere effetante dissezioni mamali o laser.

Metodidi estrazione ¢ quantificazione del ONA

metodiche di screening ricordiamo nellardine:

al il sequenzisments direttn del prodattn della PCR seconds il
metoda di Sanger;

bl il pi

La qualith ¢ ln quantita del ONA cstratio dai campioni bialagici
& di natevole importanza per le successive analisi molecolari. Un
DNA di scadente qualith pub cstacolare 'amplificazione PCR «
inficiare il risultzto dell'analisi generando risultati falsi negutivi
o falsi pesitivi. | metoda di estrazicne deve essere molta affi-
dabile & deve generare quanto pii ONA posibile dal campione
in esame. Per Testrazione e In purificazione del DNA da tessuto
poraffinata sona aggi disponibili vari kit commersiali, in genere
basati sul principio della cromatografia, che hanno il vantaggio
di accarciare notevolments i tempi tecnici rispetia alls metodica
classica bassta sull'estrazione in fenolo-cloraformio e la purifica-
zione mediante precipitazione in aleocl Sona anche disponibili
kit per estrazione di DNA da micr campinni quali piceole biopsie
o materiale citologica. 1l vaniaggio principale nell'utilizo di ali
m & che esi sono comedari di ]lmon:l.h di semplice esecuzione

metodica d'analisi. Se i amalisi uma delle pracedure. Una valta
standard inmente dirctio) si « la presenza diale- =mnu.unm\~m= fizazpeso in un tampone adeguato.

noil 506 di cellule neaplastiche. Pertanto, prima dells del La del DNA & una pratica permettere
DNA,I' deve valutare tessuto di tiimizzare | proceso di amplificazione < di conoscer: quanti

in esame i fini di una eventuale macrodissezione e, nel caso questa
si rendesse necessaria, sdlerionare le arce del campione pii ricche
di cellule tumorali, La macrod isvezione viene eseguity su sezioni di
tessto paraffinate dello spessore di 10 misron montate su vetring
partaoggetto. La raceolta delle sezioni su vetring si effetua in ac-
qua distillata priva di gelatina in recipienti monouso {capsula Petri,
beaker) per evitare inquinamenti. Quindi le sezioni wengono Fatte
essicoare sul vetrino a temperstura ambiente € sottoposte a ma-
crodissezione manuale mediante la lama di un bisturi o un ago da
siringa. Il tessuto dissezionato viene mecolio in un tubo Eppendord,
sparaffinato in appropriato solvents, lavats in alesol © disidntate
prima di iniziare Uestrazione del DNA. Nel caso di piccole hinpsic
potrebhe rendersi necessaria la microdissezione laser, Questaltima
‘metodica, per quanto utile in mani esperte, ha al momento alau-
ne principali limitazioni: a) prevede una costosa strumentazione
« personale dedicato [anatomopatclogil con esperienza nel settore
specifico; b] richiede lunghi tempi di esecuzione; ¢ pub favorire
Vinsorgenza di ancfaiti, [falsi pesitivi ¢ falsi mgmm] per la scarsa.
quantiti e Ia qualita non otimale del DNA ottemto,

;i jone def compione citologice

‘esami saon possibili a partire dal DNA estratto, Tuttavia la pracedura
non & indispenzabile € pub exzere v nel caso in coi la quanti-
th di DNA disporibile sia molto limitata. Per Ia quantificazione del
DNA sstratto da tesauti in pamffins, uwna PCR quantitstiva & molto
piil 2crum della spetofaomeria, in guants permette di valitare
direttamente lamplificabilita del DNA estratin

Protocolll alternativi in carenza di materiale.
Qualora le cellule neoplastiche nel materiale bisptico o citalogics
siana ritenute imsaffcienti per la mmﬁﬂr.wng del nNA & pomibile

¢l metodiche bazate sulla densturazione “melting” del DNA, come
THEMA [high resolution melting analysis);
rﬂ V'anulisi SSCP (single strand conformition polymorphism).
diretro ed il pi permettona di
m.n dinginosi del tipo specific di mutazione, mentre I'HEMA
& I'SSCP farniscono solo il dato di asmenza o presenza di mutazione
che dovri essere poi caratterizzata, Essendo queste ultime due me-
todiche rapide ¢ sersibili, esse pozsons risultare utili per selezionare
i casi da sequenziare, riducends notevolmente la male di lavom, La
araticrizzazicne della mutnzions risulta cowmnque indispensabile,
sia perché mutazioni diverse possono avere differente significats
‘biologics, sia perché sano state descritte in |ctteraturn false pesiti-
iti con |a metodica HRMA, quantomeno per le mutazioni di KRAS.
Tra le metodiche a bersaglia molecclare le pi diffuse risultano eme-
re Ia Scorpion-ARMS (ThemScreen: EGFR29 Mutation Kit), la PNA/
LNA clamp, la SNAPshot PCE. e la mutant-Enriched PCR. In gene-
re questz metediche sooo pii rapide ¢ sensibili del sequenziamen=
to direttn, presentano, tuttavia, o svantaggio di evidenziare solo le
mutazioni previste @ priari. Inoltre, sone meno diffuse ci costi per i
resgienti sono in genere superiori a quelli utiizzati per le metodiche
di sereening. Al momento |a metodicn pii diffusa nei laboratori
€, pertanto, da considerarsi di riferimenta, & il sequenziamento
diretta del prodotto della PCR. Le altrs metodiche possone esere
utilizate secondn I'esperienza dei cemri,

Ra ioni per il protocolio PCR-

PCR

= Le reazioni devona exsere all stite soito cappa 2 fluze lamina-
e, in un ambiente diversa da quella tilizzato per Manalisi dei

procedere con metadiche
lisi delle cellule tumorali in mpummmnml pawu.u (95°C). Dopo
inattivazione enzimatica tramite calore (10 min a 95°C il campione
viene direttamente sottoposto ad amplificazione mediante PCR.

Amplificazione medignte PCR del gene EGFR

prodatti di ‘materiali dedicati ¢ con
le opportune precauzioni onde evitare contaminazioni (Fuanti,

puntali con filtro, eccl.
» Per ogni determinazione devono essere previsti almeno un con-
trollo positive di amplificarione (campione di DNA genomico
alidato) ed un controllo negative (miscela di

Ta presenza di mutazioni attivanti il dominio tirsino-chinasion del
gene EGFR & attunlmentz indispermabile per I'use di farmaci anti-
EOFR nella [ linen di trattamento del NSCLE, Poiché mutazioni atti-
vanti zome state descritte neghi eani 18-21, questi 4 moni dovrebbero

PCR ¢ successiva analisi

Le comuni metodiche per la determinazione di mutazioni soma-
tiche su tesuto prevedone la del

1 materiale d'archivio  di solito rappresentate da preparati citala-
gici strisciati, colorati e montati su vetrino o da materiale citologico
inclues in blocchi di paraffins [citoincluss). Nel caso del materiale
swisciato su vetrino, & necessaria la imozione del copriogger in
xilolo per circa 72 are seguita da lavaggi delle cellule in etanola
Le aree del vetring contenenti il maggior numero di cellule neopla-
stiche vengona quindi demarcate « Je cellule presenti in tali anee
rimozse dal vetring mediante la lama di un bisturi o un aga da si-

mutazicnale. Considernta ln scarsith del wateriale hiclogics dispe-
nibile in alcuni casi, la priorith va datn alla determinazione delle
‘mutazicni degli esami 19 e 21 che risuliana le pii frequenti in caso di
nqguma edi disponibilita di DNA, anche gli moni 18 € 20 dovreh~
bem, exsere analizzati. | prodoitn della PCR pus essere ublizzato per
il sequenziamento diretio del tratin amplificain o sotivposto ad alre
‘metodiche per lidentificazione di mutzioni geniche.

reazione priva di templatol .

= Per ngni campione da analitzare & spporiune produrre duc am-
plificati, in modo da effettuare la sequenza di due distinti pro-
datti di PCR.

=1 controlle qualitative/quantitative del pradottn della reazione
viene cffetumto mediante elettrofaresi in gel di agarasio £ cala-
ruzione con etidio hromuma o con altro intercalante, che consen-
te di valutare lefficienza della PCR e la specificita del risultato.

= Ogni laboratorio dovrebhe validare la metodica di PCR/sequen-
ziamento in via preventiva utilizzanda diluizioni di INA wuta-
to in DNA non-mutato da lines cellulari il cui siato mutazionale
di EGFR sin conosciuto, La sensibilita della metodica dovrebbe
eszere tale da individuare mutazioni quando le copic di DHA

Tingia € poste in un tuba Eppendord. Se il campione

DNA prima dellamplificazione mediante PCE. Cio & posibile salo
ae i dispone di una sufficiente quantitd di tesuto neoplastica, in
pratica corrispondente a circa cingue sezioni di 10 micron di una
‘biopsia branchiale di medie dimensioni. In presenzs di pache cellu-

gruppl i di cellule tumorali la migliore soluzicne & la
dissezione laser, purtroppa non disponibile in turti i centri

Per il materiale citoinclusa 5i cFietiun un congruo numero di sezioni
da 10 micron che vengono recolte in un tubo Eppenderf. Le sexioni
vengono sparaffinate vedi sopral, lavate in alcocl e disidratate pri-

r i studio deile mutozioni.

mutato il 25% circa. del totale.

el
Varie tesniche seno dispanibili per lanalisi delle mutazioni del
gene EGFR. Queste possono essere distinte in metodiche di scre-
ening che possona evidenziare tutte le mutazicn, incluse nuove
‘mutazioni ¢ metodiche o bermglio mutazionale che permettono
In dingnesi di specifiche mutazioni gid note. Tra le pit diffuse

Sequenziamentn

= I prodotti di due distinte PCR. devana essere sequenziati in for-
ward e reverse, in modo da attenere un numero di 3-4 sequenze
per campicme.



destinre all'mame FISH in medn ch
dividuata durante Tosservaians con il mirmcsp Fer quanin

eampicae & considerin amhigun 2 preserta una percentuale di mcle con
comprea el 109 ¢ il 50% In quesi casi il proparn deve

cancemne i preparati citelogici, 5i passon allestine campion in modo ctfimale
« mirato all fecnica FISH, cppure usare sirici colorat gia allestit, e quindi

smentati e decolomt. | preparati dtelogic routinan cttenuti per striscio, fssat
in akcool & Dolo(mncm Pa]numhm.]].ﬁ-@mﬂuua\ ~Cninwal - 0iemsa,
scre, e disgonihile In qu e ame del

mm&mmmz&hmﬂﬂem 1i-
amangjamento ripartate nelle due csservazioni ¢ supericre o uguake al 15%, il
casa & corsiderato positivo,

el 5-10% dei casi non si merva il A ‘bensi un aumerto delle
o del gene. ﬂﬂgiﬁcmdiqlanalbmlinn:ajhui del irattamera con
inihitcri di ALK nea ¢

came preparati stologic rowtinar. Refmxzian

el campione per [ibridizzzione. prevede un i precodura diagnestica £ dovrebte con-
dele seziani in dve fsi ditinte: Ia]:mom\mlnnglaumuda:nam mlueg.mmﬁomm
A tal fine, sono disponibdl del pazierie e del i “he ha richiesi arslisi

dalla natura del tessutn, ed in
preserte Mmslw]mummmﬂmm

nllmmu]ewhmmpulamhn.
sla mzmdimimicgaﬂpa]'uncmioue dellanalisi ¢ la tipalagis del test

Ahbott Vysis paraffin 4 Abbott Makeular, | commer
Inc, IL USA). La pocedura di pretrattamento deve essere messn a pun e | o [ ciultati d.elmt.ﬂ]mssunmd:mganmopnsmmpuﬂn—
nbdmnnognhbmmmqm larta alla procedura. del gene ALK ed in deve esere indicatn
di firsazione ed indusio la percentuale di puclei con fiarmangiamentn sul mumers totle dei nucki
sottoposti ad

Frocedurg FISH * W reerto deve essere compilatn s un modla presiakilies = mmt: dall-
La tecnica FISH per soopi diagnestic viene Freimata mediant:
it commerciali dedicati che hanno il vantaggio di izzare Je proce- | In comsideraziane dell'impatio sulh strakegia terapeutica, il tempe per la
dure riducends e differerme intra & intedabaratoria, Priche i kil o non deve superar Je due settimane dalh richiesta della deter-
poamcnlhdmng;mpulzp(ncnhmemcmqulutulmmmnm minazinne:
questa sede discusse in dettaglio, La formazione del persomale caimvalia nele
fiwi i vors (dalla selczione del maverial, alsllstiments, lethra e referts- | Bibafografia

) \.\Q_uun)nbdnaw.pnl dell'esame. Barthet A, Staryznstl |, Babsan T et

i i i i quests tecmica A An ] ClnFathal 2001; 136: 166-T4.

diagnostiche sono sporadiche, poiché il:ismiodmmnzgpnw
operativi adeguati a fronte di pocevoli spese & elevaio, E siaio valuirto che

un laberatoric pus gammtive un'adeguatezza tecnclogica solo e effettua un
minime di 150 determinazioni FISH anmuali.

I "
igporihili i io diversi tipi di sonde perd locus 2p23

canterente il gene ALK, Negli Stati Uniti T sonda Wsis L5 ALK Break Apart
Reamangement Probe, all'imterno di un KIT disgnestics, & stata approvat da
FDA come “companion pest™ di crizatind, Essa € costituita da due sonde 2
TiNA marcate con due Fuorocromi differenti (ormnge « green] premeszolate
« ottimizzate in un buffer di ibridazione. Le sode doanosoons specifiche se
qlmlszH.\poﬂzamnnlzcawﬂzdﬂ:md:mncmuTmm

dell posizive dei due Flxceocremi 5 pud identificare la rotura, eatt, se i

Camkige DR, Eang TL Kwk EL et al: Fragressioe- free survival (FFS) fom 1 pluse 1 study
of crizceialb (FF-013 In patiexts wkh ALK-poskine non-smal el lung cancer
INSCLEL 3 Clin Dmcol 2001 25 Absract 2501,

Christeasen, X5, Zou HY, Arango ME, et a.: Cytareduscne anfiunce acevky of PF-
ZI105, 1 novel mibikkar of anaplastic fmphim Erass and c-Met, 1 experimenial
models of anaplaste large-cell Lymphomn Mol Cances Thes 2007; 6: 1314-22.

Crind L [kl phase T pesuks wh. crizoin In advanced ALE-pestifve nag-small cel
tuag cancer [NSCLCE FROFILE 1005, 1 Clia Doocl 2011: 23; Absiract 7514
Kwik EL Bang TJ, Camkge D6 el al: Anaplastic bymphomn kiazse (shbkan lo nan-
sl el lureg cancer.” N Eogl J Med 300 163: T602 T,

Sada, M Chol YL, Eanmote M, & ol.: deniihicsticn al'1lr1ﬂmlbmllg EML4 ALK his
eae In noa-sawl-call g cancer. Nafurs 2007
St AT, Yeap BY, Selomen B, et al; Effect of crizodlni an averall sarinial 'm palents
with advanced nag-saall-cel Tusg cancer Berbourng ALK gene reumangenent: 4 re-

i il gene & ety L int o fsf Laneet Goanl 201 12: 100412
e & e si & 5i auservana chiramente

nziati diametr dei segmali lumincsi in Aniche Travis, WD, Bramhilla E. Waguchi ML et 2 The mew LASLC/ATS/ERS {ntematonal mul-
;’:’:@ m"ﬁ;ﬁm@m i sz di gren, e vm: sy dasafraton. 1 Thrar Ol 201126 244-265.
dieve essers consideraty indice di Prima del mentgio | M5 - Xaltrl FIM webslre foo-
del vetrine per | i preparati vergonc: ilarati con, DAPL | el 1 2oL
per evidenziare il mclen celulare, Zou, WY, Lee TH, Arngs ME. et al: Moﬂll]mlanleml -maleaule Inhiblioe of c-

ldmradd preparatn
# effetiuaty con un microecopio a Forescenes, dotin di fili adatti
pmmmum adegata gl per s Auceescenza e obietvi ad dto
[40x, Elkx o 100x ini inne ad clio) La prima
deve essere condetta con. filiro per DAF, a 2 idertificands le aree neopla-
stiche sulle quali vakstare il gene. In queste aree si aumenta l'ingrandimerta
« 5 ormervane i segnali lumincsi intrml contandoli e abulindo | dati.
Uesame wviene effethamin sl inbera sezione almeno
phmnpﬂslzhh!ilmnﬁdlym il paziente & cocsiderato positivo &
candidaio alk terapia con crizotinib se b pecplasia presenta >E0% dei nudei
can Famangiaments & negativa se present. <10% dei ruclei riamargiat, Un

Giugno 2012

et FE-2I41055, exhibih
antlangicgenk: ek, chlmxnm ST e T,

Raccomandazioni per I'analisi
dei riarrangiamenti del gene
ALK nel carcinoma polmonare
non a piccole cellule

A cura del Gruppo di Lavoro di AIOM e SIAPEC-IAP

hiniche. Nella sotiotipiz-
arfinkogia non sk suliat.
sorpale da uiilizzare & rap-
20ma, il TTE-1, ed uno di
ssitivit per TTF-L (anche
+ indicathva di un fenatipa
it per TTE-1 ¢ pasifivith
mocelukre La negativid

agneatica. In questo casn

cate], Diverse feemakoge: sano st svibippate per lanlisidi questo marcaiore,

Lbridizzazione in siain f {F1! in quesic momenic il
metmdo dettivo per L ricerca d riumang amei del gene ALK Quesic netmda,
infatti, & staio wiilizzato nei trials clinici che banno portato all approvazione
del rattamentn com crizotinib. Latuale proocolln diagnostion-terapeutico in-
dividua nel 15% di nuchd iamangiat in FISH ki soglia per potere considerare
il 20 come “posiy” eil pmme candidzhile ol {mimments, L tacnckgia

inoma poco di

ANOM: Andrea Ardizzoni, Lucio Crind, Cesare Gridelli,

Nicola Mormanne, Glorgio Scagliotti, Carmine Pinto (Crordinatare)

SIAPEC-IAP: Antonio Marchett], Mauro Papotti, Giulio Ross,

Massimo Barberis, Eugenio Maiorano, Gian Luigi Taddei,

Claudio Clemente [Coorfinatore)

Qluesto materiale & stato realizzato grazie
ad un grant incondizionato di

Tinex in pol. T ottenuto un controlln i makatia de S0P, ton um.

plessiva del 5o =d una sopravivenza libem i IPFS]non
ancor raggiunta con un follow up mediane di olire 10 mesi. Quets studio,
PROFILE 1005, prevedeva b determinazione centralizzata con FISH del riar-
margizmento di ALK Il crizctinib & in vahstazione in due sudi mandomizad di
{aze Ml in pazienti con N3CLC ALK-positivi, PROFILE meﬂmﬂ 124, che

umooollmu elo TESE)
astiche finate =fo gigant,
12 o una necplasia. -
mare poco differsnzisic in
+ risakati non dirimenti, &
atina che un Laboratric
snere b seglia di dingnesi
il 105 di tutte Je dingnosi

i poasomo essers effica-
Joggicn, purcht il mmnje

ibe in Kit sviloppati per uen disgnosticn, tra oui. il kit
diagnnstico cerificato dallFOA Abbatt Vysts [ALK Bresk Apart FISH Probe
Kit, Abkait Malecular, Inc). Tale Kit ¢ comsdato di un protocelln detiaghise
sulle procedurs tecniche e Tintemretasians de dati. Senn disponibili deri kit
commerciali non ancom approvat da FDA fes Zyvelight® SPEC ALIJEML4
Tl Pobe ZyaV i, Ioeaeraen, Gy, b oo s, et

singei lsbaratari dugnom:l.mn Ianaksi diun adegasto muner i coatroli
puskisi € negaiivi, prima di implenentar Tatiivit dinica.

Imrmun st ochi
Lespressinne delh proeina ALK poirebbe rappessentare un potenziale mar-
camre di avvenaio riarmndiamentn del gene fo di risposta agli indiion di
ALK Tintmduzions nei Inboubon di Amatomia Patclogica di un meeds di

screening di facil quale una i

tenute fatthili 31 peeliev

SIAPEC - JaP

Eto

wpicabik e v .l e suiluppati, wilizzati a scope
du nncin eriportt in letersiu, e anticorpi monoclonali anti-ALE, il done

LeicaNovecasira, ¢ pre-dikits Abcam), 1 clone ALK [Daks] e il done
DsH (iCel Signalling Tuchnolng‘rl Al monenio athale, dei tre anticorpi solo
i peimi due dipontsili, memtre il clone DeE3 & dispo-

e, I peara i esiicn rinalim cggi meenziale nelli
diagnosticn ¢ terapeuticn dei pazienti oon neoplasia palnonare,

Inguo dromento di i

TTRSCLC mppresent ogg) urarea diagnostica mpegnativa per [anatomapa.
tulgin, per dfverse ragioni: 1. b definizinne dellisimlip & diventata 1 purtn

confrantan Tefficaria ¢ fa tosicita di crimtinib dard
come senonda e prina linea di teapia, rbpettivament

Veane di ALK trova indicazinne nei zienti con NSCLC cun btotpo aden-

carcioma, carinema @ cardinma misko cn o

WSCLC nen alerimenti specificarts (aot ethenrise specifiast NOS) che presenting

I i e rotailts i scni i carrangament el g o e e
di AL

[ P y——

uita su pezzn cpemtorio cppure su prelevn bicpticn o citolngics del tumore
primitive ofo della metwtasi 1| amangianents di ALK & presente nel 27
dei NSCLC. Nei pazienti a piit alta probabiliti in sesokato i alterazioni di ALK,
rwvers non. fumatnri, deboli fumateri [< 15 pacchetiijanne o < § sigamoe al
giormo] ed ex-fumatori (da 2 15 anni] con ghi istotipi suddetti, per i guali non
sia disponile un adegmin matrile, pub esere indicats un diterione prelie-
o binpico per permetiers b sucresiva deternimzione molecolam qunds
clinicamente indicaio.

importamie in terapeution al pazi NSCLE: 2. linddenza
elladenscarinoma ¢ sumentata 2 partice dagh inizi degli anni 80 & questn
isiotipn ¢ significativamente cormdato ad ahemzioni molecnlar [mutazinni di
BRAF, FER3jnea, KRAS, fizione di ALE] che mppresentann bersaglh
inbitari; 3. & necersaria ngglhmuhne una dizgos szmpee i
precisa di Btotipo « Jdtn. e
pessn moks liitat) per fomire tutte le mbrmlxnm necesarie per la mi-
gliore soeha termpeutica.
La diagnos i NSCLE o b s rgpresent una reale et per il -
Yoo in realth 5i tratta di un termi negli

citemere campini cit-istolngic per diagnsi
di NSCLC. Per ragiungere 1 mazsime, risulato ¢ fandmentale b scelta dell
o 3 campions i rapportsal quadm clinic e paziente afe

nihile solamente per soopi di ricerca, | risltat otlenuti con questi antimrpi
in shali mmparativi can la meicdica FISH son0 pramettenti, particolamnente:
queli oiemut con il chone 544 che ronoscs uma picina femkimanic, ma

da parclogha pal o alk diagnesi di
baze dei dati cinicn-laborsioristici e mdiclogici

Per quants conceme i preparati cimlngici, il liquido plearicn ef il lavaggio
hroncoatveslare devonn esers frasportati in provette sterili entro un'ora al
Laboratcrio per essere allestici immefiatumente (oppure in caso di impossibi-
it vanno comservati momentanesmente in Frigorifers o +4-5 "C), mente gli
aspirai vanno siriscia su vetrini = frasati jon alooel 95 o cytofic] immediat-

al momento ioni defmitive.

n
TRT_PCR pub emers effetiuata su DNA complementare INA] atteruto per
sintesi dall RNA messagigern fmRNA] per evidenziare direttamenie il processo
di fizinne di ALK con EML4 o alire proteine utilzando pr

ou Una Frsazinne dlari &idones per celomzicni vitli guali May Grnwald.
Giemsa e Diff-uick. Qanda pousibile, & bunna pratica cescare di ottenere un
citainshusa (owerssia la prasibilita di icavare un bloscheti in paraffing 4

\’ﬂm
lis FISH e immunitochimica. Tumh!rmhnmmemum
per una apglicazione nella pratica clirca : o) & richissto un mENA di ahta
qualith nom ek g Essuti Fsat in formalina o inchs in paraffina;

pariin da materiak pirao cimbogio]
i ;

anni *70 5 fini del iratamentc, s ferapia nei caminomi polmemari = hasava
sl distirzion: dicommica tm carcinoma a picenle cellule ¢ KSCLE Lusa
del termine in diagnostica & stat mantenato fino ai primi anni 2000, ma l'in-
troduzions di farmacd efficaci di nuova generzione & di molecole a bersaglio
melecalare b di fatin ren necemaria um pi precea clesifcione del car-
cinama pomonare, in pariculare per quania ceme il gupeo nmphsle

he different
Vinserimento delanalsi i ALK in un algocitn dingnesticn per i pasienticon | <he cestitubeoms il NSCLC. Game emerge dala necm‘e:hsslﬁmnone-drg|
NSILE & aneora materia i decussine el eomunidh seientifica imermazo- | adenscarciomi plinal,  neceearc affcatareoghi o atravesn un ap-
ibilich di tesars, Tesame i prsccio Perum cometta diagnosi, & sempre

male. Peri caei con ampia di

poushbe cxers inseritn wa le indagini iniziali in quant pmemulmm: ik
per una prima selezinne dei casi da appmfondire medianie HSH. Secondo
unfaltra Jinea di pensiens, in sz atmente di un KIT dignostion validat
per Texpressicae del gzne ALK nel nmare polronare, l'andlisi inmuncisichi-
mica dovrebbe emore utilizzata per studin fo ricerca e non a Fini dagnostid.
Dt che L mutioni i EGFR. i KRAS e il rseragamento & ALY 500 in
e L dello statn mutazionale di EGFR

necessaric metter il prtchogo nelle miglior condizicni per definis g apetti
marfelogici &3 eventalment per richieders opparune indagini ancillri 1
ati essenzizli che dovrebls i nella richiesta. di

ktoldien comprendano b st di funriom, i doti znamnestic significativ e
i sisulati dell indagini i iberaorio ¢ radickogiche.

Per |a disgnmi di carcinoma polmeonare [primitivn vs metastatico; epitetiale vs
nen-epiteliale] e b sottotipizzazicne de] NSCLC, & fondamentale un sccuric

il rckinlgn in caso di aspirati ransbronchisli
nimmmu fispetiivaments fosiddetia RAISE, mapid-on-se evaluation] per
valutare Ia ppresentativith 4ol materiale.

Lz hiopsie vanno pasie in comtenitor eon fissative @ hase di formaldeids tam-

sistemi complessi di amplificazione PCR muhiplex 1
seguitc della grande variahilith dei tipi di fusione: <] ol le alterazioni note
werglono riconcsciute dal test

Piemmzmur ﬂ'ﬂ(ﬂ&bﬂ]!ﬂ']'&]mf FSH

penat al 14 per non. mena i 12 are e non pil i 34 ce. Le
pei incluse in blcchett di parafima che conzentiramno il agl di sezion otk

1l materiale bi I FISH per lo studic delle fusioni
el gene ALK pub essere cosituit sia da campion istnlngii che citclgici
e b

[ma 2 ¢ 4 micron di spemo che, colorie in ematowili pomannG =
i ds fare ("fizsie
bank"] ¢ uiile sohmeniz quanda i dispane di campinni operator in grado di
frive =i fessun per dignoed, sialiazine = indugni melmolari di routine m
arche di moterileper evertuak fuurerieche. 2 uma bingsia e dal icinchen
&in renere posc numem di ulteriori sezinni bisnche da
indigini specdli i chini periadic-eid-Schif, Alcian|

Blue-PAS p ke mucing = di i imiy

Metodologie per Fanalisi di ALK

Jo della metastasi, Tutmvia, & ogportuno
comsiderare che i kit disgnosiici mnc stati svilippati = validad 200 31 campiori
istalogici fimati in Ermalina ¢ inchei in pamfEna (FEPEL Per quanto conceme
i campicni ismlogici,
5 micrem) di g gl
risaltati in como di letiura. Le sezioni devons essere montate su verini pre-
trttati per FISH e le sezioni devono eser fatte aderire mediante sssiccamento
per un'ora 2 60 o overnight a 45°C. Prima ddhwlmume el FISH, &
necesaria

Ecaing, in modo da 1i iche di

Per guiare Ie decisioni ferapautiche i pazienti con WSCLC [analis genctica di
ALK si affanca alk fcera di mutszioni dd gene EGFR (vedi line: guid dedi

teves, Bl cana in cui b companems neaplistica sul campinne sia ssigm, &
ms.guhue seginare con matit vetrografica larea da ssamirare sul vetring da
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A La multisciplinarieta alla diagnosi
A L@ttimizzazione del materiale diagnostico
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Home Chi siamo Piano di attivita 2012 Eventi 2012 Contatti Risorse web Aziende Sanitarie

EEREGIONE @2’335%5’.#’2 Neoplasie toraco - polmonari Chi é online
W WPIEMONTE (e Sovtae e o Pamcets 87 visitatori online
: = Cerca nel sito
~§":/—\ | Indicazioni organizzative e raccomandazioni
f@&rurmm I_
di Rete 1

[

Area Cittadini

: Indicazioni organizzative e raccomandazioni per i servizi di endoscopia 1 Poli Oncologici
Area Operatori SR 9
Rete e Aziende Sanitarie documento elaborato dal gruppo di lavoro (GdL) composto da: Angelo Albano, Ida I Centri Accoglienza e Servizi
Colantonio, Maurizio Mancuso, Pier Luigi Piovano, Mario Salio, Claudio
G.I.C. incontri di Rete Z na. ). _Documento I Gruppi Interdisciplinari Cure

di refertazione TC di lesioni neoplastiche polmonari: Guida ai Servizi di Rete
to elaborato dal gruppo di lavoro (GdL) composto da: Bretti Sergio, Donati

imerutti Giorgio, Russo Filippo, Tonda Laura, Sillano Alberto. /- Diritti dei pazienti

nto

G.LC. per patologia

Gruppi di Lavoro

Gruppi di Studio per patologj Info&Letture

Indicazioni e raccomandazioni per la core biopsy eco o TC-guidata di lesione
polmonare sospetta per neoplasia:
documento elaborato dal gruppo di lavoro (GdL) composto da: Caterina Casadio,

Staff di Rete Actedi alle cure

Silvia Novello, Lucio Buffoni, Paolo Carbonato, Andrea Ferraris, Mauro Papotti,
Paola Franciadicelle, Luisa Delsedime. ). _Documento

Guida ai Servizi di Ret S. Polo di Torino

Linee guida e protocolli C.A.S. Polo Nord-Ovest




A fcell-blockopreparation from effusion and
aspiration cytology Is essential to increase
guality of diagnostic and predictive tests

Kossakowski et al. Respiration 2014



>_
o
@)
—l
O
O
Z
O
LL
@
l_
z
L
p=
l—
x
<
o
L
8
=
x
@)
l—
L
O
>—
=
%
ha
L
>
Z
)

10. ‘:?v’e re-rcc:rnmend ‘Ehat the term NSCLC-NOS be used as

l little as possible, and we recommend it be applied only
when a more specific diagnosis is not possible by
IASL morphology and/or special stains (strong recommen-

dation, moderate quality evidence).
¢CNF gAa 2 SO FfxX wW2dz2NyIFEf 2F ¢K2NI OAO

Other, 4246, 4.7%

Sarcomatoid, 1385, 1.5%
NSC, Other, 654, 0.7%

Large cell
neuroendocrine, = Bronchioloalveolar,
222,0.2% Large cell, NOS, | Carcinoid, squamous, 652, 0.7%
1805, 2.0% 714,0.8% 817,0.9%
IASLC

TR AL ESSOCUATION S04 THE 5TL 07 OF LUWG CANCER

< ERAB

Eorgaring Thiracs Cascers Hericwide



The 2015 World Health Organization Classification of
Lung Tumors

Impact of Genetic, Clinical and Radiologic Advances
Since the 2004 Classification

William D. Travis, MD,* Elisabeth Brambilla, MD, 7 Andrew G. Nicholson, MDD, } Yasushi Yatabe, MD,§
John H. M. Austin, MD.|| Mary Beth Beasley, MD,¥ Lucian. R. Chirieac, MD.# Sanja Dacic, MD,**
Edwina Duhig, MD, 17 Douglas B. Flieder, MD,}} Kim Geisinger, MD,§§ Fred R. Hirsch, MD.,|| ||
Yuichi Ishikawa, MDD, 9 Keith M. Kerr, MD ## Masayuki Noguchi, MD,*** Giuseppe Pelosi, MD, 111
Charles A. Powell, MD, [ i Ming Sound Tsao, MD,§§§ and Ignacio Wistuba, MD, || |||l
On Behalf of the WHO Panel

J Thorac Oncol. 2015:10: 12431260

New Small Biopsy/Cytology Terminology Morphology/Stains

2015 WHO Classification in Resection Specimens

Morphologic adenocarcinoma patterns
clearly present

Adenocarcinoma (describe identifiable
patterns present)

Adenocarcinoma with lepidic pattern
(if pure, add note: an invasive component
cannot be excluded)

Invasive mucinous adenocarcinoma
(describe patterns present; use term
mucinous adenocarcinoma with lepidic
pattern if pure lepidic pattern)

Adenocarcinoma with colloid features

Adenocarcinoma with fetal features

Adenocarcinoma with enteric features®

NSCC, favor adenocarcinoma“ Morphologic adenocarcinoma patterns not
present but supported by special stains

(i.e., TTF-1 positive)

Adenocarcinoma predominant pattern: lepidic, acinar, papillary
solid, and micropapillary

Minimally invasive adenocarcinoma, adenocarcinoma in situ, o1
an invasive adenocarcinoma with a lepidic component

Invasive mucinous adenocarcinoma

Colloid adenocarcinoma
Fetal adenocarcinoma
Enteric adenocarcinoma

Adenocarcinoma (solid pattern may be just one component
of the tumor)

Morphologic squamous cell patterns
clearly present

Squamous cell carcinoma

NSCC, favor squamous cell carcinoma® Morphologic squamous cell patterns not

present but supported by stains (i.e.,
p40-positive)

Squamous cell carcinoma

Squamous cell carcinoma (nonkeratinizing pattern may be a
component of the tumor)

NSCC NOS? No clear adenocarcinoma, squamous or
neuroendocrine morphology or staining

pattern

Large cell carcinoma
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A La multisciplinarieta alla diagnosi
A L@ttimizzazione del materiale diagnostico
A La necessita ditare al passo con i tempi




RET 2%
_~  ROS2%

MET Amp 5%

NOMIC

HER2 1%

amougCarcinoma

EGFR non- \‘
sensitizing 2% MAP2K1

N5 >1%

Greater than one / of
mutation 4% PIK3CA 2% NRAS 1% “\\)‘5 °

Adenocarcinoma = & rorrLamp

B FGFR2 mut

O PI3KCA mut

O PTEN mut/del

B CCND1 ampl

O CDKN2A del/mut
B PDGFRA ampl/mut
[0 EGFR amp

B MCL1 ampl

B BRAF mut

0 DDR2 mut

[0 ERRRB? amnl

UNIVERSITY OF TORIR@MEPARTMENT OF ONCOLOGY



UNIVERSITY OF TORIR@MEPARTMENT OF ONCOLOGY

Lung Cancer Mutation Consortium 2.0
6% Cases with Aberrations in >1 Driver (39/687)

# Single
Mutation
S

BRA EGF HER KRA MAP2 ME NRA PIK3C
R 2 S K1 T S A

Cases with 3 drivers: *EGFR-KRAS-PIK3CA (2), *EGFR-MET AMP-RET(1)
Johnson BE, WCLC 20



>-
O
O
-l
o)
8]
Z
O
LL
O
|_
Z
L
=
—
o
<
ol
L
8
=
o
O
LL
O
>
=
N
o
LU
=
Z
)

EGFRKIs and EGFR Mutation

Front- Line Studies

Study Entry Criteria HR for PFS HR for OS
(EGFR mut +) (EGFR mut +)

IPASS Asiatic, never& light gsmokers, 0.48 0.91*

Mok 2009 adenocarcinoma (0.36:0.66) (0.761.10)

(EGFR mut + 59.7%) *overall population

First¢ SIGNAL Adenocarcinoma, Neveamokers 0.61 0.82

Han JY 2012 (EGFR mut + 44%) (0.301.22) (0.351.92)
NEJO02 EGFR Mutation + (all) 0.35 0.887
Maemondo 2010 (0.250.50) (0.6341.241)

Proc. ASCO 2011

WJITOG3405 EGFR Mutation + (all) 0.520 (0.378.715) 1.185 (0.7671.829)
Mitsudomi 2010

EURTACEUV) EGFR Mutation + (all) 0.42 (0.270.64) 0.86 (0.541.38)
Rosell 2012

Benlloch 2014

OPTIMAL(China)

EGFR Mutation + (all)

0.16 (0.160.26)

1.04 (0.681.58)

Zhou 2012

LUXLUNG 3 EGFR Mutation + (all) 0.58 (0.480.78) 0.88

Sequist 2013 0.47 ((0.340.65)*) (0.661.17)

Yang 2015

Wu 2014 EGFR Mutation + (all) 0.28 0.93

Yang 2015 (0.200.39) (0.721.22)
gefitinib afatinib erlotinib




IASLC ' "i!“’ 16™ WORLD CONFERENCE ON LUNG CANCER
SEPTEMBER 6-9, 2015  DENVER, COLORADO, USA

wlkENBE FTYR !'yO2YY2Y a d:
Issue to define it properely

V Exonl9delandLl858Rare describedasclassicEGFRnutations

V Uncommon mutations with known clinical significance G719X,
S768, T790M, insertionsin exon20, and L861Q

V RareEGFRnutations are consideredall other EGFRnutations



16™ WORLD CONFERENCE ON LUNG CANCER
SEPTEMBER 6-9, 2015 ~ DENVER, COLORADO, USA

[ASLC 4
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838 patients randomly assigned 1207, m Group 1 40 <

or treated in LL2, L3, and 1004 B Group 2 . 35 @

L6 I Group 3 30 §

! 80 -5 3,

. %

100 uncommon mutations 60 . . 20 2

. LR 5

l e . -15 -

. ! * . £

‘ ‘ . ., 10 )
N s 8

75 given afatinib 25 given chemotherapy ¢ -1
0 2

l

.

. .

Maximum decrease from baseline (%)

JYang et al LanceDncol2015

38 group 1: point mutations 14 group 2: de-novo Thr790Met 23 group 3: exon 20 insertions =40
and duplications, or both, in 6 Thr790Met + Leu858Arg sessenas
exons 18-21 3 Thr790Met alone =60
12 Leu861GIn alone 3 Thr790Met +del19
8 Gly719Xaa alone 1Thr790Met + Gly719Xaa =80 -
5 Gly719Xaa + Ser768lle 1Thr790Met + LeuB58Arg +
3 Gly719Xaa + Leu861GIn Gly719Xaa =100 T T T T T T T - T T T T
2 Glu709Gly or Val + 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Leu858Arg
2 Ser768lle + Leu858Arg Patient index sorted by maximum % decrease in descending order
1Ser768lle alone
1Leu861Pro alone
1Pro848Leu alone
1 Arg776His + Leu858Arg
1Leu861GIn+del19
1L
-J Objective response Duration of response Disease control Progression-free Overall survival
(months) survival (months) (months)
Group1(n=38)*  27(711%541-846)  111(41-152) 32(842%,687-940)  107(56-147) 194 (16-4-26.9)
Group 2 (n=14)t 2(14:3%, 1.8-42.8) 82 (41-12.4) 9(64:3%,351-872)  2.9(1.2-83) 149 (81-249)
Group 3 (n=23)# 2 (8:7%, 11-28.0) 71(4-2-101) 15(652%, 42.7-836)  27(1-8-42) 92 (41-142)
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ncidence of the rare

mutations reported 125,898
EGFR mutations in the

COSMiICatabase

A While E709K (N=44, 0.17%),
G724S(N=12, 0.046%) and T7511(N=1

0.039%) are relatively common, most ¢
the others are <5 (0.019%).

A E709K is sensitizing mutation (Kobaya
et al., CCR, 2015)

A All of the mutations with description of
base change were C{GA transitions

Mitsudomi T DiscussiotWCLC 2015

R841K
P699S
L703P
1706V

M766T
G735S

Q812R
R836H
E697K

D761M /V765M

R748G

W731Stop

E865K
E804K
L703P
V742A

.hmwl—‘hl—‘gONl—‘hl—‘OLﬂl—‘

talﬂgue of somatic mutations in cancer

C T
T-C

T-C
GA

GA

IG-A
AG
GA
GA
GA
T-C
T-C

We have to be careful
when we see very very
rare mutation using

FFPE specimens,

especially small biposies




Il target e il suo farmaco: una storia in rapida evoluzione

.Bi!:\;)_ABL Philadelphia Mechanism of action: BCR-ABL Hematologic 1st BCR-ABL
Inhibition chromosome translocation of the inhibitors responses in CML  targeted therapy
41 years discovered ABL oncogene (patents filed) (53 of 54 patients) approved

EGFR
inhibition Tyrosine kinase activity EGFR-TKIs approved EGFR mutations EGFR-TK) —~oroved
23 vears of EGFR identified for NSCLC predict response for 1st-lir EGFR
y to EGFR-TKIs mutant CLC

S

HER?2 >
inhibition HER2 cloned & HER2 expression 1t HER2 t i3
amplification identified predicts response therapy aj o

15 years §
2

. B.RA.F BRAF mutations Responses in
inhibition identified in cell BRAF-mutant
8 years lines and melanoma tumors

1st BRAF rgeted
therapy . oroved

ABajeuis 1axtewolq Yyum Adesay) pasbire]

ALK inhibition i ALK fusions 15t ALK targeted
3 years translocation as a predict therapy approved
potential drug response
target in NSCLC

1. ChinlL, et al. Nat Med. 2011;17:297-303.
2. Chong CR and Janne PA. Nature Med. 2013; 19:1389-1400.



>-
Q)
O
—
O
O
P
@)
LL
@)
|_
P
L
=
|_
o
<
o
L
8
&
x
O
|_
LL
@)
>
=
7))
o
L
>
Z
-

Entra nel sito dell'AIFA

%ﬁ?/ﬂ%&/ %/m& (%/ . % AL IPeUCO
AI A
I/ \

lung canci

DETERMINA 25 marzo 2013

Inserimento del medicinale Crizotinib (Xalkori) nell'elenco dei
medicinali erogabili a totale carico del Servizio sanitario nazionale
ai sensi della legge 23 dicembre 1996, n. 648, per il trattamento di
pazienti affetti da carcinoma polmonare non a piccole cellule
pretrattato e con traslocazione del gene ALK. (Determina n.
317/2013). (13A02987)

(GU n.83 del 9-4-2013)
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Impact of time to drug approval on potential years of life lost: the
compelling need for improved trial and regulatory efficiency

- Used phase lll trials in incurable cancers published -2005:
With statistically significant increase in survival

- Drug approved by the FDA in that malignancy

- 21 drugs in 11 malignancies ilgstrative examples

Calculated:

Life-years lost per year of approval delay:

Multiplied no. deaths per year (for specific subgroups included in phase lll trial) x medial
survival gain (yrs):

- Life-years lost between drug discovery and approval:

Used US dates as surrogate for worldwide

- Life-years that would have been saved if time from discovery to approval reduce8 to
years

- Life-years saved by improved trial safety

DJ Stewart et al, WCLC 2015



Life-years lost worldwide per year delay in drug approval

Colorectal / bevacizumab
Colorectal / oxaliplatin
MNSCLC f erlotinib
Hepatocellular f sorafenib
Non-squam lung / bevacizumab
Breast / pertuzumab
Prostate S enzalutamide
Prostate / abiraterone
Prostate f sipuleucel-T
Breast S eribulin
Squamous lung / nivolumab
Colorectal / cetuximab
Colorectal f regorafenib
Cervix / bevacizumab
Myeloma / bortezomib
Prostate / cabazitaxel
Breast / TDM-1
Head/MNeck / cetuximab
Renal / sunitinib

Breast / trastuzumab
Gastric J trastuzumab
Renal / temsirolimus
Renal / sorafenib
Myeloma / pomalidomide
Melanoma ipilumumab
Melanoma f nivolumab
Melanoma f vemurafenib

Total combined life-years lost / year:
Worldwide: 2,541,274

1 for every 12 seconds delay
North America: 240,085

50,000 100,000 150,000 200,000 250,000

Life-years lost worldwide per year



Life-years lost worldwide from patent application to approval

Colorectal f Oxaliplatin
Colorectal Jf Bevacizumab
MNSCLC [ Erlotinib

Prostate f Abiraterone
Non-sguam lung / Bevacizumab
Breast / Pertuzumab
Cervix / Bevacizumab
Hepatocellular / Sorafenib
Squamous Lung f Nivolumab
Colorectal Jf Cetuximab
Prostate f Sipuleucel-T
Head/MNeck f Cetuximalb
Breast / Eribulin

Myeloma f Bortezomib
Prostate f Cabazitaxel
Colorectal f Regorafinib
Prostate f Enzalutamide
Gastric f Trastuzumab
Myeloma / Pomalidomide
Renal f Temsirolimus
Breast f TDM-1

Breast / Trastuzumab
Renal / Sunitinib

Renal / Sorafenib
Melanoma f Ipilumumab
Melanoma f Nivolumab
Melanoma Jf Vemurafenib

Total combined life-years lost:
Worldwide: 31,537,958
North America: 2,956,667

1,000,000 2,000,000 3,000,000 4,000,000 5,000,000 6,000,000
Life-years lost worldwide
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A La multisciplinarieta alla diagnosi

A L@ttimizzazione del materiale diagnostico
A La necessita ditare al passo con i tempi
A Nuovi farmaci, differente gestione del pz




ATargeted agents exhibit the same frequency (and
sometimesseverity) of toxicities as traditional cytotoxic
agents,with the main differencebeingthe nature of the
toxic effects

ASome classical chemotherapy toxicities (such as nause:
diarrnea, fatigue) are still present, while in other cases
toxicities have been replaced by vascular, dermatologic,
endocrine, coagulation, immunologgular, and
pulmonary toxicities.

>
Q
O
_
O
O
Z
O
LL
O
|_
Z
L
=
—
x
<
ol
L
S
=
nd
O
LL
O
>
=
N
g
L
=
Z
-

ADo we always describethese toxicities in the proper
way, well reporting it cutsseess?

Grace K. Dy, Ca J for Clinicians 2013
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Italian Survey In pts & referral oncologists

NovelloS Orbassano

N=90 (41 had only TO anglér )itinib

o=

ValmadreG, Sondalo

Casartelli C, Como w Erotinib

CortinovisDP, Monza
.. Erlotinib+Other

SeebachelC, Bolzans Targeted

Bria E, Verona w Erlotinib+Bevacizuma

Binato § Vicenza b

_ w Alk inhibitor
TiseoM, Parma
Merlo V, Udine = Afatinib

Di Maio M, Napoli _
.. Carbo/Tax+Bevacizur

ab
. Bevacizumab

Rossi A, Avellino

GalettaD, Bari

Novello S et al, Transl Lung Cancer Res 2014  snoessmcer



During the previous days of therapy, did you develepntoxicity of g
any type (ie: dryness, flaking and/or fissuring of the skin, erythem LCE

fomen Against
Lung Cancer

pruritus, acneiform rash, infection or nail abnormalities)?

If YES, please provide the

40 - degree

of severity:

35 1 A Grade 0 (absent)

A Grade 1 (mild, without
need
of treatment)

A Grade 2 (moderate, need

20 o PHYSICIANS of minimum local
treatment)

A Grade 3 (severe, need of
medical treatment with
restriction of daily
activities)

A Grade 4 (severe, need of
urgent medical

Gl Gl Gl G2 G2 G2 63 G3 @3 G4 G4 GA treatment)
0T T2 0T T 0T T2 0 T T2 |

ssssssssssssss

30 1

25

W PATIENTS

15 1

10 7
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Novello S et al, Transl Lung Cancer Res 2014



Gestione pratica
dei pit comuni effetti collaterali

WORK IN PROGRESS ]

TERAPIA A BERSAGLIO MOLECOLARE E IMMUNOTERAPIA

5 &

Gestione pratica dei piu comuni effetti collaterali

A cura della Drssa Sara Pilotto e
Drssa Ausilia Mara Manganoni
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A La multisciplinarieta alla diagnosi

A L@ttimizzazione del materiale diagnostico
A La necessita ditare al passo con i tempi
A Nuovi farmaci, differente gestione del pz
A La consapevolezza del risultaim terming




PFS of patients treated with TKis with
mutation/rearrangement within clinical trails

gefitinib erlotinib afatinib crizotinib

11,1 11,0
10.8 10,4

7,7
6,9

5,6
4,2

NEJOO2 WJITOG340:t OPTIMAL EURTAC LuxLung3 LuxLung6 Profile 007*

*second line versus pemetrexed
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Defining resistance by RECIST may lead to
premature termination of TKI

Advance stage PD
NSCLC with By doctor
EGFR Mutation Discretion*
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*Doctor Discretion: Symptomatic progression, multiple progression
Threat to major organeetc Pl: K Park
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ASPIRATION triddey results

A Of 207 patients, 171 had RECIST PD; 93 continuedPpostlotinib
A PFS1 median was 11.0 months (95% CI1 9.2, 11.1)
A PFS2 median was 14.1 months (95% CI 11.5, 14.8)

A Difference between PFS1 and PFS2 in patients receiving?post
erlotinib was 3.1months
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11.0 months 14.1 months

20
Progression-free survival time (months)

K Park et al, ESMO 201-



Annals of Oncology 23 (Supplement 7): vii56-viig4, 2012

clinical practice guidelines oo sz

Metastatic non-small-cell lung cancer (NSCLC): ESMO
Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment
and follow-up’

S. Peters’, A.A. Adjei?, C. Gridelli®, M. Reck?®, K. Kerr® & E. Felip® on behalf of the ESMO
Guidelines Working Group”

"Centre Hospitalier Universitaire Vaudois (CHUV), Lausanne, Switzerland; ZDepanfmem‘ of Medicine, Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, NY, USA; 5‘De;:)ari‘rme-nt of
Medical Oncology, 'S.G. Moscati’ Hospital, Avellino, Italy; *Department of Thoracic Oncology, Hospital Grosshansdorf, Grosshansdorf, Germany; *Aberdeen Royal
Infirmary, Aberdeen, UK; Svall d'Hebron University Hospital, Barcelona, Spain

Re-biopsy at disease
progression should be considered [7].

Diagnosis (and tests) do not end
at the time of diagnosis




Mechanisms of drug resistance to EGFR and Al
targeted therapies

SCLC transformation 5%
T790M+SCLC ~2%

PIK3CA+SCLC ~3%

Others
/no identified
mechanisms
~15-20%

MET+SCLC ~1%

BRAF ~1%
CRKL amplification ~9%

Secondary
PIK3CA mutation ~ 5%

EGFR mutations

~60%
T790M
HER2 amplification
10%

MET amplification 5-20%

MET amplification+T790M
~- 709,
3% HER?2 amplification+T790M
~4%

EGFR mutant

1151Tins, L1152R, C1156Y,
L1196M, F1174L, G1202R,
G1206Y, G1269A,

11174T, V1180L

Others/

no identified Secondary
mechanisms :
KRAS mutation ~20-25% ALK mutations
~10%

20-30%

Secondary ALK mutation
+ALK amplification
~10%

KIT amplification
~15%

wild type ALK

amplification
~10%

Secondary ALK mutation
+EGFR activation
~10%

Secondary ALK mutation

+KRAS mutation
~10%

ALK rearranged

EGFR/ALK target alteration

Alternative pathway activation
Histologic transformation

Junko Tanizaki, WCLC 20
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Tumor response by independent central review

100

80
60 Best percentage change from baseline in target lesion — all patients

40
20 ‘ B e e i B e

O C

-40

-60 4 M Complete response
80 - M Partial response

B M Stable disease e
-100 - . Prg.gressive disease COIIﬁl'lTIed Objectl\fe response Total

M Not evaluable

71%
t
SRl (95% CI 64, 77)
Complete response,t n (%) 2(1)
Partial response,* n (%) 139 (70)
Stable disease 26 weeks,S n (%) 41 (21)
Progressive disease, n (%) 15 (8)
92%
BIeks (95% CI 87, 95)
rQanugal I'ECI!J'I-I’I [F=1+3 Favy Fas) T
Stable disease 8 5 13
Proaressive disease 2 0 2

RamalingamS et alMitsudomi T et al, Yang J et al, MINI ORAL 16, WCLC 2015
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Data with AZD9291

Adverse events: all causality

AEs by preferred term,
occurring in 215% of patients L Sl =l e izl
overall* n (%) n (%) n (%) n (%)

Any AET 59 (30) 79 (39) 60 (30) 198 (99)
Diarrhea 76 (38) 13 (7) 2(1) 91 (45)
Rash (grouped terms) 69 (34) 11 (6) 1(1) 81 (40)
Dry skin 40 (20) 3(2) 0 43 (21)
Paronychia 28 (14) 12 (6) 0 40 (20)
Decreased appetite 27 (13) 7(4) 2(1) 36 (18)
Nausea 27 (13) 6 (3) 2(1) 35(17)
Cough 28 (14) 3(2) 0(0) 32 (16)
Constipation 20 (10) 6 (3) 1(1) 30 (15)
Select AEs of interest

ILD (grouped terms) 2(1) 0 5(3) 7 (4)
Hyperglycemia 1(1) 0 1(1) 2(1)
QT prolongation 5(3) 1(1) 0 6 (3)

RamalingamS et alMitsudomi T et al, Yang J et al, MINI ORAL 16, WCLC 2015
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viechanisms O

T790M
seconday
©  mutation others (rare
g L747S, D761Y, T854A
—= L
amplificat EGFR ampl/loss
on/loss
S c-METHER2HERS,
0 bypass IGF1R, AXL, DAPK, HE
8¢  track JAK
c\utij HGF, FGF, VEGF
c‘§_§ down BRAF CRKL, PIK3CA
5» stream PTENMEK1, NHkB,
pathway PUMA
EMT
Histologic (TGFhMED12, AXL,
transformation Notch1)
SCLC

Acqgulrea
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~esistance In 20

(13/43 in Del 19, 2/24 in

imp

T

2/67, suggesting
overgrowth of an alternate

1. Piotrowska, Cancer Discov, 2015
2. Ercan et al., Clin Cancer Res., 201
3. Tricker et al., Cancer Discov, 2015
4. Eberlein et al., Cancer Res, 201

Mechanisms of acquired resistance to AZD9291 in EGFR T790M positive lung ¢dr@gnard et al, WCLC 2015
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Ceritinib already approved by FDA

Shaw A et al, NEJM 2014



