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RIASSUNTO

Il carcinoma della mammella e la neoplasia malidaelbsesso femminile a piu elevata incidenza nei
paesi industrializzati e rappresenta la princigaasa di morte nelle donne tra i 40 e i 50 anni.
Nonostante il miglioramento della prognosi di gaestalattia negli ultimi decenni, grazie agli
avanzamenti nel campo della diagnosi precoce drattamenti adiuvanti, una parte delle pazienti
sviluppa una malattia metastatica e in queste pae sopravvivenza mediana rimane di 24-48
mesi, variabile in base all’estensione, alla sedallaggressivita biologica della malattia. In
considerazione dell’eterogeneita clinico-biologigan esiste un trattamento standard per la malattia
metastatica e la scelta del clinico deve conforimaurissingolo caso e su un’attenta valutazione del
rapporto tra beneficio e tossicita dei trattamebé. chemioterapia € il trattamento di scelta per
pazienti con malattia ormonoresistente, impegnoevede o andamento rapidamente evolutivo e ad
oggi disponiamo di numerosi farmaci attivi in quesetting. Il ruolo cruciale svolto dal processo di
neoangiogenesi tumorale nella progressione e maéitazstzione neoplastica ha portato allo sviluppo
e sperimentazione clinica in diverse neoplasiedeolii bevacizumab, anticorpo monoclonale
umanizzato diretto contro il Vascular Endotheliab®th Factor (VEGF), mediatore chiave della
neoangiogenesi tumorale. L’associazione di bevawtuad una chemioterapia di prima linea con
taxani rappresenta una possibile opzione terageirtipazienti con neoplasia mammaria metastatica,
sulla base dei risultati di studi clinici randonanz Tuttavia lo sviluppo di resistenza in una pait
pazienti, la disponibilita di numerosi farmaci wattin questo setting e i costi del trattamento,
costituiscono elementi di criticita sollevati a\sfee di questo approccio da una pare dei clinici.
L'identificazione di biomarcatori predittivi di @ffacia in grado di selezionare i soggetti con minor
maggiori possibilita di beneficiare dell'inibiziordi VEGF permetterebbe al clinico un approccio
terapeutico personalizzato ed un’ottimizzazionerdpporto costo/efficacia dei trattamenti. Ad oggi
tuttavia non € noto alcun fattore predittivo diedtia validato, nonostante i numerosi studi cotndot
Sulla base di lavori recenti e stato ipotizzato gpecifici polimorfismi del gene VEGF e di altrirge
coinvolti nell’angiogenesi possano condizionaréitacia del trattamento con bevacizumab. Questo

studio pilota e stato condotto grazie alla coopgerezdi altre U.O. di Oncologia Medica italiane con



I'obiettivo di identificare polimorfismi genetici idmediatori pro- o antiangiogenetici (VEGF,
VEGFR2, IL-8, TSP-1, EPAS1 e HIEL potenzialmente in grado di predire la risposta al
trattamento con bevacizumab in termini di attivéié efficacia, su campioni di DNA estratto da
sangue periferico di pazienti affette da carcinomammario metastatico sottoposte ad un
trattamento di prima linea con paclitaxel e bevagiab. Le caratteristiche delle 111 pazienti ineerit
in questo studio retrospettivo sono: eta medianarb® (range 32-81), performance status (ECOG
PS) 0/1=100/11, recettori ormonali positivii/negat®2/19, intervallo libero da malattia (DFI)</>12
mesi=30/81, numero di sedi metastatiche </> 3 374¢on mediana di 2 (range 1-6), impegno di
malattia viscerale / scheletro o tessuti molli #38] precedente chemioterapia/chemioterapia con
taxani= 76/26. Ad un follow up di 17.4 mesi la PESOS mediane sono risultate di 11.6 e 32.4
mesi. Si sono osservate 14 CR (12.6%), 57 PR (91&%1 SD (27.9%). Sulle 102 pazienti
genotipizzate, nessuno dei polimorfismi analizzati mostrato individualmente una significativa
associazione con la PFS, all'analisi univariatageckzione di un trend per il genotipo AG rispetto
al genotipo GG di EPASL. All'analisi univariataésiosservata un’associazione significativa con la
PFS per I'espressione dei recettori ormonalitatthmento di mantenimento con bevacizumab, ed
un trend per la precedente chemioterapia con taxEmimite MDR software & stata eseguita
un’analisi di interazione genetica che ha mostwime varianti alleliche dei polimorfismi di due
geni, il VEGFR-2 rs11133360 CT e I' IL-8 -251AT,mmrrano nel determinare un profilo genetico
favorevole (presente in oltre il 50% delle pazigmissociato significativamente con la PFS; si
osservata infatti una PFS mediana di 14.0 mesP@®% 11.7-16.3) nel profilo definito favorevole
rispetto alla PFS mediana di 10.9 mesi (IC 95%12 4} dei restanti pazienti (46 pazienti) [p=0.033,
log rank test] e la significativa associazione tPFS si € mantenuta anche all'analisi multivariat
(HR di 0.63, IC 95% 0.4-0.99, p=0.046, Cox modeidpltre i genotipi EPAS-1 AG e AA rispetto al
genotipo GG (HR 0.50, IC 95% 0.27-0.91, p=0.024xdressione dei recettori ormonali (HR 0.22,
IC 95% 0.12-0.41, p<0.0001), il trattamento di nemimento con bevacizumab (HR 0.42, IC 95%
0.25-0.71, p=0.001) e il DFI superiore a 12 mesR (BL40, IC 95% 0.20-0.82, p=0.011) hanno
mostrato una riduzione significativa del rischio gdrogressione all’analisi multivariata. In
conclusione questa analisi retrospettiva suggetisegpossibile interazione tra IL8 e VEGFR2 in un
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profilo genetico costituito da piu profili alleli@ssociati significativamente ad una migliore PFS,
potenzialmente in grado di identificare un sottggr di pazienti con un miglior outcome/maggiori
possibilita di beneficiare di un trattamento corvdmzumab; abbiamo pertanto intenzione di
condurre uno studio prospettico per confermare nomealati generati da questa analisi in pazienti
con diagnosi di carcinoma mammario metastatichttdta in prima linea con I'associazione di

bevacizumab e paclitaxel.



1 INTRODUZIONE

1.1 Epidemiologia e trattamento medico del carcinoma mamario metastatico

Il carcinoma della mammella e la neoplasia malidaelbsesso femminile a piu elevata incidenza nei
paesi industrializzati e rappresenta la princigaesa di morte nelle donne tra i 40 e i 50 anni. In
Italia ogni anno si registrano circa 35.000 nucasiced 11.000 decessi e I'incidenza presenta un
netto gradiente tra Nord e Sud con rischi supedeti40% al Nord In Toscana nel 2010 sono state
stimate circa 4100 nuove diagnosi di tumore dellammella ed 850 decessi correlati a questa
patologia. Negli ultimi decenni si e assistito adincremento dell'incidenza di tumore mammario a
fronte perd di una diminuzione della mortalita kega questa patologia, grazie ai miglioramenti
raggiunti nel campo della diagnosi precoce e dattamenti specifici [1]. Nonostante gli
avanzamenti nel campo della diagnosi precoce drdgamenti adiuvanti abbiano sensibilmente
migliorato la prognosi di questa malattia, il 20¥3@lelle pazienti con assenza di interessamento
linfonodale alla diagnosi e fino al 50% delle patiecon linfonodi positivi alla diagnosi
svilupperanno metastasi a distanza, mentre in dirég dei casi la paziente si presenta in stadio
avanzato di malattia gia al momento della diagnibsiarcinoma mammario metastatico rimane ad
0ggi una malattia non guaribile con una sopravvaeemediana di 24-48 mesi, variabile in relazione
alla sede, estensione e aggressivita biologica dadllattia, fatta eccezione di casi sporadici &ilc
2-3%) in cui le pazienti raggiungono lungo sopraewize [2,3,4]. Contestualmente, gli obiettivi
principali del trattamento medico risultano il progamento della soprawvivenza libera da
progressione, il controllo dei sintomi, il miglion@nto della qualita di vita e, laddove possibilg|ad
sopravvivenza globale. In tale scenario € evidentee la scelta del clinico debba conformarsi sul
singolo caso e su un’attenta valutazione del rapgoa beneficio e tossicita del trattamento. Résul
fondamentale lo sforzo di ridurre al minimo le ioga correlate ai trattamenti e individualizzate i
piu possibile la terapia, contestualizzandola edleatteristiche della neoplasia (livello di espi@ss

dei recettori ormonali e di HER2 sul tumore pringtio se disponibile sulle metastasi, sede ed

estensione della malattia, aggressivita biologit@rvallo libero da malattia) e della pazientea(et



performance status, comorbidita, precedenti tratdimeffettuati, disponibilita delle terapie ed

accessibilita alle stesse, desideri ed aspettdéila paziente) [5].

1.1.1 Trattamento medico della malattia metastatica HER2ositiva

Nella malattia mammaria metastatica che iperespHiBE&2, noto fattore prognostico sfavorevole
nella neoplasia mammaria, I'impiego nella pratitiaica di Trastuzumab, anticorpo monoclonale
umanizzato diretto contro il dominio IV della parae extracellulare del recettore HER2, ha
modificato radicalemnte la storia nalturale dellalattia. La combinazione di trastuzumab ad una
chemioterapia con taxani [6,7], vinorelbina [8,8&rivati del platino, gemcitabina, capecitabina e
antracicline liposomiali, ha dimostrato incremeat#&efficacia della chemioterapia, sia in prima
linea che in fasi successive di trattamento in gratzicon carcinoma mammario sovraesprimente
HER?2, costituendo il regime terapeutico di riferitteein questo setting di pazienti [1QJo studio di
fase Il di Slamon e coll. su 469 pazienti metasiat HER-2 positive ha portato alla registrazione
del farmaco, dimostrando come I'aggiunta di trastoab con schedula settimanale (dosaggio di
2mg/Kg/settimana dopo una dose di carico di 4 mg/8gmministrato fino a progressione di
malattia) ad una chemioterapia standard di primealicon antraciclina e ciclofosfamide in pazienti
non precedentemente trattate con antraciclineeftisamente doxorubicina 60 mg/mq o epirubicina
75 mg/mq e ciclofosfamide 600 mg/mq, con cicli tigieogni 21 giorni) oppure paclitaxel nelle
pazienti trattate con antraciclina in fase adiuearfl75 mg/mq trisettimanale), incrementi
significativamente la sopravvivenza globale (O0%.12mesi vs. 20.3 mesi, p = 0.046), il tempo a
progressione (TTP) (7.4 mesi vs. 4.6 mesi, p <1).edl tasso di risposte obiettive (ORR) (50% vs.
32%, p < 0.001) rispetto alla sola chemioterapigueste pazienti [8]. Da questo studio deriva la
registrazione del trastuzumab in associazione elitpgel come trattamento di prima linea nel
carcinoma mammario metastatico nonché l'inapprepi clinica dell’associazione di antracicline e
trastuzumab, in considerazione dell’elevata inaderdi cardiotossicita riscontrata con tale
combinazione (incidenza di disfunzioni cardiache2¥#®% e 13% e eventi cardiaci di classe IlI-IV
secondo NYHA del 16% e 3%, rispettivamente nel @icadi combinazione con antraci cline e con

paclitaxel). Un successivo studio randomizzatoadief |l condotto su 188 pazienti con carcinoma



mammario metatstatico HER2 positivo ha confermaiomaggiore efficacia in prima linea
dell’associazione di trastuzumab settimanale care@doxel (100 mg/fcon cicli ripetuti ogni 21
giorni, per sei cicli) rispetto al solo docetaxeltermini di ORR (61% vs 34%, p = 0.0002), TTP
(12.7 mesi vs 6.1 mesi, p = 0.0001) e OS (31.2 mes22.7 mesi, p = 0.0325) [9]. Per quanto
riguarda il trattamento della malattia HER2 positidopo la progressione ad una prima linea
contenente trastuzumab, la scelta del clinico poadere sul proseguimento del trastuzumab in
associazione ad un diverso chemioterapico oppufassociazione di lapatinib e capecitabina. La
prima strategia rappresenta un'opzione diffusaaneliatica clinica, seppur in assenza di dati
consolidati di studi randomizzati, fondata sullsdali esperienze precliniche e studi retrospeattivi
prospettici non controllati [11,12]; inoltre i rigati dello studio randomizzato di fase Il di Von
Minckwitz e coll. di confronto tra I'associazioné wlastuzumab e capecitabina rispetto alla sola
capecitabina in pazienti con carcinoma mammarioastatico HER-2 positivo progredite ad un
trattamento di prima linea con trastuzumab, pemtpu@reliminari vista l'interruzione precoce del
trial e lo scarso accrual (arruolate 156 pazieulies482 previste dal disegno statistico), hanno
mostrato un miglioramento significativo sia del T{g22 mesi vs 5.6 mesi; p=0.0338) che dellORR
(48.1% vs 27%; p=0.0115) a favore della combin@ziocon un trend positivo in termini di
sopravvivenza globale (mediana 25.5 mesi 20.4 me$i;257) [13], legittimando il diffuso impiego
nella comune pratica clinica del trastuzumab dopmgmessione di malattia. Per quanto riguarda
I'utilizzo in pazienti progrediti al trastuzumablid@ssociazione di capecitabina e lapatinib, itdké
reversibile intracellulare del dominio tirosin-chsico dei recettori EGFR e HERZ2, lo studio di fase
[ll randomizzato condotto da Gayer e coll su 324igiati con carcinoma mammario metastatico o
localmente avanzato sottoposte sia ad un tratt@n@m antracicline e taxani che al trastuzumab
per la malattia metastatica, ha mostrato ad un&inad interim pianificata la superiorita
dell'associazione di lapatinib e capecitabina @ipamente al dosaggio di 1250 mg die
continuativamente e 2000 mg/mq die dal giorno fjiaino 14, con cicli ripetuti ogni 21 giorni)
rispetto alla capecitabina (al dosaggio di 2500mapdie dal giorno 1 al giorno 14, con cicli ripetut
ogni 21 giorni) in termini di TTP (8.4 mesi vs 4nksi, rispettivamente, p<0.001), a fronte un lieve
aumento di incidenza di eventi avversi, soprattdittipo gastrointestinale (diarrea [60% vs 39%
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G1-4, p<0.001] e dispepsia [11% vs 3% G1-4, p=(Q)0&4cutaneo (rash [27% vs 15% G1-4,
p=0.011] ed hand-foot syndrome), comunque di grdele-moderato, con un ottimo profilo di
tollerabilita cardiologica in entrambi i gruppi tlattamento [14]. | dati relativi alle 399 pazieint
studio al momento della chiusura dell’arruoclame@tprile 2006) da parte del Comitato di Revisione
Indipendente, con successivo cross-over (36 pagidainno confermato il vantaggio in termini di
TTP e ORR a favore della combinazione [15]. Dal §lag2011 inoltre I'indicazione di lapatinib e
capecitabina € stata estesa in Italia anche alaaplinea di trattamento nelle pazienti progredite
entro sei mesi dal termine del trattamento adiwvaoin Trastzumab. Infine per quanto riguarda la
malattia mammaria metastatica con coespressiottER2 e recettori ormonali (HR), eventualita
che si verifica in circa la meta delle neoplasiemmmearie HER2 positive, la nota resistenza intrinseca
al trattamento ormonale conferita dalla concoméasgpressione di HER2, le crescenti acquisizioni
sul cross-talk tra la patway di HER2 e quella @églettore estrogenico e la possibilita di instaurare
un’endocrinoresponsivita in tumori HER2/HR positiésistenti alla terapia ormonale tramite il
simultaneo blocco delle due vie [16], hanno fornitaazionale per studi di combinazione tra
ormonoterapia ed agenti anti-HER2 in questo setingazienti, che ad oggi giustificano I'impiego
di questa strategia in casi selezionati di paziémtipost-menopausa con malattia metastatica
HERZ2/HR positiva. In particolare lo studio randomaito di fase Ill di Kaufman e coll. ha dimostrato
come l'associazione in prima linea di trastuzumatimanale e anastrozolo (1 mg/die) sia
vantaggiosa rispetto al solo anastrozolo in termirsopravvivenza libera da progressione (PFS)
(4.8 mesi vs 2,4 mesi; p= 0.0016), con un trengojpravvivenza globale (28,5 mesi vs 23,9 mesi),
su 207 pazienti postmenopausali con carcinoma mammaetastatico HER2/HR positivo [17].
Analogamente lo studio randomizzato di fase llJalinston e coll ha mostrato un vantaggio in PFS
(8.2 vs 3.0 mesi; p=0.019) a favore della combmaeidi lapatinib (1500mg/die) e letrozolo (2.5
mg/die) rispetto al solo letrozolo, su una popaaeidi 1286 pazienti in postmenopausa con malattia
mammaria HR/HER2 positiva (hon precedentementé¢ateacon trastuzumab o con un inibitore
dell'aromatasi) [18], sulla base del quale lapétigi attualmente registrato a livello nazionale e

europeo in associazione con inibitori dellaromatasappresenta un’opzione per pazienti in post-
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menopausa con malattia metastatica HR/HER2 pogtvde quali il clinico non ritiene opportuno

un trattamento chemioterapico.

1.1.2 Trattamento medico della malattia metastatica HERZhegativa

La scelta del trattamento in pazienti con malatt@mmaria metastatica HER2 negativa € basata
sulla valutazione da parte del clinico di fattdmico-patologici relativi alla malattia e alla paate,

tra cui la valutazione dell’endocrinoresponsiviall’entita di malattia (intesa come sede, estemsio
e sintomaticita delle localizzazioni di malattiakell'intervallo libero da malattia, dei precedenti
trattamenti eseguiti nonché dell’eta, comorbidispettative della paziente. Il trattamento ormenal
costituisce un’opzione ampiamente utilizzata nesicdi malattia endocrinoresponsiva con
caratteristiche clinico-patologiche di scarsa aggjkéta (tra cui un lungo intervallo libero da
malattia, un impegno prevalentemente scheletria tessuti molli, la pauci-/a- sintomaticita di
malattia), la quale rappresenta un’opzione valida gonne di qualsiasi eta e performance status
grazie alla limitata tossicita. Nella paziente peewpausale candidata ad ormonoterapia |l
tamoxifene in associazione ad LHRH analogo rapptes# trattamento ormonale di riferimento
[19]; invece nella paziente in postmenopausa l#asckl clinico ricade piu frequentemente sugli
inibitori dell’aromatasi o sul fulvestrant, risgetmente, sulla base della dimostrata superionita i
termini di TTP e ORR degli inibitori rispetto al n@xifene [20-22], e dell’'equiefficaia del
fulvestrant rispetto agli inibitori dell’aromataisi questo setting di pazienti [23-27]. Nelle patien
con malattia rapidamente evolutiva, con localizzazviscerali multiple oppure nei casi di malattia
non endocrinoresponsiva o divenuta ormonoresistenthemioterapia rappresenta il trattamento di
riferimento. In considerazione dell’eterogeneitiicb-biologica osservata in questo setting e della
disponibilita di numerosi farmaci attivi nella mtila mammaria metastatica non é definibile un
approccio standard per queste pazienti, cosicchésckdta del clinico pud variare da una
monochemioterapia ad una strategia chemioterapicaasdociazione, conformandosi sulle
caratteristiche di malattia e della paziente, cartigolare riferimento all’etd, comorbidita,
performance status e terapia ricevuta in fase adiey nonché sullo spettro di attivita e tossicita

specifica dei singoli farmaci. La polichemioteragiacaratterizza per un maggior tasso di risposte
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obiettive e tempo alla progressione rispetto atl'sequenziale di agenti singoli, a fronte di una
maggiore incidenza di effetti collateraliun impatto piu limitato sulla sopravvivenza gleb@ome
dimostrano una metanalisi di studi randomizzatiugito studio randomizzato di confronto tra
combinazione di antracicline e taxani rispettousiy sequenziale degli stessi agenti [28,29]. La
combinazione di piu farmaci costituisce I'approccimmunemente impiegato per il trattamento di
prima linea di pazienti con un buon performanceustanalattia sintomatica o in rapida progressione
clinica, mentre nei restanti casi l'utilizzo seqmiatte di chemioterapici costituisce un’opzione
ragionevole. Le combinazioni di antracicline e t@Xaanno dimostrato un’inequivocabile vantaggio
in termini di RR e un beneficio piu limitato in teini di TTP quando confrontate con regimi
contenenti antracicline, come dimostrato da unanadisi di studi randomizzati [30Nelle pazienti
precedentemente trattate con antracicline in fdgevante, I'impiego di un taxano in combinazione
con un altro agente chemioterapico, come la cagl@nd o la gemcitabina, come trattamento di
prima linea ha mostrato un vantaggio rispetto & saxano in termini di RR, TTP e OS in diversi
studi randomizzati, a spese di una maggiore te&sael trattamento, variabile a seconda dello
studio.In particolare nello studio di fase Ill di O’Shaumgssy e coll. la combinazione in prima linea
di docetaxel e capecitabina é risultata superispetto al solo docetaxel in termini di TTP (6.1sine
vs 4.2 mesi, p = 0.001), end point primario, OS§M 11.5 mesi, p=0.0126) e RR (42% vs 30%, p
= 0.006), a fronte di una maggiore incidenza detéiftollaterali di grado 3-4 (secondo la scala NCI
(71% vs 49%, rispettivamente) soprattutto di tipo gastmdtinale e di hand-foot syndrome
nell'associazione con la capecitabina, ed una iichézdi incidenza di neutropenia G4 e febbrile
rispetto alla monoterapia con docetaxel [3dho studio di fase Il di Alabain e coll. ha ina@tr
dimostrato come la combinazione di gemcitabinadditpael sia superiore rispetto al solo paclitaxel
in termini di OS (18.6 vs 15.8 mesi; p = 0.048%)d goint primario dello studio, TTP (6vk 3.9
mesi; p = 0.0002) e RR (41.4% vs 26.2%, p=0.0082pese di una maggiore incidenza neutropenia
di grado 3 e 4 (47.6% nel braccio di associazig@petto all'11.5% con il solo paclitaxel) [32]Jn
recente studio di fase Il di Chan e coll. ha confato la combinazione di docetaxel e gemcitabina
con la combinazione di docetaxel e capecitabin@eeviando un’efficacia simile tra i due regimi,
tuttavia con un disegno statistico di superioritigltre se I'associazione con la capecitabina ha
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mostrato una maggiore tossicita non ematologicandii@ot syndrome, diarrea e mucosite),
probabilmente da attribuire al dosaggio di capbait@ impiegato (1250 mg/mq bid giornol-14)
superiore a quello ad oggi raccomandato nei redirmombinazione (1000 mg/mq bid giorno 1-14),
il regime con gemcitabina ha determinato un lieveréemento di tossicita midollare [33]. Una
recente metanalisi su dati individuali (condottaldustudi e un totale di 3953 pazienti) condotta co
I'obiettivo di valutare I'impatto dei taxani nelaitamento di prima linea della malattia metastatica
ha mostrato come l'impiego dei taxani in regimicdmbinazione determini un vantaggio in termini
di RR (57% vs 46%, p<0.001) e PFS (HR 0.92, p=0.03petto a regimi senza taxani, in assenza di
un vantaggio significativo in OS, mentre la monapga con taxani sia inferiore rispetto alla
monoterapia con antracicline relativamente al RB¥3vs 38%, p=0.063) e alla PFS (HR 1.19,
p=0.011) [34]. Infine, come illustreremo nel sustes capitolo, il ruolo cruciale svolto
dall'angiogenesi nella progressione tumorale e ns¢ditizzazione ha fornito il razionale per |l
disegno di studi clinici volti a dimostrare la supéta dell’associazione di chemioterapia e farmac
antiangiogenetici rispetto alla sola chemioterapialiverse neoplasie solide, tra cui il carcinoma
mammario. In particolare I'aggiunta di bevacizumafiticorpo monoclonale diretto contro VEGF-A,
ad un trattamento chemioterapico di prima lineadewente taxani, in tre studi clinici randomizzati d
fase Il (E2100, AVADO, RIBBON-1), ha dimostrato uimcremento significativo della
sopravvivenza libera da progressione, end poimhgmido in questi studi, e del tasso di risposte
obiettive rispetto alla sola chemioterapia in patdiaffette da carcinoma mammario localmente
avanzato o metastatico HER2 negativo, a frontendimitato impatto sul profilo di tollerabilita del
trattamento [56-58]. Sulla base dei risultati dedlodio E2100 l'associazione di bevacizumab e
paclitaxel e stata registrata nel trattamento din@rlinea del carcinoma mammario metastatico
HER2 negativo, affermandosi come una tra le opaoniferimento per il clinico in questo setting di

pazienti.
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2 TRATTAMENTO ANTIANGIOGENETICO NEL CARCINOMA MAMMARI O

METASTATICO

2.1 Ruolo dell'angiogenesi nello sviluppo e nella progssione tumorale

L'angiogenesi tumorale ovvero il processo di forirnae di nuovi capillari a partire da cellule
endoteliali di vasi gia esistenti o tramite il n&emento di precursori circolanti delle cellule
endoteliali gioca un ruolo fondamentale nelle fadsisviluppo, progressione e metastatizzazione
neoplastica. Lo stretto legame esistente tra apgiegj e crescita tumorale é stato inizialmente
descritto negli anni 70 da Folkman, in seguitdiralseguito all'osservazione sperimentale che la
proliferazione delle cellule neoplastiche era i@ibguando la massa tumorale era privata di un
adeguato 'arresto della crescita neoplastica iadidtla privazione dell'apporto ematico [35]. Studi
successivi hanno mostrato come I'angiogenesi tula@@ un processo complesso, regolato dal
bilanciamento locale di fattori in grado di promeda (VEGF, FGF, TGle-B, IL-8, leptina,
angiogenina) e altri in grado di inibirla (angidsta, endostatina, TSP-1, angiopoietina-2,
interferonea e IL-12), prodotti dalle cellule tumorali, dai leaciti e dalle cellule endoteliali stesse
[36]. Evidenze sperimentali hanno dimostrato come & diametri della neoplasia di 1-2 mm, le
cellule tumorali possano sopravvivere anche inressai un apporto ematico diretto tramite un
processo di diffusione dei metaboliti, mentre nelhmento in cui si ha uno shilanciamento a favore
dei fattori pro-angiogenetici rispetto agli inibitai verifica il cosi dettd'switch” angiogenetico e
I'accrescimento tumorale avviene attraverso un gppanatico diretto, garantito dai vasi neoformati
tramite il processo dell’angiogenesi [37]. | pripaii mediatori del processo di neoangiogenesi sono
rappresentati da una serie di molecole denomMaseular Endothelial Growth Factors (VEGkS

cui il piu importante e il VEGF-A (VEGF). Gli altri meloni della famiglia comprendono VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D e PIGF. Il VEGF € una glicoproteiomodimera di 45 kDA, originariamente
identificata da Dvorak come VPN dscular Permabilty Factdmer la sua capacita di promuovere la
permeabilitd vascolare e successivamente isolatdag@leone Ferrara come fattore mitogeno per
I'endotelio vascolare [38]. Tra le diverse isofordieVEGF prodotte per splicing alternativo, le piu

importanti sono le isoforme solubili VEGF121 e VEIBB, quest’ultima iperespressa in numerosi
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tumori solidi sia in forma solubile che legata attatrice extracellulare. Il segnale proangiogentico
di VEGF é mediato principalmente da VEGFR-2, rexrettcon attivita tirosin-chinasica presente
sulla superficie delle cellule endoteliali, appagete alla famiglia di VEGFR (VEGFR-1, VEGFR-
2, VEGFR-3); nonostante VEGF leghi con elevatand#fiVEGFR-1, il suo ruolo nell’angiogenesi
tumorale appare meno importante. E dimostrato cattnaverso il legame di VEGF a VEGFR-2, si
abbia la dimerizzazione del recettore sulla sugierfielle cellule endoteliali e I'attivazione dewili
segnale a valle, tra cui MEK-MAPK e PI3K-AKT, chentlucono ad una up-regolation di geni
coinvolti nella proliferazione e migrazione dellglale endoteliali, nella sopravvivenza delle ciellu
endoteliali, nella permeabilitd vascolare, nel meitamento della matrice extracellulare e nella
chemotassi dei precursori circolanti delle cell@edoteliali [39,45](Fig.1). Inoltre il VEGF
sembrerebbe supportare la crescita tumorale anemité altri meccanismi indipendenti dal
processo angiogenetico, tra cui effetti anti-aptigtdiretti sulle cellule tumorali, un riduzioneslia
risposta immunitaria anti-tumorale e promuovendopribcesso di metastatizzazione tramite il
reclutamento di progenitori di cellule emopoietichella cosiddetta “nicchia pre-metastatica”
[40,41,42,43,44]. Il VEGF €& prodotto nel microamtt&tumorale soprattutto da cellule tumorali, ma
anche da cellule mesenchimali ed endoteliali, at®0 una up-regulation genica indotta da
numerosi stimoli, tra cui ipossia, fattori di crigac(tra cui FGF, EGF, TGF, IGF-1), citochine
infammatorie (tra cui IL-&, IL-6, prostaglandina E2), ormoni e fattori geaetiome l'attivazione di
oncogeni o I'inibizione di oncosoppressori (tra @s, src, EGF, p53, VHL, PTEN) [39h generale

lo stato di ipossia che si sviluppa all' internd deicroambiente tumorale a causa della rapida
crescita e I'attivazione di numerosi oncogeni tuatioe citochine, determina un ambiente locale

favorevole allo sviluppo del processo neo-angiotiene
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Fig.1- In seguito al legame del VEGF al recettorEGFR-2 si verifica la dimerizzazione e l'autofodifrione della porzione
intracellulare del recettore tirosin-chinasico, cattivazione di vie di trasduzione del segnale &lese della permeabilita vascolare,

proliferazione, sopravvivenza e migrazione dedituée endoteliali.

L’ipossia rappresenta uno degli stimoli princippér la sintesi di VEGF e il suo effetto sulla
regolazione dell’'espressione di VEGF e mediatofatébre di trascrizione HIFHypoxia-Inducible
transcription Factor):in presenza di una ridotta tensione di ossigersubainita HIF-& e HIF-2x
(denominato anche EPAS1) interagiscono con lapratnucleare HIFfla formare un eterodimero
ap che, legandosi ad una specifica sequenza dellane®’ del gene VEGF, denominata HRE
(Hypoxia Response Elemgnte stimola la trascrizione [46]. Studi di mion@y dimostrano come
EPAS1 sia coinvolto nella regolazione di diversniga livello endoteliale, non inducendo solo
I'espressione di VEGF ma anche la concomitanteessmne dei suoi recettori VEGFR-2 (FIk-
1/KDR) e VEGFR-1 (FIt1), cosi come I'espressionél@i2, un altro recettore ad attivita tirosino-
chinasica, presente sulla superficie delle cekuldoteliali a cui si lega I'angiopoietina [47]. dtudi
condotti su tessuti tumorali umani é stata ossamnvat elevata espressione, sulle superfici enduditeli
intratumorali, di EPAS1, suggerendo il ruolo chialiequesto fattore per I'espressione tumorale di
VEGF e la pathwy angiogeneticdn particolare, uno studio condotto con metodiche d
immunoistochimica su 62 campioni di tessuto tunwralammario, ha evidenziato un’elevata

espressione cellulare di EPAS-1 nel 36% dei casinedsignificativa associazione dell'espressione
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di EPAS-1 con la densita vascolare (p=0.0002)ealtre con I'espressione di c-erbB2 e lo sviluppo
di metastasi linfonodali ascellari [48]. Anche inoustudio condotto su campioni di tessuto tumorale
pancreatico, e stata osservata una significativeelazione dell’espressione di EPAS-1, ma non di
HIF-a, sia con I'espressione di VEGF che con la denmsitiovascolare [49]l risultati di alcuni
lavori, supportano inoltre il ruolo di VEGF nei pessi di sviluppo e progressione tumorale, tra cui
'osservazione di un’elevata espressione tumoralé=6GF in molte neoplasie ematologiche e solide
maligne, la correlazione significativa riscontrata i livelli plasmatici del VEGF e lo stadio di
malattia, il potenziale significato prognostico deelli di VEGF in diverse neoplasia maligne
emerso da alcuni studi ed evidenze pre-clinichedifmestrano la capacita di anticorpi diretti contro
VEGF di inibire la crescita di linee cellulari tunadi [50-52]. Alla luce di questi dati nel corso
dell'ultimo decennio sono stati sviluppati numernodbitori del processo patologico dell’angiogenesi
tumorale, aventi come target il VEGF o il VEGFR @ingli le cellule endoteliali dei capillari in
formazione. Il tentativo di inibire la crescita tarale agendo, anziché sulle cellule tumorali, su
cellule del microambiente tumorale che coadiuvancréscita neoplastica, ha costituito una strategia
innovativa. Inoltre la stabilita genetica che candtza le cellule endoteliali riduce le probakildi
accumulare mutazioni responsabili dello sviluppoedistenze farmacologiche da parte delle stesse,
rendendo questa modalita terapeutica particolamnpndmettente. Alla luce di queste evidenze
sperimentali, nel corso degli ultimi anni sono istaindotti una serie di studi clinici che hanno
valutato I'impiego di farmaci a bersaglio molecelatiretti contro i promotori dell’ angiogenesi

tumorale, nelllambito di diverse neoplasie solima,cui il carcinoma della mammella.

2.2 Bevacizumab nella terapia medica del carcinoma mamamio metastatico

Il ruolo centrale del VEGF nel processo di angiaggrtumorale, ha fornito il razionale per lo
sviluppo e la sperimentazione clinica nel conteditaliverse neoplasie solide di bevacizumab,
anticorpo monoclonale umanizzato diretto contreetlg isoforme di VEGF-A, sulla base di studi
preclinici in cui il famarmaco aveva mostrato Igaeita di inibire la crescita neoplastica in madell
animali di trapianti eterologhi di tumori umani [63]. In uno studio di fase I/ll che valutava un

trattamento con bevacizumab come singolo agente diversi dosaggi (3, 10 o 20 mg/Kg ogni 14
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giorni) in 75 pazienti con carcinoma mammario meitaso pretrattato, si osservava un RR di 9.3%
ed una risposta o stabilita di malattia a 22 settiendel 17%, con quattro pazienti che proseguivano
il trattamento per oltre dodici mesi; lo studio gagva di utilizzare un dosaggio di 10 mg/Kg ogni
14 giorni negli studi successivi [54]. Alla lucei desultati degli studi di fase I, sono stati canttl

una serie di studi clinici di fase Ill che hanndiniéo il ruolo del bevacizumab nel setting dei
pazienti con diagnosi di carcinoma della mammekdastatico. Kayte Miller e coll. hanno condotto
uno studio dove 462 pazienti precedentemente teattan antracicline e taxani, sono state
randomizzate a ricevere un trattamento chemiotevagon capecitabina (1250 mg/mq bid giornol-
14, con cicli ripetuti ogni 21 giorni) in aggiuntameno a bevacizumab (15 mg/Kg al giorno 1, con
cicli ripetuti ogni 21 giorni). Dai risultati dellstudio emergeva un buon profilo di tollerabilita
dell’'associazione che comprendeva il bevacizumaftatterizzata da una maggiore incidenza rispetto
al trattamento con la sola capecitabina di iperteres di grado 3 e 4 secondo la scala NCI
(rispettivamente 17.9% 0.5%), in assenza di un significativo aumentondidenza di altri eventi
severi quali diarrea, hand-foot syndrome, eventntvoembolici o emorragie. Tuttavia l'incremento
di risposte obiettive osservate con l'associazidnéevacizumab e capecitabina rispetto alla sola
capecitabina(19.8% vs 9.1%, p=0.001), non si tredacin un vantaggio significativo in
sopravvivenza libera da progressione (4.86 vs @3, HR=0.98, 95% CI 0.77-1.25), end point
primario dello studio, e sopravvivenza globale {1% 14.5 mesi) [55]. Successivamente sono stati
condotti tre studi clinici randomizzati di fase Ithe hanno confrontato I'associazione di
Bevacizumab e chemioterapia rispetto alla sola ahtenapia come trattamento di prima linea nel
carcinoma mammario metastatico. Nel primo di quastli (ECOG 2100), condotto da Miller KD e
coll. é stata posta a confronto I'associazioneedialsizumab e paclitaxel (rispettivamente alla dlise
10 mg/kg al giorno 1, 15 e di 90 mg/mq al giorn@115, con cicli ripetuti ogni 28 giorni) rispett

al solo paclitaxel (alla dose di 90 mg/mq al gioind, 15, con cicli ripetuti ogni 28 giorni) in 22
pazienti con carcinoma mammario metastatico, nesgatentemente trattate con chemioterapia per
la malattia metastatica; il paclitaxel veniva somistrato fino a progressione di malattia o inteoot

in caso di tossicita rilevanti. | risultati dimostiano un vantaggio significativo in termini di

sopravvivenza libera da progressione (PFS mediar&avk 5.9 mesi, p<0.001), end point primario
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dello studio, e tasso di risposte obiettive (36\8921.2%, p<0.001) a favore della combinazione con
bevacizumab; nel gruppo delle pazienti sottopodige terapia di combinazione, veniva inoltre
osservata una migliore ad 1 anno (81.2% vs 73.480;(R), seppur in assenza di un significativo
vantaggio in sopravvivenza globale (OS mediana 26.25.2 mesi, p=0.16). In termini di tossicita
la combinazione di paclitaxel e bevacizumab risaltsostanzialmente ben tollerata, con un limitato
impatto sulla frequenza e severita degli evensitbsittesi dal trattamento con paclitaxel, in agse

di differenze significative in termini di qualita sita tra i due gruppi. Gli eventi di grado 3 e 4
secondo la scala NCI ,osservati con maggior frezpelle pazienti trattate con I'associazione di
bevacizumab e paclitaxel rispetto al solo paclitageano neuropatia (23.6% vs 17.6%; P=0.03),
infezioni (9.3% vs 2.9%; P<0.001), fatigue (8.5% 49%; P=0.04), cefalea (2.2% vs 0.0%,
p<0.008) ed eventi ischemici cerebrovascolari (196.0%, p=0.02), nel contesto comunque di
rari eventi tromboembolici ed emorragie severentraanbi i bracci di trattamento (rispettivamente
2.1% e 0.5% nel gruppo trattato con bevacizumaladitpxel; rispettivamente 1.5% e 0% nel
gruppo trattato con paclitaxel); infine nelle patiesottoposte al trattamento con bevacizumab
veniva osservata una frequenza significativamerdaggiore di proteinuria di grado 3 e 4 (NCI)
(3.6% vs 0.0%, p<0.001) ed ipertensione di gra@od3(NCI) (14.8% vs 0.0%, p<0.001) [56]. Sulla
base dei risultati di questo studio, I'associazidneaclitaxel e bevacizumab e diventato uno degli
standard di riferimento per il trattamento di prifieea delle pazienti con diagnosi di carcinoma
della mammella metastatico HER-2 negativo. Suceas®nte altri due studi clinici randomizzati di
fase 1l (AVADO e RIBBON-1) hanno confermato I'efficia del bevacizumab in associazione ad un
trattamento chemioterapico di prima linea e il tatd impatto sul profilo di tollerabilitd del
trattamento, in pazienti con carcinoma mammaricastatico [57,58]. Nello studio di Miles D e coll.
(AVADO) sono stati confrontati come prima lineatdittamento, la combinazione di bevacizumab a
due diversi dosaggi (7.5 mg/kg o 15 mg/kg al giath@on cicli ripetuti ogni 21 giorni) e docetaxel
(100 mg/mq giornol, con cicli ripetuti ogni 21 gigrrispetto a docetaxel in associazione a placebo,
su 736 pazienti con carcinoma mammario metastatitocalmente recidivato HER2 negativo. |
risultati dello studio dimostravano come la combioae di docetaxel con bevacizumab al dosaggio
di 15 mg/Kg, ma non al dosaggio di 7.5 mg/Kg, imeeati in modo significativo il tasso di risposte
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obiettive (46% nel braccio placebo; 55% nel bradméwacizumab 7.5 mg/Kg, p=0.07; 64% nel
braccio bevacizumab 15 mg/Kg, p<0.001) e la sopvawza libera da progressione, end point
primario dello studio (PFS mediana di 8.1 mesi Imlccio placebo, 9.0 mesi nel braccio con
bevacizumab 7.5 mg/Kg [HR 0.80; p=0.045] e 10.0ime$ braccio con bevacizumab 15 mg/Kg
[HR 0.67; p<0.001]). Lo studio confermava inoltper la combinazione bevacizumab piu docetaxel,
un incremento dell’ incidenza di ipertensione aota di ogni grado (10% nel braccio placebo;
14.3% con bevacizumab 7.5 mg/Kg; 21.9% con bevawbul5 mg/Kg), ipertensione di grado 3-4
secondo la scala NCI (1.3% nel braccio placebo%0ddn bevacizumab 7.5 mg/Kg; 4.5% con
bevacizumab 15 mg/Kg) e proteinuria di grado 3-@ordo la scala NCI (0% nel braccio placebo;
0.8% con bevacizumab 7.5 mg/Kg; 2% con bevacizufirialng/Kg), con un impatto limitato sul
noto profilo di tossicita del docetaxel, fatta eioae per un lieve incremento di neutropenia di
grado 3-4 e neutropenia febbrile (rispettivamenie3% e 11.3% nel braccio placebo; 19.8% e
15.1% nel braccio bevacizumab 7.5 mg/Kg; 19.8% &%6nel braccio bevacizumab 15 mg/Kg)
[57]. Laltro studio (RIBBON-1), condotto da Robert NJ oell. confrontava un trattamento
chemioterapico di prima linea standard rispettoo afitesso trattamento in associazione a
bevacizumab (15 mg/kg giorno 1, con cicli ripetagini 21 giorni), in pazienti con diagnosi di
carcinoma della mammella metastatico (n= 1237gimi chemioterapici a disposizione del clinico
erano rappresentati da capecitabina (2000 mg/mqafiel4, con cicli ripetuti ogni 21 giorni) [Cape
Cohort = 615) oppure taxani (nab-paclitaxel 260mugb docetaxel 75/100 mg/mq, al giornol, con
cicli ripetuti ogni 21 giorni) o schemi conteneatitracicline [Tax/Antra Cohort = 622]. Anche in
questo studio veniva osservata una sopravvivebeaalida progressione maggiore in ciascuna delle
combinazioni di chemioterapia e bevacizumab rigpaith sola chemioterapia (PFS mediana in Cape
Cohort rispettivamente di 8.6 mesi vs 5.7 mesi, .80, PFS mediana in Tax/Antra Cohort
rispettivamente di 8 mesi vs 9.2 mesi, p<0.001). dtadio confermava il limitato impatto
dell'aggiunta del bevacizumab sulla tollerabilital drattamento, in linea con quanto emerso dai
precedenti studi di fase Il (gli eventi di grade43maggiori nel braccio di associazione con
bevacizumab rispetto a placebo erano ipertensidagasa (8.9% vs 2%), proteinuria (3.4% vs 0%)
e sanguinamento (5.4% vs 0%)), e l'assenza di umtaggio significativo in termini di
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sopravvivenza globale derivante dall’aggiunta didmézumab alla chemioterapia di prima linea nel
carcinoma mammario metastatico [58]. Dai risultii tre studi precedentemente illustrati emerge
inoltre come I'efficacia del bevacizumab si mantemg tutti i sottogruppi di pazienti, comprese le
pazienti precedentemente trattate con taxani, cmsserva dalle analisi per sottogruppi condotte
all'interno dei singoli studi di fase Ill [56-58Recentemente sono stati pubblicati i risultati alell
studio osservazionale multicentrico ATHENA che hamonfermato, su oltre 2200 pazienti con
diagnosi di carcinoma mammario metastatico o loeaba recidivato HER2 negativo, trattati nella
comune pratica clinica con una prima linea standaydtenente bevacizumab, la sicurezza di
bevacizumab al dosaggio di 10 mg/Kg ogni 2 settenarl5 mg/Kg ogni 3 settimane [59]. | risultati
di questo studio suggeriscono inoltre come il pgogeento del bevacizumab fino a progressione,
una volta interrotto il trattamento chemioterapipossa avere un impatto positivo sul controllo di
malattia a lungo termine e sulla sopravvivenza @b Ad un follow up mediano di 20.1 mesi,
mentre nell'intera popolazione la sopravvivenzabgle era di 25.2 mesi (95% CIl 24.0-26.3 mesi),
questa risultava esssere di 30.0 mesi (95% CI-2ZB.b mesi) nei pazienti che proseguivano un
mantenimento con bevacizumab al momento dell'in@one della chemioterapia (n=1205) e di
18.4 mesi (95% CI 17.2-19.7 mesi) nei pazienti alilevano sospeso il bevacizumab prima o al
momento dell'interruzione della chemioterapia (1958). Dai dati finora presentati appare evidente
come la combinazione di taxani e bevacizumab sgrado di incrementare la sopravvivenza libera
da progressione ed il tasso di risposte obietiisjgetto alla monoterapia con taxani, antracicline o
fluoropirimidine, nel trattamento di prima linealldemalattia mammaria metastatica, con una
tossicitd maneggevole ed una tollerabilita chepsepa un confronto indiretto, appare favorevole
rispetto ad altri regimi di combinazione dei taxaon farmaci chemioterapici, costituendo quindi
una valida opzione come strategia di associaziommpiesto setting di pazienti. Recentemente infine
sono stati pubblicati i dati relativi ad uno studio fase Ill randomizzato (RIBBON-2) che ha
confrontato I'aggiunta di bevacizumab (alla dosd ®limg/Kg ogni 21 giorni o0 10 mg/Kg ogni 14
giorni) ad una chemioterapia standard (a basexdntao vinorelbina o gemcitabina o capecitabina)
rispetto alla sola chemioterapia, come trattameltgeconda linea su 684 pazienti con carcinoma

mammario metastatico HER2 negativo, da cui € emers@antaggio significativo in termini di
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sopravvivenza libera da progressione (PFS medign2 anesi vs 5.1 mesi, p=0.0072) a favore della
combinazione con bevacizumab [60]. Sulla base distjudati, € ad oggi in corso uno studio
randomizzato di fase Ill per valutare l'efficaciallthggiunta di bevacizumab ad una chemioterapia
di seconda linea in pazienti con carcinoma mammeauetastatico progrediti ad un trattamento di

prima linea con paclitaxel e bevacizumab [61].

2.3 Aspetti famacogenetici del trattamento con bevacizuab: ruolo dei polimorfismi
dei geni coinvolti nel processo angiogenetico cont@omarcatori predittivi di
efficacia e tossicita

Nonostante I'impiego del bevacizumab rappresenti amzione di trattamento nel carcinoma
mammario metastaticég disponibilita di numerosi farmaci attivi, i codel trattamento, il fatto che
alcuni pazienti non traggano beneficio dalla teaxagn bevacizumab per meccanismi di resistenza
intrinseca o0 acquisita al farmaco e il mancato fieinein termini di sopravvivenza globale [64],
costituiscono elementi di criticita sollevati dawti clinici a sfavore di questo approccio teraeut
Per quanto riguarda I'assenza di un impatto sigaiiffo sulla sopravvivenza globale, gli studi che
hanno valutato I'associazione di bevacizumab eniaka prima linea erano disegnati con una
potenza tale da dimostrare un vantaggio in PFS,peit primario, e non in OS [56-58]. Inoltre
sappiamo come i trattamenti successivi alla primeaal di trattamento limitino la possibilita che un
beneficio in PFS di una prima linea si traducarinvantaggio in OS, in malattie caratterizzate da un
lunga sopravvivenza dopo la progressione alla plimesa di trattamento, come il tumore mammario
metastatico [63]; era quindi improbabile che il &#cio in PFS osservato nello studio E2100 potesse
determinare un vantaggio in OS, vista la soprandeemediana post progressione di oltre venti mesi
nei pazienti del gruppo controllo. Infine circanteta dei pazienti del gruppo di controllo ha ridevu
bevacizumab come trattamento di seconda lineaandiliito dello studio randomizzato RIBBON-2, i
cui risultati hanno dimostrato come questo siaradg di impattare sull’outcome dei pazienti [60],
limitando ulteriormente la possibilita di osservare vantaggio in OS. L'identificazione e la
validazione di marcatori predittivi di efficacia igrado di selezionare i soggetti con maggiori
possibilita di beneficiare dell'inibizione di VEGpermetterebbe un utilizzo piu razionale delle
risorse e una vantaggiosa ottimizzazione del rappoosto/efficacia dei trattamenti, tramite un
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approccio terapeutico personalizzato sul pazie®e |'utilizzo di biomarcatori di efficacia
permettesse al clinico di identificare un gruppgaizienti in grado di beneficiare maggiormente del
trattamento, il beneficio in PFS in questi pazigudirebbe tradursi anche in sopravvivenza globale;
se cosi fosse, l'associazione di paclitaxel e beuatab potrebbe affermarsi, non piu come
un’opzione, bensi come lo standard di trattamentquiesto sottogruppo di pazieriionostante i
numerosi studi per identificare possibili meccanidinresistenza al farmaco a livello preclinico [65

e potenziali marcatori predittivi di efficacia sistenza al bevacizumab a livello clinico, ad aymh
disponiamo di alcun biomarcatore validato preditiper bevacizumab [76]. Infatti gli studi condotti
nel carcinoma mammario e in altre patologie sunméd biomarcatori di attivita antiangiogenetica
(tra cui epressione di VEGF, densita microvaseglanutazioni di p53 e K-Ras nel colon retto
[66,67], livelli plasmatici di VEGF e cellule enddtiali circolanti [68-76], sviluppo di ipertensione
arteriosa [55,59]), hanno fornito risultati non clusivi o discordanti, cosicche il clinico ad oggin
dispone di biomarcatori predittivi di efficacia devacizumab da impiegare nella pratica clinica per
un trattamento personalizzato sul paziente. Numestgli hanno tentato di correlare i livelli
plasmatici di VEGF-A con l'efficacia del trattamenton bevacizumab in diverse neoplasie,
mostrando tuttavia dati piu convincenti riguardeab significato prognostico anziché al suo valore
predittivo [72-76]. Recentemente alcuni lavori gt in sede congressuale hanno suggerito un
possibile ruolo predittivo dei livelli plasmatici ¥EGF-A, analizzati tramite una nuova metodica
ELISA con maggiore affinita verso isoforme piu mte (VEGFA121 e VEGFA110), nel carcinoma
mammario, gastrico e pancreatico. In particolar&ah Antonio Breast cancer Symposium 2010
Miles e coll hanno presentato un’analisi su 396igudz con carcinoma mammario metastatico
trattate con docetaxel in associazione 0 meno adimymab nello studio AVADO (egualmente
distribuite tra i due bracci di trattamento) ch@gerisce una corrlezione tra elevati livelli baghli
VEGF-A e VEGFR-2 plasmatici e una maggiore sopneania libera da progressione nelle pazienti
trattate con bevacizumab [73]. Analogamente duelishnpresentate allECCO-ESMO 2011,
rispettivamente nel carcinoma gastrico metastatjpel’ambito dello studio randomizzato
AVAGAST) [75] e nel carcinoma del pancreas metéstainello studio randomizzato AVITA) [74],

suggeriscono una possibile correlazione tra eleletili basali di VEGF-A plasmatico e una
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maggiore efficacia del bevacizumab in termini grswvivenza libera da progressione (p=0.06 nello
studio AVAGAST e AVITA) e sopravvivenza globale (88 e p=0.003, rispettivamente nello
studio AVAGAST e AVITA). Tuttavia un altro lavorpresentato allECCO-ESMO 2011 relativo
alla correlazione dei livelli plasmatici di VEGFgetgrminati con la nuova metodica ELISA, e
'outcome di pazienti trattati con bevacizumab itreaneoplasie metastatiche, in particolare nel
carcinoma del colon (studio AVF2107), nel carcinop@monare non a piccole cellule (studio
AVAIL) e nel carcinoma renale (studio AVOREN), banfermato il significato prognostico ma non
quello predittivo dei livelli plasmatici di VEGF-{76]. L'eterogeneita di risposta a un trattamento
che ha come bersaglio un processo principalmentganoedall’ospite, quale I'angiogenesi tumorale,
potrebbe teoricamente essere dovuta ad una vé#daldividuale dell’ospite geneticamente
determinata; pertanto lo studio dei polimorfismi deni correlati al processo angiogenetico e al
meccanismo di azione del farmaco stesso, in patieodi VEGF-A, potrebbe costituire un
approccio per identificare biomarcatori predittih efficacia. || gene VEGF-A, localizzato in
posizione 6p21.1 sul cromosoma 6, € infatti un getaenente polimorfico di cui sono noti numerosi
polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs), risultadi una variabilitd genetica costituzionale del
paziente, tra cui il -2578 C>A, -1498 C>T e -1154ACGnella regione promoter del gene, il -634
G>C nella regione 5’'UTR e il 936 C>T nella regid3i&/ TR (Fig.2). Essendo alcuni polimorfismi
potenzialmente in grado di influenzare i livelli espressione/secrezione o la funzione di VEGF,
appare logico ipotizzare un loro coinvolgimentolaelariabilita individuale di risposta a farmaci
antiangiogenetici.

Promoter S’UTR Coding region 3’UTR
[ I I I |

Initiation of translation
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Fig.2 - SNPs VEGF

Diversi lavori hanno in effetti descritto assocaui tra alcuni SNPs di VEGF e i livelli di
espressione della proteina VEGF. Shahbazi e catind valutato la correlazione tra gli SNPs della
regione promoter di VEGF-A -1154 AG e -2578 AC espressione di VEGF in vitro, dimostrando
una maggiore produzione di VEGF-A da parte di ¢ellaononucleari ematiche derivanti da soggetti
omozigoti -1154 GG rispetto a omozigoti -1154 AAda individui omozigoti -2578 CC rispetto a
omozigoti -2578 AA [77],mentre uno studio in vitro di Watson e coll. evidi@enuna minore
produzione di VEGF-A in cellule mononucleate enfaiclerivanti da individui omozigoti -634CC
[82]. Anche Koukourakis e coll. hanno descritto una menespressione di VEGF-A ed una ridotta
densita vascolare su campioni di tessuto tumoralegnare nel genotipo -1154 AA, e -634 GG,
mentre Si osserva una tendenza opposta al preeesierio per il genotipo -2578 CC [78]. Altri
studi descrivono invece una minore concentrazgaematica di VEGF-A associata alla variante
allelica 936 T, suggerendo un possibile ruolo deteante dello SNP 936C/T nella regione promoter
sui livelli di espressione della proteina VEGF @8 In altri studi invece € descritto come la
combinazione di piu polimorfismi del gene VEGF irtipaui livelli di espressione della proteina,
come l'osservazione di Lambrechts e coll. di unaare espressione di VEGF-A in soggetti con
aplotipo -2578/-1154/-634 omozigote AAG o0 AGG e ltpuali Ferrante e coll. di ridotti livelli
plasmatici di VEGF in soggetti affetti da morboQtohn in presenza dell’aplotipo -2578/-1154/-634
AAG [83]. In letteratura e inoltre documentato come alcunPSNi VEGF possano impattare su
condizioni regolate dall’'angiogenesi, come il riscti sviluppare neoplasie. In particolare Schneide
e coll. hanno osservato su una popolazione cawcesitituita da 520 pazienti affette da carcinoma
della mammella e 715 controlli un aumentato risatiiviluppare una neoplasia mammaria nei
genotipi -2578AA e 1498CC [84], mentre Jacobs ¢é bainno evidenziato un aumentato rischio di
sviluppare un carcinoma invasivo della mammella, moa di carcinoma in situ, in pazienti con
varianti -2578CC e 1154GG [85]; altri autori degorio un effetto protettivo dell’allele -1154 A sul
rischio di sviluppare un carcinoma prostatico [8§,8nentre Kripple e coll. in uno studio caso-
controllo in soggetti austriaci, con 500 sogge¢ti piascun gruppo, dimostrano un effetto protettivo

della variante allelica -936T, associata sia ad nshatta incidenza di neoplasia mammaria che ad
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una minore concentrazione plasmatica di VEGF-A [d@8to confermato anche da Kataoka e coll. su
una popolazione di donne cinesi [88]. Tutto cicottadineare come alcuni polimorfismi di VEGF
possano impattare sullo sviluppo e progressionglastica, sui livelli e funzione della proteina e
quindi teoricamente potrebbero anche essere ceimesla risposta a farmaci che interferiscono con
I'angiogenesi tumorale. Studi recenti hanno vatutatcorrelazione tra alcuni polimorfismi di VEGF
e l'efficacia del trattamento con bevacizumab irzigati con diagnosi di carcinoma mammario
metastatico, nel tentativo di individuare poteriziémarcatori predittivi. Lo studio di Schneider e
coll. [89] e stato il primo a suggerire un’associazione siggtifva tra genotipo di VEGF ed efficacia
di bevacizumab, aprendo la strada a successivi diddrmacogenetica. Gli autori hanno condotto
uno studio retrospettivo per valutare l'influendaattuni SNPs di VEGF e VEGFR-2 sull’efficacia
del trattamento con bevaiczumab in 363 pazientuicdati nello studio registrativo E2100 (180
pazienti del braccio sperimentale e 183 pazientbdeccio di sola chemioterapia), per i quali erano
disponibili i blocchetti paraffinati di tessuto tonale. L’analisi genotipica e stata effettuata lsura
SNPs di VEGFR [889G/A, 1416 A/T] e di VEGF [-2578C/-1498CT, -1154GA (nella regione
promoter), -634 GC (nella regione 5’UTR) e 936C#¢&li regione 3'UTR)], selezionati in base alla
loro frequenza e capacita di alterare la funzionespressione del gene in modo biologicamente
rilevante, sul DNA estratto da campioni tissutai thimore primitivo. Dai risultati emergeva come i
genotipi VEGF-2578AA e - 1154AA fossero predittdiiuna migliore sopravvivenza globale per le
pazienti nel braccio di combinazione con bevacizunma non per le pazienti trattate con la sola
chemioterapia. In particolare gli autori descrivevanel braccio sperimentale una maggiore
sopravvivenza globale per il genotipo VEGF-2578Agpetto agli altri genotipi combinati [mOS di
37.0 mesi nel genotipo 2578AA, 24.4 mesi nel ggroofiC e 22.2 mesi nel CC. AA vs AC+CC: HR
0.58, 95%CI 0.36-0.93; p=0.023] e per ciascun @lMEGF-1154A [HR 0.62, 95%CI 0.46-0.83,
p=0.001. mOS di 46.5 mesi nel genotipo VEGF-115428.8 mesi nel GA e 22.3 mesi nel GG |.
Confrontando i genotipi combinati VEGF-2578AA e 58RAA con tutti gli altri genotipi, gli autori
descrivevano un incremento della sopravvivenzavaréadella suddetta combinazione genotipica
(P=0.041) nel braccio sperimentale, con una sojpramza mediana di 49.7 mesi. Non emergeva
alcun significativo impatto del genotipo sul RRaeAFS, cosi come tra genotipo ed espressione di
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VEGF e VEGFR-2 misurati sul tumore primitivo, coecktezione di un trend di minore espressione
di VEGF nei genotipi associati ad una maggiore aogvenza. Inoltre gli autori descrivono un’
associazione tra sviluppo di ipertensione arteremsautcome, mostrando una sopravvivenza globale
significativamente superiore per i pazienti corrtgasione di grado 3 e 4 rispetto ai pazienti abe n
sviluppavano ipertensione nello studio E2100 (tidmemente 38.7 vs 35.3 mesi, p=0.002). Tuttavia
per quanto riguarda l'analisi di associazione temajipo e sviluppo di tossicita correlata al
bevacizumab, osservavano nei pazienti trattati d@mvacizumab una minore incidenza di
ipertensione di grado 3-4 nei genotipi VEGF-634CQ498TT (rispettivamente 0% nel -634CC e
8% nel -1498TT), rispetto agli altri genotipi coméii (rispettivamente, p=0.005 e p=0.022 [89].
Una possibile influenza dei polimorfismi 634-CC 498-TT di VEGF e lo sviluppo di tossicita
correlata al bevacizumab era ipotizzata anche ‘ianaifisi preliminare di Sun M. e coll del gruppo
del’M.D. Anderson su 75 pazienti affetti da diserneoplasie solide trattati con bevacizumab, in
cui era descritto un trend di minore tossicita hdp 3-4 correlata al bevacizumab a favore dei
genotipi -1498TT (5% vs 21%, p=0.086) e -634CC (98616%, p=0.0741) [90]. Nonostante
linnovativa provocazione dei risultati dello stadidi Schneider e coll.,, gli stessi autori
raccomandavano cautela nell'interpretazione deitas, sottolineando le limitazioni dello studio e
la necessita di validare le ipotesi generate inccessive esperienze. | risultati emersi relativi
allimpatto del genotipo sul’OS ma non sulla PR3 point primario raggiunto dall'aggiunta di
bevacizumab ai taxani negli studi di fase Ill), aoa il disegno retrospettivo dello studio, rendevan
secondo gli autori stessi, i dati assolutamentinpireari e da verificare in altre esperienze; inela
mancata raccolta di campioni ematici, la sceltaatidurre le analisi su DNA estratto dal tumore
primitivo con un successo di genotipizzazione nttimale e la misurazione dell’espressione di
VEGF nel tumore primitivo, corrispondente ad un meoito nella storia della malattia ben distinto
dal trattamento con bevacizumab per la malattisastatica, costituivano ulteriori criticita sollegat
dagli stessi autori [89]. La scelta di Schenidecodl. di condurre I'analisi dei polimorfismi su
preparati istologici di tessuto tumorale primitiso basava sulla dimostrazione, in una precedente
esperienza, di come i polimorfismi fossero la teode di una variabilita genetica individuale con
una concordanza tra il genotipo riscontrato sigustumorale e quello della linea germinale [91].
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Sulla base di questa esperienza, gli studi sustessjuello di Schneider e coll. sono stati condott
sul DNA germinale ottenuto attraverso il prelievaid campione ematico dai pazienti. Nessun altro
studio successivamente ha provato a determinatde fpsse il campione piu idoneo (tumorale e/o
germinale) per le analisi genetiche. Tuttavia istno gruppo ha recentemente descritto in un case
report, in una paziente con diagnosi di carcinormmario metastatico trattata con bevacizumab e
paclitaxel, una discordanza tra i polimorfismi dc@F del DNA della linea germinale e quello del
tessuto tumorale di una lesione metastatica, sagderuna potenziale rilevanza nel condurre le
analisi su entrambi i campioni [92]. In consideoswd della complessa interazione tra microambiente
e tessuto tumorale alla base dell’angiogenesi tal@ppotrebbe essere quindi da confermare se i
polimorfismi del VEGF siano solo la risultante diauvariabilita genetica costituzionale del pazignte
come sembra essere descritto da casistiche piteaoygpure il risultato di una mutazione somatica
del tumore, come suggerito dall’'osservazione rgdarin questo case-report. Il case report descrive
inoltre una scarsa espressione di VEGF nel tessutmrale metastatico analizzato, nonostante
I'elevata vascolarizzazione dello stesso, confeduaih possibile ruolo determinante del micro-
ambiente dell’ ospite nel favorire la risposta aevéicizumab [92]. Sulla base dei risultati emers$i da
lavoro di Shneider, ulteriori studi hanno tentatocdrrelare SNPs di geni implicati nel processo
angiogenetico alla risposta del bevacizumab. TestijuEtienne-Grimaldi e coll. hanno condotto
un'analisi retrospettiva di alcuni polimorfismi genali di VEGF (-2578CA, -1498CT, -1154GA, -
634GC, -936CT) sul DNA estratto da un campione mmdtasale di 137 in pazienti con carcinoma
mammario metastatico trattate con [|'associazione bdivacizumab e taxani nello studio
osservazionale ATHENA. Al momento dell’analisi dltbw up mediano risultava di 16 mesi. Sulle
127 pazienti valutabili per la risposta, si osagav un tasso di risposte obiettive del 60.6% e
nessuno dei polimorfismi analizzati mostrava umgmificativa correlazione con la risposta clinica.
Al momento dell'analisi 82 pazienti erano progredit0%), 26 pazienti (19%) erano decedute ed il
tempo alla progressione mediano risultava di 11&simlL’analisi del polimorfismo -936CT
mostrava come i pazienti portatori dell’allele 936936CT e -936TT, n=32) avessero una maggiore
PFS rispetto ai pazienti omozigoti per l'allele 6€3(-936CC, n=96), rispettivamente di 11.5 mesi e
9.7 mesi (Log Rank p=0.022) e gli autori nella dsstone sottolineavano come il genotipo -936T si
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associasse ad una ridotta concentrazione plasnthtBGF in precedenti studi [79-81]. Gli autori
hanno inoltre valutato I'associazione tra genogpsviluppo di tossicita, tramite un “toxicity scbre
definito dalla somma del massimo grado osservatciadicuna tossicita correlata al bevacizumab
(ipertensione, emorragie, trombo embolia arteris@anbo embolia venosa). Le tossicita osservate
sono state soprattutto di grado 1-2, con rari évdirgrado 3 (9.5% di ipertensione (13 pazienti) e
2.2% di eventi tromboembolici venosi (3 pazien&)ili grado 4 (0.7% di eventi trombo embolici
venosi e arteriosi (1 paziente)), ed un toxicitprecmediano di 1 (range da 0 a 6). L'analisi del
polimorfismo -634GC ha mostrato come il 39%, 49%8%% dei pazienti con genotipo,
rispettivamente, -634GG, -634GC e -634CC avesserdouicity score > 1 (valore mediano)
(p=0.012), suggerendo una possibile associaziamel'dliele -634C e il rischio di sviluppare
tossicita, a differenza di quanto emergeva dallolistdi Schneider in cui il genotipo -634CC si
associava ad una minore incidenza di ipertensioeei@a di grado 3 e 4 [93]. Altri lavori invece
non hanno evidenziato alcuna significativa assammztra polimorfismi di VEGF ed efficacia del
bevacizumab nel carcinoma mammario. In particoMres DW e coll hanno presentato in sede
congressuale ECCO-ESMO 2011, un’analisi di divpadimorfismi di geni coinvolti nella pathway
angiogenetica, inflammatoria, nello sviluppo diripesione arteriosa e tumorigenesi (tra cui VEGF,
VEGFR-1 e 2, eNOS, WNK-1, IL8, IL-6, IL8-R, ICAM-153, ERCC1) sul DNA germinale di 336
pazienti con carcinoma mammario metastatico teattebn docetaxel associato o0 meno a
bevacizumab nello studio randomizzato AVADO, nonidemziando alcuna correlazione
significativa tra genotipo ed efficacia del bevaomb, cosi come tra genotipo e livelli plasmatici d
VEGF-A [94]. Altrettanto discordanti sono i risuitai studi condotti in altre neoplasie per valetar
eventuali associazioni tra polimorfismi di VEGF efficacia del bevacizumab, in particolare nel
carcinoma del colon retto metastatico. Mentre guail lavori ipotizzavano un ruolo predittivo di
alcuni genotipi, tra cui il polimorfismo -1498TT lle studio di Loupakis e coll. condotto su una
popolazione di 111 pazienti trattati in prima liren I'associazione di fluorouracile, acido foliojc
irinotecano e bevacizumab (FOLFIRI-B) ed un grugpatrollo costituito da 107 pazienti trattati
con FOLFIRI [95], ed i genotipi -2578AC e -1154At@II'analisi di Koutrs e coll su 209 pazienti
trattati con FOLOFIRI o XELIRI in associazione avheizumab [96], altre analisi non
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confermavano I'impatto dei polimorfismi sull’efficea del bevacizumab, tra cui quella condotta da
Loupakis e coll su 54 pazienti trattati con I'asaamne di fluorouracile, acido folinico, oxalipiiad,
irinotecano e bevacizumab (FOLFOXIRI-B) nello ssu@ONO di fase 1l [97]Uno studio condotto
da Pander e coll su 279 pazienti trattati con Gaszione di capecitabina, oxaliplatino e
bevacizumab (CAPOX-B) evidenziava come nessuno id&MNPs analizzati impattasse
individualmente sull’outcome dei pazienti, e daandlisi di interazione genica, condotta tramite un
software dedicato, gli autori dimostravano comectanbinazione di TYMS-enhancer regione
VEGF-405GC identificasse una profilo genetico fawmie associato significativamente con la PFS,
suggerendo la possibilita che linterazione tra SNIP piu geni, piuttosto che SNPs individuali,
potesse impattare sull'outcome del trattamento.[28¢uni lavori suggeriscono comeon solo
polimorfismi di VEGF bensi di altri geni correlaéilla neoangiogenesi possano condizionare
I'efficacia del trattamento con bevacizumab, e @efabessere valutati nel tentativo di individuare
biomarcatori predittivi Tra i lavori piu recenti,alECCO-ESMO 2011 e stata presentata da
Lambrechts D e coll. un’ampia analisi di polimonfis condotta su 1348 campioni di DNA
germinale derivanti da 5 studi randomizzati suttéaraento di prima linea nella malattia avanzata,
rispettivamente, colon rettale (NO16966 - XELOX wheizumab vs FOLOFOXtbevacizumab),
pancreatica (AVITA - gemcitabina e erlotinib + beizumab), polmonare non a piccole cellule
(AVAIL - cisplatino e gemcitabina = bevacizumal@nale (AVOREN - IFN-2a + bevacizumab) e
mammaria (AVADO - docetaxel + bevacizumab). Medtaspettrometria di massa MALDI-TOF
sono stati genotipizzati 158 SNPs relativi a nursiegeni, tra cui VEGF-A, VEGFR-1 e 2 e i fattori
inducibili dall'ipossia, HIF-1 e EPAS1; tramite umgetanalisi dei dati individuali gli autori hanno
quindi valutato le potenziali interazioni tra gdpoted efficacia del bevacizumab. L’analisi mostra
come le maggiori interazioni tra genotipo ed outeosiano relative ad alcuni polimorfismi di
VEGFA, VEGFR-2 e EPAS1. In particolare & descritt@associazione tra lo SNP rs699946,
collocato nella regione promoter di VEGF-A, e Ipswvivenza libera da progressione nei pazienti
trattati con bevacizumab [HR allelico (allele Gp@,. 95%CIl 1.07-1.48, p=0.005] ma non nella
popolazione placebo, nonché un’associazione txati@nte allelica G di questo SNP e i livelli di

VEGF plasmatici (aumento mediano del VEGF plasmatel 27% nel genotipo GG rispetto ai
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genotipi AA (wild type) e GA), suggerendo anchepassibile significato funzionale di questo SNP.
Gli autori non hanno invece confermato I'associagiprecedentemente descritta da Shneider tra il
vicino polimorfismo rs699947 nella regione promotir VEGF-A (-2578CA) e l'efficacia del
bevacizumab. Inoltre dal lavoro € emersa un’asgmeia tra lo SNP intronico di VEGFR-2
rs11133360 e la sopravvivenza libera da progressiwi pazienti trattati con bevacizumab [HR
allelico (allele C) 1.15, 95% CI: 1.02-1.30; p=@pma non con placebo, suggerendo un possibile
significato predittivo di questa variante genetitaine I'associazione piu forte tra genotipo ed
outcome in quest’'analisi é relativa ad un polinsro in EPAS1 (HIF-@), uno dei fattori inducibili
dall'ipossia; in particolare la variante allelicarfello SNP rs4145836 in EPAS1 ha mostrato una
significativa associazione con la sopravvivenzaribda progressione (HR allelica 0.66, 95% CI:
0.54-0.80; p=0.00003) e con la sopravvivenza goldR allelica 0.77, 95%Cl: 0.62, 0.97; 0.023)
nella popolazione trattata con bevacizumab, cosiecoei pazienti trattati con placebo, emergendo
come un possibile biomarcatore prognostico [99]umnaltro lavoro Schultheis AM. e coll hanno
analizzato in modo prospettico I'impatto di polifismi di numerosi geni implicati nella pathway
angiogenetica, non direttamente legati al noto Breismo di azione anti-VEGFA del bevacizumab,
e la risposta ad un trattamento con ciclofosfar{b@emg p.o. continuativamente) e bevacizumab (10
mg/Kg e.v. ogni 14 giorni) sui campioni ematici 38 pazienti con carcinoma ovario recidivato.
L'analisi non ha evidenziato significative assomaztra polimorfismi di VEGF e outcome, eccetto
un trend di maggiore sopravvivenza libera da pgiome nel genotipo -936CT rispetto ai genotipi
CC e TT, rispettivamente di 11.8 mesi, 5.5 mesi.Z rBesi (p=0.061), descrivendo al contrario
associazioni significative per varianti di alcureny coinvolti nell’angiogenesi e nella risposta
immunitaria, come linterleuchina-8 (IL-8) e il sumcettore CXCR2. In particolare gli autori
descrivono un minor tasso di risposte obiettivdenphzienti con genotipo IL-8 -251AA o AT
(rispettivamente 0% e 19%) rispetto alle paziewth genotipo omozigote TT (50%, p=0.006);
inoltre & descritta una maggiore sopravvivenzarditga progressione nelle pazienti con genotipo
CXCR2-785CC o CT (7.4 mesi) rispetto alle paziesin genotipo omozigote TT (3.7 mesi,
p=0.026) [100]. Infineurtanalisi retrospettiva, presentata sottoformakditieact da Lambrechts D e
coll, su 154 pazienti con diagnosi di carcinoma goeatico metastatico arruolati nello studio
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sopracitato AVITA, ha mostrato un’associazione sigativa tra lo SNP di VEGFR-1 rs9532086,
collocato in una regione del gene codificante in@wo tirosin-chinasico del recettore, e I'efficaci
del trattamento in termini di PFS e OS nei pazignaitati con bevacizumab ma non con placebo
[101]. Come precedentemente descritto, ad oggi@ came I'angiogenesi tumorale sia un processo
complesso regolato dal bilanciamento locale di rosie fattori proangiogenetici ed altri
antiangiogenetici. Un inibitore endogeno dell’amginesi € rappresentato dalla trombospondina-1
(TSP-1), grazie alle capacita di inibire la proiifeione e migrazione delle cellule endoteliali e
stimolarne I'apoptosi, la cui espressione e inu@@nte regolata rispetto a quella di VEGF dagli
stimoli che promuovono I'angiogenesi [102,103]. dbtalinici suggeriscono come i meccanismi di
feedback indotti dal trattamento con farmaci arfiagenetici non siano ristretti alla sola esprassio
di VEGF, ma coinvolgano anche altri mediatori alilibrio angiogenetico, tra cui la TSP-1. In
particolare i risultati di uno studio condotto dao&jan C. e coll. in pazienti con diagnosi di
carcinoma colorettale trattati con un trattameriengsioterapico neoadiuvante in associazione o
meno a bevacizumab, suggeriscono come la TSP<bsigolta nei meccanismi di feedback indotti
dal trattamento con farmaci antiangiogenetici. Rablisi dei campioni di plasma dei pazienti in
studio € emerso come nei campioni dei pazientatiaton bevacizumab rispetto a quelli trattati con
la sola chemioterapia vi fosse una maggiore capacistimolare la crescita endoteliale, nonostante
la presenza di bevacizumab, ed un minor livelldterata sensibilita alla TSP-1. La capacita di
stimolare la crescita endoteliale non risultavderg&ta dal bevacizumab ma correlava in modo
inverso con i livelli di trombospondina. Tramitadjgiunta di TSP-1 purificata a questi campioni di
plasma, la crescita endoteliale risultava ridogacampioni dei pazienti trattati con bevacizumab m

non in quelli che avevano ricevuto il solo trateano chemioterapico [104].
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3 RAZIONALE

Alla luce di quanto precedentemente esposto, alubideciso di effettuare uno studio su una

casistica di pazienti con carcinoma mammario matiast trattati con paclitaxel e bevacizumab per

valutare I'impatto di polimorfismi germinali di geoorrelati alla neoangiogenesi sull’outcome delle

pazienti stesse. Il razionale del nostro studidveeda quanto sopra riportato ed in particolardedal

seguenti considerazioni:

Evidenze cliniche e laboratoristiche mostrano cdnmocesso di neoangiogenesi giochi un
ruolo fondamentale nei fenomeni di progressionestagtatizzazione neoplastica.

Uno studio clinico di fase Ill, ha dimostrato cortiaggiunta del bevacizumab ad un
trattamento di prima linea con paclitaxel in patii@on diagnosi di carcinoma mammario
metastatico, prolunghi in modo statisticamentei@ativo la PFS (PFS mediana 11.8 vs 5.9
mesi; P<0.001) e incrementi il tasso di rispostettibe (36.9% vs 21.2%, P<0.001) rispetto
al trattamento chemioterapico con solo paclitaxglest'associazione costituisce ad oggi
un’opzione terapeutica in prima linea nelle pazieah diagnosi di carcinoma della mammella
metastatico HER-2 negativo.

Ad oggi non sono noti biomarcatori di efficacia petezionare pazienti in grado di beneficiare
maggiormente del trattamento con bevacizumab. htileazione di biomarcatori predittivi di
efficacia permetterebbe un utilizzo piu razionaddledrisorse ed un vantaggioso rapporto tra
costo ed efficacia dei trattamenti. Se disponessimo biomarcatore validato I'associazione
di bevacizumab e taxani potrebbe costituire nonopzibne ma uno standard in un
sottogruppo di pazienti, il cui beneficio in PFSrpbbe potenzialmente tradursi anche in OS.
Sono state recentemente descritte associazionfisagive tra alcuni polimorfismi dei geni
coinvolti nell'angiogenesi e l'efficacia del bevagmab, in diversi studi retrospettivi. In
pazienti con carcinoma mammario metastatico tettatn bevacizumab, Shneider e coll
hanno descritto una possibile associazione tranoty@ VEGF-2578AA e -1154AA e I'OS,
mentre Etienne—Grimaldi e coll hanno descritto onaggiore PFS associata al genotipo 936T.

Inoltre Schulteis M. e coll. hanno ipotizzato unasgbile influenza di un polimorfismo
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dell'lL-8 sulla risposta al bevacizumab in pazietn carcinoma ovarico refrattario, mentre
Lambrecht e coll. hanno recentemente descritto ignifieativo impatto sull'efficacia del
bevacizumab di alcuni SNPs di VEGF-A (rs699946) EGFR-2 (rs11133360). Altri studi
non hanno evidenziato alcuna significativa asscmn@ztra genotipo ed out come, mentre lo
studio di Pander e coll. descrive una possibileu@nza non di un singolo SNP bensi di un
profilo di interazione genetica sulla PFS di pazieon carcinoma colon rettale metastatico
trattati con I'associazione di capecitabina, oXatipo e bevacizumab.

L'angiogenesi tumorale rappresenta un processo lessy regolato da un equilibrio
dinamico tra fattori promuoventi ed inibenti; stuldiscrivono come i meccanismi di feedback
indotti dalla terapia con bevacizumab non siantretis solo all'espressione di VEGF ma
coinvolgano ulteriori fattori coinvolti in quest@litato equilibrio, in particolare la TSP-1.
Potrebbe essere da confermare se i polimorfismiosia risultante esclusivamente di una
variabilita genetica individuale, come descritto @apie casistiche, o derivino anche da
mutazioni somatiche nel tumore, sulla base delzente descrizione di una discordanza

genaotipica tra tumore e DNA.
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4 OBIETTIVI DELLO STUDIO

Questo studio pilota & stato condotto con I'obiettdi identificare polimorfismi genetici dei
mediatori pro- o antiangiogenetici, coinvolti nebpesso di heovascolarizzazione potenzialmente in
grado di predire la risposta al trattamento conabewmab in termini di attivita ed efficacia, in
pazienti affette da carcinoma metastatico della malta. In questo studio sono stati analizzati i
polimorfismi genetici di VEGF gia indagati in pretti studi e altri polimorfismi di mediatori
coinvolti nel processo di neoangiogenesi, corradéindon l'efficacia del trattamento. Oltre alla
valutazione dell'impatto dei singoli polimorfismip studio si € proposto di identificare profili di
interazione genetica favorevoli correlati potenmiahte con I'efficacia del trattamento. L’analisi
stata condotta sul DNA estratto da cellule delldesbianca (ottenuto attraverso un prelievo di
sangue) e su DNA estratto dai preparati istolodai campione tumorale, per confermare come
questi polimorfismi siano la risultante di una edilita genetica costituzionale del paziente, come
sembra essere descritto da casistiche pit ampgiyrepl risultato di una mutazione somatica del

tumore.
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5 MATERIALI E METODI

5.1 Pazienti e disegno dello studio

Sono state inserite nello studio pazienti con diagnstologica di carcinoma mammario HER2
negativo metastatico (con malattia misurabile o maisurabile), sottoposte ad un trattamento
chemioterapico di prima linea con [I'associazioneclitixel e bevacizumab (ai dosaggi
rispettivamente di 90 mg/mq ev al girono 1,8,1%eriy/mq ev al giorno 1,15, con cicli ripetuti ogni
28 giorni). Le pazienti sono state sottoposte atamento presso il nostro centro, U.O. Oncologia
Medica Universitaria del'Ospedale S. Chiara di PisdJ.O. Oncologia Medica dell'Ospedale
F.Lotti di Pontedera (centro coordinatoredl altre oncologie italiane (U.O. Oncologia Medica
dellOspedale Versilia, U.O. Oncologia Medica delpedale S. Chiara di Trento, Struttura
Complessa di Oncologia Medica dellAO S. Gerardddinza, U.O. Oncologia Medica di Pesaro,
Sezione di Oncologia Medica dell’Ospedale Del CepipcPistoia e U.O. Oncologia Medica
dell'Ospedale SS. Cosma e Damiano di Pescia). Ldictprevedeva l'esecuzione di un prelievo
ematico alle pazienti in trattamento per le andéimiacogenetiche che esprimevano il loro consenso
al prelievo e alle analisi previste dallo studimrNessendo reperibili in letteratura dati concetinen
I'esatta correlazione tra polimorfismi dei geni etivo delle analisi farmacogenetiche dello studio
ed efficacia/tollerabilita dei trattamenti con beizamab, non é stato possibile applicare I'analisi
statistica per calcolare la numerosita del campideiepazienti da arruolare. Pertanto il presente

studio retrospettivo € da considerare uno studiadagicon arruolamento previsto di 100 pazienti.

5.2 Valutazioni cliniche delle pazienti in studio

Delle pazienti in studio sono state raccolte carigtiche cliniche basali relative ad eta, sesso,
ECOG, data di diagnosi della malattia primitivaadjng e caratteristiche immunoistochimiche del
tumore primitivo (ER, PgR e HERZ2), eventuale clgiarsul primitivo, terapie mediche adiuvanti,

data di diagnosi della malattia metastatica, numereede delle localizzazioni metastatiche e
informazioni relative al trattamento con bevacizbneaad eventuali ulteriori provvedimenti per la

malattia metastatica.
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La risposta al trattamento e stata valutata secomditeri RECIST v1.1 (v. Appendice I). Per le
pazienti con malattia non misurabile la progressidnmalattia si € basata sul giudizio del medico
oncologo secondo criteri clinici soggettivi (deteeimento del PS, aumento dei markers tumorali 0

dei versamenti neoplastici).

Gli eventi avversi correlati al trattamento sonatistalutati in accordo a National Cancer Institute

Common Terminology Criteria (NCI- CTCAE v.4.0) (Mppendice II).

5.3 Analisi farmacogenetiche sul DNA germinale

5.3.1 Prelievo del campione

A ciascun paziente che ha accettato di partecgldrestudio e stato eseguito un prelievo ematico (3
ml) in provetta contente EDTA. Ad ogni pazientet&te attribuito un codice (costituito dalle lettere
BEVAGENE e da un numero progressivo di arruolament cifre) riportato sia sul prelievo che
sulla CRF cartacea. Ogni campione é stato inviatoddiatamente al laboratorio per le esecuzioni

delle analisi genetiche.

5.3.2 Estrazione e conservazione del DNA

Le analisi genetiche previste dallo studio sontestandotte presso i laboratori della Divisione di
Farmacologia e Chemioterapia diretta dal Prof. Biane Dipartimento di Medicina Interna
dell’'Universita di Pisa (Dr. Guido Bocci). Da ogeampione di sangue pervenuto al laboratorio
stata prelevata un’aliquota di sangue (200 pl)sLecstata eseguita I'estrazione del DNA secondo
procedure standard (Qiagen DNA Mini Kit e QlAamp AMlood Mini Kit, Milano, Italia). In
particolare al fine di estrarre il DNA dai campiahisangue intero, 20@ di sangue intero e 20d

di Buffer AL presente nella confezione del kit Qgagimpiegato 200sono stati aggiunti ad una
provetta da microcentrifuga da 1,5 ml sul cui forefano stati preventivamente posti 20di
QIAGEN Proteasi (o Proteinasi K). Il campione étestquindi centrifugato per 15 secondi e poi
incubato a 58 per 10 minuti; successivamente al campione statbaggiunti 20Qul di etanolo al
100% (v/v) ed é stato centrifugato per altri 1508&k. 1| campione ottenuto € stato quindi posto in
una colonna per la separazione del DNA (QlAamp Spathumn) e quindi centrifugato a 8000

giri/minuto per 1 minuto. Dopo aver scartato I'éyanella QlIAamp Spin Column sono stati aggiunti
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al campione 50Ql di buffer AW1 ed é stato poi centrifugato a 8afid/minuto per un minuto. Il
filtrato e stato nuovamente eliminato e dopo aggiunto buffer AW2 (50Qul), il campione e stato
centrifugato a 14.000 giri/minuto per 3 minuti. @o@ver eliminato il filtrato ed incubato il
campione a temperatura ambiente per 1 minuto inp2@ffer AE, il DNA adsorbito sulla resina
presente nella colonna é stato eluito in una nposeetta da 1,5 ml mediante centrifugazione a 8000
giri/min per 1 minuto. La concentrazione di DNA geate nell’eluato é stata misurata mediante uno
spettrofotometro alla lunghezza d’onda di 260 nrbg4) mediante la seguente formula: [DNA]
(ng/ul) = Abse x 25. Il DNA estratto e il rimanente volume di gae sono conservati alla
temperatura di -70 °C presso i laboratori dellaifdone di Farmacologia e Chemioterapia del

Dipartimento di Medicina Interna.

5.3.3 Analisi dei polimorfismi

La genotipizzazione é stata effettuata su piattadom agMan mediante impiego di primers e sonde
specifiche (Applied Biosystems) con strumento 790@¢quence Detection System. Le analisi sono
state condotte su polimorfismi a singolo nucleot{@NPs) di geni di mediatori coinvolti nel
processo angiogenico gia noti da precedenti sfueguenti sufficientemente per osservare una
possibile correlazione di tipo clinico e potenziahte in grado di alterare la funzione del gene in
modo biologicamente rilevante. | geni e polimorfisselezionati per le analisi genetiche sono
specificati di seguito nella Tabella 1. Nel sag@@agMan Fluorogenic 5' Nuclease AsSayuna
speciale sonda fluorogenica complementare allaesergudel DNA bersaglio compresa tra il primer
senso ed antisenso viene aggiunta ad una normalgome di Real Time PCR. Le sonde
fluorogeniche complementari alle sequenze del DNfs#glio impiegate nel saggio TagMan per
I'analisi genotipica sono specificate nell'appermrditi. La sonda € un tratto di DNA complementare
alla sequenza di interesse, legato covalentemenige anolecole fluorescenti, rispettivamente un
fluorocromo ad alta energia R (Reporter) e un fhaoomo a bassa energia Q (Quencher), con la
funzione di spegnere la fluorescenza del reporter. Infattargio la sonda € intatta e i due
fluorocromi sono rawvvicinati, i fotoni del cromoforeporter sono assorbiti dal quencher e non si ha
I'emissione di fluorescenza; invece quando avviarfeammentazione della sonda e i due cromofori

R e Q si distanziano, il quencer non riesce a greghieffetto del reporter con conseguente
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emissione di fluorescenza. Durante 'amplificazioedia reazione di PCR (fase di "annealing”) sia i
primer che la sonda si ibridano al templato; quashai@nte I'estensione del primer la Taq polimerasi
incontra la sonda ibridata che, essendo blocca3aradn puo essere estesa dalla polimerasi, l&@tag|
con la sua attivita 5'-3' esonucleasica, liberanidostrada e portando cosi a termine la copiadeta
frammento. Come risultato, per ogni copia di pra@l®CR portata a termine si ha il taglio di una
sonda fluorogenica ad opera della Tag polimerash, conseguente separazione del cromoforo
reporter dal quencher ed emissione della fluoreceviengono utilizzate piastre di reazione da 96
pozzetti standard e il segnale generato é rilewatsoluzione durante la PCR (Fluorogenic 5'
nuclease assay TagMan®). Al termine dei cicli ppogmati, lo strumento ABI PRISM 7900 HT
Sequence Detection Systems misura la fluorescesilzgata permettendo di stabilire il contenuto
allelico di ogni campione presente sulla piastranf@ntando la fluorescenza dei campioni durante
la fase esponenziale rispetto ad uno standardedinnento si puo risalire al numero di copie di DNA
nel templato di partenza. Per ogni campione sirdtten grafico con la sua curva di crescita, chéa sa
tanto piu ripida quanto maggiore € la quantitaednplato di partenza. Per I'analisi genotipica in
studio vengono utilizzate due sonde, una per gi@scvariante allelica, in modo da poter definire,
tramite la misurazione della fluorescenza, se @ystio & eterozigote oppure omozigote per uno dei

due alleli.

Tabella 1.Polimorfismi a singolo nucleotide (SNP) dei genimdidati per lo studio

Gene Funzioni generali SNP Reference SNP
VEGF Vascular endothelial growth -2578 C/A (promoter) rs699947
factor

-1498 C/T (promoter) rs833061

Fattore promuovente angiogenesi

-1154 G/A (promoter) rs1570360

-634 G/C (promoter) rs2010963

936 C/T (3UTR) rs3025039

A/G (promoter) rs699946
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VEGFR-2 VEGF Receptor- 2 -604 A/IG rs2071559

Recettore per VEGF 1192 C/T rs2305948

1719 T/A rs1870377
CIT rs11133360

TSP-1 Thrombospondin-1 8831 A/G rs2228262

Inibitore angiogenesi

IL-8 Interleukin-8 -251 T/A (promoter) rs4073

Chemochina coinvolta in
angiogenesi e risposta immunitar

HIF-1a Hypoxia inducible factor-d 1772 CIT ¢xygen- rs11549465

[Subunita & HIF- Regolazione dependent-domain)
espressione genica da ipossia]

EPAS-1 Hypoxia inducible factor-2 introne rs4145836

Subunita 2 di HIF- Regolazione

espressione genica da ipossia

5.4 Analisi su preparati istologici di tessuto tumorale

L'analisi dei polimorfismi genetici syreparati istologici di campioni di tessuto tumeraara
effettuata presso i laboratori della Sezione diolgia Molecolare dell’Anatomia Patologica |
dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana (ine Prof. G. Bevilacqua). Da ciascun blocchetto
in paraffina di tessuto tumorale verrano prepadaie sezioni in bianco di 10 uM su cui sara estratto
il DNA secondo metodiche convenzionali. L’analisstata pianificata con I'obiettivo di confermare
se questi polimorfismi siano la risultante di uaaiabilita genetica costituzionale del pazienteneo
descritto da casistiche piu ampie, oppure il r&goltdi una mutazione somatica del tumore. Se
necessario in alcuni casi si procedera alla misgatione laser per selezionare dal blocchetto in
paraffina contenente il tessuto tumorale esclusardmle cellule non neoplastiche in modo da poter

analizzare DNA appartenente alla linea germinal@dgeente.
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5.5 Analisi statistiche

L'obiettivo primario di questa analisi retrospe#tive la valutazione di potenziali associazioni
significative tra polimorfismi di VEGF e di altri epi correlati alla neoangiogenesi e la
sopravvivenza libera da progressione (PFS), dafiodme tempo dall'inizio del trattamento alla
progressione di malattia o morte per ogni causte @lvalutare le possibili associazioni tra i sihg
polimorfismi e la PFS, lo studio si & propostod#ritificare eventuali profili di interazione germati
associati con la PFS. Obiettivi secondari sono déutezione di potenziali associazioni tra i
polimorfismi e il tasso di risposte (RR), definiialla somma delle risposte parziali e complete di
malattia (PR+CR), e tra i polimorfismi e la sopraenza globale (OS), definita come tempo
dall'inizio del trattamento alla morte per ogni saull metodo di Kaplain-Meier & stato utilizzagr p
stimare l'impatto di ciascuna variabile clinicatgagica e genomica sul rischio di progressione o
morte e il Log-rank test per analizzare eventu#fieenze. Il modello a rischi proporzionali di Céx
stato utilizzato nelle analisi multivariate perwalre I' associazione di ogni singola variabilel’sul
outcome dei pazienti (calcolo degli hazards ratiR) e relativi intervalli di confidenza al 95%),
utilizzando come covariate le variabili associdteslarmente con la PFS. Il test esatto di Fisher e
stato usato per valutare I'associazione tra i gghabalizzati e il RR. Data la natura esploratoria
dello studio & stata assunta come significativa pp@.05. E’ stato inoltre utilizzato il software
denominato Multifactor Dimensionality Reduction (NP software [versione 2.0 beta 6;
http://sourceforge.net/projects/mdr/] per valutgressibili interazioni tra doppiette di geni ed
efficacia del trattamento, con I'obiettivo di iddidare profili genetici associati con la PFS.
Brevemente, il software tenta di identificare uoffpo genico, in questo caso di una doppietta di
geni (ammesso che esista), che si associ ad unari@BB&na migliore rispetto alla PFS mediana
della popolazione in studio. Identificato un profidiologico definito favorevole, sono stati utilii

il metodo di Kaplan-Meier e il log-rank test peisdavere e confrontare le curve di PFS tra pazienti
con profilo genetico favorevole rispetto alla restapopolazione di pazienti, e il modello a rischi

proporzionali di Cox per valutare eventuali asszioiai tra i profili genetici e 'outcome.
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6 RISULTATI

6.1 Caratteristiche delle pazienti

A partire da marzo 2010 sono state incluse 11lep#izcon diagnosi di carcinoma mammario
metastatico sottoposte ad una trattamento cherajpter di prima linea con paclitaxel e
bevacizumab c/o il nostro centro, I'U.O di Oncoéolyledica di Pontedera (centro coordinatore) ed
altre oncologie italiane, dal Luglio 2007. Nelld¢fla 2 sono incluse le caratteristiche basaliedell
pazienti arruolate. Si tratta di una popolazioneelbso femminile ad eccezione di un paziente di
sesso maschile, con eta mediana di 59 anni (328h) buone condizioni generali, con ECOG
Performance Status (PS) di 0 o 1 rispettivamente9d® (100/111) e 10% (11/111) dei cdsi.
merito alle caratteristiche istopatologiche del twenmammario primitivo, il 100% dei casi risultava
HER2 negativo (ICH 0/1+ oppure 2+/ FISH non amgiifd), I'83% dei casi (92/111) esprimeva
recettori estrogenici o progestinici, mentre nePtl@ei casi (19/111) il tumore primitivo non
esprimeva recettori ormonali. In 27 pazienti la atti era stata diagnosticata come metastatica ab
inizio. | restanti pazienti avevano sviluppato ntizdametastatica con un intervallo libero da méatt
(DFI) mediano di 39 mesi [range 0 — 23 anni]; ilIDiBultava inferiore a 12 mesi nel 27% dei casi
(30/81) e superiore ai 12 mesi nel 73% dei casil@l) pazienti. Per quanto riguarda I'estensione
della malattia metastatica il numero mediano di seetastatiche risutava superiore o uguale a tre
nel 33% dei pazienti (37/111) e inferiore a trenmaanenti casi (74/111), con un numero mediano di
sedi metastatiche pari a 2 (range 1-6). Inoltré3t delle pazienti (81/111) presentava malattia
viscerale, mentre nel 27% dei pazienti (30/111jnkdattia era limitata allo scheletro e/o tessuti
molli. Per quanto riguarda il trattamento di priliteea, i pazienti hanno ricevuto una chemioterapia
con paclitaxel in associazione a bevacizumab pardumata mediana di circa sette mesi. Il 73% dei
pazienti (81/111) ha ricevuto bevacizumab di mantento (10 mg/mqg ev ogni 14 giorni o 15
mg/mqg ev ogni 21 giorni) dopo la sospensione dellamioterapia con taxani, per una durata
mediana di circa 6 mesi. In merito ad altri tratgutn per la malattia metastatica, il 22.5% (22/111)
dei pazienti ha ricevuto un trattamento ormonalatmedl 4.5% (5/111) e stato sottoposto a chirurgia

sul primitivo. Per quanto riguarda i trattamentgedenti lo sviluppo della malattia metastatica, la
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totalita dei pazienti € stata sottoposta ad adegtrattamento locale del primitivo (mastectomia,
gquadrantectomia e radioterapia, tecnica del linflonsentinella o linfoadenectomia), il 68% dei
pazienti (76/111) ha ricevuto un precedente tradtdgm chemioterapico adiuvante, il 23% dei
pazienti (26/111) ha ricevuto una chemioterapianaite con taxani e il 55% (61/111) é stata
sottoposta ad ormonoterapia adiuvante. Le analmielazione tra genotipo ed outcome sono state
condotte su 102 pazienti, le cui caratteristictanersimili a quelle dell'intera popolazione in styd
per le quali erano disponibili le informazioni ridd@ alla genotipizzazione al momento dell'analisi.
polimorfismi osservati in queste pazienti con l&tiee frequenze genotipiche e sono riportati in

appendice V.

Tab. 2 Caratteristiche delle pazienti (n=111)

Eta mediana (range) 59 (32- 81)

ECOG PS —n (%)

0 100 (90%)
1 11 (10%)
2 0

Recettori ormonali (tumore primitvo)
ER e/o PgR positivi - n (%) 92 (83%)
ER e PgR negativi - n (%) 19 (17%)
Sconosciuto -

HER2 (tumore primitvo)
Negativo - n (%) 111 (100%)

Precedente chemioterapia adiuvante - n (%)

No 35 (32%)
Antraciclina 33 (30%)
Antraciclina + taxani 26 (23%)

Precedente ormonoterapia — n (%)

No 25 (22.5%)
Adiuvante 61 (55.0%)
Metastatico 25 (22.5%)
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mediana [range] (mesi) 39 (0-276)
<12 mesi - n (%) 30 (27%)
>12 mesi - n (%) 81 (73%)

Numero di lesioni metastatiche — mediana (range)| 2 (1-6)
> 3 sedi - n (%) 37 (33%)
< 3 sedi - n (%) 74 (67%)

Localizzazione di malattia — n (%)
Viscerale 81 (73%)
Scheletro e/o tessuti molli 30 (27%)

Bevacizumab di mantenimento - n (%)

Si 81 (73%)
No 30 (27%)
Follow up mediano [mesi] (range) 17.4 (1.9 -54.7+)

6.2 Efficacia e tossicita dell’associazione di bevacimab e taxani

Nella tabella 3 sono riassunti i dati relativi adficacia e attivita osservati nella nostra casstli

111 pazienti con tumore mammario metastatico teatt@mn la combinazione di bevacizumab e
taxani. Al momento in cui e stata condotta I'analifollow up mediano risultava di 17.4 mesi
(range 1.9-54.7+), 88 pazienti erano progrediti eldceduti. Ad eccezione di una paziente deceduta
per una seconda neoplasia a livello del pancreasalise di morte risultavano nei restanti casi
correlate alla malattia. In queste 111 paziensidpravvivenza libera da progressione (PFS) mediana
e risultata di 11.6 mesi (IC 95% 10.6 -12.6) adaravvivenza globale (OS) mediana di 32.4 mesi
(IC 95% 25.9 — 38.9) (111 pz). Per quanto rigudraldivita del trattamento, dei 111 pazienti in
studio 14 pazienti (12.6%) hanno avuto una rispostapleta di malattia (CR), 57 pazienti (51.4%)
una risposta parziale, con un tasso di rispostettol® (ORR) pari al 64%, 31 pazienti (27.9%) una
stabilita di malattia (SD), mentre si € osservata progressione di malattia (PD) in 9 pazienti
(8.1%). (Tab 3 e Fig.3-4). In appendice V sono itge le curve di Kaplan-Meier relative a PFS e

OS e i dati di attivita riscontrati sulle 102 pattiesu cui é stata condotta I'analisi di correlagdra
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genotipo ed out come. La PFS mediana e I'attivifardttamento in queste pazienti € risultata gimil

a quella dell'intera popolazione.

Tabella 3.Attivita e efficacia del trattamento(n=111)

CR
PR
)
PD
ORR (CR + PR)

PFS mediana (mesi)
n eventi 88/111

OS mediana (mesi)
n eventi 41/111

14 (12.6%)
57 (51.4%)
31 (27.9%)
9 (8.1%)
71 (64.0%)

11.6 (IC 95% 10.6 - 12.6)

32.4 (IC 95% 25.9 — 38.9)
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Fig.3 Kaplan-Meier PFS nella popolazione in studio
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Fig.4 Kaplan-Meier OS nella popolazione in studio

Il trattamento con paclitaxel e bevacizumab é té&al ben tollerato, come si osserva dai dati di
tossicita riassunti nella sottostante tabella 41 Kicsono infatti verificati eventi trombotici arit@si o
venosi né emorragie severe. Si e tuttavia verdicat evento di perforazione gastrointestinale in
corso di trattamento con bevacizumab in una pazisemza impegno peritoneale di malattia, gestito
tramite adeguata chirurgia. In linea con il notofppo di tossicita del bevacizumab, abbiamo
osservato lo sviluppo di ipertensione arterios@drpazienti (24%), rispettivamente di grado 1/2/3
in 11 pazienti (10%), 12 pazienti (11%) e paziddfio), comunque in tutti casi adeguatamente
gestita e controllata con terapia medica. Prot@nad epistassi sono state di entita lieve e non
clinicamente significative. Per quanto riguard#olgsicita non direttamente correlate al bevacizumab
globalmente il trattamento é stato ben tolleratm eventi principalmente di grado lieve (grado2 e
secondo NCI-CTCAE) di tipo gastrointestinali (nausen 29 (26%) e 6 (5%) pazienti
rispettivamente, diarrea in 16 (14%) e 3 (3%) fisp@emente, stomatite in 31 (28%) e 6 (5%) dei
pazienti rispettivamente), astenia di grado 1 irp@8ienti (26%) e grado 2 in 21 pazienti (19%) ed

infine neurotossicita di grado 1 in 31 pazienti¥®& di grado 2 in 25 pazienti (23%). Gli eventi di
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grado 3, verificatisi raramente, sono relativi atkaia in 4 pazienti (4%), neurotossicita in 6 pati

(5%) e tossicita cutanea in 2 pazienti (2%).

Tabella 4. Tossicita del trattamento

G1 n (%) G2n (%) G3n (%) G4 n (%)
Ipertensione 11 (10%) 12 (11%) 4 (4%) -
Sanguinamenti 24 (22%) - - -
Eventi tromboembolici - - - -
arteriosi/ venosi
Proteinuria 5 (5%) 3 (3%) 1 (<1%)
Nausea 29 (26%) 6 (5%) - -
Vomito 9 (8%) - - -
Mucosite 31(28%) 6 (5%)
Diarrea 16 (14%) 3 (3%) - -
Astenia 29 (26%) 21 (19%) 4 (4%) -
Neurotossicita 31 (28%) 25 (23%) 6 (5%) -
Anoressia 23 (21%) 6 (5%) - -
Tossicita cutanea 31 (28%) 5 (5%) 2 (2%) -

6.3 Analisi univariate

Le analisi esploratorie secondo il metodo di KagNéeier ed il log-rank test sono state condotte per
valutare I'impatto sulla PFS di variabili clinichgatologiche e genotipiche. Come osserviamo nella
tabella 5, sono risultate significativamente assecicon la PFS nella nostra popolazione sia
I'espressione dei recettori ormonali (HR 0.25, B300.15- 0.44, p< 0.0001) che il trattamento di
mantenimento con bevacizumab (0.42, IC 95% 0.28;016-0.0003), mentre il precedente
trattamento chemioterapico adiuvante con taxannbsatrato un trend di associazione con la PFS,
con una riduzione non significativa del rischiopdogressione nei pazienti non trattati con taxani

(HR 0.61, IC 95% 0.37-1.01, p=0.056). Per quardopsico valutabile 'impatto di queste variabili
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sull’OS, sulla base del ristretto numero di evestervati, abbiamo riscontrato un’associazione con
I'OS per I'espressione dei recettori ormonali (HR8) IC 95% 0.14-0.56, p=0.0003), il trattamento
con bevacizumab di mantenimento (HR 0.19, IC 95%0038, p <0.0001), I'assenza di un
precedente trattamento adiuvante chemioterapicoQMR IC 95% 0.20-0.87, p =0.02) e con taxani
(HR 0.32, IC 95% 0.16-0.62, p=0.001), ma come djpatd sopra, I'attendibilitd dei risultati in
termini di OS é limitata dal ristretto numero deeti osservati (Appendice VI). Tra i polimorfismi
di VEGF, VEGFR-2, IL8, HIF-1/@ e TSP-1 analizzati, nessuno ha mostrato all’anafizvariata
una significativa associazione con la PFS, ad emgezi un trend in PFS per il genotipo EPAS1 a
favore del genotipo AG rispetto al genotipo GG (BIR6, IC 95% 0.3-1.05, p=0.069) (Tabella 6).
Alla luce dei risultati e della scarsa numerositawe@nti abbiamo scelto di non condurre le andiisi
correlazione tra polimorfismi e OS. Infine dall’disanon sono emerse associazioni particolarmente
significative tra genotipo e risposta, con I'ecoes di deboli associazioni per alcune combinazioni

alleliche degli SNPs di EPAS1, di TSP-1 e di VEGFRB2 (Appendice VII).

Tabella 5- Analisi univariata caratteristiche cligo-patologiche-PFS

PFS

Caratteristiche clinico-patologiche N HR IC p
PS 1 11 1

0 100 |0,72 (0,37-1,4) e
Recettori ormonali Negativi 19 1

Positivi 90 |025 (0,15-0,44) S
DFI <12 mesi 30 1

>12mesi 81 0,76 (0,49-1,19) Yzzs
Sedi mts <3 74 1

>3 37 |0,82 (0,53-1,26) U
CT adiuvante Si 76 1

No 35 |0,83 (0,53-1,29) Ulle
Taxani adiuvante Si 26 1

No 85 [061 (0,37-1,01) 0
Bevacizumab No 30 1
mantenimento Si 81 (0,42 (0,26-0,68) Uftee
Malattia viscerale No 30 1

Si 81 |1,11 (0,7-1,78) et
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Tabella 6- Analisi univariata SNPs —PFS

SNPs HR IC P N
VEGF -2578A/IC  AA 1 14
AC 1,72 (0,83-3,58) 0,144 55
cC 1,25 (0,58-2,67) 0,569 33
VEGF-1498CT cC 1 14
CT 1,66 (0,8-3,44) 0,173 54
TT 1,24 (0,58-2,65) 0,585 34
VEGF+936CT cC 1 76
CT 1 (0,57-1,74) 0,993 22
TT 0,32 (0,07-1,34) 0,118 4
VEGFR_1192CT CC 1 79
CT 1,26 (0,73-2,17) 0,4 22
TT 4,54 (0,6-34,41) 0,143 1
HIF1AaCT cC 1 6
CT 1,1 (0,41-2,91) 0,852 92
TT 0,43 (0,08-2,39) 0,334 4
VEGFR_2 cC 1 20
rs11133360 CT 1,12 (0,59-2,15) 0,726 49
TT 1,48 (0,77-2,85) 0,244 33
VEGF-1154AG AA 1 57
AG 0,86 (0,54-1,38) 0,526 41
GG 0,67 (0,16-2,82) 0,582 4
VEGFR-604AG  AA 1 23
AG 0,67 (0,37-1,2) 0,174 48
GG 0,75 (0,41-1,39) 0,362 31
TSP1 2278AG AA 1 89
AG 0,93 (0,46-1,91) 0,852 12
GG 1,83 (0,25-13,62) 0,553 1
EPAS1rs4145836 AA 0,31 (0,04-2,3) 0,255 2
AG 0,56 (0,3-1,05) 0,069 21
GG 1 79
VEGF rs699946  AA 1 54
AG 1,02 (0,64-1,62) 0,935 44
GG 0,65 (0,19-2,27) 0,502 4
VEGF-634CG GG 1 36
CG 0,98 (0,59-1,62) 0,941 54
cC 0,53 (0,23-1,22) 0,137 12
VEGFR_1719AT AA 1,22 (0,54-2,78) 0,635 8
AT 1 (0,63-1,6) 0,992 42
TT 1 52
IL8 251AT AA 1 20
AT 1,39 (0,71-2,72) 0,34 55
TT 1,2 (0,57-2,54) 0,634 27
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6.4 Analisi di interazione genetica

Tramite I'impiego del Multifactor Dimensionality Raction (MDR) software [versione 2.0 beta 6;
http://sourceforge.net/projects/mdr/], & stata egagun’analisi di interazione che ha permesso di
identificare alcune combinazioni di varianti geraclsignificativamente associate con la PFS,
all'analisi univariata. In particolare si & osséovaome alcune varianti alleliche dei polimorfisdai
due geni, il VEGFR-2 rs11133360 CT e I' IL-8 -251Adoncorrano nel determinare un profilo
genetico favorevole associato significativamenta @ PFS. Secondo la nostra analisi il profilo
genetico favorevole comprende la combinazioni VE@RR11133360 TT e IL8 -251 TT, la
combinazioni VEGFR2 rs11133360 CC e IL8 -251 AAleecombinazioni di IL8 -251 AT con
VEGFR2 rs11133360 CT e AA e si presenta globalmeaté5% dei pazienti (56/102) (Tabella 7).
La PFS del sottogruppo con profilo genetico favoleve risultata significativamente superiore
rispetto alla restante popolazione [p=0.033, latkkreest], con una PFS mediana rispettivamente di
14.0 mesi (IC 95% 11.7-16.3) e 10.9 mesi (IC 95%12.4) (Fig.5). Per quanto sia attendibile ed
informativa I'analisi relativa all'OS, limitata daistretto numero di eventi, questa non ha evidgozi

alcuna associazione tra il profilo genetico favoteundividuato e I'OS (Fig.6).

Tabella 7 — Combinazioni di varianti alleliche deggNPs VEGFR-2 rs1113360 C/T e IL8 rs4073

T/A comprese nel profilofavorevole individuato dal\R software

VEGFR2 rs11133360 TT IL-8 rs4073 TT
VEGFR2 rs11133360 CcC IL-8 rs4073 AA
VEGFR2 rs11133360 CT IL-8 rs4073 AT
VEGFR2 rs11133360 AA IL-8 rs4073 AT
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Fig. 5 Kaplan-Meier e Log-Rank Test per PFS: priafigenetico favorevole vs sfavorevole

[VEGFR-2 rs11133360 CT / IL-8 -251AT{(AS 0=Profilo favorevole;AS 1= Profilo sfvaorevole)

PFS mediana (mesi) Log Rank
Profilo interazione N N Eventi Censored [1C95%)] (Mantel-Cox)
0 (favorevole) 56 38 18 (32.1%) 14.0 [11.7-16.3] Chi-Square 4.535
1 (sfavorevole) 46 43 3 (6.5%) 10.9[9.3-12.4] p 0.033
Totale 102 81 21 (20.6%) 11.6 [10.7-12.5]
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Fig. 6 Kaplan-Meier e Log-Rank Test per OS
Profilo genetico favorevole vs sfavorevole [VEGFR=21133360 CT / IL-8 -251AT]

(AS 0=Profilo favorevole;AS 1= Profilo sfvaorevole)

VEGFR-2 OS mediana (mesi) Log Rank
rs11133360 CT/ IL-
8 -251AT N N Eventi Censored [IC95%] (Mantel-Cox)
0 (favorevole) 56 20 36 (64.3%) 32.4 [25.9-38.9] Chi-Square 0.072
1 (sfavorevole) 46 17 29 (63.0%) 42.7[20.1-65.3] p 0.788
Totale 102 37 65 (63.7%) 32.4[27.2-37.6]

6.5 Analisi multivariata

L’analisi multivariata tramite il modello a rischroporzionali di Cox, e stata condotta includendo i
parametri clinico-biologici risultati piu signifitiai all’analisi univariata. L'analisi ha evidenz@
come l'espressione dei recettori ormonali ed ittéarmento di mantenimento con bevacizumab
mantengano un’associazione significativa con la Bipettivamente HR 0.22, IC 95% 0.12-0.41,
p<0.0001 e HR 0.42, IC 95% 0.25-0.71, p=0.001)eiBerso inoltre una significativa associazione
tra DFI superiore a 12 mesi e PFS (HR 0.40, IC 9520-0.82, p=0.011). Per quanto riguarda

'impatto dei polimorfismi analizzati sull’outcomeei pazienti trattati con taxani e bevacizumab,
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I'analisi multivariata ha mostrato un minore riszthii progressione nei genotipi EPAS-1 AG e AA
rispetto al genotipo GG (HR 0.50, IC 95% 0.27-0.9£0.024) e confermato la significativa
associazione tra il profilo genetico favorevole H®2-IL8 individuato e la PFS, nella nostra
casistica di pazienti trattate in prima linea c@sdociazione di bevacizumab e taxani (HR di 0.63,

IC 95% 0.4-0.99, p=0.046) (Tabella 8).

Tabella 8 — Analisi multivariata PFS
HR IC P
Recettori Ormonali Positivi 0,22 (0,12-0,41) <0,0001
Negativi 1

DFI>12mesi Si 0,4 (0,2-0,82) 0,011
no 1

CT adiuvante Si 1,84 (0,91-3,72) 0,088
no 1

Bevacizumab mantenimento Si 0,42 (0,25-0,71) 0,001
no 1

Profilo genetico favorevole Si 0,63 (0,4-0,99) 0,046
no 1

EPAS_1 AA+AG 0,5 (0,27-0,91) 0,024
GG 1
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7 DISCUSSIONE

| risultati di studi clinici hanno ormai dimostrabtmme farmaci aventi come target elementi chiave
della cascata di segnale che regola il processnedangiogenesi tumorale, siano efficaci nel
trattamento di diverse neoplasie solide. Tre stlidici randomizzati di fase Ill condotti in pazien
con carcinoma mammario metastatico, hanno dimasttaie l'associazione di Bevacizumab,
anticorpo monoclonale umanizzato diretto contMascular Endothelial Growth Factor (VEGF), ad
una chemioterapia di prima linea, determini un &ggio in termini di sopravvivenza libera da
progressione e di risposte obiettive rispetto sdln chemioterapia, in assenza di un peggioramento
clinicamente significativo della tossicita del tembhento, affermandosi come un’opzione di
riferimento per il trattamento di questo setting ghzienti [56-58]. Tuttavia, I'eterogeneita di
efficacia osservata nella pratica clinica, I'asgeniz un dimostrato impatto sulla sopravvivenza
globale, le potenziali tossicita del farmaco emeseprattutto dall'impiego di bevacizumab nel
contesto di altre neoplasie metastatiche, i cadtirdttamento e la disponibilita di numerosi facma
attivi nella malattia mammaria metastatica, costitono elementi di criticita sollevati a sfavore di
questo approccio terapeutico da parte di moltia@lih’identificazione e la validazione di marcaitor
predittivi di efficacia o resistenza in grado diezéonare i soggetti con maggiori possibilita di
beneficiare del bevacizumab, permetterebbe un apiorderapeutico personalizzato sul paziente e
un utilizzo piu razionale delle risorse, con unantaggiosa ottimizzazione del rapporto
costo/efficacia del trattamento. Nonostante i nusiestudi preclinici e clinici effettuati, sia nel
tumore mammario che in altre neoplasie, la displitditdi biomarcatori predittivi di efficacia del
bevacizumab rimane tuttavia una necessita irrigodtail clinico. L'eterogeneita di risposta a un
trattamento che ha come bersaglio un processo ipgintente mediato dall’'ospite, quale
I'angiogenesi tumorale, potrebbe teoricamente ess#wvuta ad una variabilitd individuale
dell'ospite geneticamente determinata, piuttoste ahmutazioni somatiche verificatesi nel tumore.
In particolare, i polimorfismi (SNPs) di geni cdae alla neoangiogenesi e al meccanismo di azione
di bevacizumab potrebbero, attraverso un’alterazibei livelli di espressione o della funzione della
proteina codificata, condizionare I'efficacia diveeizumab e spiegare la variabilita individuale di

risposta al trattamento, come ipotizzato da alamadisi condotte [89,93,95,96,99-101]. Nel nostro
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studio, condotto grazie alla cooperazione di 8 WidDncologia Medica italiane, abbiamo valutato
retrospettivamente il significato predittivo/progtioo di alcuni polimorfismi germinali di VEGF gia
noti da precedenti analisi e di altri mediatorildelgiogenesi come VEGFR2, IL-8, TSP-1, EPAS1
e HIFln, su una casistica di oltre cento pazienti conmbagdi carcinoma mammario metastatico
sottoposte ad un trattamento di prima linea cassbciazione di bevacizumab piu paclitaxel,
eseguendo le analisi sul DNA estratto da sanguéepeo. | risultati di questo studio retrospettigo
privo di un braccio di controllo, pur non permetterdi trarre conclusioni definitive, suggeriscono
alcune ipotesi meritevoli di valutazione in sucodsstudi. Nella nostra esperienza l'unico
polimorfismo risultato associato con la PFS e Eposta obiettiva riguarda il gene EPASL, in
particolare lo SNP rs4145836, per cui & stata vateall'analisi multivariata una riduzione del 50%
del rischio di progressione nei pazienti portati@iia variante allelica A (genotipi AA e AG, presien
in un quinto dei pazienti nella popolazione in slidispetto ai soggetti omozigoti GG. EPAS-1 o
HIF-20, € una delle subunitda di HIFHYpoxia - Inducible transcription Factor)fattore di
trascrizione indotto dall'ipossia e coinvolto nellegolazione dell’espressione di diversi geni a
livello endoteliale, tra cui VEGF e i suoi recett®EGFR-2 e VEGFR-1 [47]. | risultati di
precedenti studi condotti con metodiche immunotstoeche su campioni di tessuto tumorale
mammario e pancreatico dimostrano come I'espresgidiPAS1 correli con la densita vascolare e
I'espressione di VEGF all'interno del tumore, suggelo quindi il possibile ruolo di EPAS-1 sulla
regolazione del processo di neoangiogenesi tumpt8|d9]. Sulla base di questi risultati, & in cors
un’analisi su campioni di tessuto tumorale per tzakl possibili differenze in parametri come la
densita vascolare o il grado di vascolarizzazioieaiumorale, tra i genotipi EPAS1 con variante
allelica A (AA/AG) e il genotipo GG, con I'obiettivdi formulare ipotesi biologiche su eventuali
correlazioni tra gli SNPs di VEGF ed il fenotipogasgenetico. L'associazione tra il genotipo
EPAS1 (variante allelica A) e miglior outcome irrnténi di PFS osservata nella nostra analisi
sembra confermare quanto riportato da Lambrechtdledove su un’ analisi condotta su un’ampia
casistica di oltre 1300 campioni di DNA germinaigazienti con malattia avanzata trattati in prima
linea con bevacizumab o placebo in cinque studilgamzzati, veniva riportata una significativa

associazione tra la PFS e lo SNP rs4145836 in EP#8ipbendentemente dal trattamento, sia in
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pazienti trattati con bevacizumab che con placebastrandosi come un possibile biomarcatore
prognostico [99]. Con l'eccezione di EPAS 1, nessdei polimorfismi analizzati ha mostrato
individualmente una significativa associazione t@rPFS, end point primario del nostro studio,
come dimostra I'analisi univariata. Quanto osservatlla nostra analisi sembra quindi confermare
quanto gia riportato in altri studi, ovvero Il'asgandi significative associazioni tra singoli
polimorfismi di geni coinvolti nell'angiogenesi efficacia di bevacizumab, nellambito di diverse
patologie neoplastiche. Tra questi ricordiamo ultéti dell’analisi di Miles e coll. condotta sutie
300 pazienti con carcinoma mammario metastaticot®moste ad un trattamento con docetaxel
associato 0 meno a bevacizumab (studio AVADO) [84]studi condotti da Loupakis e coll. [9€]

da Pander e coll. [98] in pazienti con carcinombhoddon metastatico trattati, rispettivamente, con
I'associazione FOLFOXIRI-bevacizumab nello studi®XBO di fase Il e CAPOX-bevacizumab, e
quelli di Smerdel e coll. in pazienti con diagndscarcinoma ovarico refrattario in trattamento con
bevacizumab [105]. Alla luce della negativita datidli associazione tra singoli SNPs ed outcome,
abbiamo deciso di condurre un’analisi di interagi@enetica, secondo quanto gia suggerito dallo
studio di Pander su 279 pazienti con carcinomadein metastatico trattati con la combinazione di
capecitabina, oxaliplatino e bevacizumab, da cuergeva un profilo genetico di interazione tra
TYMS enhancer regione e VEGF +405 G/C significatiente associato con la PFS, in assenza di
significative associazioni tra singoli polimorfisrad outcome [98]. | risultati della nostra analisi,
sembrano suggerire la possibilita che, non singaléazioni puntiformi di singoli geni, bensi un’
associazione tra SNPs di piu geni possa predireisfjgosta al Bevacizumab, come riportato
nellanalisi multivariata condotta. In particolab@amite l'utilizzo di un software dedicato (MDR
software) é stato osservato come l'interazionaltane varianti alleliche dei polimorfismi VEGFR-
2 rs1113360 C/T e IL8 rs4073 T/A, siano in gradaddntificare un sottogruppo di pazienti con una
PFS significativamente maggiore (profilo genetiawdrevole) rispetto ai restanti pazienti (profilo
genetico sfavorevole). Sebbene la natura retragpett I'assenza di un braccio di controllo non
permettano di trarre conclusioni definitive né ditihguere la potenzialitd prognostica/predittied d
profilo genetico individuato, I'ipotesi che polinftami di geni diversi e piu varianti alleliche di
questi polimorfismi interagiscano tra loro, idem@indo un profilo genetico in grado di influenzare
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I'efficacia del trattamento, & a nostro avviso patesi nuova per quanto riguarda I'individuazione d
eventuali biomarcatori predittivi di risposta alvaeizumab in questo setting di pazienti. Infatti
essendo I'angiogenesi un processo complesso, inzite dall’equilibrio di numerosi fattori pro- ed
anti-angiogenetici, da complessi meccanismi di lemione dell'espressione genica dei vari
mediatori coinvolti, da numerose cascate di segatileate all'interno della cellula endoteliale in
risposta agli stimoli proangiogenetici e da una pl@ssa interazione tra microambiente e tumore, e
ragionevole pensare che la risposta al bevacizynoasa essere influenzata da un’interazione tra piu
geni che non essere il risultato dell'interaziome tin singolo SNP e il farmaco. Ovvero, e
biologicamente piu verosimile che sia l'interazidree piu varianti geniche a influenzare il fenotipo
angiogenetico e la risposta a farmaci antiangidggneome bevacizumab. Il profilo genetico
favorevole associato significativamente con la REB nostra analisi, & stato osservato tra gli SNP
VEGFR-2 rs1113360 C/T e IL8 rs4073 T/A, ed é prasam oltre il 50% della nostra popolazione.
Per quanto riguarda questi polimorfismi, lo SNPranico di VEGFR-2 rs11133360 C/T aveva
mostrato nell’analisi di Lambrechts un’associaziooe la sopravvivenza libera da progressione nei
pazienti trattati con bevacizumab ma non in quEii ricevevano placebo [99], mentre Schultheis
AM. e coll avevano osservato un’associazione tr@ ts4073 (IL8 -251 A/T) e lattivita del
bevacizumab in termini di risposte obiettive su i@atz con carcinoma ovarico trattati con
ciclofosfamide metronomica e bevacizumab, seppur i€dimite dell’assenza di un braccio di
controllo e della scarsa numerosita del campidt@0][ Il fatto che almeno uno dei polimorfismi del
profilo genetico individuato riguardi un elementbiave della cascata angiogenetica VEGF-
dipendente e che abbia mostrato una potenzialgditfiva e non prognostica in un precedente
lavoro, potrebbe far ipotizzare, un possibile digato predittivo del profilo genetico individuato
nella nostra analisi. Le analisi di genotipizzae@ul DNA tumorale previste, ad oggi non ancora
disponibili, verranno condotte per confermare qoagiti descritto in precedenti lavori di come i
polimorfismi siano la risultante di una variabileergtica costituzionale del paziente, o
alternativamente per identificare eventuali diseome tra tessuto normale e tumore, come descritto
in un case report da noi pubblicato [91,92]. Irglalla luce dei risultati ottenuti, le analisi dotte

sul tessuto tumorale serviranno per individuaresibds differenze tra i campioni dei pazienti con
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profilo biologico favorevole e i campioni dei pazie con il profilo sfavorevole, sempre con
I'obiettivo di formulare ipotesi biologiche sulléfigérenze tra questi due profili. Inoltre vale lama
sottolineare come nella nostra casistica I'assam@zdi bevacizumab e paclitaxel abbia mostrato
una PFS mediana in linea con i dati emersi daicpali studi randomizzati e soprattutto un buon
profilo di tollerabilita, confermandosi come ungianevole opzione per il trattamento di prima linea
di pazienti con carcinoma mammario metastaticoltdacsia I'analisi univariata che multivariata
mostrano come il trattamento di mantenimento cowatigumab impatti in modo significativo
sulloutcome delle pazienti, costituendo un’ultego rassicurazione sull'appropriatezza del
proseguimento di bevacizumab nei pazienti non aigr al momento dell'interruzione della
chemioterapia, una scelta largamente impiegata peditica clinica seppur in assenza di evidenze da
studi randomizzati. Questi dati confermano inoffu@anto gia emerso in un’analisi esploratoria dello
studio osservazionale ATHENA che suggeriva comadhtenimento fosse una strategia sicura in
grado di assicurare un controllo di malattia a tunigrmine, con valori di TTP mediano
rispettivamente di 11.6 mesi e 6.7 mesi rispettmai®, e di OS mediana di 30 mesi e 18.4 mesi
rispettivamente, nei pazienti che ricevevano unterdmento con bevacizumab e in quelli in cui il
bevacizumab veniva sospeso prima o al momentdrdelifuzione della chemioterapia [59].

In conclusione questa analisi retrospettiva suggeruna possibile interazione tra IL8 e VEGFR2 in
un profilo genetico costituito da piu profili aliel associati significativamente ad una miglioreSPF
potenzialmente in grado di identificare un sottpg di pazienti con un miglior outcome o
maggiori possibilita di beneficiare di un trattaneeigon bevacizumab. L'assenza di un gruppo di
controllo non permette di distinguere I'eventualstemziale predittivo o prognostico del profilo
genetico individuato e trattandosi di uno studiotgi i risultati sono comunque da intendersi come
assolutamente preliminari. Abbiamo pertanto intenei di condurre uno studio prospettico su
pazienti con diagnosi di carcinoma mammario metiabi& sottoposte ad un trattamento di prima
linea con bevacizumab e paclitaxel per confermangeao i dati generati da questa analisi ovvero
I'impatto dell'interazione genetica in termini dduzione del rischio di ripresa di malattia. Seialt
studi confermassero questi risultati potremmo sahere un sottogruppo di pazienti in grado di
beneficiare maggiormente di un trattamento di primaa con bevacizumab, cosi da ottimizzare
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I'utilizzo delle risorse con importanti risvolti inici ed economici; se venisse inoltre confermata
l'incidenza dell'interazione osservata nella nostnalisi (oltre il 50% della popolazione studiata),
ricaduta clinica del dato potrebbe essere ancowarigvante. Infine se i risultati venissero
confermati, I'analisi di interazione genetica pbtye risultare un approccio piu razionale, rispetto
all'analisi di polimorfismi individuali, per la setione di pazienti da sottoporre a trattamenti
potenzialmente tossici e costosi, data la compéestsi meccanismi che sostengono 'angiogenesi e

la risposta ai farmaci antiangiogenetici.
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9 APPENDICI

APPENDICE |  Criteri RECIST per la valutazione della risposta {v1)

R.esponse E.valuation C.riteria in S.olid T.umors (sintesi)

Elegibilita

» Negli studi dove l'obiettivo primario € la progsaone tumorale, il protocollo deve specificare se
I'arruolamento é ristretto ai pazienti con malattigsurabile (almeno una lesione misurabile) o se
possono essere inseriti anche quelli con solo tralan misurabile, alla valutazione basale (Recist
1.0 Solo pazienti con malattia misurabile al momenttadealutazione basale dovrebbero essere
inseriti in protocolli in cui I'obiettivo primari@ la valutazione della risposta obiettiva del tushor

» Malattia misurabile: si ha quando é presente almeno una lesione rhikur&e la malattia
misurabile e ristretta ad una lesione solitariasla natura neoplastica dovrebbe essere
confermata con una indagine istologica/citologica.

» Lesioni misurabili: lesioni misurabili in almeno una dimensione {s&gre diametro
maggiore), il cui diametro maggiore $t&20 mm se valutate con le metodiche radiologiche
tradizionali > 10 mm se valutate con la TAC spirale 0 RMN.

» Lesioni non-misurabili: sono tutte le lesioni che non rientrano nel ooteli definizione per
le lesioni misurabili, lesioni scheletriche, ledianeningee, ascite, versamento pleurico,
versamento pericardico, carcinoma inflammatoridadelammella, linfangite carcinomatosa
(cutanea o polmonare), masse addominali/organomeadtiominale identifciata all'esame

fisico che non & misurabilele secondo metodigheducibili di imaging

- | linfonodi sono considerati normali se diametranare < 10 mm, misurabili se diametro
minore> 15 mm e non misurabili se diametro minore compreadl0 e 15 mm (TC
spirale)

- Possono essere considerate misurabili, lesionilefciche litiche con identificabile
componente di tessuti molli, valutate alla TC o RMsE la componente di tessuti molli
rientra nei criteri di misurabilita sovra citatigsioni osteoblastiche non sono misurabili)

- Lesioni cistiche semplici non dovrebbero esseresidenate maligne. Lesioni “cistiche”
complesse, radiologicamente indeterminabili, dolveeb essere considerate lesion non
misurabili. Lesioni cistiche riferibili a metastgsdssono essere considerate come lesioni
misurabili, se rientrano nei criteri di misuralgligopracitati. Comunque, se presenti nello
stesso paziente lesioni non cistiche, & preferilsiédezionare quest'ultime per la
valutazione della risposta.

e La valutazione delle lesioni deve essere effettutitezando regoli o calibri e le misurazioni
devono essere riportate utilizzando il sistema icettecimale.

+ La valutazione basale delle dimensioni di una lesiadeve essere fatta entro 4 settimane
dall'inizio del trattamento chemioterapico.
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* Le lesioni dovrebbero essere sempre valutate cetetsa metodica diagnostica durante tutto il
trattamento.

* Le lesioni apprezzabili al’'esame clinico sono a¢dasate misurabili solo se superficiali (ad es.
noduli cutanei e linfonodi palpabili). In caso disloni cutanee si raccomanda di allegare
documentazione fotografica con scala metrica cheng@ga una stima del diametro della
lesione.

Metodi di Misurazione

* TC e RMN sono attualmente le migliori metodichepdisibili e riproducibili per misurare le
lesioni target selezionate per la valutazione délgosta. TC convenzionale e RMN dovrebbero
essere effettuate con scansioni contigue < 10 menTC spirale dovrebbe essere eseguita
utilizzando un algoritmo di ricostruzione contigagd mm. Queste indicazioni si applicano a
tumori del torace, del'addome e della pelvi. | tiindel distretto testa/collo e quelli delle
estremita richiedono di solito specifici protocolli

e Le lesioni valutate con Rx torace sono accettatilime lesioni misurabili quando sono
chiaramente definite e circondate da parenchimang@oire aerato. Comunque la TC é
preferibile.

* Quando I'endpoint primario dello studio & la vatidae della risposta obiettiva, I'ecografia non
dovrebbe essere utilizzata per misurare le lesiombrali. Pué comunque essere una possibile
alternativa alle misurazioni cliniche di linfonogalpabili e superficiali, lesioni sottocutanee e
noduli tiroidei. L'ecografia pud essere utile penfermare la scomparsa completa di lesioni
superficiali valutate solitamente con I'esame clini

L'utilizzo di endoscopia e laparoscopia per la tadione obiettiva di lesioni tumorali non & stata
ancora convalidata pienamente ed estesamenteo lukirin questo specifico contesto richiedono
attrezzatura sofisticata ed un livello alto di egpeza che puo essere solamente disponibile imalcu
centri. Percio, I'utilizzo di tali tecniche pervalutazione obiettiva della risposta tumorale dblge
essere ristretta a scopi di conferma in centriigpezati.

Comunque, tali tecniche possono essere utili pefecmare una risposta completa patologica con
biopsie.

| marcatori tumorali non possono essere usati tlgpeo valutare la risposta. Se i marcatori sono
inizialmente superiori al limite di normalitd dewwmormalizzare perché un paziente possa essere
considerato in risposta clinica completa quande tietlesioni siano scomparse.

La valutazione citologica ed istologica in alcuascpossono essere usate per distinguere una RP da
una RC.

Valutazione Basale: lesioni Target e non Target

Tutte le lesioni misurabili fino ad un totale d{Bper ogni organo), rappresentative di tutti gjami
interessati dalla malattia, vengono identificatenedesioni target’ e quindi registrate e misurate
nel corso della valutazione basale.

Le lesioni ‘target devono essere selezionate in base alla dimensi@mhediametro maggiore
(privilegiare le lesioni con diametro piu lungojlia possibilita di poterle rivalutare nel corsd de
trattamento (con tecniche di immagine o clinicaragnt
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La somma dei diametri maggiori dutte le lesioni targetdeve essere calcolata e registrata al
momento della valutazione basale ed utilizzataegudgo come riferimento per la valutazione della
risposta obiettiva del tumore.

e Tutte le altre lesioni (0 sedi di malattia) dovreli essere definite come lesioni “non target” e
possono essere registrate. La misurazione non esseta, ma la presenza o scomparsa puo
essere valutata nel corso del follow up. E possitegistrare un coinvolgimento di multiple
lesioni non target in un organo come unica enfga. “multiple linfoadenopatie addominali” o
“multiple lesioni epatiche”)

Valutazione delle lesioni Target

Risposta Completa (RC) si osserva la scomparsa di tutte le lesidaiget. Qualsiasi
linfonodo patologico deve arrivare ad una diametroore
< 10 mm.

Risposta Parziale (RP) si osserva una diminuzione del 30% della somma| dei

diametri maggiori delle lesionitdrget’ prendendo come
riferimento la somma dei diametri maggiori calcalal
momento della valutazione basale

Progressione (PD) si osserva un aumento del 20% della somma dei diame
maggiori delle lesionitarget, prendendo come riferimento
la somma piu piccola dei diametri maggiori (SLD}@&wvatal
dall'inizio del trattamento, € un aumento assoblitalmeno
5 mm nella SLD; oppure si osserva la comparsa aicupiu
nuove lesioni

Stabilita (SD) non si osserva ne’ una diminuzione del 30% dellarsa
dei diametri maggiori delle lesiontarget’ ne’ un aumenta
del 20% della somma dei diametri maggiori dellgoleis
“target’

Valutazione delle lesioni Non-Target

Risposta Completa (RC) si osserva la scomparsa di tutte le lesiomrf
target’ e la normalizzazione dei livelli sierig
dei markers tumorali. Tutti i linfonodi devono
avere dimensioni normali (diametro minore <
10 mm)

Non RC- Non PD rimangono una o piu lesionnbn target e/o i
livelli sierici dei markers tumorali restano
sopra i valori normali

Progressione (PD) Si osservano una o piu nuove lesioni e/o| un
inequivocabile progressione delle pre-esistenti
lesioni “non target
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Tutte le lesioni target registrate al basale devassere registrate nelle successive
valutazioni, anche se molto piccolo. Per lesiomgea che diventano non misurabili con
precisione dal radiologo, si assume un valore diedaé mm.

Valutazione della migliore risposta globale

La migliore risposta globale é la migliore rispostservata dall'inizio del trattamento fino a quand
non si ha progressione o ripresa della malattiengendo come riferimento la somma piu piccola dei
diametri maggiori osservata dall’inizio del tratimio).

Lesioni target Lesioni non target Nuove lesioni Rsosta globale
RC RC NO RC
RC SD NO RP
RP Non PD o NE (notNO RP
evaluable)
RC NE NO RP
SD Non PD o NE NO SD
PD Qualsiasi risposta SI-NO PD
Qualsiasi risposta PD SI-NO PD
Qualsiasi risposta Qualsiasi risposta Sl PD

Per i soggetti senza malattia misurabile

Non-target New Overall Response
CR No CR

Non-CR / non-PD No Non-CR / non-PD

Not all evaluated No NE

Unequivocal PD Yes or No PD Any Yes PD

» | pazienti che a causa di peggioramento globale d#htus di salute devono interrompere il
trattamento senza che si osservi I'evidenza ob#etti una progressione di malattia dovrebbero
essere classificati come pazienti con "deterioramsmtomatico” e dovra essere fatto ogni
sforzo per documentarne la progressione dopo [zessfone del trattamento

* In alcune circostanze pu0 essere difficile distargula malattia residua dal tessuto sano.
Pertanto quando la valutazione della risposta cetapllipende da questa determinazione si
raccomanda di indagare la lesione residua con pgass o biopsia per confermare la risposta
completa.
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Conferma

L’obiettivo principale della conferma della rispastbiettiva € quello di evitare un sovrastima
della percentuale di risposte osservate. Nel aaswii non sia possibile confermare la risposta
Cio deve essere chiaramente riportato nei risutdto studio.

La risposta parziale (PR) o completa (CR) devoneeres confermate eseguendo una
rivalutazione delle lesioni non prima di 4 settirmadopo la prima osservazione. Intervalli
superiori, se previsti dal protocollo dello studissono essere ugualmente appropriati.

Nel caso di SD questa deve essere confermata almmemma successiva misurazione da
eseguire dopo lintervallo minimo previsto nel matllo dello studio (generalmente, non
inferiore a 6-8 settimane).

Durata della risposta globale

Y

La durata della risposta globale € misurata dal emdm in cui i criteri di misurazione
consentono di definire una RC o RP fino alla priasa in cui sia documentata obiettivamente
ripresa di malattia o PD, prendendo come riferiroguer la definizione della PD le piu piccole
misurazioni registrate dall'inizio del trattamento.

Durata della stabilita di malattia

La SD e misurata dall'inizio del trattamento finquando i criteri di misurazione permettano di
definire una PD prendendo come riferimento le poegle misurazioni registrate dall'inizio del
trattamento.

L’importanza clinica della durata di una SD puoeeediversa per differenti tipi di tumore. E’
pertanto di fondamentali importanza che il protaepecifichi il minimo intervallo di tempo
richiesto tra due misurazioni per la determinazigmeuna SD. Questo intervallo di tempo
dovrebbe prendere in considerazione l'aspettatefioémclinico che tale status puo portare alla
popolazione in studio.

Revisione delle risposte

Per studi in cui I'obiettivo primario sia la perteale di risposte si raccomanda fortemente che
tutte le risposte siano verificate e confermateida o piu esperti indipendenti al momento del
completamento dello studio. La revisione simultartidle cartelle dei pazienti ed delle
immagini radiologiche e I'approccio migliore.

Presentazione dei risultati

Tutti i pazienti inseriti nello studio devono esserlutati per la risposta al trattamento, anche se
si siano verificate violazioni importanti del protdlo o se il paziente sia risultato ineleggibile.
Ciascun paziente sara classificato in una dellegoaie seguenti: 1) risposta completa, 2)
risposta parziale, 3) malattia stabile, 4) progogss di malattia, 5) decesso precoce per la
malattia maligna, 6) decesso precoce per tossig€)talecesso precoce per altre cause, 0 9)
sconosciuto (dati non valutabili, insufficienti).

Tutti i pazienti che hanno soddisfatto i criteri dieggibilitd dovrebbero essere inclusi
nell'analisi della percentuale di risposta. | padidéa cui risposta rientri nelle categorie 4-9
dovrebbero essere considerati come non respomsigitiamento (progressione di malattia).
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Un errore nella schedula di trattamento o nellamonstrazione di un farmaco non determina
I'esclusione dalla valutazione della risposta. ledirdzione precisa delle categorie 4-9 deve essere
specificata nel protocollo.

e Tutte le conclusioni dovrebbero essere basateasalisi di tutti i pazienti eleggibili.

e Le analisi su sottogruppi di pazienti possono essdiettuate escludendo i pazienti in cui si
siano verificate importanti violazioni del protokmol(es., decesso precoce per altre cause,
precoce interruzione del trattamento, significatil@iazioni dal protocollo ecc.). Comunque,
queste subanalisi non possono essere utilizzatee dmase per trarre conclusioni riguardo
all'efficacia del trattamento, e le ragioni per cpazienti sono stati esclusi dall'analisi devono
essere riportate chiaramente.

» Devono essere riportati gli intervalli di confidenal 95%
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APPENDICE Il National cancer Institute (NCI) Common Terminologyriteria for

Adverse Events (CTCAE)

La severita degli eventi avversi é registrata sédbe Commnon Terminology Criteria for
Adverse Event (CTCAE), versione 4.0 (28/05/2009)

http://evs.nci.nih.gov/ftpl/CTCAE
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APPENDICE IlI

Sonde di DNA utilizzate per le analisi di genotipazione

Polimorfismo

Tagman Applied

Sonda fluorogenica

p

Biosystem
-2578 VEGF C/A rs699947 C__ 8311602_10 TGCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGIAC]G
ATCTGGGTGGATAATCAGACTGAC
-1498 VEGF C/T rs833061 C__1647381_10 GAGTGTGTGCGTGTGGGGTTGAGG{HC
GTTGGAGCGGGGAGAAGGCCAGGGG
-1154 VEGF G/A rs1570360 C__ 1647379_10 GAGCCCGGGCCCGAGCCGCGTGTGGA
[A/G]IGGGCTGAGGCTCGCCTGTCCCCGC
-634 VEGF C/G rs2010963 C__ 8311614 10 GCGCGCGGGCGTGCGAGCAGCGAAAG
[C/IGIGACAGGGGCAAAGTGAGTGACCTGC
936 VEGF C/T rs3025039 C__16198794_10 AGCATTCCCGGGCGGGTGACCCAGCA
[CITIGGTCCCTCTTGGAATTGGATTCGCC
VEGF C/T rs699946 C__ 1647395 _10 TTGTTTAAATTCTCTGACAGAGACAIA/G]
ACTGTCCCGGGGGGCGGGGAAGGCA
-604 VEGFR-2 A/G rs2071559 C__15869271_10 GAAAACGCACTTGCCCAGTTCGCCA[A/G
CATTCCCGCTATTTCCCAAAATATT
1192 VEGFR-2 C/T rs2305948 C__ 22271999 20 TACAATCCTTGGTCACTCCGGGTTA[&T]
CCATCTATAGTTAAGGTGCTCAAA
1719 VEGFR-2 T/A rs1870377 C__11895315_20 GGTATGGGTTTGTCACTGAGACAGAIA/
TGGCTATAAGAAAGAGATAACAGCG
VEGFR-2 C/T rs11133360 C__26111278_10 TTCACATTGCTATGCCCAACACATC[@T]
ATCAAGCATTCTCAGAGTGCTTCA
TSP-1 8831 A/G 1s2228262 GACACAGACCTGGATGGCTGGCCCA[A/G]
C__16170900_10 TGAGAACCTGGTGTGCGTGGCCAAT
IL-8 -251 T/A rs4073 TTATCTAGAAATAAAAAAGCATACA[A/T]
C_ 11748116 _10 TTGATAATTCACCAAATTGTGGAGC
HIF- 1a rs11549465 GTTACGTTCCTTCGATCAGTTGTCA[C/T]C
C_ 25473074 _10 ATTAGAAAGCAGTTCCGCAAGCCC
EPAS-1 rs4145836 AGGACTTCACGAGAGACGTTGTGCT[A/G]

C_ 32329435 10

GAGGAACTGGAGAGGGCTCTGTGGA
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APPENDICE IV Frequenze genotipiche nella popolazione in studibEquilibrio di Hardy-
Weinberg

Valutazione equilibrio Hardy-Weinberg effettuatanazalcolatore online Michael H. Court’s (2005-2008)
(http:/lwww.tufts.edu/~mcourt01/Documents/Court% 202 0-%20HW%20calculator.xls).

Posizione Genotipo (Frequenza genica) Chi-Quadro Equilibrio di Hardy-
Weinberg
VEGE 14/102 AA (13.7%)
2_ -
(A-2578C) 55/102 AC (53.9%) LAl —

33/102 CC (32.4%)
VEGE 14/102 CC (13.7%)
2_ —
54/102 CT (53.0%) S P= 0.085
(C-1498T)
34/102 TT (33.3%)
VEGE 57/102 GG (55.9%)
2_ —
41/102 AG (40.2%) S P=0,307
(G-1154A)
41102 AA (3.9%)
VEGE 12/102 GG (11.8%)
2_ —
54/102 GC (53.0%) S P= 0.022
(G-634C)
36/102 CC (35.2%)
VEGE 76/102 CC (74.5%)
2_ )
22/102 CT (21.6%) w=200s P=0,157 |
(C+936T)
41102 TT (3.9%)
VEGE 54/102 AA (53%)
2_ -
441102 AG (43.1%) S P=0.171
rS699946A>G
4102 GG (3.9%)
VEGER? 23/102 AA (22.5%)
2_ -
48/102 AG (47.1%) TS P=0.592
(A-604G)
31/102 GG (30.4%)
VEGER? 791102 CC (77.5%)
2_ —_
22/102 CT (21.6%) FEAES P=0.695
(C+1192T)
1/102 TT (0.9%)
VEGER? 52/102 TT (51.0%)
2_ —_
42/102 TA (41.2%) b P=0.905
(T+1719A)
8/102 TT (7.8%)
VEGER? 33/102 TT (32.4%)
2_ —_—
49/102 TC (48.0%) Sz P=0.874
rs1113360T>C
20/102 CC (19.6%)
TSP 89/102 AA (87.3%)
- L ]
12/102 AG (11.8%) . P=0.421
(A+2278G)
1/102 GG (0.9%)
L8 20/102 AA (19.6%)
2_ -
55/102 AT (53.9%) S P=0.399
(A+251T)

27/102 TT (26.5%)
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6/102 CC (5.9%)

HIF Lo >
92/102 CT (90.2%) S p<0.05
(C+1772T)
41102 TT (3.9%)
79/102 GG (77.5%)
HIF20 21/102 GA (20.6%) =0 186 P=0.667
rs4145836 G>A 2/102 AA (1.9%)
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APPENDICE V

Eventi/ Totale n
Censored n (%)
Mean
IC 95%
Median

IC 95%

Cum Survival

Kaplan-Meier PFS/OS relative ai 102 pazienti genmptzati
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oS
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Attivita del trattamento sui
genotipizzazione

CR
PR
SD
PD

ORR (CR + PR)

102 pazienti inclusi effanalisi di

13/102 (12.7%)
52/102 (51.0%)
29/102 (28.4%)
8/102 (7.8%)

65/102 (63.8%)
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APPENDICE VI Analisi univariata PFS/OS caratteristiche clinicpatologiche

PFS 0oSs
N

Analisi univariata HR IC P HR IC P
ECOG PS 1-2 11 1 1

0 100 (0,72 (0,37-1,4) 0,33 |0,39 (0,16-0,94) 0,036
Recettori Ormonali | negativif 19 1

positivi| 90 |0,25 (0,15-0,44) < 0.0001| 0,28 (0,14-0,56) 0,0003
DFI > 12mesi No 30 1 1

Si 81 |0,76 (0,49-1,19) 0,225 |1,57 (0,76-3,22) 0,222
Sedi mts> 3 No 74 1 1

Si 37 /0,82 (0,53-1,26) 0,359 |0,97 (0,51-1,86) 0,932
CT adiuvante Si 76 1 1

No 35 /0,83 (0,53-1,29) 0,406 |0,42 (0,2-0,87) 0,02
Taxani adiuvante SI 26 1 1

No 85 |0,61 (0,37-1,01) 0,056 |0,32 (0,16-0,62) 0,001
Bevacizumab mant. | No 30 1 1

Si 81 |0,42 (0,26-0,68) 0,0003 | 0,19 (0,1-0,38) <0.0001
Malattia viscerale Si 81 1 1

No 30 |09 (056-1,44, 0,651 |1,33 (0,69-2,58) 0,398
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APPENDICE VII Correlazione genotipo-risposta [Fisher-Exact Test]

SNP genotipi n No Risposta Risposta (CR +PR)

VEGF -2578AC AA 14 6 (42.9%) 8 (57.1%)
AC 55 21 (38.2%) 34 (61.8%)

CcC 33 10 (30.3%) 23 (69.7%)

VEGF -1498CT cC 14 6 (42.9%) 8 (57.1%)
CT 54 20 (37.0%) 34 (63.0%)

TT 34 11 (32.4%) 23 (67.6%)
VEGF +936CT CcC 76 28 (36.8%) 48 (63.2%)
CT 22 9 (40.9%) 13 (59.1%)

TT 4 0 (0.0%) 4 (100.0%)
VEGFR +1192CT CcC 79 24 (30.4%) 55 (69.6%)
CT 22 13 (59.1%) 9 (40.9%)

TT 1 0 (0.0%) 1 (100.0%)

HIF_1ALFA_CT cC 6 2 (33.3%) 4 (66.7%)
CT 92 33 (35.9%) 59 (64.1%)

TT 4 2 (50.0%) 2 (50.0%)
VEGFR_2 cC 20 8 (40.0%) 12 (60.0%)
rs1113360T>C

CT 51 17 (33.3%) 34 (66.7%)

TT 31 12 (38.7%) 19 (61.3%)

VEGF -1154AG AA 57 21 (36.8%) 36 (63.2%)
AG 41 14 (34.1%) 27 (65.9%)

GG 4 2 (50.0%) 2 (50.0%)

VEGFR -604AG AA 23 8 (34.8%) 15 (65.2%)
AG 48 16 (33.3%) 32 (66.7%)
GG 31 13 (41.9%) 18 (58.1%)

TSP1 +2278AG AA 89 36 (40.4%) 53 (59.6%)
AG 12 1 (8.3%) 11 (91.7%)
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GG 1 0 (0.0%) 1 (100.0%)
EPAS_1 AA 2 0 (0.0%) 2 (100.0%)
rs4145836 G>A
AG 21 4 (19.0%) 17 (81.0%)
GG 79 33 (41.8%) 46 (58.2%)
VEGF AA 54 22 (40.7%) 32 (59.3%)
$699946A>G AG 44 15 (34.1%) 29 (65.9%)
GG 4 0 (0.0%) 4 (100.0%)
VEGF -634CG GG 36 15 (41.7%) 21 (58.3%)
cG 54 19 (35.2%) 35 (64.8%)
cc 12 3 (25.0%) 9 (75.0%)
VEGFR +1719AT AA 8 1 (12.5%) 7 (87.5%)
AT 42 20 (47.6%) 22 (52.4%)
T 52 16 (30.8%) 36 (69.2%)
IL8 +251AT AA 20 7 (35.0%) 13 (65.0%)
AT 55 21 (38.2%) 34 (61.8%)
T 27 9 (33.3%) 18 (66.7%)
VEGF-2578_dom AA+AC 69 27 (39.1%) 42 (60.9%)
cc 33 10 (30.3%) 23 (69.7%)
VEGF-1498_dom cc+CT 68 26 (38.2%) 42 (61.8%)
T 34 11 (32.4%) 23 (67.6%)
VEGF+936_dom cc+CT 98 37 (37.8%) 61 (62.2%)
T 4 0 (0.0%) 4 (100.0%)
VEGFR+1192_dom | CC+CT 101 37 (36.6%) 64 (63.4%)
T 1 0 (0.0%) 1 (100.0%)
HIF_1ALFA_dom cc+CT 98 35 (35.7%) 63 (64.3%)
T 4 2 (50.0%) 2 (50.0%)
VEGFR2_dom cc+CT 71 25 (35.2%) 46 (64.8%)
T 31 12 (38.7%) 19 (61.3%)
VEGF-1154_dom AA+AG 98 35 (35.7%) 63 (64.3%)
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GG 4 2 (50.0%) 2 (50.0%)
VEGFR-604_dom AA+AG 71 24 (33.8%) 47 (66.2%)
GG 31 13 (41.9%) 18 (58.1%)

TSP1+2278_dom AA+AG 101 37 (36.6%) 64 (63.4%)
GG 1 0 (0.0%) 1 (100.0%)

EPAS_1_dom AA+AG 23 4 (17.4%) 19 (82.6%)

P=0.026 GG 79 33 (41.8%) 46 (58.2%)
VEGF_dom AA+AG 98 37 (37.8%) 61 (62.2%)
GG 4 0 (0.0%) 4 (100.0%)
VEGF-634_dom GG+CG 90 34 (37.8%) 56 (62.2%)
cc 12 3 (25.0%) 9 (75.0%)

VEGFR+1719_dom | AA+AT 50 21 (42.0%) 29(58.0%)
T 52 16 (30.8%) 36 (69.2%)

IL8+251_dom AA+AT 75 28 (37.3%) 47 (62.7%)
T 27 9 (33.3%) 18 (66.7%)

VEGF-2578_ rec AA 14 6 (42.9%) 8 (57.1%)
AC+CC 88 31 (35.2%) 57 (64.8%)

VEGF-1498_ rec cc 14 6 (42.9%) 8 (57.1%)
CT+TT 88 31 (35.2%) 57 (64.8%)
VEGFR+936_rec cc 76 28 (36.8%) 48 (63.2%)
CT+TT 26 9 (34.6%) 17 (65.4%)

VEGFR+1192_rec cc 79 24 (30.4%) 55 (69.6%)

P=0.022 CT+TT 23 13 (56.5%) 10 (43.5%)

HIF_1ALFA_rec cc 6 2 (33.3%) 4 (66.7%)
CT+TT 96 35 (36.5%) 61 (63.5%)

VEGFR2_rec cc 20 8 (40.0%) 12 (60.0%)
CT+TT 82 29 (35.4%) 53 (64.6%)

VEGF-1154_rec AA 57 21 (36.8%) 36 (63.2%)
AG+GG 45 16 (35.6%) 29 (64.4%)
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VEGFR-604_rec AA 23 8 (34.8%) 15 (65.2%)
AG+GG 79 29 (36.7%) 50 (63.3%)
TSP1+2278 rec AA 89 36 (40.4%) 53 (59.6%)
P=0.018 AG+GG 13 1(7.7%) 12 (92.3%)
EPAS_1 rec AA 2 0 (0.0%) 2 (100.0%)
AG+GG 100 37 (37.0%) 63 (63.0%)
VEGF_rec AA 54 22 (40.7%) 32 (59.3%)
AG+GG 48 15 (31.3%) 33 (68.8%)
VEGF-634_rec GG 36 15 (41.7%) 21 (58.3%)
CG+CC 66 22 (33.3%) 44 (66.7%)
VEGFR+1719 rec AA 8 1 (12.5%) 7 (87.5%)
AT+HTT 94 36 (38.3%) 58 (61.7%)
IL8_251_rec AA 20 7 (35.0%) 13 (65.0%)
AT+HTT 82 30 (36.6%) 52 (63.4%)
Profilo VEGFR-2 Favorevole 56 18 (32.1%) 38 (67.9%)
rs1113360 C/T e IL8
rs4073 T/A (AS) Sfavorevole 46 19 (41.3%) 27 (58.7%)
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