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INTRODUZIONE

Le patologie neoplastiche, anche nel corso dell’anno 2020, restano malattie gravi e, seconde
solo alle malattie cardiovascolari come causa di morte dell’uomo, sono responsabili di circa il
30% di tutti 1 decessi. Secondo 1 dati dell’ Associazione Italiana Registri Tumori, ogni giorno in
Italia si scoprono circa 1.000 nuovi casi di cancro, cifra che sembra essere in aumento e che
fotografa tuttora una malattia socialmente importante (Figura 1). Tuttavia, la mortalita é in
riduzione con i decessi ridotti circa ad un terzo rispetto a quelli registrati “solo” 30 anni fa. Il
merito e della maggiore adesione alle campagne di screening, che consentono di individuare la
malattia in uno stadio iniziale, ma é anche dovuto agli sviluppi delle terapie oncologiche, alla
maggiore scelta ed efficacia terapeutica migliorata nel tempo grazie alla ricerca.

103.000 (53%)

76.000 (39%)

195.000
ITALIA. CASI TOTALI
2020 STIMATI
182.000

Figura 1: Nuovi casi di tumore maligno stimati nella popolazione italiana per 1’anno 2020, per sesso e
sedi prevalenti. L ’incidenza stimata ¢ pari a 377.000 nuovi casi, cresce all’aumentare con 1’eta (3 classi
di eta considerate 0-49; 50-69; >70 anni) ed & maggiore nei maschi rispetto alle femmine (195.000 vs
182.000).

Nonostante questi passi in avanti nel trattamento della patologia neoplastica, per alcune di esse,
la prognosi rimane nefasta soprattutto nelle fasi avanzate. Esempio calzante é il melanoma
maligno, il tumore piu aggressivo della pelle, il cui tasso di sopravvivenza a 5 anni resta molto
basso, compreso tra 5-19%. Inoltre, i melanomi sono i tumori che hanno registrato il maggior

incremento medio annuale in tutte le fasce di eta, sia negli uomini (+8,8%) che nelle donne



(+7,1%). A contrastare queste statistiche, negli ultimi anni ha contribuito 1’ampliamento del
panorama dei trattamenti terapeutici per il melanoma con [lintroduzione di anticorpi
immunomodulanti e di farmaci a bersaglio molecolare, che hanno mostrato una attivita clinica
obiettiva. Nonostante gli enormi progressi, lo sviluppo da parte delle cellule tumorali di
meccanismi di resistenza ai trattamenti farmacologici e le eterogenee risposte cliniche ottenute
dai pazienti sono tuttora grandissimi fattori limitanti il successo delle terapie. Nell’era della
medicina personalizzata, al fine di superare questi ostacoli, & evidente la necessita di identificare
marcatori prognostici e predittivi di risposta alle terapie, che permettano un’appropriata
selezione dei pazienti che possano realmente beneficiare dal trattamento indirizzando in modo

specifico le scelte terapeutiche.



1. Il MELANOMA CUTANEO

I melanoma & un tumore maligno che deriva dalla trasformazione dei melanociti, cellule adibite
alla produzione del pigmento melanina nello strato basale dell'epidermide. Nonostante
rappresenti solo 1'1% dei tumori della pelle, il melanoma é responsabile di oltre 1'80% dei
decessi per cancro della pelle [1]. Il melanoma pu0 essere suddiviso in molti sottotipi clinici
che differiscono per profilo molecolare, presentazione e demografia. Tra i melanomi cutanei,
soprattutto tra gli individui di carnagione chiara, il melanoma a diffusione superficiale (SSM)
e il tipo piu comune e tende a essere associato ad una buona prognosi. Il melanoma lentigginoso
acrale, che nasce dalla pelle glabra dei palmi delle mani, delle piante dei piedi e del letto
ungueale, € piu probabile che si manifesti nelle etnie dalla pelle piu scura. Piu raramente il
melanoma puo derivare da tessuto mucosale o dall'uvea [2]. Il melanoma uveale ha una
prognosi particolarmente sfavorevole, con oltre il 50% dei pazienti che sviluppa una malattia
in stadio 1V [3].

1.1. Epidemiologia - Incidenza, mortalita e sopravvivenza
Con una stima di circa 325.000 nuovi casi nel 2020, il melanoma cutaneo rappresenta 1'1,7%
delle diagnosi globali di cancro secondo GLOBOCAN (Figura 2) [4]. Il tasso di Incidenza
standardizzato per eta, aumentato negli ultimi decenni nei paesi sviluppati, e di 3,8/100.000 per
gli uomini e 3,0/100.000 per le donne, con un rischio cumulativo rispettivamente dello 0,42%
e dello 0,33% [5]. Anche in Europa si assiste ad una rapida crescita del melanoma cutaneo, con
oltre 100.000 nuovi casi e 22.000 decessi attribuibili all'anno [6,7,8]. Tragicamente, il
melanoma colpisce spesso i pazienti giovani: e il secondo tumore pit comune negli adolescenti
e nei giovani adulti di eta inferiore ai 30 anni e il tumore pit comune nelle donne di eta compresa
tra 15 e 39 anni [9, 10]. Sebbene rappresenti meno del 5% di tutte le neoplasie cutanee, il
melanoma rappresenta la maggior parte dei decessi per cancro della pelle [11]. Il melanoma é
ben curabile se rilevato e trattato precocemente (guarito al 95%) mediante escissione chirurgica
[12,13]. Tuttavia, se rilevato dopo la comparsa di metastasi regionali, una volta che il melanoma
si e diffuso piu in profondita nella pelle o in altre parti del corpo, la prognosi e triste. Prima
dell'era della terapia mirata e dell'immunoterapia, la sopravvivenza dei pazienti dopo la diagnosi
di malattia metastatica si attestava solo su 6-9 mesi [6,14,15]. Le principali scoperte della
terapia mirata e dell'immunoterapia hanno migliorato significativamente le prospettive per
questi pazienti, tuttavia, sulla base degli ultimi dati sulla sopravvivenza globale a 5 anni degli
studi cardine di fase Ill, il 50-72% dei pazienti non sopravvive oltre i 5 anni [16,17,18]. La

prognosi e sfavorevole soprattutto nei pazienti in stadio 111 e 1V. Per lo stadio IlI, i tassi di



sopravvivenza a 5 anni variano dal 32% per lo stadio 111D al 93% per lo stadio I11A [12,19],
mentre per i pazienti in stadio 1V i tassi di sopravvivenza a 5 anni sono del 34-50% [16,20].

Questi dati sottolineano l'urgenza di migliorare gli esiti della malattia.
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Figura 2. Grafico a barre che mostra i tassi globali di incidenza e mortalita del melanoma cutaneo
stimati nel 2020, per entrambi i sessi ed ogni eta.

1.2. Caratteristiche delle lesioni e diagnosi

Nella maggior parte dei casi, circa 70-80%, il melanoma insorge de novo su cute sana e Si
manifesta con una pigmentazione che si discosta in maniera sospetta da quella di tutte le altre
lesioni melanocitarie benigne presenti nell’individuo. Tuttavia, con un tasso annuale di
trasformazione di 1 su 200.000, puo anche insorgere su una lesione pigmentata preesistente e
manifestarsi sotto forme estremamente differenti, come variazione nel colore, nella dimensione
o nella forma della lesione. La diagnosi puo risultare difficoltosa, e per questo i clinici,
nell’esame obbiettivo della lesione, si affidano a indicatori clinici imprescindibili, il noto
sistema ABCDE del melanoma (Figura 3) [21]. Questo prevede ’identificazione di 5 elementi
fondamentali, nello specifico:

- Asimmetria della lesione, definita come la presenza di due meta non sovrapponibili in termini
di forma, dimensioni o disposizione del pigmento;

- Bordi irregolari, che spesso si presentano frastagliati, sfumati e irregolari;



- Colore variegato, con aree ipercromiche e ipocromiche, aree rossastre, rosa o blu;

- Dimensioni > 6 mm;

- Evoluzione nel tempo, con crescita evidente e pit 0 meno rapida.

Ulteriore caratteristica ¢ il segno del “brutto anatroccolo”, ossia la presenza di una lesione che
non rispetta i criteri dell’ABCDE ma che si manifesta con una morfologia differente rispetto

alle restanti lesioni melanocitarie benigne del soggetto [22].
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Figura 3: Sistema ABCDE del melanoma.

La maggior parte dei melanomi ad alto rischio viene diagnosticata mediante ispezione visiva
da parte di un medico esperto a causa della loro pigmentazione prominente e del modello
morfologico. Tuttavia, per i melanomi sottili o0 non pigmentati (amelanosi), € stato dimostrato
che le tecniche di imaging di supporto migliorano l'accuratezza diagnostica. La tecnica piu
utilizzata e la dermoscopia 0 microscopia in epiluminescenza, un dispositivo ottico portatile
con ingrandimento che utilizza una sorgente di luce per ispezionare le lesioni cutanee non
oscurate dai riflessi della superficie cutanea. Questo metodo migliora sostanzialmente la
diagnosi di lesioni poco chiare o dubbie che si sospetta siano melanoma. In genere, circa il 70%
dei melanomi viene diagnosticato correttamente mediante I'ispezione clinica da parte di un
dermatologo; con la dermoscopia, questa percentuale di rilevamento puo essere aumentata fino
al 90%. Tuttavia, circa il 10% dei melanomi non viene rilevato in modo affidabile con questi
metodi [23].



1.3. Patogenesi clinica
Il passaggio da una pelle normale e sana al melanoma, alla sua crescita e diffusione, & un
argomento molto studiato e dibattuto da anni. La transizione é stata ben descritta e presenta una
progressione istologica, molecolare e biologica che sembra essere correlata con la sua capacita
di dare metastasi (Figura 4) [24]. Le tappe della trasformazione sono: melanoma primitivo
invasivo senza capacita di diffusione metastatica o in fase di crescita radiale; melanoma

primitivo invasivo o in fase di crescita verticale; melanoma metastatico [25].
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Figura 4: Tappe descrittive della trasformazione da pelle normale e sana al melanoma.

La fase di crescita radiale descrive la diffusione orizzontale del melanoma all’interno
dell’epidermide e del derma superficiale. Durante questo stadio iniziale le cellule tumorali
sembrano prive della capacita di dare localizzazioni a distanza. Le neoplasie in fase di crescita
radiale ricadono in diverse classi clinicopatologiche, tra cui la lentigo maligna, che solitamente
si presenta come una lesione indolente sul volto di soggetti anziani e puo rimanere in fase di
crescita radiale per diversi anni. Dopo un periodo di tempo imprevedibile, il melanoma passa
dalla fase radiale alla fase di crescita verticale, durante la quale le cellule tumorali invadono gli
strati dermici piu profondi come una massa espansiva. La fase di crescita verticale € uno stadio
che denota una malignita superiore del melanoma, ed € spesso preannunciata dal punto di vista
clinico, dalla comparsa di un nodulo ed é correlata con lo sviluppo di un clone di cellule dal



potenziale metastatico. Dal punto di vista istologico, sono piu evidenti e frequenti le atipie e le
mitosi, le cellule hanno acquisito un forte impulso proliferativo, occupano tutto lo spessore
dell'epidermide e possono raggiungere finanche il tessuto adiposo sottocutaneo. La probabilita
di metastasi in tali lesioni correla con la profondita dell’invasione, che per convenzione ¢ la
distanza dallo strato granuloso dell’epidermide alle cellule tumorali intradermiche piu

profonde, lo spessore di Breslow [26].

1.4. Classificazione Istopatologica
Il melanoma viene diagnosticato istopatologicamente e la classificazione istologica indirizzera
le successive decisioni terapeutiche e il calcolo del rischio. La classificazione € stabilita con lo
spessore del tumore (stadio T; spessore di Breslow), coinvolgimento dei linfonodi (stadio N) e
presenza di metastasi (stadio M) (Figura 5) [27]. La maggior parte dei melanomi vengono
diagnosticati prima della comparsa di metastasi linfonodali o a distanza (stadio NO e MO)
[28,29]. Lo spessore del tumore Breslow & il criterio cruciale per valutare la prognosi e i margini
invasivi della lesione indicativi per la biopsia del linfonodo sentinella [27]. L'ulcerazione é un
altro marcatore istopatologico rilevante che € indipendente associato a prognosi sfavorevole ed
e anche incorporato nella fase T [28,29]. La classificazione del melanoma € stata aggiornata
dell’American Joint Committee on Cancer (AJCC) con l'ottava edizione del manuale di
stadiazione per il cancro, nella quale sono stati modificati/implementati alcuni aspetti aspetti
relativi alla classificazione e alla stadiazione del melanoma [30,31]. Istopatologicamente, la
conta mitotica non é piu rilevante per la stadiazione e la profondita del tumore é arrotondata ai
decimi di millimetri e i melanomi sono classificati meno frequentemente come stadio Il e piu
frequentemente come stadio 111 [30,31].
In generale, la valutazione prognostica € basata su [32]:
- spessore di Breslow, ovvero la profondita di invasione della neoplasia;
- numero di mitosi, criterio escluso dall’ultima classificazione AJCC. Mitosi scarse o assenti
sono generalmente correlate con una prognosi piu favorevole;
- regressione del tumore, presumibilmente dovuta alla risposta immunitaria dell’ospite, il cui
significato va interpretato in funzione della sua estensione;
- presenza, grado e caratteristiche dell’infiltrazione linfocitaria della neoplasia, la cui presenza,
densita e distribuzione interna alla lesione tumorale correlano con una prognosi piu favorevole;
- genere, con una prognosi migliore per le donne.
Dal momento che la maggior parte dei melanomi metastatizzano a livello dei linfonodi

regionali, ulteriori informazioni prognostiche possono essere ottenute eseguendo una biopsia
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del linfonodo sentinella. 1l coinvolgimento microscopico di un linfonodo sentinella, anche da
parte di un piccolo numero di cellule di melanoma (micrometastasi), conferisce una prognosi

peggiore [33].

Definition

T classification
T1

A <0-8 mm thickness, no ulceration

0-8-1 mm thickness (<0-8 mmwith ulceration)

T2

A >1-2 mm thickness, no ulceration

>1-2 mm thickness with ulceration

T3

A >2-4 mm thickness, no ulceration

B >2-4 mm thickness with vlceration
T4

A >4 mm thickness, no ulceration

B =4 mm thickness with ulceration

N classification
NO No regional lymph nodes affected

Nla—<c One lymph node affected, micro-metastasis or
macro-metastasis, or in-transit or satellite metastasis

N2a-c Two to three lymph nodes affected, or at least one lymph
node affected and in-transit or satellite metastasis

N3a-c At least four lymph nodes affected or at least
two lymph nodes affected and matted nodes

M classification

Mo No evidence of distant metastasis
M1

a Distant metastasis to skin

b Distant metastasis to lung

Distant non-CNS metastasis

~

d CNS metastasis

Figura 5: Classificazione TNM basata sull’ottava edizione del manuale dell'American Joint Committee
on Cancer (AJCC).

1.5. Classificazione molecolare
L'ultimo decennio ha portato a una comprensione dettagliata delle basi genetiche del melanoma
[34,35,36]. | nevi benigni spesso ospitano solo una mutazione attivante, principalmente
BRAFVG600E (vale a dire, Val600Glu), nelle lesioni borderline si osservano mutazioni del
promotore TERT o perdite di CDKN2A, mentre nel melanoma si osservano molteplici
alterazioni geniche [37]. L analisi Cancer Genome Atlas ha introdotto la delineazione di quattro
diversi sottotipi genetici di melanoma sulla base delle mutazioni geniche [34]. Questi sottotipi
sono: melanomi BRAF mutanti (circa 50%); Melanomi N-Ras, K-Ras e H-Ras mutati (circa il

25%); melanomi con mutazione NF1 (circa 15%); melanomi non mutati in nessuno dei tre
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precedent (10%) [34]. Altre alterazioni genetiche frequenti includono I'attivazione di mutazioni
del promotore TERT (30-80%) e CDKN2A, PTEN, TP53 e ARID2 [24,35,38,39,40].

1.6. Management e trattamento dei pazienti affetti da melanoma cutaneo
1.6.1 Tumore primitivo: escissione chirurgica e biopsia linfonodale
Il trattamento primario della malattia localizzata consiste in un'ampia escissione locale con
diversi margini di sicurezza, a seconda dello spessore di Breslow del melanoma [41].
Solitamente si consigliano margini di 0,5 cm per i melanomi in situ, margini di 1 cm per tumori
con uno spessore fino a 2 mm e margini di 2 cm per tumori con spessore superiore a 2 mm.
Diversi studi hanno analizzato i margini stretti rispetto a quelli ampi e, sebbene abbiano
riscontrato una riduzione delle recidive locali per margini ampi, non hanno mostrato alcun
successivo effetto di sopravvivenza globale [42,43,44,45]. La biopsia del linfonodo sentinella
e raccomandata per i melanomi primari con uno spessore del tumore di almeno 1,0 mm. La
stadiazione del nodo sentinella & considerata di grande rilevanza per un'adeguata stadiazione,
valutazione del rischio e potenzialmente anche per la scelta della giusta strategia di follow-up
e di trattamento adiuvante. La dissezione elettiva dei linfonodi non ha mostrato alcun beneficio
significativo in termini di sopravvivenza e non € raccomandata [46,47,48,49]. Diversi studi in
pazienti con melanoma intermedio e spesso, non hanno riscontrato alcun miglioramento
significativo nella sopravvivenza specifica del melanoma quando hanno confrontato la
dissezione completa dei linfonodi di routine con l'osservazione periodica ecografica del bacino
del linfonodo sentinella [50,51,52]. La dissezione completa dei linfonodi ha senza dubbio
migliorato la sopravvivenza libera da recidiva del nodo regionale (RFS), ma non ha migliorato
la sopravvivenza libera da recidiva e globale. Pertanto, non dovrebbe essere eseguita la
dissezione completa immediata del linfonodo per la malattia positiva alla biopsia del linfonodo
sentinella [53]. Infine, in caso di malattia regionale clinicamente rilevabile (macroscopica, non

sentinella), la dissezione linfonodale terapeutica e considerata lo standard di cura.

1.6.2 Trattamento adiuvante nel melanoma stadio 11B, I1C, 111 e 1V operabile
La recidiva del melanoma dopo l'intervento chirurgico definitivo e un rischio sostanziale per i
pazienti con melanoma in stadio I1B, IIC, Il e stadio IV resecabile. In questi stadi tumorali,
dovrebbe essere preso in considerazione un trattamento adiuvante, che fa uso di agenti gia
approvati o in studi clinici, per prevenire la ricaduta della malattia e la diffusione a distanza e,
in definitiva, per migliorare la sopravvivenza globale. Lo studio EORTC-18071 sull'uso

adiuvante dell'ipilimumab, anticorpo monoclonale anti-CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte
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Antigen 4), in pazienti con melanoma in stadio 3 ha mostrato un netto miglioramento della RFS
e della sopravvivenza globale [54,55] stabilendo un regime attivo per il trattamento adiuvante
del melanoma in stadio 3. Un altro studio, il Checkmate-238, che ha confrontato ipilimumab
con nivolumab, anticorpo monoclonale anti-PD1 (Programmed Cell Death Protein 1), in
pazienti con melanoma in stadio 111B, stadio I11C e stadio IV resecato, ha mostrato una RFS
significativamente migliorata con nivolumab (HR 0,65) in tutti sottogruppi analizzati [56]. |
risultati di un altro studio randomizzato in pazienti con melanoma in stadio 111 (studio Keynote-
054) hanno mostrato un chiaro beneficio RFS (HR 0,57) di un altro anticorpo anti-PD-1, il
pembrolizumab [57]. Anche lo studio COMBI-AD in pazienti con mutazioni BRAFV600E/K
ha mostrato che I'uso combinato di dabrafenib e trametinib, in pazienti con melanoma in stadio
I11A-C, ha avuto non solo un beneficio significativo in termini di RFS (HR 0,47) ma anche di
sopravvivenza (HR 0,57) [58].

1.6.3 Trattamento del Melanoma Metastatico
1.6.3.1 Targeted Therapy
Per il melanoma con mutazione BRAFV600, piccole molecole inibitorie della chinasi sono state
approvate per la terapia di prima linea della malattia localmente avanzata e metastatica. Una
risposta rapida, dopo pochi giorni o poche settimane indipendentemente dal carico tumorale e
dalla localizzazione delle metastasi, € una caratteristica tipica di tutte le terapie a base di
inibitori di BRAF, che possono essere particolarmente utili per i pazienti con melanoma
sintomatico con tumori a rapida progressione. Diversi studi clinici randomizzati di fase 3 hanno
mostrato tassi di risposta obiettiva agli inibitori BRAF senza precedenti, circa il 50%, che
potrebbero essere aumentati fino al 70% se combinati con inibitori di MEK
[59,60,61,62,63,64]. Sebbene le risposte complete siano state riportate solo nel 16% dei
pazienti, il tasso di controllo della malattia (risposta completa, risposta parziale o malattia
stabile) ha superato il 90%, il che significa che tutti i pazienti beneficiano inizialmente di questo
trattamento [59,60,61,62,63,64]. Inoltre, poiché la sopravvivenza mediana libera da
progressione (PFS) é aumentata da 7-9 mesi con inibitori BRAF in monoterapia a 11-14.9 mesi
con la terapia in combinazione degli inibitori BRAF e MEK, quest’ultima ¢ diventata un regime
standard consolidato [59,60,61,62,63,64]. La sopravvivenza globale mediana nei pazienti con
melanoma in stadio 4 trattati con inibitore BRAF e inibitore MEK e compresa tra 22-25 mesi e
la sopravvivenza globale a 3-5 anni ha raggiunto il 40% [65,66]. Per i pazienti con melanoma

BRAF wild-type, le opzioni per terapie mirate sono scarse e la terapia mirata non € un‘opzione
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di prima linea e sono urgentemente necessari nuovi agenti o combinazioni per questa

popolazione di pazienti, soprattutto se coloro che non rispondono all'immunoterapia.

1.6.3.2 Immunoterapia

Negli ultimi 10 anni, abbiamo assistito all'evoluzione del trattamento del melanoma attribuita
allo sviluppo di nuovi agenti immunoterapici che prendono di mira specifici checkpoint
immunitari, che hanno completamente cambiato la prospettiva per i pazienti con melanoma
metastatico aumentando i tassi di sopravvivenza e migliorando la qualitd della vita
[67,68,69,70,71,72]. In questo contesto, sono state attivamente studiate due molecole inibitorie
immunitarie coinvolte nella risposta immunosoppressiva: l'antigene citotossico associato ai
linfociti T (CTLA-4), che aiuta a estinguere il segnale di attivazione immunitario, e la proteina
della morte cellulare programmata (PD-1), che regola negativamente l'attivazione dei linfociti
T e l'inibizione della funzione effettrice [73]. L’ Ipilimumab, un anticorpo monoclonale (IgG1)
diretto contro CTLA-4, e stato il primo immunoterapico per il melanoma metastatico ad aver
mostrato un beneficio per la sopravvivenza globale (OS) in circa il 20% dei pazienti in uno
studio randomizzato di fase 111 [74]. Nivolumab e pembrolizumab, anticorpi monoclonali diretti
contro PD-1, sono altri agenti immunomodulatori in grado di riattivare I'immunita antitumorale
innata, suscitando risposte obiettive in una percentuale sostanziale di pazienti affetti da
melanoma e hanno mostrato un'efficacia superiore rispetto a ipilimumab e chemioterapia,
raggiungendo un tasso di risposta complessivo superiore al 44% per Nivolumab e al 36% per
Pembrolizumab [75,76,77,78]. L'efficacia dell'immunoterapia puo essere aumentata utilizzando
gli agenti immunoterapici come approccio combinatorio, raggiungendo un tasso di risposta
globale fino al 58% [79,80,81,82,83].

1.6.4 Biomarcatori prognostici e predittivi di risposta ai trattamenti con anti-PD1
Nonostante i considerevoli progressi nella comprensione della fisiopatologia e delle basi
genetiche del melanoma, nonché nell’ampliamento delle possibilita terapeutiche guidato da
immunoterapia e target therapy, solo una porzione di pazienti ottiene benefici a lungo termine.
Sebbene siano stati condotti molti studi per identificare potenziali biomarcatori predittivi e/o
prognostici utili per identificare i pazienti che rispondono alle terapie, ad oggi non sono
disponibili biomarcatori universalmente riconosciuti. C'¢ una mancanza di biomarcatori
prognostici, e questo e uno dei principali limiti all'uso delle nuove terapie, in particolare
dell’immunoterapia. Con riferimento all’immunoterapia con anti-PD1, Circa il 60% dei

pazienti mostra resistenza primaria alla terapia e circa il 20-30% dei pazienti inizialmente
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rispondenti, sviluppera una resistenza secondaria [84]. Nonostante il considerevole dibattito, il
test piu utilizzato per predire la risposta all’immunoterapia con anticorpi anti-PD-1 €
I'immunoistochimica per valutare 1’espressione tumorale del PD-L1 (Programmed Death
Ligand-1). L'espressione di PDL1 e chiaramente associata al tasso di risposta, alla
sopravvivenza libera da progressione e alla sopravvivenza globale nel melanoma [85,86]
tuttavia, questo test nella maggior parte dei casi non ha alcuna influenza sulle decisioni
terapeutiche. Lo stesso vale per gli approcci genetici, neoepitopi o il carico mutazionale

complessivo, che sono ancora sperimentali e non nell'uso clinico di routine [87,88].

1.6.4.1 Pathway dell’Adenosina e CD73
Negli ultimi anni, uno dei pathway di segnalazione studiato pit a fondo e diventato argomento
di grande interesse nella ricerca sul cancro, a causa di un numero crescente di evidenze che
mostrano un suo coinvolgimento nella progressione tumorale e nelle metastasi, € il pathway
dell'adenosina. In particolare, studi preclinici hanno studiato il ruolo del CD73, enzima
coinvolto nella via di segnalazione dell’adenosina, nell'immunosoppressione e progressione
tumorale, dimostrando che I'inibizione del CD73 ¢ un efficace strategia immunoterapeutica per
diversi tipi di cancro. Agenti che prendono di mira CD73, inclusi anticorpi monoclonali e
piccole molecole, sono stati sviluppati e sono in fase di sperimentazione clinica, da sole o in
combinazione con altri inibitori del checkpoint immunitario, e si sono dimostrati efficaci nel
controllare la crescita tumorale e la risposta immunitaria [88,89,90,91]. Ad oggi, vari studi
hanno anche esplorato il significato dell'espressione e dell'attivita di CD73 in pazienti
oncologici, valutando possibili correlazioni con la sopravvivenza e/o la risposta clinica. Il CD73
e espresso sulla superficie di molti tipi cellulari, comprese le cellule immunitarie e le cellule
tumorali, e risulta sovraregolato in diversi tipi di tumori solidi umani [92]. Recentemente e stato
dimostrato che 1’aumentata espressione tumorale del CD73 e associata a una peggiore
sopravvivenza globale e a una sopravvivenza libera da progressione [93]. Inoltre, dati recenti
indicano che esiste anche una forma solubile di CD73 (sCD73) nel plasma, che i suoi livelli
sono significativamente aumentati nel plasma dei pazienti oncologici rispetto agli individui sani
e che esiste un’associazione tra l'attivita del sCD73 nel sangue e 1’esito clinico al trattamento

con nivolumab in pazienti con melanoma metastatico [94,95,96].
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2. PATHWAY DELL’ADENOSINA
2.1. Pathway di produzione e catabolismo
L'adenosina € un metabolita cellulare, un "secondo messaggero™ coinvolto nei meccanismi di
trasduzione del segnale all'interno delle cellule viventi in risposta a vari stimoli. Un complesso
sistema di enzimi e trasportatori cooperano in concerto per regolare i livelli di adenosina
extracellulare (eADOQO) [97,98] (Figura 6) attraverso due percorsi principali. Il percorso
canonico di produzione di eADO prevede I’idrolisi di eATP da parte di ectonucleotidasi come
CD39 (noto anche come ectonucleoside trifosfato difosfoidrolasi 1) e CD73 (noto anche come
5'-nucleotidasi) [99]. CD39 & un enzima transmembrana che idrolizza I'eATP per produrre ADP
e AMP [100] extracellulari mentre CD73 ¢ in grado di convertire I’AMP extracellulare (¢AMP)
in eADO. Le concentrazioni di eAMP sono ulteriormente regolate attraverso fosforilazioni
operate da adenilato chinasi (ecto-AK) e nucleoside difosfato chinasi (ecto-NDPK) generando
eATP [99,101]. Nel secondo percorso, definito anche non canonico, la produzione di eADO

avviene attraverso 1’attivita di due enzimi specifici, CD38 e CD203a che utilizzano come

substrato NAD+ generando eAMP [102,103].
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L’eAMP viene poi convertito in eADO attraverso CD73. Inoltre, altre fosfatasi legate alla
membrana, come le fosfatasi alcaline tessuto-specifiche (come ad esempio prostatic acid
phosphatase) e tessuto non specifico (TNAP) possono convertire eAMP in eADO [104].
L’eADO avvia i1 processi di segnalazione grazie al legame con i suoi recettori. Questi
comprendono quattro recettori accoppiati a proteine G: Al, A2A, A2B e A3. | recettori Al,
A2A e A3 lavorano a concentrazioni fisiologiche di eADO [105,106] mentre A2B lavora solo
in condizioni patologiche. Nello spazio extracellulare, I’eADO ha una emivita molto breve
[107]: puo essere sia catabolizzato in inosina da adenosina-deaminasi associate alla membrana
(ecto-ADA) e trasportato nelle cellule da trasportatori nucleosidici o catturato dai recettori
purinergici di tipo 1 (P1) [98] (Figura 6). Il catabolismo ecto-ADA mediato probabilmente
contribuisce a ridurre livelli eccessivi (associati a pattern patologici) di eADO ma non a

mantenerne i livelli fisiologici [108].

2.2 Immunosoppressione indotta dall’eADO - linfociti e cellule mieloidi
In condizioni fisiologiche, i livelli di eATP ed eADO sono entrambi mantenuti nell'intervallo
nanomolare. In seguito alla morte cellulare o allo stress cellulare innescato da ipossia,
deprivazione di nutrienti o infiammazione, I'ATP viene rapidamente rilasciato nello spazio
extracellulare (raggiungendo concentrazioni micromolari) [109,110] (Figura 6). Nello spazio
extracellulare, I'ATP €& un potente fattore chemiotattico e stimolatorio per le cellule
immunitarie; tuttavia, I'idrolisi di eATP a eADO controbilancia questi effetti pro-infiammatori
non solo riducendo i livelli di eATP, ma anche promuovendo la cascata immunosoppressiva
del recettore dell'adenosina [111,109,110,112,113]. Il signalling del recettore delle cellule T
upregola I'espressione di A2A e l'attivazione di A2A da parte di eADO smorza la segnalazione
del recettore delle cellule T come pure la co-stimolazione di CD28 e la segnalazione di IL-2R,
compromettendo cosi l'attivazione, la proliferazione, la sopravvivenza delle cellule T e la
produzione di citochine [114,115,116,117,118]. L'attivazione di A2A nelle cellule T aumenta
I'espressione dei recettori co-inibitori, come PD-1, CTLA4, LAG3, TIM3 e promuove la
differenziazione delle cellule CD4+ in cellule T regolatorie (Treg) [119,120,121] (Figura 7). La
co-espressione di CD39 e CD73 contribuisce ulteriormente alle funzioni soppressive delle
cellule Treg promuovendo la generazione di eADO e quindi la stimolazione paracrina e/o
autocrina della segnalazione A2A e A2B [120,122,123]. Nelle cellule B, I'attivazione di A2A
interrompe la segnalazione a valle del recettore delle cellule B e del recettore Toll-like 4
sopprimendo il fattore di trascrizione nucleare NF-xB, compromettendo cosi l'attivazione e la

sopravvivenza di queste cellule (Figura 7). La segnalazione A2A sopprime anche la
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maturazione e la funzione delle cellule NK [124,125]. Nei macrofagi, il signalling dei Toll-like
receptors upregola l'espressione sia di A2A che di A2B, la cui attivazione sposta la
differenziazione di queste cellule verso un fenotipo pro-tumorale 'M2-like' associato a una
maggiore produzione di IL-10 immunosoppressiva, VEGF e arginasi 1 [126,127,128,129]
(Figura 7). Allo stesso modo, nelle cellule mieloidi dendritiche (DCs), le funzioni di CD39,
A2A e A2B nel pathway di eADO promuovono l'espressione di IL-10, VEGF e TGFp cosi
come degli enzimi immunomodulatori IDO e la cicloossigenasi 2 (COX2), mentre sopprime

I'espressione di IL-12 pro-infiammatoria e delle molecole co-stimolatorie CD80 e CD86 [130]

(Figura 7).
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2.3 Segnalazione dell'adenosina nel cancro
2.3.1  Produzione di eADO nei tumori.
Alte concentrazioni di ATP possono essere rinvenute nell'ambiente extracellulare dei tumori
solidi [131] a causa non solo del rilascio passivo conseguente alla morte cellulare, ma anche
della secrezione attiva di ATP da parte delle cellule tumorali e di altre cellule nella TME,
innescata dall'ipossia, dall’infiammazione cronica, dalla deprivazione di nutrienti, dallo stress
o dal trattamento con farmaci citotossici [109,113,132]. L'eATP attiva risposte infiammatorie,
in particolare attraverso il purinocettore P2X7 espresso da macrofagi, dalle DC, dai granulociti,
dalle cellule T e B. L'attivazione di P2X7 promuove in maniera indiretta il rilascio di IL-1p e
IL-18, attivando cosi I'immunita antitumorale [109,113,132,133,134]. Tuttavia, i tumori solidi
tipicamente hanno anche livelli piu alti di ectonucleotidasi rispetto ai corrispondenti tessuti non
maligni, favorendo cosi I'idrolisi di eATP aeADO [135,136,137]. Inoltre, I'espressione di CD39
e CD73 pu0 essere aumentata nei tumori in risposta a vari fattori, principalmente in risposta
all'ipossia (attraverso il fattore di trascrizione HIF1) [135,136]. Molti di questi fattori
aumentano concomitantemente I'espressione di A2A e A2B, aumentando cosi la sensibilita
delle cellule all'eADO in un ampio range di concentrazioni (sia fisiologico che patologico). Il
TGFP ¢ un altro importante motore della produzione di eADO nei tumori. TGFp upregola
I'espressione di CD39 e CD73 nelle cellule T, cellule NK, cellule mieloidi, cellule tumorali,
fibroblasti e cellule endoteliali [138,139]. Alti livelli di eADO nella TME possono anche
risultare da alterazioni genetiche e dalla de-differenziazione delle cellule tumorali, in

particolare la transizione da epiteliale a mesenchimale.

2.3.2  Effetti di eADO sulle cellule tumorali.
Il signalling di eADO non é solo immunosoppressivo, ma pud anche promuovere la crescita e
le metastasi tumorali in un modo autonomo. L'attivazione dei pathways PI3K-AKT A2A-
mediato, ERK e JNK A2B-mediato e p38 MAPK [140,141,142,143] nelle cellule tumorali ha
dimostrato di promuovere la loro proliferazione, sopravvivenza, adesivita, invasivita e la
motilita in modelli preclinici di tumori [144,145]. Inoltre, CD73 potrebbe anche promuovere la
crescita tumorale indipendentemente dalla sua funzione enzimatica (ciog, indipendentemente
dal suo coinvolgimento nel pathway dell'’eADO). Per esempio, e stato supposto che il CD73
possa aumentare l'adesivita e l'invasivita delle cellule tumorali legandosi direttamente alle
proteine della matrice extracellulare, come la tenascina C, contribuendo cosi al potenziale
metastatico di queste cellule [146]. Inoltre, i gruppi di CD7 sulla superficie cellulare potrebbero

transattivare direttamente recettori tirosin-chinasi (come I'EGFR) e innescare vie di
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segnalazione intracellulari che promuovono la crescita delle cellule tumorali, la loro

sopravvivenza e invasivita [147,148].

2.3.3  Effetti di eADO sulle cellule stromali tumorali

Le cellule che compongono lo stroma tumorale sono coinvolte in modo cruciale nella
progressione del cancro. In diversi tipi di tumori, CD39 e CD73 sono abbondantemente espressi
dai fibroblasti associati al cancro (CAF), permettendo a queste cellule di generare alti livelli di
eADO con funzione immunosoppressiva [149,150,151]. Oltre alle CAF, la segnalazione
adenosinergica influisce anche sulla funzione delle cellule endoteliali nei tumori. CD73 e i
recettori dell'adenosina sono espressi ad alti livelli sulle cellule endoteliali vascolari e regolano
la permeabilita vascolare, il traffico dei linfociti e la neoangiogenesi [152,153,154,155,156]. |
risultati di studi preclinici suggeriscono che la produzione di eADO da parte del CD73
endoteliale pud sopprimere I'homing delle cellule T wverso i tumori attraverso la
downregolazione dell'espressione delle molecole di adesione sulle cellule endoteliali [157]. E
stato inoltre dimostrato che CD73 promuove I'angiogenesi del tumore stimolando la secrezione
di VEGF [158]. Inoltre, il signalling A2A-mediato promuove la formazione di nuovi vasi
linfatici nei tumori, contribuendo cosi alle metastasi nei linfonodi sentinella nei modelli murini
[159].

2.3.4  Effetti di eADO sulle cellule immunitarie infiltranti il tumore.
Negli ultimi 10 anni, vari studi hanno ampiamente dimostrato che [l'attivazione della
segnalazione  dell'adenosina  nella TME  sovverte  limmunita  antitumorale
[135,136,136,160,161]. Utilizzando vari modelli di topo trattati con bersaglio genico o con
inibitori farmacologici selettivi, diversi gruppi indipendenti hanno stabilito che i pathway
CD39/CD73 e A2A e/o A2B sopprimono l'attivita antitumorale delle cellule T CD8+ e delle
cellule NK [125,134,157,162,163,164,165,166,167,168,169,170,171,172,173] e promuovono
la produzione di fattori tollerogeni (come TGFB e IL-10) dalle cellule mieloidi
[130,174,175,176,177,178,179] (Figura 6 e Figura 7). Come dettagliato sopra, la segnalazione
A2A nei linfociti inibisce la produzione di molecole effettrici chiave del sistema immunitario,
tra cui IFNy, TNF [180,181,182,183] (Figura 6 e Figura 7) Il signalling A2A-mediato nelle
cellule NK compromette la loro maturazione mentre la sua attivazione sulle cellule mieloidi
sopprime I'immunita antitumorale in modelli murini [125,174]. E stato dimostrato che il
signalling A2A-mediato nelle cellule Treg ne promuove la proliferazione, la secrezione di

fattori immunosoppressivi (compresi TGFp ¢ IL-10) e I'espressione dei recettori immuno-
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checkpoint (come PD-1, CTLA4 e LAG3) [120,121] (Figura 6). 1l signalling A2B-mediato, in
particolare nelle cellule mieloidi, sta emergendo come un importante meccanismo attraverso il
quale eADO ¢ in grado di sopprimere I'immunita antitumorale. L'attivazione di A2B stimola
I'espansione delle MDSC (Myeloid-derived suppressor cells) [176,177]. La segnalazione A2B
promuove anche I'espansione delle cellule Treg nei modelli murini [184].

2.3.5  Espressione dei componenti del pathway adenosinergico nei tumori umani.
Data la natura ipossica e infiammatoria di molti tumori solidi, non sorprende che piu
componenti della via adenosinergica siano sovraespressi nei tessuti tumorali rispetto ai
rispettivi tessuti non maligni. In alcuni tumori, la sovraespressione dei componenti del percorso
adenosinergico e particolarmente pronunciata e coinvolge sia gli ecto-enzimi CD73 e CD39
coinvolti nella formazione di eADo cosi come i recettori A2A e A2B. L'influenza prognostica
dell'espressione di CD73 in pazienti con tumore e stata ampiamente studiata. In vari tipi di
tumore, CD73 € upregolato a livello trascrizionale ed € correlato a un outcome non favorevole,
in particolare nei pazienti con tumori con mutazioni KRAS, TP53 e/o mutazioni EGFR
[185,186]. Il CD73 pud essere scisso dalla superficie cellulare e rilasciato nello spazio
extracellulare in una forma solubile ed enzimaticamente attiva. Alti livelli di CD73 solubile
(sCD73) sono stati osservati nel sangue dei pazienti con melanoma e sono associati a scarse

risposte alla terapia con anticorpi anti-PD-1 utilizzando nivolumab [187].
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3 SCOPO DELLATESI

In tale contesto, ho fissato come obiettivo del percorso di Dottorato di Ricerca la valutazione
del ruolo delle molecole coinvolte nel pathway dell’Adenosina, con particolare attenzione al
CD73, quali potenziali biomarcatori di risposta all’immunoterapia con anti-PD-1
(Pembrolizumab e Nivolumab) in pazienti affetti da melanoma metastatico e quindi
determinarne il potenziale ruolo prognostico e predittivo.

A tal proposito, in questo lavoro sono state valutate I’attivita basale ed eventuali oscillazioni in
corso di trattamento del CD73 solubile (sSCD73) e la sua espressione proteica nel sangue
periferico, nonché I’analisi dell’espressione del CD73 sulle sottopopolazioni linfocitarie
circolanti CD8+ (linfociti T) in pazienti trattati con anti-PD-1 al fine di correlare i risultati

ottenuti alla risposta terapeutica.

Nello specifico, in pazienti affetti da melanoma metastatico sono stati valutati:
1. Attivita basale del sCD73;
2. Espressione sierica del sCD73;
3. Frequenza dei linfociti CD8+ circolanti che esprimono CD73;
4. Frequenza dei linfociti CD8+ circolanti che esprimono PD-1,;
5. Frequenza dei linfociti CD8+ circolanti che esprimono CD73 e PD1.
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4 MATERIALI E METODI

4.1 Pazienti arruolati e raccolta materiale biologico per indagini sieriche
Per le indagini sieriche sono stati inclusi un totale di 546 pazienti con melanoma in stadio 11l o
stadio IV, trattati con pembrolizumab, nivolumab o nivolumab in combinazione con
ipilimumab.
| pazienti sono stati arruolati in sei diversi centri:
e 100 pazienti dall'lstituto Nazionale Tumori IRCCS Fondazione "G. Pascale”, Napoli (Italia);
e 53 pazienti dall’University Hospital Essen (Germania);
e 111 pazienti dall' University Hospital Tibingen (Germania);
e 88 pazienti dall'Hospital Saint Louis di Parigi (Francia);
e 144 pazienti dell'Universita di Zurigo (Svizzera)
e 50 pazienti dell'Universita di Chicago (USA).
Il sangue periferico (in provette contenenti gel per separazione del siero) di pazienti é stato
raccolto presso i centri dopo aver ottenuto I'approvazione del Comitato Etico e aver ottenuto un
consenso informato firmato dai pazienti al prelevamento e all’uso del materiale biologico. Il
91% dei pazienti (496/546) aveva una diagnosi di melanoma avanzato stadio IV, i restanti una
diagnosi di stadio 111 secondo la VI edizione dell’ American Joint Committee on Cancer [188].
La risposta alla terapia e stata valutato ogni 12 settimane secondo i criteri RECIST V.1.1 come
risposta completa (CR), risposta parziale (PR), malattia stabile (SD) o malattia progressiva (PD)
[189]. Il sangue periferico, circa 10 ml per paziente, ¢ stato prelevato da tutti i pazienti prima
(basale) dell’inizio della terapia. Per 41 pazienti dell'Istituto Nazionale Tumori IRCCS
Fondazione “G. Pascale” di Napoli e per 19 pazienti dell'Universita di Chicago sono stati
raccolti campioni di siero anche in corso di trattamento con anti-PD1, circa a tre mesi dal primo
ciclo di terapia. Mediante centrifugazione a 3000 rpm per 10 minuti si & separata la componente
cellulare da quella sierica e successivamente si € proceduto alla raccolta e conservazione dei
campioni di siero a -80°C fino al momento dell'uso, circa 2,5ml per soggetto. In aggiunta,
campioni di siero ottenuti da 96 donatori sani (69 maschi e 27 femmine), di eta >18 anni sono
stati raccolti presso Istituto Nazionale Tumori IRCCS Fondazione “G. Pascale” e utilizzati
come controlli. Le caratteristiche cliniche dei pazienti, tra cui sesso, eta, presenza di metastasi
cerebrali e ossee, lo status della mutazione BRAF, linea di terapia ed altro, sono riassunte in
tabella 1.
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Nivolumab or Niyqlumab + Total
Variables pembrolizumab ipilimumab
Number % Number % Number %
453 100 93 100 546 100
Median age, years
(range 19?94)y & . i
Sex
Male 271 59,8 53 57,0 324 59,3
Female 182 40,2 40 43,0 222 40,7
Disease Stage
11 48 10,6 4 4,3 52 9,5
v 402 88,7 89 95,7 491 89,9
unknown 3 0,66 0 3 0,5
LDH
<ULN 308 74,0 51 54,8 359 65,8
>ULN 116 19,6 41 44,1 157 28,7
unknown 29 6,4 1 11 30 55
BRAF status
wt 270 59,6 45 48,4 319 57,7
mut 147 32,5 33 35,5 180 33,0
unknown 36 7,9 15 16,1 51 9,3
Brain metastasis
yes 78 17,2 9 9,7 87 15,9
no 307 67,8 41 44,1 348 63,7
unknown 68 15,0 43 46,2 111 20,3
Bone metastasis
yes 80 17,6 13 14,0 93 17,0
no 302 66,7 37 39,8 339 62,1
unknown 71 15,7 43 46,2 114 20,9
Line of treatment
1 218 48,1 38 40,9 256 46,9
2 134 29,6 27 29,0 161 29,4
>3 101 22,3 28 30,1 129 23,6

LDH, Serum lactate dehydrogenase; ULN, upper normal limit; wt, wild type; mut, mutated.

Tabella 1: Caratteristiche cliniche dei pazienti inclusi nelle indagini sieriche.

4.2 Pazienti arruolati e raccolta materiale biologico per analisi popolazioni linfocitarie
Per le indagini delle popolazioni linfocitarie circolanti sono stati inclusi un totale di 100 pazienti
con melanoma trattati con nivolumab. 1l 98% dei pazienti (98/100) aveva una diagnosi di
melanoma avanzato stadio 1V, i restanti una diagnosi di stadio Ill secondo la VII edizione
dell’ American Joint Committee on Cancer [188]. Il sangue periferico (in provette contenenti
EDTA) dei pazienti con melanoma é stato raccolto presso I'lstituto Nazionale Tumori IRCCS
Fondazione "G. Pascale"”, Napoli, Italia, dopo aver ottenuto I'approvazione del Comitato Etico
e un consenso informato firmato dai pazienti. Inoltre, il sangue periferico di 20 soggetti sani e

stato raccolto presso lo stesso Istituto. Le cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC)
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sono state isolate dal sangue dei pazienti affetti da melanoma e dei soggetti sani mediante
gradiente di densita Ficoll seguendo protocolli standardizzati e poi crioconservate a -80°C fino
all'utilizzo. I campioni di sangue dei pazienti con melanoma sono stati raccolti prima di iniziare
la terapia con nivolumab (al basale), somministrato al dosaggio di 3 mg/kg ogni 2 settimane
fino alla progressione della malattia o alla comparsa di tossicita inaccettabile. Per tutti i pazienti,
1 dati clinici tra cui la lattato deidrogenasi sierica (LDH), I’emocromo completo, BRAF, le
metastasi cerebrali, trattamenti precedenti) sono stati raccolti prima di iniziare il trattamento
con nivolumab e fino all'ultimo follow-up. La valutazione del tumore € stata eseguita al basale,
e ogni tre mesi. La risposta alla terapia é stata valutato ogni 12 settimane secondo i criteri
RECIST V.1.1 come risposta completa (CR), risposta parziale (PR), malattia stabile (SD) o
malattia progressiva (PD) [189]. Le caratteristiche cliniche dei pazienti sono riassunte in tabella
2.

Variables Number %
Total 100 100
Median age, year (range 28-90) 62
Sex

Male 53 53

Female 47 47
Disease Stage

111 2 2

v 98 98
M Category

MO 2 2

M1 8 8

M1b 12 12

Mlc 78 78
LDH

<ULN 60 60

>ULN 34 34

unknown 6 6
BRAF status

wt 54 54

mut 43 43

unknown 3 3
Brain metastasis

yes 28 28

no 72 72

unknown 68 15,0
Line of treatment

1 27 27

>2 73 73
LDH, Serum lactate dehydrogenase; ULN, upper normal limit; wt, wild type; mut, mutated.

Tabella 2: Caratteristiche dei pazienti inclusi nelle indagini delle popolazioni linfocitarie circolanti.
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4.3 Attivita AMPasica
L'attivita dell'AMPasi €& stata misurata mediante un test colorimetrico basato sulla
quantizzazione del fosfato inorganico (Pi), come descritto in precedenza [190] in tutti i
campioni di siero di pazienti con melanoma e soggetti sani. In breve, i campioni di siero sono
stati scongelati e la concentrazione proteica € stata determinata mediante il saggio Bradford.
Per ogni campione, 100 pg di proteine sono stati incubati per 10 minuti a 37°C in 100 pL di
tampone di reazione (10 mM MgCI2, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 60 mM glucosio, 50 mM
Tris—HCI, pH 7,4; Sigma -Aldrich). Come substrato e stato utilizzato AMP (2 mM; Sigma-
Aldrich). Dopo 40 minuti di incubazione a 37°C la reazione é stata interrotta aggiungendo acido
tricloroacetico ghiacciato (TCA, concentrazione finale 5%; Sigma-Aldrich) e i campioni sono
stati centrifugati (3000 g, 10 minuti, 4°C). 50 uL di ciascun campione (surnatante) sono stati
utilizzati per misurare i livelli di Pi prodotti durante I'idrolisi dell’AMP. 1 livelli di Pi prodotti
durante I'idrolisi dellAMP sono stati misurati mediante il kit per il dosaggio del fosfato
“Malachite Green Phosphate Assay Kit” (8118, ScienCell Research Laboratories). A ciascun
pozzetto ¢ stato aggiunto il reagente Malachite Green Reagent A (10 pL). Dopo 10 minuti di
incubazione a temperatura ambiente (RT), sono stati aggiunti 10uL di Malachite Green Reagent
B e la piastra é stata incubata per 20 minuti a RT. La quantita del complesso verde formatosi
come prodotto della reazione e direttamente correlata alla concentrazione di Pi nei campioni e
la sua assorbanza e stata letta allo spettrofotometro a 630 nm. Per quantificare i livelli di Pi di
base, ogni campione ¢é stato testato anche senza substrato (AMP). Il valore netto di Pi é stato
ottenuto sottraendo la quantita di Pi di base dal Pi rilasciato dopo l'idrolisi del’AMP. I risultati
sono mostrati come Pi pmol /min/mg di proteine. Per confermare che la reazione dell'’ AMPasi
dipendeva dall'attivita del CD73, 71 campioni scelti a caso sono stati testati anche in presenza
di adenosina 5'-a,B-metilen difosfato (APCP; 100 uM, Sigma-Aldrich), un potente inibitore
chimico competitivo di CD73. APCP e stato aggiunto ai campioni 30 minuti prima di
aggiungere il substrato a 37°C. Il test di attivita CD73 é stato quindi eseguito come descritto

sopra.

4.4 Spettrometria di massa con monitoraggio di reazioni multiple
L'attivita delllAMPasi e stata anche valutata mediante la spettrometria di massa con
monitoraggio di reazioni multiple (MRM-MS) in campioni scelti casualmente, sia pazienti che
donatori sani. Il volume dei campioni contenente 100 pg di proteine é stato equilibrato nel
tampone di reazione, come descritto sopra, a 37°C per 10 min; quindi i campioni sono stati
trattati 0 meno con l'inibitore APCP (100 uM) o con l'antiumano CD73 mAb (Clone 7G2)
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(5pg/ml), che inibisce l'attivita enzimatica del CD73 come precedentemente descritto [191] per
30 min a 37° C. Quindi ¢ stato aggiunto 15N-AMP (25uM; Sigma—Aldrich) e la reazione
proseguita per 120 minuti a 37°C. Infine, 25uL di ciascun campione sono stati trattati con TCA
(5% di concentrazione finale; Sigma—Aldrich) per estinguere la reazione e successivamente
sono stati quindi centrifugati (3000 g, 10 minuti a 4°C). | surnatanti sono stati essiccati all’aria
e poi disciolti in 50 pL di acetato di ammonio 10 mM (AmAC, Sigma — Aldrich) contenente lo
0, 1% di acido acetico (AA; Sigma — Aldrich). | campioni ottenuti sono stati sottoposti all'analisi
UPLC-ESI-MRM-MS per quantificare il 15N-AMP. Le analisi UPLC-ESI-MRM-MS sono
state eseguite su un Q-TRAP 6500 di AB Sciex dotato di sistemi Shimadzu LC-20A e Auto
Sampler, iniettando 2uL di ciascun campione. La separazione UPLC ¢ stata eseguita su una
colonna Luna Omega Polar 1,6um C18 100 A (50 x 2,10 mm, Phenomenex, Torrance, USA) a
una portata di 400 pL/min. Come fasi mobili sono stati utilizzati 10 mM AmAc/0,1% AA in
H->0O (fase A) e 0,1% AA in MeOH (fase B) ed é stato sfruttato il seguente gradiente: 0% B da
0 a 0,5 min, da 0% a 5% B oltre 2,5 min, dal 5% al 95% B in 2 min, quindi mantenuto al 95%
B per 2 min e riequilibrato allo 0% B in 5 min. Q-TRAP 6500 é stato utilizzato in modalita di
scansione MRM positiva, con potenziale di de-clustering (DP) impostato a 80 V, potenziale di
ingresso (EP) a 10 V, energia di collisione (CE) a 30 V e potenziale di uscita della cella (CXP)
a 12 V. 15N-AMP é stato monitorato attraverso la transizione 353.19/140.00: I'area del relativo
picco in ciascun campione € stata misurata utilizzando il software Analyst di AB Sciex. | dati

sono riportati come percentuale della diminuzione di 15N-AMP.

45 ELISA
sCD73 é stato quantificato nei sieri selezionati casualmente di 84 pazienti con melanoma e 38
soggetti sani, utilizzando un kit ELISA disponibile in commercio (Human CD73 ELISA Kit
NT5E, ab213761, Abcam), seguendo le istruzioni del produttore. L'assorbanza é stata letta a

450 nm utilizzando un lettore di micropiastre. | dati vengono visualizzati come ng/ml.

4.6 Citometria a flusso
I PBMC congelati sono stati scongelati, fatti riposare brevemente e poi incubati con gli
anticorpi. Le sottopopolazioni di PBMC sono state analizzate utilizzando i seguenti anticorpi:
CD3-V500, CD8-APC clone BW135/80, PD-1-PE clone PD1.3.1.3 (tutti della Miltenyi Biotec
S.r.l.) e CD73 PE-Cy7 clone AD2 (BioLegend UK Ltd). | dati dei campioni sono stati acquisiti
utilizzando un FACS Aria Il (Becton-Dickinson, USA). La vitalita delle cellule ¢ stata valutata

mediante colorazione 7-AAD. Le cellule morte sono state escluse selezionando solo le cellule
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7-AAD-negative. La popolazione di linfociti e stata identificata usando una classificazione
morfologica sul forward/side light scatters (FSC-A e SSC-A, rispettivamente) e ulteriormente
classificati in base all’espressione di CD3 e CD8. L'espressione di CD73 e/o PD-1 e stata
determinata sulle cellule di interesse T CD3+CD8+. | dati sono stati analizzati utilizzando il

software Kaluza 1.2 (Beckman Coulter).

4.7 Analisi statistiche

Le caratteristiche di base dei pazienti sono state descritte utilizzando statistiche descrittive. |
dati di questo studio sono presentati utilizzando frequenze e percentuali assolute quando si fa
riferimento a variabili categoriali, mentre con mediana e range quando si considerano variabili
guantitative. 1l metodo Kaplan-Meier e stato utilizzato per stimare le probabilita di
sopravvivenza associate alla malattia dei pazienti e il log-rank test e stato utilizzato per
verificare le differenze a valori di cut-off identificati con la mediana. Il tempo di OS e stato
calcolato dalla data della prima dose di nivolumab alla data del decesso (dovuto al melanoma)
o0 censurato alla data dell'ultimo follow-up. L'analisi di regressione di Cox per la sopravvivenza
¢ stata eseguita e riportata come hazard ratio (HR). L'analisi multivariata é stata eseguita
utilizzando un metodo basato sulle statistiche Wald con p=0, 05 e p= 0, 10 come immissione
e rimozione del limite. Per queste analisi & stato utilizzato il software statistico IBM SPSS v.
21.0. Tutte le altre analisi sono state eseguite utilizzando GraphPad Prism v.7.0. Il test di Mann-
Whitney o il test ANOVA sono stati utilizzati rispettivamente per il confronto di due gruppi o
per il confronto di tre o pit gruppi. Il numero di campioni per ogni sottogruppo é indicato nelle
legende delle figure. Valori di p<0,05 sono stati considerati statisticamente significativi.
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5 Risultati
5.1 Caratteristiche cliniche dei pazienti arruolati per le indagini sierologiche

Un totale di 546 pazienti con melanoma metastatico sono stati analizzati per le indagini
sierologiche. (Figura 8). L'eta mediana era di 64 anni; 324 pazienti (59,3%) erano maschi e 222
(40,7%) erano femmine. BRAF era mutato in 180 pazienti, 315 pazienti erano wild-type per
BRAF; mentre per 51 pazienti lo stato mutazionale era sconosciuto. Le metastasi cerebrali erano
presenti in 87/435 pazienti, mentre le metastasi ossee erano presenti in 93/432. 1 livelli sierici
di lattato deidrogenasi (LDH) erano elevati in 157 pazienti. Per quanto riguarda i regimi di
trattamento, 182 pazienti hanno ricevuto nivolumab e 271 pazienti hanno ricevuto
pembrolizumab; nivolumab in combinazione con ipilimumab & stato somministrato a 93
pazienti. Pertanto, un totale di 453/546 pazienti (83%) ha ricevuto un inibitore anti-PD-1
(nivolumab o pembrolizumab) (218 pazienti in prima linea di trattamento, 134 in seconda linea
e 101 in trattamento >3 linee); e 93/546 pazienti (17%) sono stati trattati con inibitori anti-PD-
1 piu CTLA-4 (gruppo di terapia nivolumab piu ipilimumab) (38 pazienti in prima linea, 27 in
seconda linea e 28 pazienti in terza o piu linee). Le caratteristiche clinico-patologiche di base
di tutti i pazienti, raggruppati secondo il regime di trattamento, sono riassunte in tabella 1. Le
caratteristiche basali dei gruppi di pazienti erano comparabili (Figura 8). La sopravvivenza
mediana libera da progressione (PFS) era di 7,1 mesi (95% intervallo di confidenza (CI): 5,3-
8,8) e la sopravvivenza globale mediana (OS) era di 27,0 mesi (95% ClI: 22,7-31,3). Escludendo
I pazienti che sono stati persi al follow-up e hanno interrotto la terapia, 154 pazienti (35%) che
hanno ricevuto agenti anti-PD-1 in monoterapia (n=447) hanno avuto una risposta favorevole
alla terapia [risposta completa (CR) o risposta parziale (PR)], mentre gli altri 293 (65%) hanno
mostrato malattia progressiva (PD) o malattia stabile (SD). Nel gruppo di pazienti in trattamento
con nivolumab somministrato in combinazione con ipilimumab (n=90), 28 pazienti (32%)
hanno mostrato una risposta favorevole, mentre 62 pazienti (68%) hanno mostrato progressione

o stabilita di malattia in seguito al trattamento.

5.2 Caratteristiche cliniche dei pazienti arruolati per le indagini delle popolazioni
linfocitarie circolanti

Sono stati inclusi un totale di 100 pazienti con melanoma trattati con nivolumab. Le

caratteristiche di base dei pazienti sono mostrate in tabella 2. L'eta mediana era di 62 anni; 53

pazienti erano maschi e 47 femmine. Lo stato mutazionale di BRAF era noto per 97 pazienti:

43 pazienti (43%) avevano un melanoma BRAF-mutato, 54 pazienti (54%) erano wild-type per
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BRAF. Metastasi cerebrali erano presenti in 28/100 pazienti (28%). 27 pazienti hanno ricevuto
nivolumab come terapia di prima linea; mentre 73 pazienti avevano precedentemente ricevuto
ipilimumab da solo o in combinazione con un inibitore BRAF. Su 100 pazienti, 58 pazienti
(58%) hanno mostrato PD, 22 pazienti (22%) hanno mostrato SD, 20 pazienti (20%) hanno
mostrato PR o CR. Per definire quali sottoinsiemi della popolazione di cellule erano associati
alla risposta clinica, i pazienti con CR, PR o SD per piu di 6 mesi (39/100 pazienti) sono stati
arbitrariamente raggruppati in pazienti con beneficio clinico (CB) mentre il gruppo senza
beneficio clinico (NCB) mostra PD o SD per meno di 6 mesi (61/100 pazienti). La durata media
della SD per i pazienti con beneficio clinico prima della progressione ¢é stata di 16,4 mesi. Il
follow-up mediano per questo studio & stato di 11 mesi. Anche un totale di 20 soggetti sani

(maschio, n=15; femmina, n=5), di eta >18 anni, sono stati analizzati.

5.3 L'attivita e I'espressione basale di SCD73 sono elevate nel siero dei pazienti con
melanoma

Abbiamo valutato I'idrolisi dell’AMP per azione del SCD73 in campioni di siero di pazienti con
melanoma prima di iniziare il trattamento con agenti anti-PD-1 (basale) e in donatori sani.
L'attivita dell’AMPasi era significativamente piu alta nei pazienti con melanoma metastatico
(37,85 £ 44,31 pmol/min/mg di proteina) che nei donatori sani (7,88 = 15,84 pmol/min/mg di
proteina) (p<0,0001) (Figura 8a). Per valutare se il CD73 fosse responsabile dell'idrolisi
dell’AMP, i campioni dei pazienti sono stati pre-incubati con il piu potente inibitore noto del
CD73, I'APCP, ottenendo una marcata riduzione dei livelli di fosfato inorganico (p<0,0001)
(Figura 8b). Per scoprire se le fosfatasi alcaline potrebbero contribuire a defosforilare 'AMP in
adenosina e fosfato inorganico [188], abbiamo valutato I'attivita della fosfatasi alcalina tessuto-
non specifica (TNAP) presente nel sangue in forma solubile [192]. L'attivita di questi enzimi,
valutata misurando l'idrolisi del substrato bis(p-nitrofenil)fosfato, é stata osservata solo a pH
9,8 (dati non mostrati) che e la condizione ottimale per la loro attivita catalitica [193], ma non
a pH fisiologico 7,4 (dati non mostrati). Questi risultati suggeriscono che le fosfatasi non
specifiche non contribuiscono a idrolizzare il substrato AMP alle condizioni sperimentali in cui
abbiamo misurato l'attivita di CD73. Per verificare ulteriormente se l'attivita dell’AMPasi era
dipendente da CD73 abbiamo valutato la riduzione di 15N AMP come substrato tramite MRM-
MS in presenza e assenza di APCP o anticorpo monoclonale anti-CD73 umano (clone 7G2) in
un sottogruppo di pazienti con melanoma. La percentuale di diminuzione del 15N AMP nei
campioni di pazienti con melanoma era significativamente ridotta in presenza dell'inibitore di

CD73 APCP cosi come in presenza dell'anticorpo specifico anti-CD73 rispetto al controllo
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(Figura 8c). Nei campioni di siero di donatori sani, la percentuale di idrolisi del 15N AMP era
molto bassa o0 quasi assente (dati non mostrati). Complessivamente questi risultati indicano che
I'idrolisi delllAMP esogeno nel siero dei pazienti con melanoma dipende dal CD73.
L'espressione di CD73 é stata determinata tramite ELISA in campioni di siero. Il livello di
espressione del CD73 nel siero era significativamente piu alto nei pazienti con melanoma che
nei donatori sani (p=0,0369) (Figura 8d). L'analisi dei risultati e la curva ROC (receiving
operating characteristic) per l'attivita e I'espressione di CD73, indica che i livelli di attivita di

CD73 stratificavano meglio i pazienti con melanoma dai soggetti sani (Figura 8e).
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Figura 8: 1l livello di attivita enzimatica di SCD73 discrimina i pazienti con melanoma metastatico da
donatori sani. a) Attivita AMPasica in campioni di siero di pazienti affetti da melanoma (MP, n=546) e
donatori sani (HD; n=96), misurata con il kit Malachite Green Assay. b) L'idrolisi delllAMP nei
campioni di pazienti affetti da melanoma é significativamente ridotta in presenza dell'inibitore selettivo
del CD73, APCP (100uM) (n=71). c) Percentuale di idrolisi dell'AMP 15N mediante MRM-MS in
campioni di pazienti affetti da melanoma (n=13) in presenza di APCP (100 pM) o anticorpo
monoclonale anti-CD73 umano (Clone 7G2) (5 ng/ml) o veicolo (Ctrl). d) ELISA di CD73 nel siero di
pazienti affetti da melanoma (MP, n=83) e donatori sani (HD, n=38). e) analisi della curva ROC per
I'espressione della proteina CD73 e l'attivita enzimatica CD73 nei pazienti con melanoma rispetto ai
donatori sani. Media + sd &€ mostrata. | valori di p-value provengono dal test di Mann-Whitney (a, b, d)
o0 dal test ANOVA (c).

Il CD73 é I'enzima chiave nella generazione di adenosina extracellulare da AMP. L'AMP ¢ a
sua volta prodotto da ADP/ATP attraverso l'attivita enzimatica dell'ectonucleotidasi CD39.
Pertanto, sia il CD39 che il CD73, in reazioni sequenziali, sono coinvolti in modo critico nella

regolazione dei livelli di adenosina extracellulare nei tumori solidi [190, 194]. A questo
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proposito, abbiamo anche valutato I'attivita dell'’ATPasi CD39 in campioni di siero di pazienti
con melanoma usando ATP come substrato. Abbiamo osservato che la percentuale di riduzione
dell’ATP nei campioni di siero dei pazienti, anche in presenza dell'inibitore di CD39 ARL
67156, era trascurabile (Figura 9). Questi risultati escludono qualsiasi attivita rilevante del
CD39 nel siero dei pazienti con melanoma, in accordo con precedenti rapporti che mostrano
che le attivita ATPasica e ADPasica nel sangue umano sono principalmente mediate da enzimi
legati alle cellule [195]. L'espressione di CD39 e stata valutata anche in campioni di siero di
soggetti sani e di pazienti con melanoma. Nessuna differenza é stata osservata nell'espressione

di CD39 tra i due gruppi (Figura 9).
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Figura 9: Riduzione dell’ ATP ed espressione sierica del CD39. a) L’attivita ATPasica del CD39¢ stata
valutata in presenza di ATP (2nM) in 26 pazienti con melanoma. La reazione é stata bloccata con TCA
(5%) dopo 40 minuti di incubazione. | livelli di ATP sono stati determinati usando ATP assay Kit
(ab83355, Abcam). La percentuale di idrolisi dell’ ATP ¢ stata anche valutata in presenza di un inibitore
selettivo del CD39, ARL67156 (100nM, Sigma-Aldrich) o di un controllo (Ctrl). b) L’espressione del
CD39 é stata valutata nel siero di 31 pazienti affetti da melanoma e 10 soggetti sani mediante un kit
ELISA commerciale seguendo le istruzioni del produttore (Human CD39 ELISA Kit, LS-F25268, Life
Span BioSciences inc).

5.4 1 livelli di attivita di SCD73 sono correlati alla risposta alla terapia
Abbiamo precedentemente riportato che I'attivita di CD73 del siero nei pazienti con melanoma
e correlata alla risposta al trattamento con nivolumab [194]. Qui, abbiamo esteso questa
evidenza ad un maggior numero di pazienti di diversi centri, che hanno ricevuto una terapia con
anticorpi anti-PD-1 (nivolumab o pembrolizumab) da soli o in combinazione con ipilimumab.
L'attivita pre-trattamento di CD73 é risultata significativamente piu alta nei pazienti che non
hanno risposto alla terapia anti-PD-1 (monoterapia +/- anti-CTLA-4) (p<0,0001; Figura 10a).
E stata eseguita un‘analisi dettagliata di CD73 rispetto ai pazienti trattati con nivolumab o
pembrolizumab da soli o con nivolumab piu ipilimumab. L'attivita basale di CD73 nei pazienti

con melanoma trattati con nivolumab o pembrolizumab da soli é risultata significativamente
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aumentata nei pazienti con progressione o malattia stabile (PD/SD) rispetto ai pazienti con
risposta completa o parziale (CR/PR) (p=0,0013; Figura 10b). L'attivita di CD73 al basale era
significativamente diversa anche tra i pazienti che rispondevano (CR/PR) o0 non riuscivano
(PD/SD) al trattamento combinato nivolumab piu ipilimumab (p=0,0052; Figura 10c). Inoltre,
i livelli pre-trattamento dell'attivita di CD73 erano piu alti nei pazienti con PD/SD rispetto ai
pazienti con CR/PR che avevano ricevuto un inibitore anti-PD-1 in monoterapia come prima

linea o seconda linea di trattamento (Figura 11a e 11b, rispettivamente).
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Figura 10: L'attivita sierica basale del CD73 predice la risposta alla terapia anti-PD-1. a) attivita CD73
al basale in tutti i pazienti, che hanno ricevuto agenti anti PD-1 da soli (n=447) o in combinazione con
anti-CTLA-4 (n=90), con risposta clinica (CR, risposta completa/PR, risposta parziale; n=183) o senza
risposta clinica (PD, malattia progressiva/DS, malattia stabile; n=354). b) Attivita CD73 al basale in
pazienti con o senza risposta clinica a nivolumab o pembrolizumab da soli (CR/PR, n=154; PD/SD,
n=293) o a nivolumab piu ipilimumab (CR/PR, n=28; PD/SD, n=62) (c). Media + sd & mostrata. | valori
di p-value provengono dal test di Mann-Whitney.
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Figura 11: L'attivita sierica basale del CD73 e beneficio clinico alla terapia in prima linea o seconda
lineamento per malattia metastatica. | livelli pre-trattamento dell'attivitd di CD73 erano piu alti nei
pazienti con PD/SD rispetto ai pazienti con CR/PR a terapia con anti-PD1 sia come prima linea che
seconda linea di trattamento (Figura 11a e 11b, rispettivamente). I valori di p-value provengono dal test
di Mann-Whitney.
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Successivamente, abbiamo valutato I'attivita del CD73 sierico nei pazienti sottoposti a terapia
anti-PD-1 entro 3 mesi dalla terapia. | cambiamenti nell'attivita di CD73 non erano evidenti al
mese 3 (quando I'intero gruppo di pazienti € stato valutato) rispetto al basale (Figura 12a). In
particolare, nei pazienti che non hanno risposto alla terapia con nivolumab o pembrolizumab i
livelli di attivita di CD73 sono rimasti piu alti di quelli con benefici clinici al mese 3 di
trattamento e invariati rispetto al basale (Figura 12b). Le analisi non sono state eseguite nel
gruppo di pazienti in trattamento con nivolumab piu ipilimumab a causa del piccolo numero di

campioni disponibili.
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Figura 12: Livelli di attivita sierica del CD73 entro 3 mesi di terapia con agenti anti-PD-1. a) Livelli di
attivita sierica del CD73 ai punti temporali prima (0) e durante il trattamento (3 mesi) in tutti i pazienti
analizzati (n=60). b) Confronto dell'attivita sierica del CD73 in pazienti con o senza benefici clinici
rispetto a nivolumab o pembrolizumab nei momenti pre (0) e durante il trattamento (3 mesi). Media +
sd & mostrata. | valori di p-value sono stati calcolati con il test ANOVA (b).

5.5 Associazioni dell'attivita basale di sSCD73 con la sopravvivenza
Essendo l'attivita enzimatica basale di CD73 correlata all'esito della terapia con anti-PD-1,
abbiamo successivamente valutato le possibili associazioni tra I'attivita enzimatica di CD73 e
la sopravvivenza globale (OS). Il miglior cut-off discriminativo di CD73 per la progressione
precoce e stato fissato come media dell'attivita di CD73 nei soggetti sani + 2 volte la deviazione
standard (attivita di CD73 nei soggetti sani & uguale a 7,9 £ 15,8 pmol/min/mg di proteina):
38,8 pmol/min/mg di proteina. Abbiamo trovato che alti livelli di attivita enzimatica di CD73
nel siero si associano a una peggiore OS (HR=1,36; 95% CI 1,03-1,78; p=0,03) (Figura 13a) e
PFS (HR=1,42; 95% CI 1,13-1,79; p=0,003) in pazienti trattati con nivolumab o
pembrolizumab da soli. Nessuna associazione é stata trovata per la OS (Figura 13b) e la PFS
con la terapia nivolumab piu ipilimumab (p=0,23 e p=0,31, rispettivamente). Tra i pazienti
trattati con nivolumab o pembrolizumab da soli sono state eseguite ulteriori analisi in base a

eta, sesso, livelli di lattato deidrogenasi (LDH), metastasi cerebrali o ossee e stato della
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mutazione BRAF. Nei pazienti di eta <65 anni abbiamo trovato una correlazione negativa con
la OS per alti livelli di attivita di CD73 rispetto ai pazienti con bassa attivita CD73 (HR=1,87;
95% ClI 1,26-2,78; p=0,002) (Figura 14a), ma non nei pazienti anziani (dati non mostrati). Una
correlazione negativa con I'0OS per alti livelli di attivita di CD73 é stata osservata anche nel
gruppo di pazienti femmine (HR=1,69; 95% CI 1,11-2,59; p=0,01) (Figura 14b), ma non nel
gruppo di pazienti maschi (dati non mostrati). Tra i pazienti con elevati livelli di LDH, I'attivita
del CD73 permette una buona stratificazione tra un gruppo con una maggiore sopravvivenza
(CD73 basso) e uno con una minore sopravvivenza (CD73 alto) (HR= 2,94; 95% ClI 1,86-4,64;
p<0,0001) (Figura 14c), ma non nel gruppo di pazienti con livelli sierici di LDH inferiori a
ULN. Tra i pazienti con tumori con mutazioni in BRAF abbiamo osservato che I'OS e peggiore
nei pazienti che hanno sia livelli elevati di CD73 che BRAF mutato rispetto ai pazienti con
BRAF mutato ma CD73 basso (HR= 1,85; 95% CI 1,11-3,08; p=0,02) (Figura 14d); nessuna
differenza ¢ stata osservata nel sottogruppo di pazienti con tumori senza mutazioni BRAF.
Abbiamo osservato che I'OS & peggiore nei pazienti che hanno sia livelli elevati di CD73 che
metastasi ossee (HR=2,41; 95% CI 1,27-4,57; p=0,006) rispetto ai pazienti con metastasi ossee
ma CD73 basso (Figura 14e). Abbiamo osservato una tendenza simile anche nel sottogruppo di
pazienti con metastasi cerebrali e CD73 alto rispetto ai pazienti con metastasi cerebrali ma
CD73 basso (HR=1,74; 95% CI 0,96-3015; p=0,066) (Figura 14f).
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Figura 13: Valore prognostico del CD73 solubile in pazienti con melanoma metastatico. a) Le curve di
Kaplan-Meier stimano la sopravvivenza globale di tutti i pazienti trattati con nivolumab o
pembrolizumab o (b) nivolumab piu ipilimumab in base all'attivita sierica basale di CD73. CD73 alto
(linea rossa) & >38,8 pmol/min/mg di proteina e CD73 basso é < 38,8 pmol/min/mg di proteina (linea
blu). I valori di p-value sono stati calcolati utilizzando il log-rank test.
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Figura 14: Valore prognostico del CD73 solubile nei sottogruppi di pazienti con melanoma metastatico
che ricevono monoterapia con anti-PD-1. | Gruppi di pazienti di eta <65 anni (a) o di sesso femminile
(b) o con livelli elevati di lattato deidrogenasi sierica (LDH) (c) o con mutazioni BRAF (d) o con
metastasi ossee (e) o con metastasi cerebrali (f) e elevata attivita CD73 (>38,8 pmol/min/mg di proteine)
(linea rossa) hanno una sopravvivenza globale peggiore rispetto ai pazienti con bassa attivita CD73
(<38,8 pmol/min/mg di proteine). | valori di p-value sono stati calcolati utilizzando il log-rank test.

5.6 sCD73 ¢ un biomarcatore prognostico nel melanoma
Infine, i pazienti che hanno ricevuto nivolumab o pembrolizumab in monoterapia sono stati
analizzati mediante analisi di regressione Cox univariata e multivariata per valutare I'impatto
di sesso, eta, stato di mutazione di BRAF, livelli sierici di LDH, linea di trattamento, metastasi
e attivita sierica basale di CD73. L'analisi univariata ha mostrato che alti livelli di LDH, la
presenza di metastasi cerebrali e alti livelli di attivita enzimatica di CD73 nel siero erano
significativamente associati a una piu breve OS e PFS (Tabella 3). Questi fattori sono stati
anche analizzati in un modello di analisi multivariata: oltre alla LDH sierica e alle metastasi
cerebrali, l'attivita di CD73 sierica sembrava essere un fattore prognostico indipendente (OS:
HR=1,52, 95% CI 1,11-2,08; p=0,009; PFS: HR=1,58 95% CI 1,22-2,05, p=0,001) (Tabella 3).
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Overall survival

Progression free survival

(male vs female)

p=0.72

p=0.95

Variables Univariate Multivariate Univariate Multivariate
HR (95% Cl) HR (95% Cl) HR (95% ClI) HR (95% Cl)

Age 1.18 (0.90-1.54) 1.01 (0.81-1.26)

(=65 vs <65) p=0.23 p=0.41

Disease stage 1.86 (1.10 to 3.14) 1.36 (0.92 to 2.00)

(IV vs 1) P=0.02 p=0.12

Sex 0.95 (0.72-1.25) 1.01 (0.80-1.27)

LDH

2.22 (1.67-2.95)

2.40 (1.74-3.31)

1.46 (1.14-1.88)

1.61 (1.21-2.14)

(>UNL vs <UNL) | p<0.0001 p<0.0001 p=0.003 p=0.001

BRAF status 0.79 (0.58-1.07) 1.18 (0.93-1.52)

(mut vs wt) p=0.12 p=0.16

Brain metastasis 1.78 (1.28-2.48) 1.79 (1.27-2.53) 1.62 (1.21-2.15) 1.76 (1.31-2.36)
(yes vs no) p=0.001 p=0.001 p=0.001 p<0.0001

Bone metastasis 0.96 (0.67-1.37) 0.99 (0.74-1.34)

(yes vs no) p=0.81 p=0.97

Line of treatment | 1.06 (0.81-1.38) 0.97 (0.77-1.21)

(1vs>1) p=0.69 p=0.77

sCD73 activity 1.36 (1.03-1.78) 1.52 (1.11-2.08) 1.42 (1.13-1.79) 1.58 (1.22-2.05)
(>38.9 vs <38.9) p=0.03 p=0.009 p=0.003 p=0.001

LDH, Serum lactate dehydrogenase; ULN, upper normal limit; wt, wild type; mut, mutated.

Tabella 3: Analisi dei pazienti che hanno ricevuto nivolumab o pembrolizumab in monoterapia
mediante regressione Cox univariata e multivariata.

5.7 Frequenza delle cellule T periferiche CD8+CD73+ nei pazienti con melanoma e nei
soggetti sani

Abbiamo studiato la frequenza dei sottoinsiemi di linfociti CD8+ periferici CD73+ e/o PD-1+
mediante analisi di citometria a flusso. La caratterizzazione di queste cellule ¢ stata eseguita in
campioni di sangue di pazienti con melanoma prima di iniziare la terapia con nivolumab, come
indicato sopra, e in soggetti sani. | pazienti con melanoma hanno presentato una frequenza
ridotta di cellule T CD8+ totali rispetto ai soggetti di controllo (25,1% vs 33,28%,
rispettivamente; p=0,008) (Figura 15a). | linfociti CD8+PD-1+ erano presenti con una
frequenza mediana del 9,8% nei pazienti con melanoma e dell'11,0% nei soggetti sani (Figura
15b). La frequenza del sottogruppo di linfociti CD8+ che esprimeva il CD73 era del 5,8 % e
del 7,7 % nei pazienti con melanoma e nei donatori sani, rispettivamente (Figura 15c). Le
cellule CD73+ tra le cellule CD8+PD-1+ erano il 2,3% nei pazienti con melanoma e 1'1,97%

nei donatori sani (Figura 15d).
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Figura 15: Analisi delle cellule T CD3+CD8+ su PBMC. (a) Percentuale di cellule CD8+ totali, (b)
percentuale di cellule CD8+PD-1+, (c) percentuale di cellule CD8+CD73+ e (d) percentuale di cellule
CD8+PD-1+CD73+ nei pazienti con melanoma (n=100) rispetto a sani soggetti (n=20). L'analisi
statistica e stata eseguita con il test di Mann-Whitney. La linea indica la mediana.

5.8 Valutazione dell'associazione della frequenza delle cellule T CD8+CD73+ pre-
trattamento con la overall survival in pazienti trattati con nivolumab

La frequenza delle cellule CD8+ del sangue periferico nei pazienti affetti da melanoma, insieme
all'emocromo disponibile e alle caratteristiche cliniche, sono state analizzate per identificare i
fattori pre-trattamento associati all'OS mediante Cox regression analisys. Abbiamo trovato
correlazioni negative significative con I'OS per livelli di LDH molto alti (rapporto valore
LDH/LDH normale >2) (p<0,0001), metastasi cerebrali (p<0,008), bassa conta relativa dei
linfociti (p=0,001), bassa conta relativa degli eosinofili (p=0,006), alta conta assoluta e relativa
dei neutrofili (entrambi, p=0,001) (Tabella 4), confermando il potenziale di questi parametri
derivati dal sangue come biomarcatori nelle terapie di inibizione del checkpoint immunitario
[196]. Anche un basso rapporto neutrofili-linfociti (NLR) e un basso NLR derivato (dNLR)
sono risultati significativamente associati all'OS nei pazienti trattati con nivolumab (Tabella 4),
in accordo con i dati recentemente pubblicati [197]. Concentrandosi sui sottoinsiemi di cellule
CD8+, i linfociti CD8+PD-1+ con frequenza mediana <9,8% (p<0,009) e i linfociti CD8+PD-
1+ CD73+ con frequenza mediana <2,3% (p<0,001) erano significativamente associati alla OS,
mentre la percentuale di cellule T CD8+ positive solo a CD73 non risultava significativamente

associata alla OS (Tabella 4). In un modello multivariato, la frequenza mediana di linfociti
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CD8+PD-1+CD73+<2,3% era anche associata a una sopravvivenza globale piu lunga [HR 2,17
(1,34-3,51); p=0,002].

Variables

HR (95%Cl)

Sex (male vs female)

0.92 (0.58-1.46) p=0.73

Age (>62 vs < 62)

0.70 (0.44-1.12) p=0.13

BRAF (mut vs wt)

1.06 (0.66-1.70) p=0.81

Brain metastasis (yes vs no)

1.92 (1.18-3.11) p=0.008

LDH
(High vs normal)
(Very high vs normal)

1.62 (0.86-3.04) p=0.13
4.64 (2.52-8.54) p<0.0001

Previous lines of treatment
(2vs 1) 1.12 (0.62-2.02) p=0.69
(=3vs1) 1.38 (0.75-2.54) p=0.30
Metastatic site

(lung vs soft tissue)
(visceral vs soft tissue)

Absolute lymphocyte count

0.76 (0.30-1.87) p=0.54
1.85 (0.93-3.65) p=0.08

0.87 (0.60-1.25) p=0.45
0.96 (0.93-0.98) p=0.001
0.94 (0.82-1.06) p=0.32
0.75 (0.62-0.92) p=0.006
1.11 (1.04-1.17) p=0.001
Relative neutrophil count (>70 vs <70) 1.04 (1.01-1.06) p=0.001
NLR 1.04 (1.02-1.06) p<0.0001
dNLR 1.09 (1.04-1.14) p<0.0001
Total CD8+ cells (>25.1 vs <25.1) 1.37 (0.86-2.18) p=0.18
CD8+CD73+ cells (>5.8 vs <5.8) 1.55 (0.97-2.48) p=0.07
CD8+PD-1+ cells (>9.8 vs <9.8) 1.86 (1.17-2.98) p=0.009

CD8+ PD-1+CD73+cells (2.3 vs <2.3) 2.25 (1.39-3.63) p=0.001

HR, hazard ratio; ClI, confidence interval; LDH, lactate dehydrogenase; NLR, neutrophil-to-
lymphocyte ratio; dNLR, derived NLR.

Relative lymphocyte count (>20 vs <20)

Relative monocyte count

Relative eosinophil count (>1.5 vs <1.5)

Absolute neutrophil count (>8 vs < 8)

Tabella 4. Cox regression analysis.

La OS mediana dei pazienti, basata sui sottoinsiemi di linfociti CD8+ circolanti al valore di cut-
off identificato con la mediana, e riportata nella tabella 5. La frequenza delle cellule T CD8+
circolanti positive a PD-1 era inversamente associata alla sopravvivenza (p=0,008) (Tabella 5
e Figura 16a). In particolare, i pazienti con basse percentuali di linfociti CD8+PD-1+CD73+
(<2,3%) (n=52/100) hanno avuto una maggiore OS (22,4 mesi) rispetto ai pazienti con una
maggiore frequenza di linfociti CD8+PD-1+CD73+ (6,9 mesi) (n=48/100) (Tabella 5 e Figura
16b). La frequenza dei linfociti CD8+PD-1+CD73+ é risultata anche significativamente

associata alla sopravvivenza libera da progressione (PFS) in questi pazienti (Tabella 5).
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Variables Cut-off (median | Median OS p Median PFS value
frequency) (months) (95% CI) | value | (months) (95% CI) P
CD8+ <25.1% 15.4 (5.8-25.0) o1g | 39(08-7.0) 0.24
lymphocytes >25.1% 6.9 (0.1-13.7) : 3.2 (1.1-5.3) '
CD8+CD73+ <5.8% 17.9 (4.9-30.9) 0.06 3.9 (0-10.1) 0.22
lymphocytes >5.8% 8.0 (0.8-15.2) ' 3.1(0.9-5.3) '
CD8+PD-1+ <9.8% 19.2 (10.1-28.3) 0.008 | 59 (0:4-11.4) 0.02
lymphocytes >9.8% 6.0 (0-12.8) : 2.6 (1.7-3.5) '
CD8+PD-1+CD73+ | <2.3% 22.4 (13.6-31.2) 9.0 (0-19.9)
lymphocytes >2.3% 6.9 (0.8-13.0) 0.001 | 57 2133) <jrion

Tabella 5. OS e PFS in funzione della frequenza delle popolazioni cellulari riportate.
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Figura 16. Curve di Kaplan-Meier che mostrano la relazione tra OS e la sottopopolazione di linfociti
CD8+PD-1+ (a) e CD8+PD-1+CD73+ (b) prima del trattamento con nivolumab. I valori di p-value sono
stati calcolati mediante log-rank test.

5.9 Associazione tra i livelli basali dei linfociti CD8+CD73+ circolanti e la risposta
clinica al nivolumab.

Poiché i nostri dati indicano un‘associazione tra la proporzione di linfociti CD8+PD-1+CD73+
e la sopravvivenza, abbiamo studiato se ci fosse una correlazione tra queste cellule e il beneficio
clinico al nivolumab. | pazienti sono stati arbitrariamente stratificati in due gruppi in base alla
risposta clinica alla terapia con nivolumab, come dettagliato nella sezione Materiale e metodi.
Non sono stati osservati cambiamenti significativi nelle frequenze dei linfociti CD8+PD-1+ tra
i pazienti con beneficio clinico al nivolumab (gruppo CB) e quelli senza beneficio clinico
(gruppo NCB) (p=0,07; Figura 17a). Invece, i pazienti che hanno avuto un beneficio clinico al
trattamento con nivolumab (gruppo CB) hanno mostrato una frequenza mediana pre-

trattamento piu bassa di linfociti CD8+PD-1+CD73+ circolanti (0,85%) rispetto ai pazienti che
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sono andati in progressione al trattamento con nivolumab (gruppo NCB) (3,02%) (p=0,02)
(Figura 17Db). Inoltre, abbiamo anche valutato se c'era una correlazione tra queste cellule e il
beneficio clinico nei pazienti trattati con nivolumab di prima linea rispetto al nivolumab di
seconda/terza linea. La proporzione di linfociti CD8+PD-1+CD73+ nei pazienti trattati con
nivolumab di prima linea (27/100 pazienti) € risultata inferiore a quella osservata nei pazienti
trattati con nivolumab di seconda/terza linea (73/100 pazienti) (1,8% di frequenza mediana
contro 2,26% di frequenza mediana, rispettivamente), sebbene la differenza non fosse
statisticamente significativa. In particolare, tra i pazienti trattati con nivolumab di la linea
abbiamo osservato che la frequenza dei linfociti CD8+PD-1+CD73+ (0,65% frequenza
mediana) era significativamente piu bassa nei pazienti con beneficio clinico (13/27 pazienti)
rispetto a quelli senza beneficio clinico (5,24% frequenza mediana; 14/27 pazienti) (p=0,049)
(Figura 17¢). Trail gruppo di pazienti trattati con nivolumab di seconda/terza linea, la frequenza
di linfociti CD8+PD-1+CD73+ nei pazienti con beneficio clinico (26/73 pazienti) era dell'1,0%
rispetto al 2,75% osservato nei pazienti senza beneficio clinico (47/63 pazienti) (Figura 17d).
Questi

risultati indicano che

la risposta clinica al trattamento con nivolumab é
significativamente associata a bassi livelli di linfociti CD8+PD-1+CD73+ pre-trattamento e in
base al numero di trattamenti precedenti la frequenza di queste cellule era significativamente

alta nei pazienti senza beneficio clinico trattati con nivolumab di prima linea.
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Figura 17. Frequenze basali dei linfociti CD8+PD-1+ (a) e CD8+PD-1+CD73+ (b) nei gruppi di
pazienti suddivisi in base al beneficio clinico del trattamento con nivolumab. Frequenze basali dei
linfociti CD8+PD-1+CD73+ nei sottogruppi di pazienti con trattamento di 1a linea (c) e 2a/3a linea (d)
in base al beneficio clinico della terapia con nivolumab. CB, beneficio clinico, n=39/100; BCN, non
beneficio clinico, n=61/100. L'analisi statistica € stata eseguita con il test di Mann-Whitney. La linea
indica la mediana.
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6 Discussione e Conclusioni

Il melanoma e un tumore maligno che, nonostante rappresenti solo 1'1% dei tumori della pelle,
e responsabile di oltre I'80% dei decessi per cancro della pelle [1]. Prima dell'era della terapia
mirata e dell'immunoterapia, la sopravvivenza dei pazienti dopo la diagnosi di malattia
metastatica si attestava solo su 6-9 mesi [6,14,15]. Le principali scoperte della terapia mirata e
dell'immunoterapia hanno migliorato significativamente le prospettive per i pazienti, tuttavia,
sulla base degli ultimi dati sulla sopravvivenza globale a 5 anni, il 50-72% dei pazienti non
sopravvive oltre i 5 anni [16,17,18]. La prognosi € sfavorevole soprattutto nei pazienti in stadio
IV, i cui tassi di sopravvivenza a 5 anni sono del 34-50% [16,20]. Nonostante i progressi nella
comprensione della fisiopatologia e delle basi genetiche del melanoma, nonché
nell’ampliamento delle possibilita terapeutiche, solo una porzione di pazienti ottiene benefici a
lungo termine. Sebbene siano stati condotti molti studi per identificare potenziali biomarcatori
predittivi e/o prognostici utili per identificare i pazienti che rispondono alle terapie, ad oggi non
sono disponibili biomarcatori universalmente riconosciuti. C'¢ una mancanza di biomarcatori
prognostici, e questo € uno dei principali limiti all'uso delle nuove terapie, in particolare
dell’immunoterapia. Nell’era della medicina personalizzata, al fine di superare questi ostacoli,
¢ evidente la necessita di identificare biomarcatori che permettano un’appropriata selezione dei
pazienti che possano realmente beneficiare dal trattamento, indirizzando in modo specifico le
scelte terapeutiche. Negli ultimi anni, uno dei pathway di segnalazione diventato argomento di
grande interesse nella ricerca sul cancro, a causa di un numero crescente di evidenze che
mostrano un suo coinvolgimento nella progressione tumorale e nelle metastasi, € il pathway
dell'adenosina. Esiste una bibliografia consolidata in cui & stato ampiamente valutato il
potenziale valore prognostico di un'alta espressione di CD73 all'interno di varie lesioni tumorali
[198,199]. Nel melanoma, CD73 € regolato epigeneticamente nelle cellule maligne e i pazienti
con melanoma mostrano un‘alta frequenza di metilazione dell'isola CpG di CD73 sia nella
malattia primaria che metastatica [200]. Livelli elevati di CD73 sono stati trovati in pazienti
con melanoma all'ultimo stadio [201] e l'alta espressione di CD73 in cellule di lesioni
metastatiche € risultata associata a una ridotta OS [202]. Tuttavia, la rilevanza dell'espressione
di CD73 nel melanoma come fattore prognostico é debole a causa dell'espressione eterogenea
di CD73 nel melanoma primario rispetto al melanoma metastatico. Abbiamo dunque spostato
la nostra attenzione sulla forma solubile di CD73 rilevabile nel siero dei pazienti. La forma
solubile di CD73 (sCD73) nel sangue periferico e stata studiata in diversi tipi di tumore. Studi
precedenti nei tumori testa/collo hanno dimostrato che I'espressione sierica di CD73 era
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aumentata nei pazienti con tumore rispetto ai soggetti sani e la sua attivita enzimatica era
associata alla stadiazione [203]. Inoltre, molto recentemente sono stati pubblicati dati ottenuti
da pazienti con metastasi epatiche di tumore colon-rettale che mostrano che alti livelli di
espressione di sCD73 sono associati a una sopravvivenza piu breve [204]. Questi risultati
indicano che il SCD73 puo servire come biomarcatore ematico non invasivo per l'esito della
patologia tumorale. Tuttavia, non é chiaro se il sSCD73 sia un biomarcatore clinicamente utile
per la prognosi e la risposta all'immunoterapia nei pazienti con melanoma. Nel presente studio
abbiamo cercato di approfondire questo aspetto e abbiamo innanzitutto osservato che i pazienti
con melanoma avevano elevati livelli di CD73 solubile nel sangue periferico e l'attivita
enzimatica di CD73 ha ben stratificato i pazienti con melanoma dai soggetti sani. Livelli elevati
di attivita enzimatica del CD73 nel sangue periferico possono probabilmente riflettere
un'elevata espressione del CD73 tissutale. Tuttavia, in questo studio retrospettivo che include
pazienti con melanoma metastatico non possiamo esplorare il livello di CD73 nelle lesioni
tumorali, quindi non sappiamo se esiste una correlazione tra i livelli circolanti di CD73 solubile
e quelli espressi sulle lesioni tumorali e questo aspetto potrebbe costituire un goal dei nostri
studi futuri. Nel melanoma, ¢ stata precedentemente proposta la valutazione dell’attivita del
sCD73 nel sangue come biomarcatore di risposta all'immunoterapia con nivolumab [205]. |
risultati del presente lavoro estendono ulteriormente quelli gia in nostro possesso e supportano
I'associazione tra l'attivita di CD73 nel siero e gli esiti clinici della terapia con inibitori dei
checkpoints immunitari. Infatti, e stato osservato che i pazienti con alti livelli basali di attivita
enzimatica di CD73 hanno presentato una OS piu breve rispetto ai pazienti con bassa attivita
basale di CD73 al trattamento con nivolumab o pembrolizumab. Questo risultato supporta la
nozione che l'attivita di SCD73 é un fattore associato a una prognosi negativa nei pazienti con
melanoma, che potrebbe integrare il valore prognostico di altre caratteristiche utili per dirigere
la terapia del paziente. Inoltre, l'attivita basale di sCD73 sembra predire la risposta
all'immunoterapia con agenti anti-PD-1. Abbiamo osservato, infatti, che dopo 3 mesi di
trattamento, l'attivita di SCD73 non e cambiata rispetto al livello basale e, soprattutto, che i
pazienti non rispondenti avevano livelli piu elevati di SCD73 rispetto ai rispondenti. Questo
suggerisce che l'attivita del SCD73 nel sangue periferico non é cambiata durante il trattamento,
almeno nei primi tre mesi e fino quindi alla prima rivalutazione clinica. In alternativa, l'alta
attivita di sCD73 pu0 rappresentare un meccanismo di resistenza all'immunoterapia. Poiche
sCD73 ¢ il principale enzima responsabile della produzione di adenosina extracellulare, nota
per essere un potente soppressore della risposta immunitaria antitumorale mediata dalle cellule

T, i nostri risultati sollevano la possibilita che l'adenosina derivata da CD73 potrebbe
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contrastare I'immunita antitumorale, limitando a sua volta I'efficacia degli agenti anti-PD-1.
Sono sicuramente auspicabili ulteriori indagini per stabilire la rilevanza funzionale del sCD73
nel sangue periferico come markers di meccanismo di evasione immunitaria del tumore. A
nostro parere, questi risultati rafforzano il potenziale terapeutico del targeting di sCD73 in
combinazione con agenti anti PD-1 per migliorare le risposte e i tassi di sopravvivenza nei
pazienti con melanoma. In conclusione, abbiamo rilevato livelli elevati di attivita di SCD73 nel
siero nei pazienti con melanoma rispetto ai donatori sani. Un‘elevata attivita basale di SCD73 e
fortemente associata a una peggiore risposta e sopravvivenza nei pazienti sottoposti a terapia
anti-PD-1. | nostri risultati offrono la possibilita di utilizzare il SCD73 solubile nel sangue come
un biomarcatore predittivo per gli esiti clinici della terapia anti-PD-1.

In un’altra coorte di pazienti, abbiamo analizzato i linfociti CD8+PD-1+ periferici nei pazienti
con melanoma prima del trattamento con nivolumab, esplorando la proporzione di cellule
positive al CD73. Abbiamo scoperto che le frequenze basali dei linfociti CD8+PD-1+CD73+
nel sangue periferico dei pazienti trattati con nivolumab erano associate al beneficio clinico. In
particolare, i pazienti con alte frequenze basali di linfociti CD8+PD-1+CD73+ circolanti hanno
avuto scarsi risultati dal trattamento con nivolumab. Questi risultati suggeriscono quindi un
ruolo potenziale dei linfociti CD8+ periferici positivi a CD73 nel predire la risposta terapeutica
anti-PD-1 nei pazienti con melanoma. Gli agenti anti-PD-1, prevenendo l'inattivazione delle
cellule T nel microambiente tumorale, aumentano la risposta antitumorale nei pazienti con
cancro migliorando significativamente la sopravvivenza globale. Tuttavia, la maggior parte dei
pazienti non risponde agli anticorpi monoclonali anti-PD-1, evidenziando la necessita di
comprendere i potenziali meccanismi di resistenza alla terapia checkpoint, utili sia per
migliorare I'efficacia del trattamento che per prevedere la risposta dei pazienti. Ad oggi, sono
stati identificati alcuni fattori che correlano con la risposta clinica agli agenti anti-PD-1. Un
certo numero di fattori derivati dal sangue, tra cui un'alta conta relativa degli eosinofili e dei
linfociti, un basso dNLR, un basso LDH e l'assenza di metastasi diverse dai tessuti
molli/polmone sono stati associati a una migliore OS nei pazienti con melanoma trattati con
agenti anti-PD-1 [206,207]. Inoltre, un elevato carico mutazionale nei tumori umani, compreso
il melanoma, € correlato alla risposta clinica agli inibitori PD-1 [208]. Tuttavia l'eterogeneita
del tessuto tumorale e la natura dinamica del microambiente tumorale, hanno spinto i ricercatori
a valutare piu fattori che possono contribuire a fornire una caratterizzazione dettagliata dello
stato del sistema immunitario dei pazienti. E stata anche studiata la correlazione di diversi
sottoinsiemi di cellule T con gli esiti dei pazienti oncologici trattati con inibitori del checkpoint

immunitario. La presenza di cellule T CD8+PD-1+ nelle lesioni tumorali (associate
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all'espressione PD-L1 del tumore) [209,210,211] é stata associata all'efficacia terapeutica degli
agenti anti-PD-1. Nei pazienti con melanoma I'espressione di PD-1 sulle cellule CD8+T
infiltranti il tumore o sulle cellule T circolanti e stata considerata come un marcatore di cellule
T reattive al tumore [212,213,214,215]. Qui abbiamo esaminato la correlazione dei linfociti del
sangue che esprimono CD73, insieme a PD-1, con OS e PFS in pazienti con melanoma trattati
con nivolumab. Abbiamo osservato che la frequenza di cellule T CD8+PD-1+CD73+ &
significativamente associata all'OS dei pazienti con melanoma metastatico. Una bassa
frequenza pre-trattamento di cellule T CD8+PD-1+CD73+ nel sangue periferico dei pazienti
con melanoma é stata associata al beneficio clinico di nivolumab, indicando che I'analisi di
CD73 sulle cellule T circolanti al basale puo aiutare a identificare sottoinsiemi di pazienti che
pit probabilmente beneficeranno del trattamento con nivolumab.

Questo studio rafforza ulteriormente il potenziale valore prognostico di CD73 e incoraggia ad
esplorare agenti anti-CD73 in combinazione con farmaci anti-PD-1 per migliorare

ulteriormente la risposta immunitaria nei pazienti con melanoma.
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