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INTRODUCERE

Leucemia limfatica cronicd (LLC), departe de a fi consideratd o simpld afectiune
cronicd, prezintd o biologie complexa, ale carei mecanisme au fost recent elucidate. Evolutia
clinicd a LLC este extrem de heterogend reflectand o mare diversitate la nivel celular si
molecular. Intelegerea detaliata si in profunzime a biologiei celulare implicate a stimulat
cercetarea biomarkerilor care ofera informatii prognostice.

Managementul LLC a suferit transformari semnificative odatd cu introducerea
terapiilor tintite. Terapiile actuale pentru pacientii cu LLC includ inhibitori de tirozin kinaza
Bruton (BTK) precum ibrutinib sau acalabrutinib, in asociere sau nu cu anticorpi
monoclonali anti-CD20, sau inhibitorul de BCL-2, venetoclax, administrat in combinatie cu
anticorpii anti-CD20. Aceste terapii noi actioneaza asupra receptorului celulelor B sau a
proteinelor anti-apoptotice implicate Tn LLC si au inlocuit treptat imuno-chimioterapia (CIT)
standard.

Studiile controlate, prospective si randomizate (SRC) reprezintd standardul de aur in
cercetarea medicald bazata pe dovezi, dar nu sunt intotdeauna reprezentative pentru pacientii
intalniti in practica zilnicd. De aceea, importanta studiilor bazate pe date din experienta reala
(SER) a crescut. SER oferd informatii suplimentare despre siguranta si eficacitatea noilor
medicamente, precum si despre factorii de predictie si prognostic. Analiza SER permite
generalizarea rezultatelor studiilor controlate si furnizeaza informatii despre evolutia
naturala a bolii, eficacitatea terapiilor si profilul lor de siguranta putand raspunde in timp
real la intrebari sau nelamuriri importante.

Scopul acestei lucrari este de a analiza pacientii cu LLC diagnosticati si tratati intr-un
centru de referintd precum Centrul de Hematologie si Transplant Medular din Institutul
Clinic Fundeni. Prin analiza retrospectiva a datelor din practica clinica curenta privind
tratamentul cu molecule noi am urmarit furnizarea de instructiuni practice si ghidarea in
alegerea terapiei optime luand in considerare profilul pacientului si caracteristicile bolii.

Experientele din viata reald contribuie semnificativ la o mai buna intelegere a
diagnosticului, prognosticului, abordarilor terapeutice si rezultatelor pe termen lung ale
pacientilor tratati cu noile molecule tintite. Cu toate acestea, trebuie mentionat cd SER au
limitari, cum ar fi lipsa standardizarii surselor de date. Cu toate acestea, studiile
observationale raman instrumente indispensabile si puternice in analiza unui domeniu in care

progresele sunt rapide, precum LLC.



I. PARTEA GENERALA

1. Stratificarea riscului in Leucemia Limfatica Cronica

1.1 Introducere

In era chimio-imunoterapiei, selectia tratamentului pentru pacientii cu Leucemie
Limfatica Cronica (LLC) se baza in principal pe vérstd si comorbidititi. In prezent,
stratificarea prognostica bazatd pe caracteristicile genetice joacd un rol crucial in
managementul pacientilor cu LLC si 1n stabilirea unui algoritm de tratament personalizat.
Variabilitatea In supravietuirea pacientilor cu LLC se datoreaza heterogenitatii moleculare a
bolii. Genomul LLC prezinta o dinamica proprie de evolutie clonald conducand la aparitia
de clone sau subclone deseori mai agresive. Proportia de pacienti cu anomalii ale genei TP53
creste de la 5-15% la diagnostic [1] la 40% 1n cazul pacientilor refractari la CIT [2].

In ultimele doud decenii, progresele rapide in tehnica genomici au contribuit
semnificativ la Intelegerea moleculard a LLC. Aceasta dezvoltare a condus la identificarea
unui numar crescut de markeri de prognostic care se bazeaza pe aberatii cromozomiale sau
mutatii genetice. Indicatorii riscului pot fi Impartiti in doua categorii, in functie de impactul
lor. Indicatorii de prognostic se referd la biomarkeri care pot furniza informatii despre
supravietuirea pacientului, indiferent de tratamentul aplicat. Acesti markeri reprezintd
caracteristici intrinseci ale pacientilor sau ale bolii, cum ar fi markerii asociati cu
supravietuirea globala sau cu timpul pana la initierea terapiei (TIPT). Pe de altd parte, exista
si categoria indicatorilor de predictie care sunt biomarkeri legati de factori extrinseci, cum
ar fi interventiile terapeutice. Markerii predictivi sunt utilizati pentru a prezice beneficiul
unui tratament si sunt evaluati la momentul inceperii terapiei pentru a ghida deciziile
terapeutice. Anumiti markeri pot avea atat rol prognostic, cat si predictiv.

1.2 Epidemiologie

LLC este o afectiune hematologicd maligna intalnita frecvent la adulti. Este cea mai
frecventa forma de leucemie in Europa de Vest si Statele Unite, dar rard in Asia [3], ceea ce
sugereazd un impact semnificativ al factorilor genetici asupra aparitiei bolii. LLC apare in
special la persoanele in varsta avand o varsta medianad la diagnostic de 72 de ani. Date recente
din SUA aratd o rata estimata a supravietuirii la 5 ani de 87% [4].

1.3 Etiopatogeneza

Etiologia LLC este complexa si incd insuficient inteleasa implicand factori de risc

legati de varstd, genetici, precum si expunerea la substante toxice si infectia cu virusul



hepatitei C [5]. Originea celulard a LLC este controversata. Diferentierea se face pe baza
prezentei sau absentei mutatiilor in regiunea variabild a lantului greu de imunoglobulina
(IGHV) indicand originea extrafoliculard (IGHV fara mutatii) sau in centrii germinativi ai
ganglionilor limfatici (IGHV cu mutatii). Cadrul conceptual al biologiei LLC a suferit
schimbari semnificative in ultimele decenii. Se cunoaste acum ca interactiunea dinamica
dintre proliferare si moarte celulard joacd un rol important in patogeneza LLC. Procesele
complexe de proliferare si acumulare sunt implicate in dezvoltarea si progresia bolii, iar
echilibrul homeostatic al acestor procese contribuie la activitatea clinica a LLC [6].
Semnalizarea prin receptorul BCR are o importanta cruciald in LLC, iar modelul structural
specific al BCR si dependenta celulelor leucemice de acest receptor pentru proliferare si
supravietuire il plaseazd Intr-un rol central in transmiterea semnalelor la nivelul celulei.
Hiperexpresia proteinelor BCL-2, cunoscute ca "arbitrii" ai apoptozei, care regleaza si
mediaza calea intrinsecd a apoptozei, confera limfocitelor maligne rezistenta la apoptoza [7].

1.4 Diagnostic, stadializare, prezentare clinica

LLC este caracterizatd prin acumularea de limfocite B disfunctionale in sange si
organele limfoide secundare. De obicei, diagnosticul se realizeaza in mod accidental. Pentru
a stabili diagnosticul de LLC se analizeaza imunofenotipic prezenta unui numar crescut de
limfocite ce exprima specific antigenele CD19, CDS5, CD23 si clonalitate [8]. Stadializarea
clinica reprezinta un instrument util in gestionarea pacientilor avand in vedere variabilitatea
evolutiei clinice a LLC. Sistemele de stadializare propuse de Rai si Binet iau in considerare
factori clinici si biologici oferind informatii relevante despre supravietuirea pacientilor n
diferite stadii. Cu toate acestea, aceste sisteme prezinta limite in identificarea pacientilor in
stadii incipiente, dar cu potential de evolutie agresiva. Cu scopul de a imbunatati puterea de
discriminare a stadializarii clasice a fost alcatuit un index de prognostic pentru LLC (LLC-
IPI) care combind parametri genetici, biochimici si clinici [9]. LLC poate fi asimptomatica
in aproximativ 50% dintre cazuri. In celelalte cazuri, se manifestd cel mai frecvent prin
adenopatii (87%), splenomegalie (30-54%) si hepatomegalie (10-20%). Pacientii pot
prezenta si simptome constitutionale, cum ar fi astenia, transpiratiile nocturne, scaderea in
greutate si febra in absenta unei infectii. Pacientii cu LLC pot dezvolta si complicatii asociate
bolii, precum predispozitia la infectii, fenomene autoimune, transformarea Richter si un risc
crescut de dezvoltare a unui al doilea cancer.

Indicatorii de risc pot fi impartiti in doua categorii, in functie de impactul lor:

1.5 Indicatorii de prognostic



Indicatorii de prognostic se regasesc in Tabelul 1.1, cei mai importanti fiind IGHV,
mutatiile TP53, anomaliile detectate prin FISH, CD49d. Prognosticul nefavorabil este dat,
pe de o parte, de varsta avansatad si comorbiditati, si pe de alta parte, de profilul genetic al
bolii, in special de prezenta del 17p/TP53 sau de statusul NM al IGHV.

Tabelul 1.1 Indicatorii de prognostic in LLC

Categorie Variabila
Caracteristicile pacientului Varstd, comorbiditati, genul masculin
Serologici LDH, 2M, TK, TDL, Lf
Citometria in flux CD38, CD49d, ZAP-70
Anomalii citogenetice Del 13q, trisomia 12, CC, del 17p, del 11q
Biomarkerii BCR IGHV, subseturile stereotipe #1, #2, #8; VH1-69; VH3-21
Mutatii genice TP53, ATM, BIRC3, NOTCHI1, SF3B1, MYD88
Alte categorii BMR, factori epigenetici, micro-ARN, III/IV Rai si C Binet

1.6 Indicatorii predictivi
Indicatorii de predictie sunt redati in Figura 1.1. Acestia permit prezicerea raspunsului

la un tratament specific si constituie baza strategiilor decizionale terapeutice [10].

Risc Risc ridicat Risc foarte
standard ridicat
VArsta Comorbiditatile ‘/ / IGHV
Chcy fira Del 17p
mutatii .
‘ ’ mutatii
p— Del 17p p . S ~
Mutatiile TP53 Absenta Absenta .
Anomalii
Del 17p Del 17p P53
L TP53 { TP53

Figura 1.1 Indicatorii predictivi in LLC

1.7 Statusul mutational IGHV

Analiza statusului IGHV implica clasificarea in doua categorii: IGHV M (cu mutatii)
si IGHV NM (fard mutatii), fiecare fiind intalnitd aproximativ in 50% din clonele LLC.
Prezenta statusului IGHV NM este asociatd cu o SG mai scurta si o ratd mai mare de recidiva
dupa tratamentul cu FCR [11-13]. In cazul pacientilor tineri si eligibili, cu IGHV M, se poate
considera administrarea tratamentului FCR avand in vedere potentialul sau de inducere a
unei remisiuni pe termen lung. in cazul pacientilor cu IGHV NM, se recomandi utilizarea
unei terapii tintite cu un inhibitor al cdii patogenice care poate varia de la pacient la pacient,

in functie de varsta si comorbiditati.



1.8 Anomaliile TP53

Gena supresoare tumorald p53 joacd un rol esential in mentinerea stabilitatii genomice
si este implicatd in dezvoltarea tumorilor solide si a hemopatiilor maligne. Aceasta gena,
cunoscuta ca ,,gardianul genomului”, este localizata pe cromozomul 17p13.1, iar anomaliile
in gena TP53 pot rezulta fie din deletii cromozomiale, fie din mutatii genetice. Anomaliile
TP53 pot include atat mutatii cat si deletii, fie numai mutatii, fie numai deletii in proportii
egale. Anomalia TP53 ramane singurul biomarker predictiv recunoscut in prezent pentru
LLC, cu consensul recomandarilor de a fi detectatd inainte de initierea tratamentului la toti
pacientii datoritd dovezilor clare privind rezistenta la chimioterapie. Tratamentul citostatic
nu aduce niciun beneficiu pacientilor cu anomalii TP53 deoarece durata de SLP si SG sunt
scurte [14]. Terapiile tintite specializate au Tmbunatatit semnificativ supravietuirea
pacientilor cu mutatii TP53 deoarece actioneazi independent de p53. In prezent, noile terapii
care se bazeazd pe mecanismul patogenic reprezinta standardul de aur pentru acest subgrup
de pacienti. Cu toate acestea, niciun tratament nu a reusit sd inverseze complet prognosticul
negativ asociat anomalilor TP53 [15,16].

2. Tratamentul adaptat riscului in Leucemia Limfatica Cronica

In pofida progreselor semnificative in intelegerea mecanismelor moleculare si a
introducerii noilor terapii tintite, LLC rdmane o afectiune incurabila. Inainte de tratament
pacientul trebuie si prezinte semne si simptome de boala activi. In ultimele patru decenii
arsenalul terapeutic pentru LLC s-a extins considerabil. Tratamentul a evoluat de la utilizarea
unui singur agent alchilant, precum clorambucil, la terapii combinate tip FC si apoi la
combinatii de CIT, cum ar fi FCR sau BR. Prin utilizarea tehnologiilor genetice
recombinante au fost dezvoltate alte doud molecule, ofatumumab si obinutuzumab,
contribuind la progresele impresionante in gestionarea LLC. In ultimul deceniu, citiva noi
agenti orali au fost aprobati pentru tratamentul LLC, inclusiv inhibitori BTK, ca ibrutinib si
acalabrutinib, inhibitori PI3K si venetoclax, un antagonist al BCL-2. Aceste terapii, luate in
ansamblu, reprezintd o schimbare de paradigma in abordarea pacientilor cu LLC. Rolul
TACSH, considerat anterior singura optiune terapeutica cu sanse de vindecare a bolii, a
scazut semnificativ in contextul noilor generatii de medicamente.

2.1 Selectia terapiei de prima linie in LLC

Alegerea terapiei se bazeaza pe stratificarea pacientilor in functie de riscul genetic al
bolii Tmpreund cu evaluarea starii de sandtate a pacientului. CIT de tip FCR poate avea o

toxicitate mai mare decat terapiile tintite si nu este indicatd pentru pacientii care prezinta



unul sau mai multe dintre criteriile: SP ECOG > 2, CIRS > 6, insuficienta hepaticd severa
(scor Child-Pugh B sau C) si CICr <70 mL/min [17].

2.2 Inhibitorii tirozin kinazei Bruton (BTK)

I. Ibrutinib (IB) reprezintd prima terapie tintitd introdusd in tratamentul LLC. S-a
demonstrat eficienta sa in nu mai putin de 5 studii randomizate. IB este eficient in prima
linie la pacientii varstnici cu LLC demonstrand o imbunatatire a SG si SLP in comparatie
atat cu clorambucil [18], precum si cu BR [19]. Tot la varstnici, IB plus obinutuzumab a adus
avantaj 1n ceea ce priveste SLP versus O-C [20]. La pacientii mai tineri (i.e., < 70 ani), IB in
asociere cu rituximab a demonstrat un beneficiu de SLP si SG 1n comparatie cu FCR [13].

II. Acalabrutinib (AB) este un inhibitor al BTK de generatia a doua cu aceeasi
eficientd dovedita, dar cu efecte adverse cardio-vasculare mai reduse decat ibrutinib [21].

III. Zanubrutinib (ZB) este un inhibitor de noud generatie al BTK care a aratat
rezultate promitdtoare In tratamentul LLC [22,23].

2.3 Inhibitorii BCL-2

Venetoclax (Ven) este un antagonist al BCL-2 care aduce avantajul terapiei cu durata
fixd. Administrat in prima linie timp de 1 an, la varstnici, Tn asociere cu obinutuzumab
produce avantaje in SLP si SG comparativ cu O-C [24]. Ven a demonstrat cd induce
raspunsuri profunde si durabile la pacientii cu LLC R/R, inclusiv la cei cu risc ridicat.
Mediana de SLP a fost de 53,6 luni comparativ cu 17 luni cu BR 1n studiul MURANO [25] .

2.4 Combinatie de noi inhibitori

Efectele sinergistice extrem de eficiente si siguranta combinatiei IB-Ven au fost
demonstrate recent in studii clinice pentru tratamentul pacientilor cu LLC aflati la prima
linie indiferent de varstd. Remarcabile sunt procentele de RC (55%) si mai ales de BMR
nedetectabila, atat in sangele periferic (77%) cét si in maduva (60%) [26,27].

2.7 Gestionarea LLC recazuta sau refractara

Important este sd se reconfirme histologic diagnosticul de LLC inainte de reluarea
tratamentului. Progresia asimptomatica trebuie monitorizatd. Transformarea Richter trebuie
obligatoriu exclusa. Tratamentul depinde de tratamentul anterior utilizat, de durata
raspunsului si de aparitia rezistentei sau a toxicitdtii la acel tratament. CIT a fost exclusa din
recomandarile actuale pentru LLC R/R, iar optiunile standard includ ibrutinib, acalabrutinib,

idelalisib, duvelisib, venetoclax +/- rituximab [28].



I1. CONTRIBUTII PERSONALE

3. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Alegerea terapiei In LLC depinde de mai multi factori, precum starea generalda de
sandtate a pacientului, stadiul bolii, prezenta unor mutatii genetice si alti factori de
prognostic. In ultimii ani, au fost dezvoltate terapii tintite care actioneazi asupra unor
proteine specifice implicate in dezvoltarea LLC, cum ar fi inhibitorii de BTK si inhibitorii
de BCL-2. Aceste terapii sunt in general bine tolerate si au demonstrat o eficacitate crescuta
in comparatie cu chimio-imunoterapia traditionala.

Managementul LLC a suferit o transformare radicala prin introducerea prognosticarii
bazate pe biomarkeri moleculari si a noilor tratamente non-citostatice. De la introducerea
primului inhibitor covalent al BTK 1n 2014 si pana la cele mai recente combinatii de droguri
tintite pe ,,tumora”, paradigma de tratament in LLC s-a schimbat.

Pentru clinicieni, gestionarea terapeuticd a pacientilor cu LLC implica provocari
importante, cum ar fi alegerea optiunilor terapeutice adecvate, aplicarea deciziilor bazate pe
cele mai bune dovezi, gestionarea reactiilor adverse si monitorizarea evolutiei clinice si
hematologice pe termen lung.

Scopul acestei lucrari stiintifice este de a identifica un standard de Ingrijire pentru
pacientii cu LLC furnizand sprijin clinicienilor in privinta unor aspecte legate de diagnostic,
prognostic si tratament in LLC. De asemenea, lucrarea isi propune sa ofere o perspectiva de
ansamblu asupra abordarilor terapeutice, gestionarii efectelor adverse si rezultatelor pe
termen lung la pacientii cu LLC tratati cu medicamente tintite. In plus, aceasti teza a avut
ca scop studierea impactului markerilor clinici, biologici si genetici asupra prognosticului si

riscului in LLC utilizand date colectate intr-un mediu clinic real.

4. Metodologia generala a cercetarii: identificarea factorilor moleculari-

genetici cu rol prognostic in Leucemia Limfatica Cronica
In studiul nostru, am evidentiat importanta testirii genetice prognostice in LLC
pentru ghidarea managementului clinic. Am identificat principalii markeri de predictie si
prognostic in LLC: deletia 17p detectata prin tehnica FISH, mutatiile genei TP53 identificate
prin secventiere Sanger si prezenta mutatiilor IGHV analizate prin biologie moleculara.
4.1 Material si metoda

4.1.1 Analiza FISH pentru detectia deletiei p53 (17p13)



Analiza a fost efectuatd pe celule din sange periferic recoltat pe anticoagulant
(heparina). Celulele au fost etalate pe lama dupa prelucrarea acestora prin metoda directa. S-
autilizat sonda XL P53 (MetaSystems) avand urmatoarele sonde: sonda LSI TP53-Spectrum
Orange cu secvente specifice regiunii genei TP53 (17p13) si sonda 17cen-Spectrum Green
cu secvente specifice regiunii D17Z1 (17cen). Evaluarea preparatelor s-a facut utilizand
microscopul Olympus cu filtre cu fluorescenta si CytoVision Software. S-au evaluat 200 de
celule. In toate celulele s-au observat 2 semnale pentru sonda TP53 (17p13) si 2 semnale
pentru sonda centromer 17 (D17Z1) reprezentand aspect normal de hibridizare. Interpretarea
rezultatelor a fost efectuatd conform Standardelor Internationale (ISCN 2016).

4.1.2 Detectia mutatiilor in gena TPS3 prin secventiere

Analiza a fost efectuatd pe ADN genomic extras dintr-o proba de sange periferic, cu
scopul de a identifica statusul mutational al exonilor 3-10 ai genei TP53. S-a utilizat secventa
de referinta NM_000546.5 (Human GRCh38.p10). Pentru pregétirea librariei s-a utilizat un
panel conceput cu ajutorul tehnologiei Twist, care vizeaza capturarea exonilor genei TP53
si a regiunilor de splicing care o flancheaza (5-20 bp).

Secventierea librariei a fost realizatad pe secventiatorul MIniSeq (Illumina). Secventele
obtinute au fost aliniate fatd de genomul de referinta (GRCh38/hg38) si filtrate in
conformitate cu criterii de calitate specifice. Analiza efectuatd are ca scop identificarea
variantelor incluse in regiunile exonice sau in regiunile de splicing (cel putin 5 pb), inclusiv
mutatiile nonsense sau missense, mutatiile sinonime, indels, insertiile mici sau deletiile care
se gasesc la o frecventa alelica (VAF) mai mare de 10%. Nomenclatura si clasificarea
variantelor se bazeazd pe ghidurile Human Genome Variation Society (HGVS)
(http://varnomen.hgvs.org/) si, respectiv, ale Colegiului American de Genetica Medicala si
Genomica (ACMQG).

4.1.3 Testul de biologie moleculara prin reactie de polimerizare in lant (RT-PCR)
de detectie a hipermutatiei somatice in regiunea IGHV

Acest test este conceput pentru detectarea statusului mutational IGHV in populatiile
de celule B clonale. Analiza a fost efectuatd din ARN. S-a recoltat sange periferic pe
anticoagulant EDTA. Moleculele de ARN izolate din proba pacientului au fost revers
transcrise in ADN complementar si amplificate folosind primerii pentru VH leader si
regiunea constantd. Dupd secventiere Sanger, rezultatele obtinute au fost comparate cu baza
de date (IMGT/V-QUEST) pentru toate secventele regiunilor variabile cunoscute in linia

germinald. Se raporteaza secventa segmentului VH cea mai apropiatda de cea a liniei



germinale si procentul de omologie cu aceasta. Omologiile de > 98% sunt descrise fara
mutatie si omologiile < 98% sunt descrise cu mutatie.

4.2 Pacienti

In cadrul acestei lucriri de cercetare, am efectuat analiza genetica si moleculara pentru
identificarea markerilor cu potential prognostic asupra unui esantion total de 88 de pacienti,
pe o durata de 6 ani, intre 2016 si 2021. Aceasta analiza a fost desfasurata in cadrul Clinicii
de Hematologie din Institutul Clinic Fundeni.

Am prezentat rezultatele obtinute in cadrul a trei studii principale avand ca scop
analizarea impactului acestor factori asupra prognosticului in trei situatii distincte:

1. Evaluarea terapiei cu agenti tintiti (precum ibrutinib) la pacientii cu LLC, fie ca
prima linie de tratament, fie la momentul recaderii bolii.

2. Compararea eficacitatii ibrutinibului cu cea a chimioterapiei standard la pacientii cu
LLC care nu au primit tratament anterior.

3. Evaluarea rezultatelor transplantului alogen de celule stem la pacientii identificati

cu deletie 17p.

5. STUDIUL I: Eficacitatea si efectele adverse ale terapiei cu ibrutinib la
pacientii cu Leucemie Limfatica Cronica - o experienta din viata reala [29]

5.1 Ipoteza de lucru si obiective specifice

In ultimii ani, gestionarea LLC a suferit o transformare semnificativa datorita utilizarii
biomarkerilor moleculari pentru prognosticare si a introducerii noilor tratamente non-
citostatice. Strategiile terapeutice sunt individualizate in functie de profilul pacientului si al
bolii, insd nu existd modele clare pentru selectarea optiunilor terapeutice. in plus, pe langa
preferintele si colaborarea pacientului, fiecare medicament poate avea propriile reactii
adverse, ceea ce poate afecta aderenta la tratament si atingerea obiectivelor terapeutice.

Ibrutinib este cea mai veche moleculd ,,noud” din arsenalul terapeutic in LLC.
Numeroase studii au evidentiat eficacitatea foarte bund a ibrutinibului in tratarea LLC si
acesta este acum utilizat pe scara larga ca terapie de linia intai si a doua [13,15,16,19,20,30].
Diverse studii au evaluat utilizarea ibrutinibului in cadrul populatiei reale de pacienti cu
LLC, iar rezultatele sustin In general constatarile din studiile clinice. Datele de la peste 1.000
de pacienti cu LLC tratati cu ibrutinib de rutina, in peste 40 de centre din Statele Unite au
ardtat ca ibrutinibul a fost asociat cu rate ridicate de raspuns terapeutic si cu remisiuni de

duratd, precum si cu Tmbunatatiri ale SG si SLP, atat independent, cat si in comparatie cu



CIT standard [31-33]. In Europa, experientele provenite din tiri precum Spania, Suedia si
Italia au sugerat ca ibrutinibul este un tratament eficient si bine tolerat pentru LLC in cadrul
practicii clinice de rutina [34-36]. Pe de alta parte, mai multe studii efectuate in cadrul
populatiei reale au raportat rate mai scazute de rdaspuns terapeutic si rate mai mari de
intrerupere a tratamentului cu ibrutinib in comparatie cu rezultatele obtinute in studiile
clinice [33,36-38].

Scopul acestui studiu a fost sd realizeze o analizad retrospectivd a pacientilor
diagnosticati cu LLC in cadrul Institutului Clinic Fundeni, care au primit tratament cu
ibrutinib in perioada 2016-2021, in vederea identificdrii unui standard de ingrijire pentru
pacientii cu LLC pornind de la date din viata reala.

Obiectivul principal al acestei cercetari a constat in evaluarea modului de gestionare a
pacientilor cu LLC in cadrul practicii clinice de zi cu zi in contextul terapiilor moderne, cu
accent pe urmdtoarele aspecte: caracteristicile pacientilor si ale bolii, raspunsurile la
tratament, toleranta la medicament, spectrul reactiilor adverse si supravietuire.

Un alt obiectiv important al acestui studiu a fost explorarea factorilor clinici, biologici,
genetici si moleculari cu potential prognostic si stabilirea rolului lor in stratificarea riscului
de recidiva, supravietuire si slabd tolerantd la tratament in contextul noilor molecule
terapeutice. Alte obiective ale acestei cercetari includ: evaluarea comparativa cu alte studii
din viata reald si cu principalele studii clinice a caracteristicilor pacientilor si ale bolii,
raspunsurilor la tratament, tolerantei la medicament, spectrului reactiilor adverse si
supravietuirii pacientilor cu LLC intr-un important centru universitar si inregistrarea si
detalierea evenimentelor adverse asociate terapiilor aplicate prin comparatie cu datele
cunoscute din studiile clinice sau alte experiente din viata reala.

5.2 Pacienti si metoda

5.2.1 Colectarea datelor

Cercetarile s-au desfasurat retrospectiv utilizand fisele medicale tiparite si electronice
ale pacientilor diagnosticati si tratati in Centrul de Hematologie si Transplant medular din
Institutul Clinic Fundeni, in perioada 1 ianuarie 2016 — 30 iunie 2021.

Materialul de studiu 1l reprezintd 123 de pacienti cu varsta peste 18 ani diagnosticati
cu LLC sau limfom non-Hodgkin cu celuld mica B de tip limfocitic (SLL) care au primit
tratament cu ibrutinib. Populatia de studiu a inclus 107 pacienti cu LLC la recadere sau cu
boald refractard (R/R) si 16 pacienti cu LLC netratati (TN) [29]. Toti pacientii au semnat
consimtdmantul informat de participare in studiu. Consiliul de Etica local a aprobat

desfasurarea studiului prin decizia numarul 748 din 01.08.2018.
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5.2.2 Metodele de lucru

Scorul ECOG a fost preluat asa cum se regdsea notat in fisa medicala sau a fost
calculat. Urmarirea pacientilor a avut loc pand la deces sau pana la intreruperea studiului,
oricare dintre acestea a aparut mai intai. Datele privind eficacitatea tratamentului au inclus
durata terapiei si motivele intreruperii definitive. Cel mai bun raspuns a fost evaluat conform
iwCLL 2018 [8]. Rata de raspuns globala (RRG) a inclus ratele de remisiune partiald (RP) si
remisiune completd (RC), definite pe criterii clinice si hematologice.

Intreruperea temporara a fost definitd ca o perioadd minima de 14 zile fara ibrutinib.
Am masurat SLP de la inceputul tratamentului pana la progresia bolii sau deces si SG de la
inceputul tratamentului pana la decesul din orice cauza. Raspunsul la tratament a fost
clasificat conform criteriilor iwCLL 2018 [8].

5.2.3 Analiza statistica

Caracteristicile demografice ale pacientilor si ale bolii au fost analizate si raportate
descriptiv. Variabilele cantitative au fost raportate ca mediana si intervalul intre percentilele
25-75 (IQR), in timp ce variabilele calitative au fost descrise folosind numere si procente.

Comparatia Intre variabilele categorice a fost efectuatd folosind A2 sau testul exact
Fischer. Diferentele intre doud grupuri ale unei variabile continue, au fost verificate cu testul
Mann-Whitney. Variabilele cu semnificatie statistica p < 0,2 1n analiza univariatd au fost
incluse intr-un model multivariat folosind metoda enter. Regresia logistica multivariata a
fost efectuata pentru a evalua factorii asociati cu intreruperea tratamentului, modificarile
dozei, Intreruperile temporare si efectele adverse. Metoda Kaplan-Meier si testul log-rank
au fost utilizate pentru a estima durata tratamentului cu ibrutinib, SLP si SG. Regresia
hazardului proportional Cox multivariatd a fost efectuatd pentru a evalua asocierea dintre
factorii demografici (varsta), clinici (SP ECOG, CIRS, stadiul bolii) si biologici (anomaliile
genetice si moleculare) cu SLP si SG. Pentru toate comparatiile, o valoare p < 0,05 a fost
consideratd semnificativa statistic. Toate analizele statistice au fost efectuate utilizand SPSS
IBM Statistics 20.0 pentru Windows (IBM Corp., Armonk, NY, SUA).

5.3 Rezultate

5.3.1 Populatia de studiu

Studiul prezent include 123 de pacienti diagnosticati cu LLC/SLL care au primit ca
tratament ibrutinib in perioada ianuarie 2016 — iunie 2021 in Centrul de Hematologie si
Transplant Medular din Institutul Clinic Fundeni [29]. Pacientii au fost inrolati in mod

consecutiv. 105 pacienti au fost diagnosticati cu LLC, iar restul de 18 cu SLL (Figura 5.1.A4).
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Diagnostic

Pacientii din lotul de studiu

Figura 5.1.4. Lotul de studiu: 18 (15%) pacienti au diagnostic de SLL, 105 (85%) de
LLC. B. 16 (13%) pacienti nu fost netratati (TN), iar 107 (87%) erau cu R/R.

16 dintre ei nu au avut un tratament anterior (TN), iar 107 au prezentat recadere de
boala sau boald refractara (R/R) la liniile anterioare de terapie (Figura 5.1.B). Sumar,
principalele caracteristici sunt: varsta mediana globala (IQR) la fost de 65 (58-71) ani,
majoritatea pacientilor au avut un scor CIRS mai mic de 6 puncte (89,4%); 47,7% si 36,6%
dintre pacienti au avut stadiul Rai III/IV si boala Binet C. Statusul mutational IGHV,
anomaliile del 17p si TP53, a fost disponibile pentru 35,8%, 42,3% si, respectiv, 36,6%
dintre pacienti. 34,1% (n = 42), 10,6% (n = 13) si 12,2% (n = 15) dintre pacienti au fost
testati pozitivi pentru IGHV NM, del 17p si, respectiv, TP53.

5.3.2 Rezultate

Urmarirea mediana (IQR) de la inceputul tratamentului a fost de 37 (24—53) luni pentru
pacientii cu LLC R/R si 19 (16-26) luni pentru pacientii TN. SLP mediana pentru pacientii
R/R a fost de 50 de luni [CI 95%: 42,3-57,7]2 in timp ce SG mediana nu a fost atinsa (NR)
[CI 95%: NR — NR]. Ratele de SLP si SG la 24 de luni au fost de 77,7% [95% CI:
69,5%-85,9%] si, respectiv 87,9% [95% CI: 81,5%-94,4%]. Cand ibrutinib a fost utilizat
de prima linie, medianele SLP si SG nu au fost atinse (NR) [95% CI: NR-NR]. Ratele de
SLP si SG la 24 de luni au fost de 75,8% [95% CI: 50,9%-100%] si respectiv NR [95% CI:
NR-NR]. Nu au fost diferente semnificative statistic intre TN si R/R in ceea ce priveste
SLP si SG. Numarul de linii de terapie anterior ibrutinib nu a modificat SLP si SG (Figura
5.2).

In mod similar, varsta (> 65 ani) la momentul initierii cu ibrutinib nu a influentat in
mod semnificativ SLP (p = 0,6130) si SG (p = 0,489).

Analiza subgrupurilor nu a evidentiat nicio diferentd in SLP (p = 0,073) si SG (p =
0,888) intre pacientii del 17p pozitivi si negativi. Dacd insa, in analiza au fost inclusi si cei
cu test FISH necunoscut, pacientii cu del 17p au avut un raport al riscurilor (HR) pentru

progresie sau deces (SLP) de 3,26 [95% CI: 1,0-10,9p = 0,001) (Figura 5.3).
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Supravietuirea liberi de progresie

Supravietuirea globala
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Figura 5.2 Supravietuirea libera de progresie si supravietuirea globala in functie de
numadrul de tratamente primite anterior ibrutinib (pre-I) In intreaga cohorta de studiu.
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Figura 5.3 Estimarea prin metoda Kaplan-Meier a curbelor de supravietuire fara progresie
si supravietuire globald in functie de prezenta/absenta/indisponibilitatea del 17p.
Medianele SLP si SG 1n grupul cu del 17p au fost de 23 (95 CI: 17-40) si 46 (95% CI:

41-46) luni. Testele Log-Rank au aratat ca SLP si SG nu au fost diferite la pacientii IGHV

NM sau mutatiile TP53. Dupa includerea pacientilor cu markerii moleculari indisponibili,

SLP a devenit semnificativ mai micd la cei cu IGHV NM decét la pacientii cu status

necunoscut (p = 0,037). Pe de alta parte, pacientii care au exprimat ambii markeri, atat del

17p cat si TP53, au avut o SLP mai scurtd, cu un risc de 3,24 [95% CI: 1,06-9,94] mai mare
de progresie a bolii sau de deces (p = 0,028), dar SG nu a fost influentatd. Un status ECOG
> 2 a scazut semnificativ atat SLP cat si SG.

Analizele Cox univariata si multivariata privind caracteristicile bolii si ale pacientului
la momentul initial a aratat o asociere independentd cu supravietuirea pentru LDH, SP

ECOG, TILT, atat cu SLP si cat si cu SG, iar pentru IGHV doar cu SLP.
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5.3.3 Durata tratamentului cu ibrutinib

Ibrutinib a fost administrat pentru o duratd medie de timp (IQR) de 32 (20-48), 19
(10-25) si 29 (18-45) luni in grupurile R/R, TN si la intreaga populatie de studiu. La
urmarirea mediand, durata estimata prin Kaplan-Meier a tratamentului cu ibrutinib a fost de
51 luni pentru pacientii R/R si NR in grupul TN ( p = 0,386).

54 (44%) pacienti au Intrerupt definitiv tratamentul cu ibrutinib dupad o duratd medie
(IQR) de 22,5 (12-41) luni. Cauzele principale care au impus intreruperea definitiva a
ibrutinibului au fost: progresia LLC (n = 21), alte cauze/cauze nelegate de tratament (n =
14), intre acestea 7 cazuri au fost decese din cauza COVID-19, toxicitate (n = 11), al doilea
cancer (n = 6) si sindrom Richter (n = 2) (Figura 5.4). Intreruperea tratamentului a fost
asociata cu o diferentd semnificativa in supravietuirea generald (46 luni vs NR, p = 0,000)

intre pacientii care au Intrerupt si cei care au continuat ibrutinibul.

Al doilea
cancer, 6 Sindrom
Richter, 2

Figura 5.4 Cauzele care au condus la intreruperea definitiva a terapiei cu ibrutinib.

Toxicitatile ce au condus la Intreruperea definitiva au inclus fibrilatie atriala (FiA) (n
= 3), infectii (n = 2), sangerare (n = 2), reactivarea virusului B al hepatitei (VHB) (n = 2) si
stomatitd ulcerativa (n = 2). Un test de regresie logistica multifactoriald a constatat ca un
scor ECOG PS > 2 si un scor CIRS > 6 sunt asociate independent cu un risc crescut de
intrerupere permanentd. Reducerea dozelor a fost necesard la 35 (28,5%) pacienti.
Ibrutinibul a fost Intrerupt temporar la 47 (38%) pacienti, 36 (78%) necesitand o singura
intrerupere. Dintre cei 21 de pacienti (17%) care au intrerupt tratamentul cu ibrutinib din
cauza progresiei bolii, 16 au primit o alta linie de terapie, inclusiv venetoclax in 13 cazuri.

Dupa o urmarire medie de 9,5 luni cu tratament de salvare, SLP si SG mediane estimate
au fost de 18 [95% CI: 5,4-30,6]1, respectiv 26 [95% CI: 2,1-49,9] luni. 4 dintre cei 11
pacienti care au Intrerupt tratamentul cu ibrutinib din cauza toxicitatii au avut nevoie de
tratament dupd o perioada mediana de 7 luni. SLP mediana pentru acestia a fost de 37 luni.

5.3.4 Efecte adverse
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Evenimente Adverse (EA) au fost inregistrate la 101 (82%) pacienti. Cele mai
frecvente reactii adverse au fost infectiile (29,3%), anemia (27,6%), trombocitopenia (26%),
sangerarile (24,4%), hipertensiunea (23,6%), neutropenia (21,1%), eruptiile.

5.4 Discutii

Studiul de fatd exploreaza rezultatele, toleranta, factorii de risc si prognosticul
pacientilor cu LLC care au primit ibrutinib in afara studiilor clinice. Studiul reprezintd o
analiza retrospectiva a datelor din viata reald a pacientilor diagnosticati cu LLC sau SLL si
tratati cu ibrutinib in perioada ianuarie 2016 - tunie 2021 intr-un centru cu experientd din
Romania, Centrul de Hematologie si Transplant medular din Institutul Clinic Fundeni.

Lotul de studiu a cuprins 123 de pacienti, 16 aflati la prima linie de tratament (grupul
TN) si 107 cu recadere sau LLC refractara (grupul R/R). Pacientii au fost urmariti in medie
37 s1 19 luni in subgrupurile R/R si respectiv TN.

Rezultatele clinice ale acestui studiu sunt in concordanta cu studiile de referinta actuale
[15,16,18,30,39,40]. Cu toate acestea, pacientii TN au avut o evolutie usor mai nefavorabila
[15,41]. Datele din studiul prezentat atesta faptul ca ibrutinibul a fost benefic pentru pacienti
indiferent de varsta si de numarul de tratamente anterioare. SLP si SG nu au fost diferite
intre pacientii aflati la prima linie terapeutica si cei la recadere, indiferent ca erau dupa una
sau multe linii anterioare de tratament. In comparatie cu studiile clinice, studiul de fati a
inclus pacienti mai tineri, cu mai putine comorbiditdti, mai putin politratati, dar mai multi cu
SP ECOG > 2 si cu trasaturi cu risc crescut (IGHV NM si del 17p). Aceste caracteristici ale
pacientilor reflectd o preferintd de selectie timpurie a ibrutinibului pentru tratarea LLC in
practica clinica. Seturile noastre de date au relevat un nivel scazut de testare genetica, in
special in cadrul situatiei R/R. Prin urmare, interpretarea rezultatelor trebuie facuta cu
prudenta. Desi datele noastre au sugerat o duratd mediand mai scurta atat a SLP, 23 (17-29)
de luni, si cét si a SG, 46 de luni, la pacientii cu del 17p, aceastd observatie nu a atins
semnificatie statistica.

In studiul nostru, un status ECOG PS precar (> 2) a prezis SLP si SG mai scurte. Acest
lucru este in acord cu experienta italiana care demonstreaza ca ECOG PS ridicat prezice atat
SLP, cat si SG inferioare [42]. Nu am putut demonstra o diferentd in ceea ce priveste SLP
sau SG in functie de scorul CIRS. Cu toate acestea, s-a observat o divergenta intre curbele
SLP si GS dupa 50 de luni de tratament confirmand ca povara comorbiditatilor poate creste
si poate avea un impact asupra rezultatelor in cazul unei expuneri mai lungi la medicament.
La o urmarire mediand de 32 de luni, rata de intrerupere a ibrutinibului a fost de 43,9%

(54/123). Studiile clinice si datele din lumea reald, precum a noastrd, au raportat o gama
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larga de rate de intrerupere cu suprapunere variabila, Tnh mare parte datoritd diferentelor in
caracteristicile pacientilor, urmarirea mediand, expunerea la tratament si gestionarea
evenimentelor adverse.
In studiul nostru, 17% dintre pacienti au intrerupt permanent tratamentul cu ibrutinib
din cauza progresiei LLC si doar 9% au intrerupt administrarea medicamentului din cauza
toxicitatii. Motivele acestei tolerante favorabile pot include varsta mai tanara, mai putine
comorbiditati si mai putine linii de terapie anterioare in randul pacientilor din studiul prezent.
Concluziile noastre sunt comparabile cu datele din studiile clinice randomizate
[15,16,18,30,40]. In contrast, datele din lumea reald fie infirma [32,33,36,38,43], fie confirma
[34,35,42,44] un profil bun de tolerabilitate. In mod particular, cercetarea noastra a evidentiat
o incidenta relativ mare (6,5%) a reactivarii virusului B al hepatitei (VHB) asociata cu
administrarea de ibrutinib, comparativ cu alte rapoarte (1,9%) [45]. O treime dintre pacienti
a dezvoltat 63 de episoade de infectie dupa o mediand de tratament de 9 (IQR 4-21) luni.
Unsprezece (9%) pacienti au avut o infectie de grad > 3. Aceste constatiri sunt in
concordantd cu rezultatele obtinute intr-o cohortd spaniola [34], dar difera de alte raportari
[15,36,38,46] care au identificat o incidentd generalda mai mare a infectiilor (70%), cu un
procent de 50% dintre pacienti dezvoltand infectii severe (= 3).
5.5 Concluzii
1. Studiul prezent a avut ca scop investigarea rezultatelor, tolerantei, factorilor de risc si
prognosticului pacientilor diagnosticati cu LLC/SLL si tratati cu ibrutinib in viata reala.
Rezultatele obtinute au demonstrat eficacitatea si siguranta ibrutinibului concordante cu
cele din studiile clinice de referinta.

2. Lotul de studiu a inclus 123 de pacienti, dintre care 16 la prima linie de tratament (grupul
TN) si 107 cu recadere sau LLC refractara (grupul R/R).

3. SLP mediana in grupul R/R, la o0 urmarire mediana de 37 luni, a fost de 50 de luni, in
timp ce in subgrupul TN SLP mediana nu a fost atinsa dupa o urmarire medie de 19 luni.

4. Populatia studiatd in cadrul studiului a inclus pacienti mai tineri, cu mai putine
comorbiditati si mai putine tratamente anterioare comparativ cu populatia SRC.

5. Ratele de SLP la 24 de luni au fost de 77,7% in cazul pacientilor R/R si 75,8% la cei din
grupul TN. Aceste rezultate sunt In concordanta cu alte studii din viata reala.

6. Pacientii din grupul TN, care a inclus in mare parte pacienti cu risc crescut (IGHV NM,
del 17p/TP 53), au avut rezultate mai proaste in comparatie cu alte studii.

7. Ibrutinibul a demonstrat beneficii terapeutice indiferent de varstd si de numarul de

terapii anterioare administrate pacientilor.
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8. Pacientii cu deletia 17p, mutatia TP53 si IGHV NM au prezentat rezultate mai slabe in
ceea ce priveste timpul pana la progresia bolii si supravietuirea globala.

9. Statusul de performanta ECOG precar (> 2) a fost asociat cu o SLP si SG mai scurte.

10. Pacientii R/R cu TILT sub 24 de luni au avut rezultate mai slabe in privinta SLP si SG.

11. Intreruperile tratamentului cu ibrutinib datorate toxicitatii (9%) au fost mai putin
frecvente decat cele cauzate de progresia bolii (17%) evidentiind o buna tolerabilitate.

12. Rata de intrerupere a tratamentului cu ibrutinib a fost similara cu cea raportatd in SRC.

13. Varsta mai tanara, prezenta unui numar redus de comorbiditdti si mai putine linii
anterioare de tratament explica tolerabilitatea favorabild a tratamentului cu ibrutinib.

14. Pacientii care au continuat tratamentul cu ibrutinib au prezentat o supravietuire net
superioara In comparatie cu cei care au intrerupt administrarea medicamentului.

15. A fost identificata o incidenta crescuta a reactivarii VHB asociata cu ibrutinib.

16. O particularitate observatd In acest studiu este reprezentata de toxicitatea orald severa

legata de ibrutinib neinsotita de neutropenie, aspect neevidentiat in alte experiente.

6. STUDIUL II: Rolul chimio-imunoterapiei in tratamentul de
prima linie in Leucemia Limfatica Cronica — studiu comparativ cu

ibrutinib intr-un esantion de 53 de pacienti

6.1 Ipoteza de lucru si obiective specifice

in Romania, incepand cu anul 2018, dupa publicarea ghidurilor iwCLL, s-au depus
eforturi considerabile pentru a ne conforma standardelor occidentale referitoare la
diagnosticul, prognosticul si tratamentul LLC. Integrarea markerilor genetici de prognostic
si a terapiilor moderne in algoritmul de management a reprezentat o provocare semnificativa
pentru medici. De exemplu, 60% dintre pacientii cu LLC prezinta statusul mutational IGHV
fara mutatii, ceea ce confera un prognostic mai slab decat pacientii cu IGHV cu mutatii.
Pentru aceastd categorie de pacienti, inhibitorii BTK reprezintd optiunea recomandata de
tratament de prima linie conform ghidurilor. In ciuda acestui fapt, medicii aveau experienti
in utilizarea imuno-chimioterapiei conventionale, care obtinea rezultate excelente pe termen
scurt. Noile molecule orale promiteau imbunatatiri ale rezultatelor, dar cu pretul
administrarii pe termen nedefinit si cu un spectru de reactii adverse necunoscut. In aceste

circumstante, medicii au fost nevoiti sa aleagd intre utilizarea unei noi molecule dovedite
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eficiente mai ales la pacientii cu risc ridicat si imuno-chimioterapia traditionald avand in fata
pacientii de zi cu zi, o populatie generald destul de diferita de cea din studiile clinice.
Scopurile acestui studiu au fost:
*  Compararea eficacitdtii terapiilor tintite cu diverse scheme de chimio-
imunoterapie ca terapie de prima linie in LLC Intr-un esantion de 53 de pacienti.
*  Identificarea unor tipare de tratament si modele de selectie a diverselor
mijloace terapeutice in functie de caracteristicile pacientilor si ale bolii.
*  Analiza retrospectivd a datelor din practica de zi cu zi pentru a ajuta la
dezvoltarea unor strategii mai eficiente de selectie a primei linii terapeutice n LLC.
e  Imbunititirea managementului pacientilor cu LLC si dezvoltarea unor
strategii terapeutice personalizate pe baza rezultatelor in timp real din practica curenta.
6.2 Pacienti si metoda
6.2.1 Colectarea datelor
Cercetarile s-au desfasurat retrospectiv utilizand fisele medicale tiparite si electronice
ale pacientilor diagnosticati si tratati in Centrul de Hematologie si Transplant medular din
Institutul Clinic Fundeni, in perioada 1 iunie 2018 — 30 iunie 2021. Materialul de studiu il
reprezinta 53 de pacienti cu varsta peste 18 ani diagnosticati cu LLC/SLL, netratati anterior
si care au primit tratament specific de prima linie n perioada de 3 ani mentionata.
6.2.2 Metodele de lucru au fost identice cu cele din primul studiu.
6.2.3 Analiza statistica
A fost similara cu cea din primul studiu si am utilizat SPSS IBM Statistics 20.0.
6.3 Rezultate
6.3.1 Populatia de studiu
Au fost inclusi 53 de pacienti diagnosticati cu LLC/SLL care au primit tratamentul de
prima linie intre iunie 2018 si tunie 2021 in cadrul Centrului de Hematologie si Transplant
Medular din Institutul Clinic Fundeni. Pacientii au fost impartiti in doua categorii principale
in functie de tratamentul primit: 16 (30%) au primit terapie tintitd - ibrutinib, iar 37 (70%)
au primit imuno-chimioterapie (CIT) si grupati in 5 grupuri terapeutice conform Figurii 6.1.
Date demografice
Varsta mediana (IQR) la momentul initierii tratamentului pentru intregul esantion de
studiu a fost de 62 (53-68) ani. A existat o diferentd semnificativa intre varstele mediane din
cele 5 grupuri de pacienti (p = 0.009). Varstele mediane in grupurile IBR, FCR, O-C, RCVP
si BR a fost de 59, 57, 67, 55 s1 71 de ani.
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Modele terapeutice aplicate

Terapia de primi linie
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Lotul de 53 de pacienti

Figura 6.1 Repartitia pacientilor in functie de tipul de tratament primit: IBR (n = 16), FCR
(n=14), 0-C (n=12), RCVP (n="7), BR (n=4).

Status de performanta si comorbiditati
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CCRS <6
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Numar pacienti

FCR o-C RCVFP EER IBR
Grupul de pacienti in functie de terapia primita

Figura 6.2 Repartitia pacientilor in functie de SP ECOG si scorul CIRS.

Figura 6.2 arata distributia pacientilor din cele 5 grupuri in functie de SP ECOG si
scorul de comorbiditdti CIRS. Se poate observa ca majoritatea pacientilor cu ECOG bun si
CIRS scazut se afla in grupurile FCR si IBR, in timp ce cei cu CIRS mare predomind in
grupurile O-C si BR.

Profilul genetic si molecular

Din cei 51 de pacienti investigati pentru statusul IGHV, 11 (21%) au prezentat mutatii,
in timp ce 76% (n = 40) au avut IGHV NM. FISH pentru deletia 17p a fost efectuat la toti
pacientii, identificindu-se o prezentd de 11% (n = 6). In ceea ce priveste secventierea Sanger,

aceasta s-a efectuat la 52 de pacienti, mutatia TP53 fiind identificatd in 15% (n = 8). In cadrul
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studiului nostru am observat cd exista o asociere semnificativa intre statusul IGHV (p =

0.028), deletia 17p (p = 0.004) si tipul de tratament administrat (Figura 6.3).

Factor
genetic
I IGHV M1
H1GHV M
[ del17p pozitva
[ETP53 pozitiva

159

Numdr pacienti

| I'IJH

FCR o-C ECVP EE IEE
Tipul de tratament primit

Figura 6.3 Repartitia pacientilor in functie de prezenta markerilor genetici si terapie.

6.2.3 Rezultate — rate de raspuns si supravietuire

Supravietuirea libera de progresie Supravietuirea globala
Tratament
— M Tbrutinib
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Figura 6.4 Supravietuirea liberd de progresie si supravietuirea globala la pacientii care au
primit terapie tintitd (i.e., ibrutinib) versus imuno-chimioterapie.

Mediana SLP in grupul tratat cu ibrutinib nu a fost atinsa (NR), in timp ce in grupul
care a primit diverse scheme de CIT a fost de 31 [CI 95%: 25-37] luni. De asemenea, SG
mediand nu a fost atinsd in grupul tratat cu ibrutinib, dar s-a estimat o SG mediana de 51
[95% CI: 29-82] luni in grupul care a primit CIT (conform Figurii 6.4).

Pacientii tratati cu FCR au inregistrat o SLP mediana de 48 (95% CI: 31-65) luni, cei
cu O-C de 21 (95% CI: 3-39) luni, iar in cazul tratamentului cu RCVP, SLP mediana a fost
de 19 (95% CI: 10-28) luni. Diferentele au fost semnificative cu p = 0.048.

6.3.4 Efecte adverse

EA au fost mai frecvente in grupurile de pacienti care au primit cure FCR si RCVP si

ibrutinib. EA cele mai frecvente au fost cele hematologice si infectiile. EA severe au fost
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observate la 30% (n = 16) dintre pacienti. Cele mai frecvente EA de grad > 3 au fost
neutropenia si infectiile. Pacientii care au fost tratati cu FCR au prezentat o frecventa mai
mare a neutropeniei si a infectiilor severe. In acelasi timp, tratamentul cu schema RCVP a
avut o ratd similard cu FCR 1n ceea ce priveste neutropenia de grad > 3, dar infectiile severe
nu au fost la fel de frecvente.

6.4 Discutii

In cadrul acestei cercetdri am comparat caracteristicile, prognosticul, rezultatele si
supravietuirea pacientilor cu LLC in relatie cu 5 tipuri de terapie de prima linie administrata.
Varsta pacientilor a avut o influentd importantd asupra selectiei terapiei. Pacientii mai tineri
au primit FCR (57 ani) si IBR (59 ani), in timp ce cei mai in varstd au predominat in grupurile
O-C (67 ani) si BR (71 ani).

Majoritatea pacientilor cu un bun status de performantd ECOG si un scor CIRS scazut
s-au regasit in grupurile FCR si IBR, in timp ce cei cu un scor CIRS mai mare au predominat
in grupurile O-C si BR. Pacientii cu mutatii IGHV (n = 11) au fost tratati cu CIT (O-C, BR,
RCVP), in timp ce cei cu IGHV fara mutatii (n = 40) au primit FCR sau ibrutinib. Pacientii
care prezentau del 17p (n = 6) au fost tratati exclusiv cu ibrutinib de prima linie, in timp ce
dintre cei cu mutatia TP53 (n = 8) majoritar terapie tintitd. Aceste constatdri evidentiaza
preferinta medicilor pentru terapia tintita cu ibrutinib sau regimul FCR in cazul pacientilor
cu factori de risc. In acelasi timp, este de remarcat ci pacientii cu IGHV M, care ar putea
beneficia cel mai mult de FCR conform datelor din studiile clinice [13,47], au fost tratati cu
O-C, BR sau RCVP.

In comparatie cu studiile publicate pand in prezent, esantionul de studiu a inclus
pacienti mai tineri, cu o stare fizicd buna si cu un numar redus de comorbiditati, un numar
mai mic de pacienti cu boald avansata, dar mai multi pacienti cu prognostic nefavorabil.

Pacientii tratati cu ibrutinib au inregistrat un timp mai mare pana la progresie sau deces
in comparatie cu cei tratati cu CIT. Analiza comparativa intre cele 5 grupuri de pacienti a
constatat rezultate nefavorabile ale RCVP, cu valori inferioare fatd de regimul FCR (p =
0,001 pentru SLP si p = 0,034 pentru SG). Aceastd constatare confirma concluziile
anterioare, care au demonstrat cd CVP/CHOP este inferior fludarabinei ca eficacitate [48].

EA au fost mai frecvente la pacientii tratati cu ibrutinib (63%) In comparatie cu cei
tratati cu CIT (51%). Cele mai intilnite EA au fost neutropenia si infectiile, in special in
grupul FCR. EA severe cele mai frecvente au fost din nou neutropenia si infectiile, grupurile
FCR si RCVP fiind cel mai afectate in acest sens.

6.5 Concluzii

20



l. Acest studiu reprezinta o analizd comparativa a eficacitatii si sigurantei tratamentului
cu ibrutinib cu diferite scheme de chimio-imunoterapie utilizate ca terapie de prima linie n
practica curenta pentru pacientii cu LLC.

2. Scopul este de a evalua rezultatele obtinute intr-un mediu clinic real si de a aduce in
discutie beneficiile si limitarile diverselor abordari terapeutice in LLC.

3. Cercetarea a inclus 53 de pacienti cu LLC/SLL tratati cu terapie de prima linie intr-
un interval de trei ani Tn Centrul de Hematologie si Transplant Medular din cadrul Institutului
Clinic Fundeni.

4. Pacientii au primit ibrutinib (30%) si CIT (70%) si au fost repartizati in 5 grupe
terapeutice: IBR (n = 16), FCR (n = 14), O-C (n =12), RCVP (n=7) si BR (n =4).

5. Varsta pacientilor a influentat selectia terapiei, cei mai tineri primind ibrutinib sau
FCR, in timp ce cei mai in varsta au primit O-C sau BR.

6. Terapia initiald nu a fost determinata de stadiul clinic sau de Incarcatura tumorala, ci
de SP ECOG si comorbiditati.

7. Am observat preferinta medicilor pentru terapia tintitd cu ibrutinib sau regimul FCR
in cazul pacientilor cu IGHV NM si deletie 17p. In acelasi timp, pacientii cu mutatii IGHV
au fost tratati cu alte tipuri de CIT decat FCR, precum O-C, BR sau RCVP.

8. Global, esantionul nostru de studiu a inclus pacienti mai tineri, cu o stare fizica buna
si cu mai putine comorbiditati, mai putini pacienti cu boald in stadii avansate, dar un procent
mai ridicat cu un prognostic nefavorabil in comparatie cu studiile populationale publicate.
9. Pacientii tratati cu ibrutinib au inregistrat un timp mai lung pana la progresie sau
deces in comparatie cu cei tratati cu CIT.

10. La o perioadd medie de urmarire de 25 de luni, pacientii tratati cu FCR au avut o SLP
mediand de 48 luni, cei cu O-C de 21 luni, iar in cazul tratamentului cu RCVP a fost de 19
luni. Nu s-a atins o medie de SLP in grupurile care au primit ibrutinib si BR.

1. Analiza comparativa a aratat rezultate nefavorabile ale RCVP in comparatie cu
regimul FCR confirmand ca CVP/CHOP sunt inferioare terapiei pe baza de fludarabina.

12. EA au fost mai frecvente la pacientii tratati cu ibrutinib (63%) In comparatie cu cei
tratati cu CIT (51%), dar cele mai multe EA severe (grad > 3) s-au inregistrat in grupurile

FCR si RCVP, cu neutropenie si infectii ca cele mai frecvente.
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7. STUDIUL III: Rolul transplantului alogen de celule stem
hematopoietice la pacientul cu Leucemie Limfatica Cronica cu risc

crescut — studiu de caz [49]

7.1 Ipoteza de lucru si obiective specifice

Printre numerosii biomarkeri prognostici si predictivi care au fost identificati in
deceniile anterioare, aberatiile TP53 raman indiscutabil cea mai importantd leziune genetica
in LLC. Locusul TP53 codifica proteina supresoare tumorald p53 care joaca un rol cheie in
diviziune celulard, apoptoza si stabilitate genomica. Semnalizarea TP53 poate fi afectata prin
stergerea genei TP53 in locusul cromozomial 17p13.1, adica del 17p, sau prin leziuni
genetice, inclusiv mutatii fard sens si nonsens, deletii, insertii sau mutatii ale locusului de
imbinare. Cumulativ, aceste aberatii sunt prezente la 4-8% dintre toti pacientii cu LLC la
diagnostic, 10% la Inceputul terapiei de prima linie si 30-40% la pacientii cu LLC R/R care
au fost tratati anterior cu chimio-imunoterapie [50]. In context clinic si in scopul unei abordri
mai simple, termenii ,,del 17p” si ,,anomalii ale TP53” sunt utilizati interschimbabil.

Anomalia TP53 ramane singurul biomarker predictiv cu consensul recomandarilor de
a fi detectatd Tnainte de initierea tratamentului la toti pacientii datorita dovezilor clare privind
rezistenta la chimioterapie. CIT nu aduce niciun beneficiu pacientilor cu anomalii TP53
deoarece durata de SLP si SG sunt scurte [14]. Terapiile tintite au imbundtatit semnificativ
supravietuirea pacientilor cu mutatii TP53 si, In prezent, noile terapii moleculare reprezinta
standardul de aur pentru acest subgrup de pacienti. Cu toate acestea, niciun tratament nu a
reusit sd inverseze complet prognosticul negativ asociat anomalilor TP53.

In mod traditional, transplantul alogen de celule stem (TACSH) este considerat
optiunea de tratament pentru toti pacientii cu LLC cu risc ridicat, eligibili pentru transplant
in momentul R/R [51] fiind considerata singura terapie curativa disponibila. Cu toate acestea,
data fiind aparitia noilor medicamente tintite extrem de eficiente, rolul sau trebuie reevaluat.

Aceasta prezentare de caz [49] isi propune sa analizeze mai multe aspecte:

1. Comparatia intre TACSH si agentii terapeutici tintiti 1n LLC cu risc ridicat.
2. Determinarea momentului optim pentru TACSH, gestionarea recidivei post-TACSH.
3. Identificarea strategiilor de Tmbunatitire a rezultatelor in ceea ce priveste

secventierea terapiilor si de obtinere unei remisiuni profunde pre-TACSH.
4. Relevanta actuala a CIT 1n contextul introducerii noilor molecule terapeutice.

5. Importanta includerii biomarkerilor prognostici in strategiile terapeutice.
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7.2 Material si metoda

Experienta centrului nostru in ceea ce priveste pacientii diagnosticati cu LLC care au
efectuat TACSH 1in cadrul Departamentului de Hematologie si Transplant Medular al
Institutului Clinic Fundeni, cel mai important centru universitar, spital tertiar si de referinta
din Romania, este restransa la doua cazuri.

7.2.1 Cazul I

Am analizat cazul unei paciente de 40 ani, diagnosticata cu SLL in ianuarie 2012 al

carui parcurs evolutiv si terapeutic se regaseste in Figura 7.1.

Mai 2014 - Ian 2016 Iul 2016 - Nov 2016 Tun 2018 - Dec 2018 Aug 2019 - Nov 2019
Ibrutinib DLI plus Ibrutinib Venetoclax Tcr.lpicaa]iativﬁ
»
Chimio- TACSH Ibrutinib Venetoclax plus
imunoterapie Tan 2016 Nov 2016 - Iun 2018 Rituximab
2012-2013 Dec 2018 - Iul 2019

Figura 7.1 Secventierea liniilor terapeutice.

7.2.2 Cazul 11

Studiul a investigat si cazul unui barbat in varsta de 46 de ani diagnosticat cu LLC 1n
2008. Dupa mai multe linii de tratament, inclusiv CIT de tip FCR, CHOP, alemtuzumab,
boala a recidivat. Am identificat prezenta deletiei 17p si, avand in vedere si recaderea dupa
trei linii terapeutice, decizia a fost de a efectua TACSH de la donator familial compatibil in
martie 2013. Pacientul a obtinut remisiune completa, dar a dezvoltat complicatii severe, cum
ar fi GVHD si infectii recurente care, in cele din urma, au condus la deces 3 ani mai tarziu.

7.3 Discutii

Cele doud cazuri prezentate reprezinta situatii particulare, dar similare de LLC. Riscul
crescut si prognosticul nefavorabil deriva din doud caracteristici si anume, o recadere
timpurie dupa terapia bazatd pe analogi de purine si prezenta del 17p. De mentionat este
faptul cd, aceasta din urma a fost detectata tardiv dupa diagnosticul initial si in urma CIT.
Aceastd Intarziere poate avea consecinte semnificative deoarece del 17p poate fi intrinsec
legatd de LLC caz in care se contraindicd administrarea chimioterapiei traditionale sau
chimioterapia per se poate induce achizitia unei del 17p [52]. Intr-adevir, incidenta raportata
a anomaliei genetice cu risc ridicat se apropie de 10% la momentul diagnosticului si creste
pand la 50% la recadere [53,54]. O remisiune de scurtd durata dupa terapia FCR sugereaza ca
del 17p ar fi putut fi prezentd inca de la inceput in cazul prezentat. Confirmarea in timp util
a deletiei 17p este cruciala deoarece permite evitarea tratamentelor inutile si potential nocive
(de ex., FCR) si initierea rapida a terapiei tintite (de ex., inhibitorii de BCR sau BCL-2).

Incepand cu primul model ierarhizat de prognosticare bazat pe analiza FISH cu patru probe
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(i.e., deletia 17p, deletia 11q, deletia 13q si trisomia 12), studiile au stabilit ca deletia 17p
este asociatd cu cel mai nefavorabil prognostic cu o supravietuire mediand sub 3 ani
[11,53,55]. In prezent, TACSH ramane singura optiune de tratament cu potential curativ
pentru LLC [51]. LLC este foarte sensibila la efectele de tip grefa contra leucemie (GVL)
obtinandu-se remisiuni de lunga duratd dupd TACSH cu intensitate redusa (RIC) sau non-
mieloablativ [56-60]. Mai mult, rezultatele au fost similare la pacientii cu risc crescut ceea ce
denota ca procedura TACSH cu RIC poate contracara prognosticul negativ al del 17p sau
rezistentei la FCR [51,57,59].

Cazul al doilea vine sa confirme ceea ce studiile au aratat, inainte de aparitia noilor
medicamente tintite, in cazul pacientilor cu LLC cu risc ridicat, TACSH duce la o
supravietuire pe termen lung cu BMR negativa la aproximativ 50% din pacienti, indiferent
de profilul lor de risc genomic [57]. In ciuda controlului pe termen lung al bolii si a unei rate
reduse de deces precoce, SG (62% la 2 ani, 35% la 10 ani) si SLE (49% la 2 ani, 28% la 10
ani) asociate cu TACSH scad in timp, In timp ce mortalitatea din alte cauze decat recidiva
(NRM) creste la 40% la 10 ani [61]. In acelasi timp, rezultatele pe termen lung arati ci noile
medicamente tintite par sd asigure rate ridicate de raspuns si tolerabilitate sustinuta, atat la
pacientii cu LLC netratati anterior, cat si la cei cu boala R/R [25,62,63].

Mai multe studii au investigat utilizarea ibrutinibului pentru tratarea recidivei dupa
TACSH si au raportat o eficacitate si un profil de sigurantd similare cu cele privind LLC cu
risc ridicat fara transplant [64,65]. Venetoclax, singur si apoi in combinatie cu rituximab, a
marcat a doua etapd a terapiei de salvare dupd esecul transplantului. Ameliorarea
simptomelor a fost rapida, dar a aparut pancitopenie de grad patru, fapt asteptat ludnd In
considerare datele publicate [66]. Pentru aceasta, dozele au fost ajustate ducand la subdozare
terapeutica si frecvente intreruperi.

7.4 Concluzii
1. Studiul de caz evidentiaza riscul crescut si prognosticul nefavorabil al LLC in cazul
recaderii timpurii dupa chimioterapie si in prezenta deletiei 17p.

2. Detectarea tardiva a deletiei 17p poate avea consecinte semnificative deoarece
eficacitatea chimioterapiei este redusa in aceste cazuri.

3. Confirmarea prompta a deletiei 17p este cruciald pentru a evita tratamentele inutile
si potential nocive si pentru a initia o terapie tintita.

4. TACSH raméane o optiune de tratament cu potential curativ pentru LLC.

5. Administrarea ibrutinib la un pacient cu LLC R/R si cu del 17p a condus la o

remisiune partiala de buna calitate si tratamentul s-a dovedit eficient timp de 4 ani.
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6. Cazul nostru s-a aliniat la observatiile din literaturd in ceea ce priveste recidiva
precoce dupa TACSH care pare a fi mai frecventd la pacientii tratati anterior cu ibrutinib.

7. Evaluarea raportului beneficiu-risc este esentiald in decizia de a efectua TACSH
luand in considerare caracteristicile individuale ale pacientului si terapiile tintite disponibile.
8. Managementul esecului TACSH nu este standardizat si necesitd noi strategii.

9. Utilizarea DLI 1n cazuri de recddere sau chimerism mixt post-transplant prezinta
potential, dar dovezile sunt anecdotice.

10. Cazul nostru confirma ca inhibitorii BTK, precum ibrutinib, pot fi utilizati in
siguranta impreuna sau in tandem cu TACSH la pacientii cu LLC si risc ridicat.

11. Terapia cu venetoclax reprezintd o alternativd de terapie de salvare dupa esecul

transplantului, dar poate implica efecte secundare precum pancitopenia.

8. Concluzii si contributii personale [29,49]

Cele trei studii prezentate converg pentru a realiza o monografie asupra gestionarii
leucemiei limfatice cronice in cadrul practicii clinice obisnuite. Scopul acestei teze este de a
furniza informatii utile, practice si in timp real despre populatia generala cu LLC si atinge
probleme clinice importante care depasesc sfera cercetarilor clinice standardizate.

Aceastd lucrare reprezintd singura si cea mai cuprinzatoare analizd realizatd in
Romania referitoare la datele recente despre managementul pacientilor cu LLC. Cohorta de
pacienti analizatd (123 n studiul I si 53 in studiul II) este impresionantd demonstrand ca
centrul nostru reprezintd un punct de referintd la nivel national si international in ceea ce
priveste tratarea si gestionarea pacientilor cu LLC. Aceste studii, prin rezultatele lor,
contribuie la o Intelegere mai bund a unor aspecte esentiale legate de:

1. Stratificarea riscului pacientilor: utilitatea determindrii markerilor prognostici —
IGHV, del 17p, TP53 — inainte de tratament si optimizarea terapiilor in functie de
categoria de risc (Capitolele 4,5,6,7). Nu varsta per se, ci statusul ECOG si scorul
CIRS impreund cu markerii genetici (del 17p/TP53 si IGHV) sunt factorii care prezic
timpul pand la progresia bolii, supravietuirea globald si tolerabilitatea la ibrutinib
(Capitolul 5).

2. Selectia terapiei: se preferd ibrutinib cat mai devreme in evolutia bolii, la pacienti

tineri, fard comorbiditati, cu risc crescut (Capitolele 5,6,7), CIT tip FCR la pacientii
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tineri cu risc standard, BR si O-C pentru cei varstnici sau cu comorbiditdti, fara
anomalii genetice cu risc (Capitolul 6).

3. Gestionarea efectelor adverse: pacientii tratati cu ibrutinib au frecvent EA, dar
gestionabile, cele mai frecvente si de temut fiind infectiile, iar cei cu CIT au mai
frecvent EA severe incluzand neutropenia si infectiile (Capitolele 5 si 6).

4. Secventialitatea tratamentelor: desi rolul CIT a diminuat semnificativ odatd cu
terapiile tintite, ea incd mai este utilizatd in practicd; datele prezentate atesta
superioritatea pe termen lung a ibrutinibului indiferent de varsta sau de numarul de
terapii anterioare si chiar daca rezultatele sunt mai slabe la pacientii cu del 17p, acesta
a imbunatatit semnificativ prognosticul acestora (Capitolele 6 si 7).

5. Personalizarea terapiei: In prezent, optiunile terapeutice sunt multiple si variate, alaturi
de ibrutinib ca terapie tintitd fiind si antagonistul de BCL-2. Strategia se stabileste
impreund cu pacientul tindnd cont de preferintele sale, conditia lui fizica, patologia
asociatd, pe scheletul algoritmului constituit din factorii de risc genetic (Capitolul 6).

6.  Rolul TACSH: in prezent, medicamentele tintite sunt terapia preferatd in majoritatea
cazurilor, atat in linia intai, cat si la recadere. TACSH este considerat o optiune
secundard, atunci cand existd dubla refractaritate dupa moleculele noi (inhibitor BCR
plus anti-BCL-2) si necesitd un control bun al bolii pre-transplant (Capitolul 7).

7. LLC cu risc crescut continud sd prezinte un prognostic nefavorabil si rdméne o
problema inca nerezolvata in ciuda progreselor terapeutice si a TACSH (Capitolele 5
si 7).

Rezultatele relevate de lucrarea prezentatd aratd cad testarea geneticd pentru

identificarea markerilor cu rol prognostic este indicatad pentru toti pacientii cu LLC pentru a

orienta managementul bolii si a prezice supravietuirea si progresia bolii si subliniaza

importanta identificarii markerilor cu rol prognostic in LLC.
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