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GLOSSARIO

18FDG: 18-Fluorodesossiglucosio
ABVD: Adriamicina, Bleomicina, Vinblastina, Dacarbazina

aCLL: Accelerated Chronic Lymphocytic Leukemia/Leucemia Linfatica Cronica

accelerata

ADCC: Antibody-dependent cellular cytotoxicity/Citotossicita cellulare anticorpo-
dipendente

AIHA: Autoimmune Hemolytic Anemia/Anemia Emolitica Autoimmune
AKT: Protein Kinase B

ALC: Absolute lymphocyte count/Conta assoluta linfocitaria

APRIL: A Proliferation-inducing Ligand

ASO: Allele Specific Oligonucleotide

ASXL1: Additional Sex Combs-Like 1

ATM: Ataxia-Teleangectasia Mutated

B2M: B2-microglobulina

BAFF: B-cell Activating Factor

BAX/BAK: Bcl-2-Associated X Protein/Bcl-2-Associated Killing Protein
BCL-2: B-cell Lymphoma-2

BCOR: BCL6 Co-Repressor

BCR: B-cell Receptor

BH: Bcl-2 Homology

BIRC3: Baculoviral IAP Repeat Containing 3

BiTe: Bispecific T-cell Engager/Engager a Bispecifico delle Cellule T



BM: Bone marrow/Midollo osseo

B-PLL: B-cell Prolymphocytic Leukemia/Leucemia Prolinfocitica B

BR: Bendamustina-Rituximab

BTK: Bruton’s Tyrosine Kinase/Tirosina chinasi di Bruton

BTK:i: Bruton’s Tyrosine Kinase inhibitors/ inibitori della tirosina chinasi di Bruton

CAR-T: Chimeric Antigen Receptor T-cell Therapy/Terapia con Cellule T a

Recettore Chimerico per I’ Antigene

CCND1: Cyclin D1/Ciclina D1

CD: Cluster of Differentiation/Cluster di Differenziazione

CDC: Complement-dependent cytotoxicity/Citotossicita complemento-dipendente
CDKaé6: Cyclin-Dependent Kinase 6

CDKN2A: Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A

cDNA: complementary DNA/DNA complementare

CDR3: Complementarity-determining Region 3

CEP12: Chromosome Enumeration Probe 12

CHD2: Chromodomain-Helicase-DNA Binding Protein 2

RT-CHL: Richter Transformation-Classic Hodgkin lymphoma

CI: Confidence Interval/Intervallo di Confidenza

CIRS: Cumulative Illness Rating Scale

CIT: Chemioimmunotherapy/Chemioimmunoterapia

CK: Complex Cariotype/Cariotipo Complesso

CLL: Chronic Lymphocytic Leukemia/Leucemia Linfatica Cronica
CLL-IPI: Chronic Lymphocytic Leukemia-International Prognostic Index
CMV: Cytomegalovirus

CP: Centro Proliferativo



CpG: Citosina-fosfato-Guanina

CR: Complete response/Risposta completa

CXCL12: C-X-C Motif Chemokine Ligand 12

CXCR4: C-X-C Chemokine Receptor Type 4

del(11q): delezione del braccio lungo del cromosoma 11

del(13q): delezione del braccio lungo del cromosoma 13

del(17p): delezione del braccio corto del cromosoma 17

RT-DLBCL: Richter Transformation-Diffuse Large B-cell Lymphoma

EBMT: European Society for Blood and Marrow Transplantation/Societa Europea

per il Trapianto di Sangue e Midollo Osseo

EBV: Epstein-Barr Virus

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

EGR2: Early Growth Response 2

EMA: European Medicines Agency/Agenzia Europea per i Medicinali
ERBB2: Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2

ERIC: European Research Initiative on Chronic Lymphocytic Leukemia
ERK: Extracellular Signal-Regulated Kinase

HF: Heart failure/ scompenso cardiaco- insufficienza cardiaca

FA: Atrial Fibrillation/ Fibrillazione Atriale

FAB: French-American-British classification

FBXW?7: F-Box and WD Repeat Domain Containing 7

FCR: Fludarabina-Ciclofosfamide-Rituximab

FDA: Food and Drug Administration/Agenzia per gli Alimenti e i Farmaci

FDCs: Follicular dendritic cells/Cellule dendritiche follicolari



FISH: Fluorescence In Situ Hybridization

GC: Germinal Center/Centro Germinativo

G-Chl: Obinutuzumab-Clorambucile

GEP: Gene Expression Profiling/Profilazione dell’Espressione Genica
G-VEN: Venetoclax-Obinutuzumab

GWA: Genome-Wide Association/studi di associazione su scala genomica
Hb: Hemoglobin/Emoglobina

HCDR3: Heavy Chain Complementarity-Determining Region 3
High-CK: High Complex Cariotype/Cariotipo altamente Complesso
HR: Hazard Ratio

HSCs: Hematopoietic stem cells/Cellule staminali ematopoietiche
HTS: High-Throughput Sequencing

[+V: Ibrutinib+Venetoclax

IBR: Ibrutinib

ICAM: Intercellular Adhesion Molecule

ICC: International Consensus Classification

IKZF3: Interleukin-3 (IL-3) receptor, alpha chain, transcription factor 3
IPS: International Prognostic Score

IPS-E: International Prognostic Score for Early-stage CLL

IRF4: Interferon Regulatory Factor 4

ISCN2016: An International System for Human Cytogenomic Nomenclature 2016
ITAM: Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs

ITK: IL-2 Inducible T-cell Kinase

ITP: Immune Trombocytopenia/Trombocitopenia Autoimmune

iwCLL: international workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia



KRAS: Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog

LDH: Lactate dehydrogenase/Lattato deidrogenasi

LDT: Lymphocytes doubling time/Tempo di raddoppiamento linfocitario
LSI: Locus Specific Identifier

mAb: Anticorpi monoclonali

MAP2K1: Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1

MBL: Monoclonal B-cell Lymphocytosis/Linfocitosi B Monoclonale
MED12: Mediator Complex Subunit 12

M-IGHV: Mutated-Immunoglobulin Heavy-chain Variable region/Regione

variabile delle catene pesanti delle immunoglobuline mutata
miRNA: microRNA

MMP-9: Matrix Metalloproteinase 9

MRD: Measurable Residual Disease/Malattia Residua Misurabile
MSCs: Mesenchymal stromal cells/Cellule mesenchimali stromali
mTOR: Mammalian Target of Rapamycin

MYDS88: Myeloid differentiation primary response 88

NFKBIE: Nuclear Factor Kappa B Inhibitor Epsilon

NF-«B: Nuclear Factor k-light-chain-enhancer of activated B cells
NGS: Next Generation Sequencing

NK: Natural Killer

NLCs: Nurse-like cells

NRAS: Neuroblastoma RAS Viral Oncogene Homolog

OR: Odds Ratio

ORR: Overall response rate/Tasso di risposta globale

OS: Overall survival/Sopravvivenza globale



PAXS: Paired Box 5

PB: Peripheral blood/Sangue periferico

PCR: Polimerase Chain Reaction

PD: Progressive disease/Malattia progressiva

PD-1: Programmed Cell Death Protein-1

PDGEF: Platelet-Derived Growth Factor

PET-TC: Tomografia a Emissione di Positroni-Tomografia Computerizzata
PFS: Progression-free survival/Sopravvivenza libera da progressione
PI3K: Phosphatidylinositol 3-Kinase/Fosfatidilinositolo-3 chinasi
PKC: Proteine Kinase C/Proteina Chinasi C

PLTs: Platelets/Piastrine

POT1: Protection of Telomeres 1

PR: Partial response/Risposta parziale

R/R: Relapsed/Refractory / Recidivata/Refrattaria

R-CHOP: Rituximab, Ciclofosfamide, Doxorubicina, Vincristina, Prednisone
RFS: Relapse-free survival/Sopravvivenza libera da ricaduta

R-IBR: Rituximab-Ibrutinib

RORI: Receptor Tyrosine Kinase Like Orphan Receptor 1

RT: Richter Transformation/Trasformazione di Ritchter

R-VEN: Venetoclax-Rituximab

SAMHDI1: SAM Domain and HD Domain-Containing Protein 1
SARS-CoV2: Severe Acute Respiratory Syndrome-Coronavirus 2
SD: Stable disease/Malattia stabile

SF3B1: Splicing Factor 3b Subunit 1

SLL: Small Lymphocytic Lymphoma/Linfoma a Piccoli Linfociti



smlg: surface membrane Immunoglobulin/Immunoglobulina di membrana

superficiale

SNPs: Single nucleotide polimorphisms/Polimorfismi a singolo nucleotide
SUVmax: Maximum Standardized Uptake Value

Syk: Spleen tyrosine kinase

TAM: Tumor associated macrophages/Macrofagi associati al tumore

t-AML/MDS: therapy-related Acute Myeloid Leukemia/Myelodysplastic

Syndrome/Leucemia Mieloide Acuta/Sindrome Mielodisplastica terapia-correlata
TEC: Transcriptional Elongation Complex

TGF-B: Transforming Growth Factor Beta

TLS: Tumor Lysis Syndrome/Sindrome da Lisi Tumorale

TME: Tumor microenvironment/Microambiente tumorale

TMTV: Total Metabolic Tumor Volume/Volume Tumorale Metabolico Totale
TP53: Tumor Protein P53

TRAF3: TNF Receptor-Associated Factor 3

Treg: Regulatory T Cells/Cellule T Regolatorie

TTFT: Time to First Treatment/Tempo al Primo Trattamento

U-IGHV: Unmutated-Immunoglobulin Heavy-chain Variable region/Regione

variabile delle catene pesanti delle immunoglobuline non mutata

UOC: Unita Operativa Complessa

VCAM: Vascular Cell Adhesion Molecule

Ven: Venetoclax

WBC: White Blood Cells/Globuli Bianchi

WHO: World Health Organization/Organizzazione Mondiale della Sanita
XPOL1: Exportin 1

ZAP-70: Zeta Chain of T-cell Receptor Associated Protein Kinase 70






RIASSUNTO

PRESUPPOSTI DELLO STUDIO

L’avvento degli inibitori della tirosina chinasi di Bruton (BTKi) ha rappresentato
un importante progresso nel trattamento della leucemia linfatica cronica (CLL),
modificando in maniera sostanziale il panorama terapeutico di questa patologia.
Tuttavia, il crescente utilizzo dei BTKi nella pratica clinica ha evidenziato una serie
di eventi avversi, che possono compromettere significativamente 1’aderenza
terapeutica, influenzare la qualita di vita dei pazienti e, in alcuni casi, richiedere la

modifica o la sospensione del trattamento.

SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo del presente studio osservazionale ¢ analizzare e confrontare il profilo di
sicurezza dei BTKi di prima generazione (ibrutinib) rispetto a quelli di seconda
generazione (acalabrutinib e zanubrutinib), con un focus particolare sulla tossicita
cardiovascolare, infettiva ed emorragica nei pazienti affetti da CLL.

Inoltre, lo studio si propone di identificare eventuali fattori clinici o biologici
associati a un maggiore beneficio in termini di sicurezza derivante dall’impiego dei
BTKi di seconda generazione. Questo duplice approccio ha, da un lato, I’obiettivo
di valutare se le nuove molecole presentino un miglior profilo di tollerabilita;
dall’altro, mira a promuovere una medicina sempre piu personalizzata, in cui il
trattamento venga selezionato non solo sulla base dell’efficacia, ma anche della
compatibilita individuale, al fine di ottimizzare gli esiti clinici e la qualita di vita

dei pazienti affetti da CLL.

MATERIALI E METODI

\

E stato condotto uno studio di coorte retrospettivo presso ’UOC di Ematologia
dell’ Azienda Ospedale-Universita di Padova. Sono stati inclusi 190 pazienti affetti
da CLL trattati con almeno un BTKi tra dicembre 2012 e marzo 2025. I dati sono
stati raccolti mediante revisione delle cartelle cliniche elettroniche e archiviati in un

database anonimizzato. Sono state registrate informazioni anagrafiche, cliniche,
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citogenetiche, molecolari e terapeutiche, con particolare attenzione agli eventi
avversi cardiovascolari, infettivi ed emorragici, classificati secondo la scala
CTCAE v5.0.

Il confronto tra i gruppi (ibrutinib vs. BTKi di seconda generazione) ¢ stato eseguito
mediante test del chi-quadro, Fisher e Mann-Whitney. Le analisi di sopravvivenza
e incidenza cumulativa degli eventi avversi sono state condotte con il metodo di
Kaplan-Meier e il test di Gray. E stata inoltre eseguita un’analisi di regressione per
eventi competitivi (univariata e multivariata) per identificare i fattori associati a una

maggiore tollerabilita.

RISULTATI

L’incidenza complessiva di eventi cardiovascolari ¢ risultata significativamente piu
alta con ibrutinib rispetto ai BTKi di seconda generazione (44,6% vs. 19,6%; p =
0,003). L’ipertensione ¢ stato 1’evento piu frequente (24,5% vs. 13,7%). La FA ¢
risultata significativamente pit comune con ibrutinib (18,7% vs. 3,9%; p = 0,01),
con una maggiore incidenza cumulativa a 48 mesi (21% vs. 9,1%; p = 0,035).

Il trattamento con BTKi di seconda generazione ¢ risultato protettivo per lo
sviluppo di FA (HR = 0,17; p = 0,02), mentre eta avanzata e pregressi episodi
aritmici hanno aumentato il rischio. Lo scompenso cardiaco e altri eventi
cardiovascolari sono risultati rari e senza differenze statisticamente significative tra
1 gruppi.

Le infezioni sono risultate frequenti in entrambi 1 gruppi, ma pit comuni nei
pazienti trattati con ibrutinib (70,5% vs. 54,9%; p = 0,03). Le infezioni di grado
lieve-moderato (G1-G2) si sono dimostrate piu frequenti nel primo gruppo (61,9%
vs. 43,1%; p = 0,03), mentre quelle gravi (G3—G5) hanno avuto solo una tendenza
alla riduzione nei pazienti trattati con BTKi di seconda generazione (38,8% vs.
25,5%; p = 0,09). La mortalita infettiva ¢ stata superiore con ibrutinib (10,8% vs.
5,9%). All’analisi multivariata, il tipo di BTKi non risultava significativamente
associato al rischio di infezioni gravi, mentre 1’eta e il numero di terapie precedenti
sono risultati essere fattori di rischio indipendenti.

L’incidenza complessiva di eventi emorragici ¢ risultata simile tra i due gruppi
(38,1%vs. 33,3%; p = 0,54). Anche per gli eventi di grado lieve-moderato non sono

emerse differenze significative (36,7% vs. 27,5%; p = 0,31), cosi come per gli
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eventi emorragici gravi (5,0% vs. 5,9%; p = 0,73). Tuttavia, I’incidenza cumulativa
di emorragie gravi a 48 mesi ¢ risultata significativamente piu alta nei pazienti
trattati con BTKi di seconda generazione (16% vs. 4,1%; p = 0,04). L’analisi di
regressione ha evidenziato un maggior rischio di eventi emorragici severi associato

a questi farmaci (HR = 5,00; p = 0,047).

CONCLUSIONI

I dati raccolti evidenziano una maggiore incidenza di tossicita con ibrutinib, in
particolare fibrillazione atriale e infezioni, rispetto ai BTKi di seconda generazione,
che si confermano globalmente piu tollerabili. Tuttavia, I’emergere di segnali come
I’aumentata incidenza di eventi emorragici gravi nei pazienti trattati con
acalabrutinib o zanubrutinib richiede ulteriori approfondimenti. L’analisi
multivariata ha identificato fattori di rischio clinicamente rilevanti (eta, storia di
aritmie, numero di linee terapeutiche precedenti), utili per una migliore
stratificazione del rischio e per guidare scelte terapeutiche personalizzate.
Nonostante i limiti dello studio, i risultati riflettono scenari realistici di pratica
clinica quotidiana e offrono spunti concreti per ottimizzare la gestione della CLL.
Saranno necessari studi prospettici su coorti piu ampie per validare questi risultati
e identificare marcatori predittivi di tossicitd, con [’obiettivo di migliorare

ulteriormente 1’efficacia e la tollerabilita dei trattamenti.
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ABSTRACT

BACKGROUND

The advent of Bruton tyrosine kinase inhibitors (BTKis) has marked a major
advancement in the treatment of chronic lymphocytic leukemia (CLL),
substantially reshaping the therapeutic landscape of the disease. However, the
increasing use of BTKis in clinical practice has highlighted a range of adverse
events that may significantly impact treatment adherence, affect patients' quality of

life and, in some cases, require dose adjustment or discontinuation of therapy.

AIM

This observational study aims to analyze and compare the safety profile of first-
generation (ibrutinib) versus second-generation (acalabrutinib and zanubrutinib)
BTK inhibitors, with a specific focus on cardiovascular, infectious, and
hemorrhagic toxicities in patients with CLL.

Furthermore, the study seeks to identify potential clinical or biological factors
associated with improved safety outcomes with second-generation BTKis. This
dual approach aims both to evaluate whether newer agents offer a better tolerability
profile and to promote a more personalized treatment strategy—one that considers
not only efficacy but also individual compatibility, in order to optimize clinical

outcomes and quality of life in CLL patients.

MATERIALS AND METHODS

A retrospective cohort study was conducted at the Hematology Unit of the
University Hospital of Padua. A total of 190 patients with CLL treated with at least
one BTKi between December 2012 and March 2025 were included. Data were
collected through electronic medical record review and stored in an anonymized
database. Demographic, clinical, cytogenetic, molecular, and treatment-related data
were recorded, with a particular focus on cardiovascular, infectious, and

hemorrhagic adverse events, graded according to the CTCAE v5.0 scale.
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Data were standardized and coded for statistical analysis. Comparisons between
groups (ibrutinib vs. second-generation BTKis) were performed using chi-square,
Fisher's exact, and Mann—Whitney U tests. Survival and cumulative incidence
analyses were performed using the Kaplan—Meier method and Gray's test. A
competing-risk regression analysis (both univariate and multivariate) was carried

out to identify factors associated with improved tolerability.

RESULTS

The overall incidence of cardiovascular events was significantly higher in patients
treated with ibrutinib compared to those receiving second-generation BTKis
(44.6% vs. 19.6%; p = 0.003). Hypertension was the most common event (24.5%
vs. 13.7%). Atrial fibrillation (AF) was significantly more frequent with ibrutinib
(18.7% vs. 3.9%; p = 0.01), with a higher 48-month cumulative incidence (21% vs.
9.1%; p = 0.035).

Treatment with second-generation BTKis was protective against the development
of AF (HR =0.17; p=0.02), while advanced age and a prior history of arrhythmias
were identified as independent risk factors.

Heart failure and other cardiovascular events were rare and showed no statistically
significant differences between groups.

Infectious events were common in both groups but occurred more frequently with
ibrutinib (70.5% vs. 54.9%; p = 0.03). Mild-to-moderate infections (G1-G2) were
more frequent with ibrutinib (61.9% vs. 43.1%; p = 0.03), while severe infections
(G3—G5) showed a non-significant trend toward lower incidence with second-
generation BTKis (38.8% vs. 25.5%; p = 0.09). Infection-related mortality was
higher in the ibrutinib group (10.8% vs. 5.9%).

Multivariate analysis revealed that the type of BTKi was not significantly
associated with the risk of severe infections, while age and the number of prior
therapies were identified as independent risk factors.

The overall incidence of hemorrhagic events was similar between groups (38.1%
vs. 33.3%; p = 0.54). No significant differences emerged for mild-to-moderate
bleeding events (36.7% vs. 27.5%; p =0.31) or for severe bleeding (5.0% vs. 5.9%;
p=0.73).
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However, the 48-month cumulative incidence of severe bleeding events was
significantly higher in patients treated with second-generation BTKis (16% vs.
4.1%; p = 0.04). Regression analysis showed an increased risk of severe
hemorrhagic events associated with second-generation BTKis (HR = 5.00; p =

0.047).

CONCLUSIONS

The data demonstrates a higher incidence of adverse events with ibrutinib,
particularly atrial fibrillation and infections, while second-generation BTKis were
generally better tolerated. However, signals such as a higher cumulative incidence
of severe hemorrhagic events in patients treated with acalabrutinib or zanubrutinib
warrant further investigation.

Multivariate analysis identified clinically relevant risk factors—including age, prior
arrhythmic episodes, and number of previous therapy lines—useful for better risk
stratification and for guiding personalized treatment decisions.

Despite the inherent limitations of a retrospective design, the findings reflect real-
world clinical practice and offer practical insights for optimizing CLL management.
Future prospective studies with larger cohorts will be needed to confirm these
results and to identify clinical or molecular markers predictive of toxicity, with the

ultimate goal of enhancing treatment efficacy and tolerability.
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1 INTRODUZIONE

1.1 DEFINIZIONE

La leucemia linfatica cronica (CLL, Chronic Lymphocytic Leukemia) € una malattia
linfoproliferativa cronica acquisita di origine neoplastica, caratterizzata
dall’accumulo di piccoli linfociti B maturi nel sangue periferico, nel midollo osseo,
negli organi linfatici e piu raramente in sedi extra-linfatiche.

Nella 5% edizione della Classificazione WHO delle Neoplasie Linfoidi (1) ¢
catalogata all’interno della categoria delle “Neoplasie a cellule B mature”, in
particolare nella sottoclasse ‘“Proliferazioni pre-neoplastiche e neoplastiche a
piccoli linfociti”, che comprende la linfocitosi monoclonale a cellule B (MBL,
Monoclonal B-cell Lymphocitosis) e la CLL/SLL (Chronic Lymphocytic
Leukemia/Small Lymphocytic Lymphoma). La dicitura CLL/SLL comprende
essenzialmente due entita che sono ora considerate la stessa malattia ma con
differente espressione tissutale: la CLL, che ha comportamento prevalentemente
leucemico, e il linfoma a piccoli linfociti (SLL), che coinvolge primariamente 1

linfonodi.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

La CLL ¢ lapiu frequente leucemia dell’adulto nei paesi occidentali, comprendendo
dal 25 al 30% di tutti 1 casi (2). L’incidenza della CLL in Occidente ¢ di circa 4.9
casi per 100.000 abitanti/anno e colpisce due volte gli uomini rispetto alle donne
(rapporto M: F di 1.9:1). L eta media alla diagnosi ¢ di 72 anni e solo nel 9% dei
casi esordisce prima dei 45 anni (3).

La frequenza piu elevata di casi si riscontra in Australia, Stati Uniti, Irlanda e Italia.
In Italia € stimata un’incidenza di 5,0-5,5 casi per 100.000 negli uomini e di 3,5-4,0
casi per 100.000 nelle donne (4). Al contrario, in Asia I’incidenza si riduce

nettamente, costituendo meno di 1 caso per 100.000 abitanti/anno (5).
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1.3 ISTOPATOLOGIA
La CLL ¢ caratterizzata dall’accumulo di piccoli linfociti B maturi con uno
specifico pattern immunofenotipico nel sangue periferico, nel midollo osseo, nei

linfonodi, nella milza e, piu raramente, in sedi extra-linfatiche.

1.3.1 SANGUE PERIFERICO

La principale anomalia di laboratorio riscontrata nella CLL ¢ la linfocitosi nel
sangue periferico. La vecchia classificazione del Gruppo Cooperativo franco-
americano-britannico (FAB) (6) proponeva una suddivisione della CLL in base alle
caratteristiche morfologiche in una forma tipica o classica, che costituisce
approssimativamente 1’80% dei casi, e una forma atipica. Attualmente, la CLL
atipica non ¢ inclusa né nella 5% edizione della Classificazione WHO (1) né nella
Classificazione ICC (7) e il significato clinico di questa forma ¢ ancora oggetto di
discussione.

Nella forma classica i linfociti leucemici rappresentano piu del 90% degli elementi
linfoidi e appaiono tipicamente come piccoli linfociti maturi, con un sottile strato
di citoplasma e nuclei densi, privi di nucleoli evidenti e con cromatina parzialmente
addensata (Figura 1A) (8,9). Accanto a questi elementi si possono osservare
frequentemente delle figure chiamate smudge cells o ombre di Gumprecht, derivanti
dalla rottura degli elementi linfoidi per I’effetto traumatico dello striscio di sangue
sul ventrino in quanto piu fragili rispetto ai linfociti normali (10). Oltre ai piccoli
linfociti leucemici, si possono riscontrare, in misura inferiore al 10%, prolinfociti,
caratterizzati da dimensioni piu grandi, citoplasma chiaro, nucleolo evidente e
cromatina meno addensata.

La presenza di prolinfociti in una percentuale superiore al 55% nella precedente
edizione della Classificazione WHO (11) separava arbitrariamente la CLL dalla
leucemia prolinfocitica a cellule B (B-PLL). Nell’edizione piu recente (1), invece,
¢ stata rinominata con il termine di “progressione prolinfocitica della CLL”.

Alle caratteristiche morfologiche della CLL atipica sono associate specifiche
caratteristiche immunofenotipiche, anomalie genetiche (come la trisomia 12), un
comportamento clinico piu aggressivo e una prognosi peggiore rispetto alla CLL

classica (9).
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Figura 1. A: Piccoli linfociti con nucleo scuro e un sottile strato di citoplasma,

accompagnati da ombre di Gumprecht (smudge cells). B: Cellule atipiche di grandi
dimensioni (il doppio della dimensione degli eritrociti). C: Prolinfociti. D: Cleaved cells,

cellule con nucleo fissurato (nuclear cleft). Adattata da Robak et al (9).

1.3.2 MIDOLLO OSSEO

La morfologia dei linfociti leucemici nei campioni di aspirato e biopsia midollari
replica quella descritta nel sangue periferico. Negli strisci di sangue prelevato
dall’aspirato midollare nella CLL si rileva un numero di linfociti > 30% del totale
di tutte le cellule nucleate. Questo in passato costituiva un criterio diagnostico,
tuttavia attualmente lo studio midollare non ¢ piu necessario per la diagnosi di CLL
(12,13).

L’interessamento midollare nella CLL ¢ variabile e sono stati descritti tre principali
pattern di infiltrazione del midollo osseo da parte delle cellule leucemiche —
nodulare, interstiziale e diffuso — i quali possono essere presenti in forma
predominante, ma piu spesso si osservano combinazioni di questi (12).

Il pattern nodulare (Figura 2a) ¢ caratterizzato da aggregati discreti di piccoli
linfociti non paratrabecolari sparsi nello spazio midollare. In alcuni casi possono

formare dei centri di proliferazione, noti anche come centri di crescita
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pseudofollicolari. Nel pattern interstiziale (Figura 2a) i linfociti neoplastici si
mescolano agli elementi ematopoietici normali senza alterare in modo significativo
I’architettura midollare.

Nel pattern diffuso (Figura 2b), invece, le cellule linfoidi neoplastiche infiltrano
diffusamente il midollo osseo, compresi gli spazi adiposi, cancellandone la normale
architettura.

Mentre nei pattern nodulare e interstiziale solitamente viene conservata la normale
funzione ematopoietica del midollo, nel modello diffuso 1’intero spazio midollare ¢
sostituito da piccoli linfociti leucemici (8). Inoltre, quest’ultimo ¢ stato associato in
diversi studi a una sopravvivenza inferiore, all’assenza di mutazioni somatiche dei
geni IGHV e all’espressione di ZAP-70, entrambi fattori prognostici negativi (14).
Piu recentemente ¢ stato identificato anche un pattern interfollicolare, che tuttavia
si osserva piu spesso nei linfonodi che nel midollo osseo, in cui sono presenti dei
grandi centri germinativi reattivi paratrabecolari e interstiziali privi di zone del

mantello periferiche (15).

Figura 2. Sezioni tissutali di un campione di biopsia midollare colorate con ematossilina-

eosina, ingrandimento 100x. 4: pattern nodulare (N) e pattern interstiziale (I); B: pattern
diffuso. Adattato da Kipps et al (16)

1.3.3 LINFONODI

L’interessamento dei linfonodi nella CLL ¢ comune. In alcuni casi, tuttavia, il
coinvolgimento dei linfonodi avviene senza una fase leucemica manifesta e, in
queste circostanze, viene utilizzato il termine linfoma linfocitico a piccole cellule
(SLL, Small Lymphocytic Lymphoma). 11 SLL in due terzi dei casi rimane confinato

al linfonodo, nel terzo restante invece progredisce verso la forma leucemica. Le due
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entita sono ora considerate come un’unica malattia con diverse espressioni tissutali
(CLL/SLL) (8).

Nei tessuti linfonodali si osservano infiltrati diffusi di linfociti neoplastici, anche in
questo caso analoghi a quelli descritti nel sangue periferico e nel midollo osseo.
Oltre ai caratteristici piccoli linfociti, nel SLL si possono riscontrare anche
prolinfociti e paraimmunoblasti (Figura 3b), solitamente concentrati nei centri di
proliferazione, noti anche come centri di crescita pseudofollicolare (Figura 3a).
Talvolta ¢ possibile anche un coinvolgimento diffuso in cui i1 prolinfociti e 1
paraimmunoblasti sono distribuiti in modo piu uniforme nel linfonodo,
mescolandosi ai piccoli linfociti (17).

Dirado le cellule possono avviare una differenziazione plasmacitoide che si associa
alla produzione di una paraproteina monoclonale sierica, solitamente IgM (18). In
rari casi ¢ stata documentata anche la presenza di cellule Reed-Sternberg-Hodgkin-

like (19).

Figura 3. A: sezione tissutale a ingrandimento 20x di un linfonodo colorato con

ematossilina-eosina che mostra numerosi centri chiari di proliferazione (cerchi). B:
ingrandimento 400x di un centro di proliferazione in cui sono evidenziati linfociti (frecce),

prolinfociti (punte di freccia) e paraimmunoblasti (cerchi). Adattato da Kipps et al (16).

1.3.4 SEDI EXTRANODALI

Dopo il midollo osseo e i linfonodi, la milza ¢ il sito di coinvolgimento pit comune
della leucemia linfatica cronica. Nella milza la CLL colpisce soprattutto la polpa
bianca, tuttavia all’esordio si osserva frequentemente una notevole infiltrazione
della polpa rossa. Altre possibili localizzazioni extra-midollari ed extra-nodali della

CLL sono il fegato, dove la malattia si localizza soprattutto attorno agli spazi portali
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risparmiando 1 sinusoidi epatici, le tonsille, la cute (leukemia cutis), il sistema
nervoso centrale (SNC) e, piu raramente, il tratto gastrointestinale, i polmoni e le

pleure, le ossa, la prostata e il cuore (8,20).

1.4 EZIOLOGIA

L’eziologia esatta della CLL non ¢ stata completamente chiarita. Si ritiene che
fattori sia genetici che ambientali svolgano un ruolo nella patogenesi della malattia.
La componente genetica ¢ la piu significativa: circa il 10% degli individui che
sviluppano la CLL ha una storia familiare positiva per la malattia e il rischio
aumenta fino a 8,5 volte per i pazienti con parenti di primo grado affetti (21). E
stata dimostrata anche una concordanza piu alta nei gemelli monozigoti rispetto ai
dizigoti (22). Studi di genome-wide association (GWA) hanno identificato
numerosi polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) situati in 43 loci del DNA
associati alla predisposizione familiare alla CLL (23,24). E stato dimostrato, inoltre,
che rare varianti germinali del gene ATM sono riscontrate pitt comunemente nei
pazienti con CLL e determinano I’insorgenza della malattia a un’eta piu giovane.
La piu comune ¢ la mutazione ATM L2307F che ¢ associata alla delezione del
cromosoma 11q, un marcatore di malattia piu aggressiva (25).

Per quanto riguarda 1 fattori ambientali sono stati associati come possibili fattori di
rischio I’occupazione in una fattoria, la professione di parrucchiere e 1’esposizione
al virus dell’epatite C, mentre un’intensa esposizione solare e una storia clinica di
atopia sembrano mostrare una correlazione inversa costituendo dei fattori protettivi
(26). L’U.S. Department of Veterans Affairs ha riconosciuto per la CLL una
relazione con I’esposizione all’agente arancio durante il servizio militare (27).

Al contrario di altri tipi di leucemia, non ¢ stato dimostrato un aumento del rischio
di CLL nei sopravvissuti alla bomba atomica, escludendo un’associazione con
I’esposizione a radiazioni ionizzanti (28,29). Infine, non esiste neanche alcuna
evidenza a supporto di fattori di rischio come la dieta, il consumo di alcolici e il

fumo di sigaretta (16).
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1.5 PATOGENESI

1.5.1 CELLULA DI ORIGINE E LEUCEMOGENESI

Le cellule della CLL sono caratterizzate dalla co-espressione dei marcatori CD19,
CD5 e CD23, con debole espressione delle immunoglobuline di superficie. Questo
profilo fenotipico differisce da quello della maggior parte delle cellule B normali.
La precisa cellula di origine della CLL ¢ stata per molto tempo oggetto di studio e
attualmente si presume che la CLL derivi da cellule B antigen-experienced.

Gli studi molecolari sul recettore delle cellule B (BCR) indicano che il 60-65%
delle CLL presenta nei geni per la catena pesante delle immunoglobuline (IGHV)
un’evidenza di ipermutazione somatica nelle loro regioni variabili, processo che si
verifica fisiologicamente nel centro germinativo (GC) al fine di aumentare 1’affinita
del BCR per gli antigeni. Al contrario, il 35-40% delle CLL ¢ privo di mutazioni
somatiche nei geni IGHV e contestualmente presenta una prognosi peggiore (30).
Questo aveva inizialmente suggerito 1’ipotesi che esistessero due diverse cellule di
origine, e quindi che le CLL con IGHV mutati (mutated- o M-CLL) derivassero da
cellule B post-GC che erano state esposte ad un antigene, mentre i casi di CLL con
IGHV non mutati (unmutated- o U-CLL) derivassero da cellule B naive pre-GC.
Tuttavia, analisi immunologiche e dei profili di espressione genica (GEP) (31,32)
hanno dimostrato che entrambe le forme condividono un fenotipo piu simile a
quello delle cellule B della memoria, suggerendo che entrambe originino da una
cellula antigen-experienced, indipendentemente dallo stato mutazionale dei geni
IGHV. Nello specifico, si ritiene che mentre le M-CLL derivino da classiche cellule
B della memoria post-GC, le U-CLL derivino da cellule B simili a quelle della
memoria ma generate da uno stimolo antigenico indipendente dalle cellule T, al di
fuori del GC, incapace di indurre le mutazioni somatiche dei geni IGHV (33).

La peggiore prognosi associata allo stato non mutato di IGHV ¢ presumibilmente
dovuta all’accumulo di lesioni genetiche aggiuntive piu aggressive (ad esempio,
mutazioni di NOTCHI) nelle U-CLL e alla maggiore predisposizione di queste
ultime ad andare incontro ad evoluzione clonale (34).

La CLL ¢ quasi sempre preceduta da una fase di linfocitosi monoclonale delle
cellule B (MBL), che corrisponde a un’espansione cellulare asintomatica definita

da un numero di cellule B clonali circolanti nel sangue periferico inferiore a 5.000
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unita/pL (35). La MBL ¢ rilevabile in circa il 5% della popolazione generale con
piu di 40 anni e aumenta all’aumentare dell’eta (fino a circa il 15% dopo i 70 anni),
comportando un rischio di evoluzione in CLL che si avvicina all’1% all’anno.
Recenti studi hanno sfidato il modello tradizionale secondo cui I’intera patogenesi
della CLL ha origine da cellule B mature. L’esistenza di cloni diversi di cellule B
sia nei pazienti con CLL che con MBL ha fatto ipotizzare che il primo evento
oncogenico possa verificarsi gia a partire dalla cellula staminale ematopoietica
(HSC). Le cellule B isolate da pazienti con CLL e trapiantate in modelli murini di
xenotrapianto hanno mostrato una propensione a generare un’espansione di cellule
B clonali con un fenotipo simile a quello della CLL (36). Gli studi di next
generation  sequencing (NGS) hanno confermato che le cellule
staminali/progenitrici ematopoietiche e le cellule leucemiche dei pazienti con CLL
condividevano mutazioni somatiche ricorrenti, come quelle nei geni NOTCHI,
SF3B1, BRAF, TP53, XPOIl, MEDI2, NFKBIE ed EGR2, suggerendo che
I’acquisizione di alcune mutazioni somatiche avvenga gia prima dell’insorgenza
della malattia, probabilmente allo stadio di HSC (37). In particolare, 1’attivazione
della pathway di NOTCHI1 ¢ risultata profondamente coinvolta nella leucemogenesi
della CLL, coinvolgendo precocemente le HSC e suggerendo che I’attivazione di
questa pathway potrebbe contribuire alla trasformazione neoplastica (38).
Nonostante ci0, sembra che siano necessari ulteriori modificazioni genetiche o

epigenetiche affinché si completi il processo di cancerogenesi.

T cell-independent Antigen-
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@+©»»

Oncogenic events:

Genetic lesions

BCR stimulation
Microenvironment interaction
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Figura 4. Le HSC che presentano mutazioni oncogenetiche possono dare origine a cellule
B con modesti vantaggi di crescita/sopravvivenza, che in un contesto di stimolazione

immunitaria indipendente o dipendente dalle cellule T possono progredire verso la MBL.
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L’espansione di un clone di CLL o MBL ¢ associata all’accumulo di ulteriori lesioni
genetiche, nonché a interazioni continue con gli antigeni e le cellule accessorie nel

microambiente leucemico dei tessuti linfoidi. Adattato da Zhang e Kipps (39).

1.5.2 IL SEGNALE DEL B CELL RECEPTOR (BCR)

Il B Cell Receptor (BCR) ¢ un complesso recettoriale essenziale per le cellule B,
composto da una frazione legante il ligando, rappresentata dall’immunoglobulina
di membrana specifica per ’antigene (smlg), ¢ da una frazione di trasduzione del
segnale formata dagli eterodimeri Ig-a e Ig-B (CD79A e CD79B), come illustrato
nella Figura 5. Nella CLL solitamente le cellule B coesprimono IgD e IgM a bassi
livelli, ma in alcuni casi queste possono andare incontro al fenomeno di switch
isotipico, permettendo cosi alle cellule maligne di esprimere IgG (40).
L’attivazione cronica del BCR ¢ una caratteristica essenziale della patogenesi della
CLL. Il BCR genera un segnale di attivazione che puo influenzare diversi destini

cellulari, come sopravvivenza, proliferazione, anergia o morte cellulare (41,42).
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Figura 5. Signaling del BCR. 1l legame del BCR con un antigene porta al reclutamento di
Lyn e altre chinasi della famiglia Src, che fosforilano i motivi ITAM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif) presenti nelle code citoplasmatiche di CD79a ¢ CD79b.
Questa fosforilazione induce il reclutamento e 1’attivazione di ulteriori enzimi chiave come
SYK (Spleen Tyrosine Kinase), BTK (Bruton’s Tyrosine Kinase) e PI3K
(fosfatidilinositolo 3-chinasi), che a loro volta attivano ulteriori vie del segnale a valle, tra

cui le vie di AKT/mTOR, NF-kB e ERK. Nel complesso, questi eventi di segnalazione
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promuovono la sopravvivenza e la proliferazione delle cellule B. CD38, CD49d, CD44 e
MMP-9 possono formare un complesso macromolecolare che recluta ZAP-70 sulla
membrana plasmatica, dove puo migliorare la segnalazione del BCR. Adattato da Zhang e
Kipps (39).

I1 ruolo della stimolazione antigenica nella patogenesi della CLL ¢ stato supportato
dall’osservazione che specifici geni IGHV, come IGHV1-69, IGHV4-34 ¢ IGHV 3-
7, si riscontrano a frequenze significativamente piu elevate nella CLL rispetto a
quelle osservate nelle cellule B normali (43), e che i BCR di circa il 30% delle CLL
possono essere raggruppati in subsets stereotipati, ovvero sottogruppi caratterizzati
da un alto grado di omologia della regione che lega I’antigene HCDR3 (Heavy
Chain Complementarity-Determining Region 3) (44,45). Da cio si € dedotto che i
BCR vengano selezionati positivamente per interazioni con antigeni specifici,
poiché la probabilita che riarrangiamenti quasi identici in pazienti diversi siano
casuali ¢ estremamente bassa (< 1 x 107'2),

In linea con questa ipotesi, studi recenti hanno identificato auto- ed esoantigeni
comunemente implicati nella CLL, tra cui la catena pesante della miosina IIA, -
(1,6)-glucano e fattori reumatoidi. Tali antigeni sono considerati i drivers
dell’espansione delle cellule B tramite stimolazione continua del BCR (46).

I BCR stereotipati descritti sono numerosi e alcuni di questi hanno mostrato anche
un significato prognostico, ad esempio il subset #2 si associa a una malattia molto
aggressiva, indipendentemente dallo stato mutazione di IGHV e che spesso risulta
borderline mutated, viceversa il subset #4 si associa a una malattia con decorso piu
indolente. Il subset #8 determina una malattia estremamente aggressiva e si associa
al piu alto rischio di trasformazione di Richter (47).

Oltre ai meccanismi antigene-dipendenti dell’attivazione del BCR, due studi
(48,49) hanno evidenziato anche un meccanismo di attivazione del BCR antigene-
indipendente. Gli autori hanno dimostrato che una caratteristica distintiva dei BCR
della CLL ¢ la capacita di legarsi a sé stessi, portando a fenomeni di auto-
associazione e omodimerizzazione. Questa interazione attiva la segnalazione del
BCR anche in assenza di legame con antigeni esterni, un fenomeno noto come
“segnalazione autonoma”, responsabile del mantenimento di un’attivita di signaling

basale del BCR (41).
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La segnalazione del BCR pud essere, in aggiunta, potenziata dalla proteina
associata a { di 70 kD (ZAP-70) (50). ZAP-70 ¢ espressa in circa la meta dei casi
di CLL, soprattutto in quelli caratterizzati da una malattia clinicamente piu
aggressiva e da uno stato non mutato dei geni IGHV.

Ricerche piu recenti hanno individuato un complesso macromolecolare formato da
CD38, CD49d, CD44 ¢ la metalloproteinasi MMP-9 nelle cellule di CLL che
esprimono ZAP-70 (51) (Figura 5). CD38 ¢ un altro marcatore prognostico
sfavorevole, indice di attivazione e proliferazione delle cellule CLL. Il suo ligando
CD31 ¢ espresso da altre cellule accessorie nel microambiente tumorale (52).

Le interazioni tra CD38, CD44, MMP-9 e CD49d influenzano la migrazione,
I’invasione e I’homing delle cellule della CLL. Ci0 spiega perché I’espressione di
ZAP-70 e/o CD38 sia associata a una malattia piu aggressiva.

I1 recettore per le chemochine CXCR4 ¢ espresso ad alti livelli nelle cellule CLL
isolate dal sangue (53), mentre ¢ presente a livelli significativamente ridotti nelle
cellule di CLL proliferanti presenti nel midollo osseo o nei tessuti linfoidi. La
segnalazione mediata da CXCR4 gioca un ruolo cruciale nella chemiotassi e nella
migrazione delle cellule leucemiche verso le cellule che esprimono CXCL12, nota
anche per indurre segnali di sopravvivenza nella CLL attraverso CXCR4 (54).
Dunque, la segnalazione del BCR contribuisce anche alla creazione di un
microambiente che favorisce la crescita e/o la sopravvivenza delle cellule
leucemiche. I farmaci che inibiscono la segnalazione del BCR, come i B7K
inhibitors, oltre a inibire la proliferazione e la sopravvivenza delle cellule
leucemiche, riducono anche la capacita delle cellule leucemiche di migrare e

tornare nel microambiente tissutale (55).

1.5.3 ALTERAZIONI GENETICHE
Circa I’80% dei pazienti con CLL presenta almeno una delle quattro aberrazioni
cromosomiche ricorrenti descritte nel modello di Dohner et al. pubblicato nel 2000:
delezione 13q, trisomia 12, delezione 11q, delezione 17p (56),(57).
e La delezione di 13q14 ¢ ’alterazione pit comune, riscontrata nel 50-60%
dei casi di CLL, ed ¢ frequente anche nella MBL. Si presenta spesso come
unica alterazione, suggerendo che possa rappresentare un evento precoce

della malattia. La regione deleta contiene 1 geni che codificano per i
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microRNA miR-15a e miR-16-1. Questi miRNA hanno la funzione di
silenziare I’espressione di geni che inibiscono 1’apoptosi o che controllano
la progressione del ciclo cellulare, come BCL2, CCNDI1, CCND3 e CDKG6,
pertanto, la loro eliminazione favorisce la proliferazione delle cellule B.

e La trisomia 12 si verifica in circa il 15% dei casi di CLL e si ritiene che
alteri il dosaggio genico di uno o piu proto-oncogeni, sebbene il
meccanismo molecolare preciso di questa alterazione non sia attualmente
compreso.

e La delezione di 11q22-g23 comporta frequentemente la perdita del gene
ATM, la cui carenza provoca instabilita genomica. Nella CLL, il gene ATM
puo anche essere colpito da mutazioni che ne compromettono la funzione.
In alcuni casi di delezione 11q22-q23, il gene ATM rimane intatto, mentre
la delezione colpisce il gene BIRC3, situato nelle immediate vicinanze.

e La delezione di 17p13 si riscontra nel 5-10% dei pazienti con CLL e
determina la perdita del gene oncosoppressore 7P53. Molti pazienti con
questa delezione presentano anche I’inattivazione del secondo allele di
TP53 tramite mutazione puntiforme. La funzione alterata di p53 ¢ un
importante predittore di chemiorefrattarieta ed ¢ associata a una ridotta
sopravvivenza. Alcuni casi di CLL presentano mutazioni a carico del gene
TP53 senza la presenza della del(17p13), rendendo necessaria 1’analisi
molecolare (58).

Successivamente, studi di sequenziamento dell’intero esoma (57) hanno rilevato
mutazioni genetiche ricorrenti che colpiscono geni implicati in processi biologici
rilevanti per la patogenesi della CLL, in particolare nelle pathway che controllano
la riparazione dei danni al DNA e la progressione del ciclo cellulare (47M, TP53,
POTI), il processamento dell’'mRNA (SF3BI, XPOI), il rimodellamento della
cromatina (CHD2, ASXL1), I’inflammazione (BIRC3, MYDS8S8, TRAF3, SAMHDI),
la via delle MAP chinasi/ERK (BRAF, KRAS, NRAS, MAP2K1), le vie del segnale
di Notch (NOTCHI, FBXW7), Wnt, Myc e del BCR (EGR2, PAX5, BCOR, IRF4,
IKZF3).

Tali mutazioni somatiche si associano spesso ad aberrazioni cromosomiche, stato

mutazionale dei geni IGHV mutato o non mutato e subset stereotipati specifici (41).
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Tra le mutazioni somatiche appena descritte, le mutazioni di NOTCHI, ATM,
SF3B1 e TP53 sono rilevate in oltre il 5% dei pazienti con CLL.

Il gene NOTCHI codifica per un fattore di trascrizione attivato dal ligando che
regola diverse pathway a valle importanti per il controllo della crescita cellulare. Le
mutazioni attivanti di NOTCH1 alla diagnosi di CLL si riscontrano soprattutto tra
le U-CLL e si associano alla trisomia 12, identificando un sottogruppo di pazienti
ad alto rischio che mostrano una ridotta sopravvivenza (59).

Il gene SF3BI codifica per un componente degli spliceosomi che regola il
programma di splicing alternativo dei geni che controllano la progressione del ciclo
cellulare e 1’apoptosi. Di conseguenza, le mutazioni di SF3B/ favoriscono la
proliferazione e la sopravvivenza delle cellule tumorali (60).

Un’altra anomalia genetica significativa nella patogenesi della CLL include
I’espressione aberrante di microRNA (miRNA), che sono piccoli RNA non
codificanti che agiscono a livello post-trascrizionale. Diversi studi hanno

identificato alcuni miRNA sovraespressi nei pazienti con CLL (61).

1.5.4 INIBIZIONE DELLE PATHWAY PRO-APOPTOTICHE

L’apoptosi ¢ un meccanismo fisiologico di morte cellulare programmata che viene
attivato da due vie principali: la via estrinseca e la via mitocondriale o intrinseca.
In particolare, la via mitocondriale dell’apoptosi ¢ strettamente regolata da
meccanismi cellulari pro-sopravvivenza e pro-apoptotici. La famiglia B-cell
lymphoma 2 (BCL-2) comprende una varieta di proteine anti- e pro-apoptotiche, le
cui interazioni determinano il destino delle cellule: BCL-2, BCL-xL, MCL-1 ¢
BFL-1 costituiscono un gruppo di proteine pro-sopravvivenza, che si legano alle
proteine pro-apoptotiche inibendo cosi 1’oligomerizzazione di BAX/BAK, la
permeabilizzazione della membrana mitocondriale esterna e la successiva cascata
apoptotica mediata dal citocromo c; le proteine pro-apoptotiche BH3-only (ad
esempio, BIM, BID, BAD, NOXA, PUMA) sono antagonisti naturali della famiglia
BCL-2 e in alcuni casi possono innescare I’apoptosi attivando BAX/BAK (62).
Nella CLL I’accumulo di cellule B clonali maligne viene attribuito a difetti nei
programmi di apoptosi piuttosto che a una proliferazione aberrante (63). Infatti, le
cellule leucemiche circolanti sono per la maggioranza cellule a lunga sopravvivenza

quiescenti, bloccate nella fase GO0-G1 del ciclo cellulare, e solo una piccola
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popolazione prolifera attivamente, principalmente a livello dei linfonodi e del
midollo osseo, con un tasso di rigenerazione di circa il 2% al giorno (64). Uno dei
fattori chiave che contribuisce alla lunga sopravvivenza delle cellule B della CLL
¢ proprio lo squilibrio tra le molecole pro-sopravvivenza e pro-apoptotiche.

E stato osservato che BCL-2 ¢& sovraespresso nell’80% delle CLL. A differenza del
linfoma follicolare, la traslocazione t(14;18) ¢ rara nella CLL, i meccanismi
proposti per la sovraespressione di BCL-2 nella CLL e in altri linfomi senza
t(14;18) includono I’'ipometilazione del gene BCL2, la perdita dei microRNA
inibitori miR-15a e miR-16-1 (che sono situati nel cromosoma 13q, spesso deleto
nella CLL). Ulteriori pathway di trasduzione del segnale identificate nelle cellule
di CLL che contribuiscono al signaling anti-apoptotico includono MEK/ERK,
MTOR, PKC, PI3K/AKT, NF-kB ¢ CDK (65).

Infine, anche il microambiente tumorale ha un ruolo nel favorire 1’aumento delle
proteine anti-apoptotiche.

11 targeting terapeutico dell’apoptosi ha sfruttato questi meccanismi endogeni di

morte cellulare, utilizzando specificamente piccole molecole che imitano la

funzione pro-apoptotica delle proteine BH3-only.

1.5.5 IL MICROAMBIENTE TUMORALE

Il microambiente tissutale svolge un ruolo centrale nella patogenesi della leucemia
linfatica cronica. Come precedentemente menzionato, mentre la maggior parte delle
cellule della CLL circolanti nel sangue sono quiescenti, quelle presenti nei tessuti
proliferano a un ritmo relativamente elevato. La proliferazione avviene in aree
specifiche chiamate centri di proliferazione o pseudofollicoli (66). In questi centri,
le cellule CLL proliferanti, positive al marcatore Ki-67, si trovano a contatto con
cellule accessorie facenti parte del microambiente tumorale (TME).

Diversi studi hanno evidenziato che il TME nella CLL svolge un ruolo cruciale nel
fornire 1 segnali necessari per la proliferazione e la sopravvivenza delle cellule
leucemiche. Questi segnali sono strettamente legati alla resistenza ai farmaci, alla
recidiva clinica e alla progressione della malattia.

I principali elementi che compongono 1’ampia varieta di tipi cellulari che
costituiscono il microambiente della CLL sono le cellule mesenchimali stromali

(MSC), le cellule endoteliali, le cellule follicolari dendritiche (FDC), le cellule
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nurse-like (NLC), le cellule T CD4+, CD8+ e i linfociti T regolatori (Treg) (67).
Le cellule mesenchimali stromali (MSC) sono normali componenti strutturali del
midollo osseo che svolgono un ruolo di supporto per I’ematopoiesi. Nei pazienti
con CLL si possono trovare in tutti 1 tessuti tumorali, tra cui anche i linfonodi, dove
costituiscono il principale elemento cellulare del TME. Il contatto diretto con le
cellule leucemiche attiva le MSC e previene I’apoptosi spontanea e farmaco-indotta
delle cellule della CLL (68). Inoltre, le MSC secernono, tramite microvescicole,
chemochine, citochine e fattori pro-angiogenici che contribuiscono alla migrazione
delle cellule della CLL e al loro homing nei tessuti linfoidi, fornendo anche segnali
di sopravvivenza. In particolare, producono CXCL12, TGF-B1 e PDGF (69). Uno
studio ha osservato che le MSC stimolano anche I’espressione dei marcatori di
malattia aggressiva CD38 e ZAP70 e regolano negativamente CXCR4 e CD20.
Quest’ultimo ¢ responsabile della resistenza al trattamento con anticorpi anti-CD20
(70).

Le cellule follicolari dendritiche (FDC) normalmente si trovano negli organi
linfoidi secondari, come i linfonodi e la milza, e non sono presenti nel midollo
osseo. Tuttavia, nei pazienti con CLL sono riscontrabili negli infiltrati nodulari del
midollo osseo e nei pseudofollicoli dei linfonodi, dove stimolano I’espressione di
molecole di adesione, come ICAM-1, VCAM-1, CD44 ¢ Plexina B1, inoltre
proteggono le cellule leucemiche dall’apoptosi sia tramite contatto diretto che
grazie alla sovraespressione della proteina anti-apoptotica MCL-1 (71,72).

Anche le cellule endoteliali che rivestono 1 vasi del midollo osseo e dei linfonodi
svolgono un ruolo nell’zoming e nella ritenzione delle cellule della CLL nei tessuti.
Dopo I’interazione con le cellule leucemiche, rilasciano fattori di sopravvivenza per
le cellule B, come BAFF e APRIL (73). Inoltre, sono in grado di prevenire
I’apoptosi chemio-indotta tramite contatto diretto mediato dall’integrina (74).

E stato osservato che alcune cellule mononucleate isolate da pazienti con CLL
possono differenziarsi in grandi cellule aderenti, chiamate nurse-like cells (NLC)
(75). Studi successivi hanno dimostrato che le NLC corrispondono ai macrofagi
tumore-associati (TAM) nei tumori solidi (76). Oltre a non innescare risposte pro-
inflammatorie, le NLC proteggendo le cellule leucemiche dall’apoptosi spontanea

e farmaco-indotta attraverso vari mediatori, sia di membrana che solubili. Uno dei
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piu noti ¢ 1’asse CXCL12/CXCRA4. Inoltre, le NLC possono esprimere e produrre
Plexina B1, CD31, BAFF e APRIL, che attivano la cascata del segnale del BCR,
contribuendo cosi alla proliferazione e alla sopravvivenza delle cellule leucemiche.
L’espressione di CD49d e CD38 da parte delle NLC facilita I’attrazione di ulteriori
macrofagi e monociti nel TME della CLL. Infine, I’interazione diretta di CD31 con
il CD38 espresso dalle cellule della CLL porta a un miglioramento della migrazione
e della proliferazione delle cellule leucemiche (77).

Numerosi studi hanno documentato una significativa anomalia nelle popolazioni di
cellule T presenti nei pazienti con CLL. I pazienti con CLL presentano livelli
aumentati di cellule T CD4+ e CD8+ circolanti, in particolare, nelle fasi iniziali
della malattia il rapporto CD4+/CD8+ diminuisce significativamente a causa
dell’aumento delle cellule T CD8+. Tali cellule dovrebbero avere un ruolo nel
controllo della leucemia, tuttavia nonostante il loro aumento, le cellule T nel sangue
periferico dei pazienti con CLL mostrano un fenotipo anomalo secondario ad una
stimolazione cronica, caratteristico del fenomeno di exhaustion, con espressione di
diversi recettori dei checkpoint immunitari, in particolare PD-1 (78,79). Questo
fenomeno evidenzia come 1’immuno-escape nella CLL dipenda dall’attivita di
uccisione inefficace delle cellule T CD8+ contro le cellule leucemiche.

Infine, i1 pazienti con CLL presentano un aumento dei linfociti T regolatori (Treg),
facilitato anche dalla sovraespressione della molecola anti-apoptotica BCL-2 che
contribuisce alla resistenza all’apoptosi delle cellule Treg, il quale correla con la
soppressione delle risposte immunitarie anti-tumorali, I’incremento della crescita

tumorale, una prognosi sfavorevole e stadi avanzati della malattia (80).

1.6 PRESENTAZIONE CLINICA

La presentazione clinica della CLL puo essere molto variabile, in quanto dipendente
dal grado di infiltrazione del midollo osseo e degli organi linfoidi.

La maggior parte dei pazienti, tuttavia, sono asintomatici e giungono alla diagnosi
per riscontro occasionale di linfocitosi agli esami di routine. Le forme
asintomatiche hanno un decorso indolente e possono non richiedere alcun
trattamento anche per diversi anni. Viceversa, le forme con insorgenza precoce dei
sintomi hanno un decorso piu rapido e aggressivo, che si associa ad una scarsa

aspettativa di vita e richiedono un pronto intervento terapeutico.
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L’infiltrazione midollare da parte del clone neoplastico induce una sofferenza delle
linee eritroide e megacariocitica. Pertanto, i pazienti possono presentare, oltre alla
linfocitosi, anche anemia e piastrinopenia pii 0 meno marcate.

L’infiltrazione linfonodale si manifesta con linfoadenopatia localizzata o
generalizzata. I siti piu colpiti sono i linfonodi cervicali, sovraclaveari e ascellari.
Il quadro clinico comprende anche epatosplenomegalia e raramente sintomi B
(febbre che supera i 38°C senza evidenza di infezione, sudorazioni notturne, calo
ponderale non intenzionale maggiore del 10% del peso corporeo in 6 mesi).

La leucemia cutis coinvolge principalmente il viso e si manifesta come papule,

macule, placche, ulcere, vesciche o noduli (81).

1.7 COMPLICANZE

Le principali complicanze della CLL sono dovute a una disfunzione del sistema
immunitario. Gli eventi clinici legati alla disregolazione immunitaria nella CLL
sono da un lato I’aumentata suscettibilita alle infezioni e dall’altro I’autoimmunita.
Anche I’aumentato rischio di neoplasie secondarie, soprattutto tumori cutanei non-
melanoma, rispecchia una condizione di diminuita immunosorveglianza.

Nella CLL si osservano, infatti, difetti sia quantitativi che qualitativi nelle cellule e
nei componenti della risposta immunitaria innata e adattativa. Questi effetti
derivano da vari meccanismi, tra cui il rilascio di citochine immunomodulanti,
interazioni cellula-cellula e citotossicita diretta. Le interazioni bidirezionali tra le
cellule del microambiente tumorale e le cellule della CLL contribuiscono di fatto,
oltre che al mantenimento e alla progressione della malattia, anche alla disfunzione
immunitaria (82).

Tra gli effettori dell’immunita innata, le cellule NK mostrano una disfunzione
legata alla mancanza di granuli azzurrofili che ne compromette la loro attivita (83).
Anche neutrofili e monociti presentano difetti nelle loro funzioni fagocitarie e
battericide e il loro numero puo ridursi a causa della progressione della malattia o
dei trattamenti (84). Inoltre, alcuni componenti del complemento risultano ridotti e
attivati in modo anomalo, soprattutto nelle fasi avanzate (85).

La compromissione dell’immunita adattativa determina risposte immunitarie sia
cellulari che umorali alterate. Come si € detto precedentemente, nella CLL le cellule

Treg aumentano e i linfociti T CD4+ mostrano dei segni di exhaustion, inoltre, con
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I’avanzare della malattia il fenotipo Th2 diventa dominante, contribuendo alla
creazione di un ambiente immunosoppressivo (86). Degli studi hanno evidenziato
anche delle alterazioni citoscheletriche nelle cellule T che compromettono la loro
capacita di formare sinapsi immunologiche con le cellule tumorali (87).

Anche la produzione di immunoglobuline da parte delle cellule B e la risposta
anticorpale risultano compromesse, con la maggior parte dei pazienti che presenta
una riduzione dei livelli di immunoglobuline (fino al 70% dei pazienti sviluppa
un’ipogammaglobulinemia entro 7 anni dalla diagnosi) (82). Sono interessate tutte
e 3 le classi anticorpali (IgG, IgA, e IgM), ma soprattutto le classi IgG3 e IgG4.
Questo difetto ¢ probabilmente legato alle interazioni tra cellule B maligne e cellule
B normali e al rilascio da parte di queste ultime di alcune citochine inibitorie. In
particolare, le interazioni CD95L/CD95 tra plasmacellule e cellule della CLL
determinano I’apoptosi delle plasmacellule (88). Bassi livelli di IgG correlano con

un aumento della frequenza e della severita delle complicanze infettive.

1.7.1 COMPLICANZE INFETTIVE

Le infezioni nella CLL sono prevalentemente batteriche e interessano soprattutto il
tratto respiratorio inferiore. I patogeni principali sono Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus e Haemophilus influenzae (89). Le infezioni ricorrenti
possono causare sinusite cronica € bronchiectasie nei soggetti predisposti. Le
riattivazioni dei virus della famiglia degli Herpesvirus sono relativamente comuni,
il piu frequente ¢ I’ Herpes zoster, mentre I’ Herpes simplex pud essere responsabile
di episodi di paralisi di Bell nei pazienti con CLL. Le infezioni fungine e
opportunistiche, invece, sono rare. L’introduzione di terapie immunosoppressive
(corticosteroidi, anticorpi monoclonali, small molecules, analoghi delle purine,
ecc.) puo essere complicata da infezioni da parte di CMV, Prneumocystis carinii,
Listeria meningitidis e funghi. Le infezioni, soprattutto in pazienti anziani € con
malattia avanzata, rappresentano una causa importante di mortalita.

La vaccinazione nei pazienti con CLL puo avere un’efficacia ridotta soprattutto se
eseguita durante o in vicinanza ad un trattamento (90). Si segnala il potenziale
rischio di riattivazione virale con 1’utilizzo di vaccini vivi. Pertanto, 1 vaccini con
virus inattivati o ricombinanti sono raccomandati in tutti 1 pazienti alla diagnosi,

cosi come le vaccinazioni annuali contro 1 virus dell’influenza e SARS-CoV-2.
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1.7.2 COMPLICANZE AUTOIMMUNI

Le complicanze autoimmuni nella CLL riguardando prevalentemente le cellule del
sistema ematopoietico. L’anemia emolitica autoimmune (AIHA) ¢ la forma piu
frequentemente di autoimmunita, colpendo dal 10 al 25% dei pazienti; allo stesso
tempo, la CLL ¢ la causa piu frequente di AIHA (91). Altre complicanze
autoimmuni sono la trombocitopenia immune (ITP), che si presenta nel 2% dei
pazienti, 1’aplasia eritrocitaria pura e la neutropenia autoimmune, le quali invece
sono meno frequenti. Le condizioni autoimmuni che colpiscono i tessuti non
ematologici sono rare. Tra queste figurano angioedema, vasculiti, tiroidite
autoimmune, sindrome di Sjogren, lupus eritematoso sistemico, fenomeno di
Raynaud, artrite reumatoide (82). I meccanismi responsabili delle manifestazioni
autoimmuni sono imputabili allo sviluppo di cellule T autoreattive che non vengono
efficacemente soppresse per la presenza di linfociti Treg disfunzionali oppure alla
presentazione aberrante dell’antigene da parte delle cellule B maligne, le quali
potrebbero elaborare gli antigeni in modo diverso dalle cellule B normali e quindi
presentare un peptide (ad esempio I’Rh) per il quale non ¢ presente tolleranza

immunologica (92).

1.7.3 PARAPROTEINE MONOCLONALI SIERICHE

La rilevazione di paraproteine monoclonali nel siero dei pazienti con CLL ¢ molto
frequente. L’IgG kappa ¢ la piu comune, seguita da IgG lambda, IgM kappa, IgM
lambda e IgA lambda, in ordine di frequenza (93). Anche catene leggere libere nel
siero sono comunemente riscontrate. L’esatta fisiopatologia di queste proteine
monoclonali non € nota, ma potrebbero essere un prodotto secreto dallo stesso clone
di cellule B neoplastiche. Alcuni studi hanno dimostrato che la presenza di

paraproteina monoclonale sierica si associa a una prognosi piu scarsa (94).

1.8 DIAGNOSI E FATTORI PROGNOSTICI E PREDITTIVI
1.8.1 DIAGNOSI

I criteri diagnostici per la leucemia linfatica cronica sono stabiliti dall’ International

Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (iwCLL) del 2018 (13).
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Gli esami essenziali per la diagnosi includono: 1’esame clinico, 1’esame
emocromocitometrico con formula leucocitaria, 1’analisi morfologica dello striscio
di sangue periferico, associata all’immunofenotipizzazione con citometria a flusso.
Alla diagnosi si deve inoltre distinguere la CLL da altri disordini linfoproliferativi,
come la leucemia a cellule capellute, il linfoma mantellare leucemizzato, il linfoma
splenico della zona marginale e il linfoma follicolare, che possono presentarsi con
manifestazioni simili. Infine, devono essere escluse eventuali cause secondarie di
linfocitosi.

La visita ematologica si avvale di una buona anamnesi personale, patologica
prossima e remota, con particolare riguardo per la familiarita per qualsiasi disordine
linfoproliferativo, e dell’esame obiettivo generale e specialistico, comprendente la
palpazione delle stazioni linfonodali superficiali e degli organi profondi.

Per diagnosticare la CLL ¢ necessaria una conta di linfociti B clonali nel sangue
periferico superiore o uguale al cut-off di 5 x 10%/L, sostenuta per almeno tre mesi.
La clonalita dei linfociti B deve essere confermata dalla restrizione delle catene
leggere delle immunoglobuline k 0 A dimostrata tramite citometria a flusso. Le
cellule B neoplastiche devono inoltre presentare uno specifico pattern
immunofenotipico, caratterizzato dall’espressione dei marcatori CDS5, CD19,
CD20, CD23 e CD200, e una debole espressione delle immunoglobuline di
superficie. Nei casi borderline, marcatori addizionali come CD43, CD79b, CD8I,
CD20, CD10, or RORI possono essere utilizzati per confermare la diagnosi.

In ogni caso, la presenza di una citopenia causata da un infiltrato midollare tipico
consente di formulare una diagnosi di CLL indipendentemente dal numero di
linfociti B nel sangue periferico o dal coinvolgimento linfonodale.

In assenza di linfoadenopatie, organomegalie o citopenie legate alla malattia, un
aumento assoluto di linfociti B clonali, ma con meno di 5 x 10°%/L di linfociti B nel
sangue periferico, ¢ definito linfocitosi B monoclonale (MBL).

La classificazione WHO (1) riconosce tre sottocategorie distinte di MBL: la MBL
a basso conteggio, la MBL ad alto conteggio di tipo CLL/SLL e la MBL di tipo
non-CLL/SLL. Le prime due sono contraddistinte da un numero di linfociti B
clonali nel sangue periferico rispettivamente inferiore o superiore ad un cut-off di

0,5 x 10%/L, con fenotipo sovrapponibile a quello delle cellule della CLL. La terza
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categoria include, invece, qualsiasi espansione clonale delle cellule B che da un
punto di vista immunofenotipico, sintomatologico e istopatologico non puo essere
ricondotta ad alcuna neoplasia B clonale. Nei pazienti con MBL ad alto conteggio
st assiste ad una progressione verso la CLL con un tasso di circa 1’1-2% all’anno.

La diagnosi di SLL richiede la presenza di linfoadenopatia, 1’assenza di citopenie
causate da infiltrati nel midollo osseo e un numero di linfociti B clonali nel sangue
periferico inferiore al cut-off di 5 x 10°/L della CLL. La conferma diagnostica

avviene sulla base della valutazione istopatologica di una biopsia linfonodale.

1.8.2 ESAMI AGGIUNTIVI

Per inquadrare il paziente con CLL ¢ utile eseguire degli ulteriori esami, che pur
non essendo indispensabili per la diagnosi, possono aiutare a quantificare il carico
di malattia e favorire la stratificazione prognostica. Alcuni di questi consentono,
inoltre, di orientare sulla scelta del trattamento piu efficace, per quanto comunque
la decisione di avviare o meno il trattamento si basi sullo stadio clinico e sui sintomi
del paziente, e non sui risultati di questi test.

L’analisi citogenetica con FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) in interfase
sui linfociti del sangue periferico identifica lesioni citogenetiche in oltre 1’80% di
tutti 1 casi di CLL. Le gia citate quattro alterazioni piu frequentemente riscontrate
sono la delezione nel braccio lungo del cromosoma 13 (del(13q)), sede di alcuni
microRNA implicati nel controllo dell’apoptosi e del ciclo cellulare, che determina
una prognosi favorevole se riscontrata come unica anomalia genetica, la trisomia
del cromosoma 12, che si associa a una prognosi intermedia, la delezione nel
braccio lungo del cromosoma 11 (del(11q)), sede del gene ATM, che si associa a
rapida progressione, massa linfonodale bulky e una ridotta sopravvivenza, e la
delezione nel braccio corto del cromosoma 17 (del(17p)), che coinvolge quasi
sempre il locus del gene TP53, con valore prognostico negativo, in quanto
responsabile di una malattia piu aggressiva con ridotta sopravvivenza, e predittivo
di risposta inefficace alla chemioimmunoterapia (95).

L’analisi del cariotipo in metafase viene attualmente eseguita con una maggiore
affidabilita dopo stimolazione delle cellule della CLL con CpG e IL-2 (96). La sua
utilita risiede nella possibilita di identificare ulteriori aberrazioni cromosomiche. In

particolare, il riscontro nelle cellule leucemiche di un cariotipo complesso (CK),
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definito dalla presenza di 3 o piu alterazioni cromosomiche, ¢ stata associata ad una
prognosi avversa ed un maggior rischio di trasformazione di Richter.

E stato dimostrato che il significato prognostico e predittivo della delezione
del(17p) ¢ sovrapponibile a quello della mutazione di 7P53 in assenza di del(17p)
(97), pertanto la ricerca della mutazione di quest’ultimo mediante sequenziamento
Sanger ¢ sempre indicata. Anche la ricerca delle mutazioni di NOTCHI puo essere
inclusa, in quanto si associa ad alto rischio di trasformazione di Richter (98).

La determinazione dello stato mutazionale dei geni per le regioni variabili delle
catene pesanti delle immunoglobuline (IGHV) ¢, come si ¢ visto, una discriminante
per due gruppi distinti di pazienti, dei quali quello con uno stato non mutato,
definito generalmente dal riscontro di una omologia di sequenza pari o superiore al
98% rispetto al gene della linea germinale, ha la prognosi peggiore.

L’espressione dei marcatori immunofenotipici ZAP-70 e CD38 nelle cellule della
CLL ¢ spesso correlata all’espressione di geni IGHV non mutati e si associata a una
prognosi sfavorevole. L’espressione di CD49d, la catena o dell’eterodimero
dell’integrina 04P1, ¢ stata designata come forte predittore della sopravvivenza
globale e libera da trattamento in un ampio studio multicentrico basato su citometria
a flusso (99).

Tra 1 marcatori sierici hanno mostrato un ruolo prognostico significativo nella CLL
la B2-microglobulina, una componente del complesso maggiore di istocompatibilita
(MHC) di classe I sulla superficie delle cellule nucleate, che ¢ spesso rilasciata nel
siero a livelli aumentati in diverse neoplasie ematologiche, e la lattato deidrogenasi
(LDH), un enzima presente in diverse isoforme nell’organismo, il cui aumento nelle
malattie ematologiche ¢ espressione del rapido metabolismo delle cellule maligne.
Infine, ¢ raccomandato il dosaggio delle immunoglobuline sieriche per identificare
uno stato di ipogammaglobulinemia o di paraproteinemia monoclonale. Il test di
Coombs diretto e indiretto ¢ indicato per lo screening dell’anemia emolitica
autoimmune.

L’aspirato e la biopsia midollare attualmente non sono pit necessari per la diagnosi
di CLL; tuttavia, possono aiutare a chiarire se le citopenie (neutropenia, anemia,
trombocitopenia) siano correlate o meno all’infiltrazione leucemica del midollo

0SS€O0.
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Gli esami di radiologia convenzionale non sono generalmente raccomandati alla
diagnosi. La tomografia computerizzata (TC) viene utilizzata soprattutto in un
contesto di ricerca, ma puo essere utile per valutare i linfonodi profondi, che al
contrario di quelli superficiali, non sono palpabili. Per definire una malattia “bulky”
si deve misurare una massa linfonodale con diametro superiore a 5 cm. L’ecografia
addominale viene utilizzata in alcuni paesi per monitorare 1’organomegalia.

Gli esami medico-nucleari come la PET-TC con glucosio marcato con Fluoro-18
permettono di identificare le aree metabolicamente attive tramite il parametro
SUVmax (Standardized Uptake Value). Sono raccomandati nel sospetto di
trasformazione di Richter (100), oltre che per la diagnosi differenziale con altre

neoplasie.

1.9 STADIAZIONE
Esistono due sistemi di stadiazione ampiamente utilizzati in quanto semplici, poco
costosi e uniformemente adottati a livello internazionale: il sistema di stadiazione
di Rai (101) e il sistema di stadiazione di Binet (102). Entrambi si basano
esclusivamente su esami fisici e test di laboratorio standard, senza richiedere esami
di imaging.
Il sistema di stadiazione Rai originale prevedeva cinque gruppi prognostici (0, I, II,
Il e 1V), che nella versione modificata sono stati semplificati a tre (Low,
Intermediate e High risk) al fine di allinearli ai tre gruppi della stadiazione di Binet.
Tra 1 parametri prende in considerazione la presenza di linfocitosi nel sangue
periferico, linfoadenopatie, splenomegalia e/o epatomegalia, anemia o
trombocitopenia correlate alla malattia (Tabella I).
Il sistema di stadiazione Binet si basa invece sul numero di aree linfatiche coinvolte,
definite dalla presenza di linfonodi ingrossati di diametro > 1 cm, sulla presenza di
organomegalia (splenomegalia e/o epatomegalia) o di anemia o trombocitopenia
correlate alla malattia (Tabella IT). Le aree linfonodali considerate per la stadiazione
sono 3 e comprendono:

e Area della testa e del collo, inclusa la zona dell’anello di Waldeyer;

e Area ascellare, anche bilateralmente;

e Area inguinale e femorale superficiale, anche bilateralmente.



38

Tabella 1. Sistema di stadiazione di Rai per la CLL e sopravvivenza globale.

Stadio

Parametri clinici

Sopravvivenza

Low risk

Linfocitosi periferica (> 15.000/uL) e/o
midollare (linfociti > 40%)

14,5 anni

Intermediate

risk

Linfocitosi periferica (> 15.000/uL) e/o
midollare (linfociti > 40%) e linfoadenopatie

in qualsiasi stazione linfonodale

11

Linfocitosi periferica (> 15.000/uL) e/o
midollare (linfociti > 40%) ed epatomegalia
e/o splenomegalia,

con o senza linfoadenopatie

7,5 anni

High risk

I

Linfocitosi periferica (> 15.000/uL) e/o
midollare (linfociti > 40%) e anemia
(emoglobina < 11g/dL) correlata alla

malattia

v

Linfocitosi periferica (> 15.000/uL) e/o
midollare (linfociti > 40%) e piastrinopenia
(piastrine < 100.000/uL) correlata alla

malattia

2,5 anni

Tabella I1. Sistema di stadiazione di Binet per la CLL e sopravvivenza globale.

Stadio Parametri clinici Sopravvivenza
Fino a 2 aree linfonodali coinvolte, in .

Low risk A . ) o ) 14 anni
assenza di anemia o piastrinopenia

Intermediate 3 o piu aree linfonodali coinvolte, in assenza )

B ) . 5 anni

risk di anemia o piastrinopenia
Anemia (emoglobina < 10 g/dl) e/o ]

High risk C o o 2,5 anni
piastrinopenia (piastrine < 100.000/uL)
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I progressi nella ricerca scientifica sulla biologia della CLL hanno permesso
I’identificazione di un gran numero di biomarcatori in grado di fornire ulteriori
informazioni prognostiche. Dai risultati di analisi multivariate sono stati selezionati
1 piu rilevanti fattori indipendenti sulla base dei quali ¢ stato ricavato un nuovo
indice prognostico chiamato CLL-IPI (CLL-International Prognostic Index) (103).
Si tratta di uno score che viene calcolato tramite 1’assegnazione di un punteggio
ponderato a parametri che includono lo stadio clinico secondo Rai o Binet, I’eta del
paziente, lo stato mutazionale dei geni IGHV, i livelli di f2-microglobulina sierica
e la presenza di del(17p) e/o mutazioni di 7P53, da cui si ottengono infine quattro

gruppi prognostici (Tabella I1I).

Tabella III. CLL-IPI e sopravvivenza globale a cinque anni.

Parametri Peso
Eta > 65 anni +1
Stadio clinico Binet B-C o Rai I-1V H1
Del(17p) e/o mutazione TP53 +4
Stato non mutato di IGHV H2
B2-microglobulina sierica > 3,5 mg/L +2

Punteggio Categoria di rischio Sopravvivenza a S anni

0-1 Rischio basso 93,2%

2-3 Rischio intermedio 79,3%

4-6 Rischio elevato 63,3%

7-10 Rischio molto elevato 23,3%
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1.10 TRATTAMENTO
1.10.1 INDICAZIONI AL TRATTAMENTO

In virtu dell’eterogeneita clinica e biologica della malattia, non tutti i pazienti con
CLL necessitano di un trattamento immediato. Alcuni pazienti possono avere una
sopravvivenza sovrapponibile a quella della popolazione generale anche senza
ricevere alcuna terapia. Diversi studi hanno dimostrato che trattare i pazienti con
malattia in fase iniziale non porta a un beneficio in termini di sopravvivenza rispetto
a un approccio di sorveglianza attiva (104). In aggiunta, ¢ stato osservato che ¢
possibile per alcuni pazienti andare incontro a regressione spontanea della malattia,
con una probabilita stimata tra lo 0,2% e 1’1%, soprattutto nei casi di malattia a
basso rischio biologico (stadio clinico iniziale, f2-microglobulina e LDH nella
norma, bassa conta linfocitaria, CD38/CD49d negativi, TP53 non mutato, stato
mutato di IGHV e citogenetiche favorevoli), sebbene siano stati segnalati casi di
regressione spontanea anche in pazienti con malattia ad alto rischio (105).
Pertanto, come suggerito dalle linee guida dell’iwCLL (13) il trattamento ¢ indicato
solo quando la malattia ¢ attiva, cio¢ sintomatica o in progressione, definita in
presenza di almeno uno dei seguenti criteri:

e Insufficienza midollare progressiva, manifestata dallo sviluppo o dal
peggioramento dell’anemia (Hb < 10 g/dL) e/o della trombocitopenia (conta
piastrinica < 100 x 10°/L). Tuttavia, piastrinopenie con meno di 100 x 10°
piastrine/L. possono rimanere stabili per molto tempo e in tal caso non
richiedono un intervento terapeutico.

e Splenomegalia massiva (documentata dalla palpazione manuale della milza
a 6 cm dal margine costale sinistro), progressiva o sintomatica.

e Linfoadenomegalie massive (linfonodi con diametro maggiore > 10 cm) o
linfadenopatia progressiva o sintomatica.

e Linfocitosi progressiva con un aumento > 50% in un periodo di 2 mesi o un
tempo di raddoppiamento dei linfociti (LDT) < 6 mesi, previa esclusione di
eventuali altre cause di linfocitosi intercorrenti (ad esempio, terapia
steroidea, infezioni). L’LDT puo essere ottenuto tramite estrapolazione di
regressione lineare dei conteggi assoluti dei linfociti ottenuti a intervalli di

2 settimane su un periodo di osservazione di 2-3 mesi. Si specifica che i
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pazienti possono avere una linfocitosi assoluta anche marcatamente elevata
ma questo non costituisce un’indicazione a iniziare il trattamento, dal
momento che la leucostasi ¢ un evento raro nella CLL.
e Complicanze autoimmuni, tra cui anemia emolitica autoimmune (AIHA) o
trombocitopenia immune (ITP) con scarsa risposta ai corticosteroidi.
e (Coinvolgimento extra-nodale o extra-midollare sintomatico o funzionale
(ad esempio, a livello di cute, reni, polmoni, colonna vertebrale).
In assenza dei suddetti criteri, i pazienti con CLL in stadio iniziale e asintomatici
vengono monitorati in follow-up senza terapia fino a quando la malattia non diventa
progressiva o sintomatica. Per predire il tempo di primo trattamento (TTFT) in
questi pazienti ¢ stato elaborato uno score chiamato IPS-E (International
Prognostic Score for Early-stage CLL) (106), che dalla combinazione di tre
parametri (stato non mutato di IGHV, linfonodi palpabili e linfocitosi assoluta > 15
x 10°/L) restituisce il rischio cumulativo a 5 anni di dover iniziare il trattamento,
suddividendo i pazienti in tre categorie di rischio (Tabella IV).

Tabella IV. IPS-E e incidenza cumulativa di trattamento a 1 anno e a 5 anni.

Parametri Punti Gruppi | Score | Incidenza cumulativa trattamento
di rischio a1 anno 25 anni
U-IGHV +1
ALC > 15x10%L 1 Basso 0 <1% 8%
linfoadenopatia +1 Intermedio | 1 3% 28%
Alto 2-3 14% 61%

ALC: absolute lymphocyte count (conta linfocitaria assoluta).

1.10.2 CHEMIOTERAPIA E IMMUNOTERAPIA

Negli ultimi decenni, I’armamentario terapeutico per la CLL ¢ stato notevolmente
ampliato. Dopo la chemioterapia tradizionale, seguita dall’avvento
dell’immunoterapia, sono stati introdotti nuovi farmaci mirati, come gli inibitori di
BTK, PI3K e infine di BCL-2. Di seguito, si passano in rassegna le pietre miliari
della terapia della CLL.

Negli Anni *40 i glucocorticoidi furono introdotti come prima terapia sistemica per
1 pazienti con CLL, tuttavia a causa dell’effetto di redistribuzione linfocitaria
possono determinare bruschi aumenti della linfocitosi nel sangue (107), oltre ai

numerosi effetti collaterali noti di questa classe, tra cui I’aumento delle infezioni.
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Negli Anni ’50 sono stati derivati delle mostarde azotate i primi chemioterapici,
definiti agenti alchilanti per il loro meccanismo d’azione, come il clorambucile, la
ciclofosfamide e la bendamustina. Il clorambucile, da solo o in combinazione con
glucocorticoidi, € rimasto lo standard per la terapia della CLL per decenni (108),
tuttavia non ha mai dimostrato un beneficio in termini di sopravvivenza globale nei
pazienti in stadio avanzato ed ¢ in grado di indurre solamente remissioni parziali
(PR). La bendamustina, invece, ha dimostrato tassi di risposta piu alti e una
maggiore durata di sopravvivenza libera da progressione (PFS) rispetto al
clorambucile (109).

La terapia con analoghi nucleosidici, come fludarabina, cladribina e pentostatina,
interferisce con la sintesi e la riparazione del DNA sia nelle cellule in divisione che
in quelle non proliferanti. Tra questi, la fludarabina ha mostrato una maggiore
capacita di indurre remissioni complete (CR) (intorno al 20%) rispetto agli agenti
alchilanti, senza tuttavia apportare dei benefici in termini di sopravvivenza (110).

I risultati migliori sono stati ottenuti dalla combinazione di fludarabina e
ciclofosfamide (regime FC) che ha mostrato tassi di risposta globale (ORR) e PFS
migliorate rispetto alla fludarabina da sola (111).

Lo sviluppo di anticorpi monoclonali diretti contro il CD20 (marcatore di superficie
dei linfociti B maturi), con il rituximab come capostipite, ha rappresentato
un’importante svolta nella terapia della CLL. La chemioimmunoterapia nasce dalla
combinazione di questi farmaci con i chemioterapici sopra menzionati.

In particolare, 1’aggiunta di rituximab alla combinazione di fludarabina e
ciclofosfamide (regime FCR) ha trasformato la terapia della CLL permettendo ai
pazienti di ottenere fino al 40-70% di remissioni complete (CR) dopo aver
completato 6 cicli di terapia, dimostrando inoltre un miglioramento significativo
della PFS e per la prima volta anche un beneficio in termini di sopravvivenza
globale (OS) (112). Tuttavia, uno svantaggio importante del regime FCR ¢
I’aumento del rischio di leucemia mieloide acuta/sindrome mielodisplastica
correlata al trattamento (t-AML/MDS) (113,114). Questo ha spinto a ridurre il
numero di cicli nei pazienti che raggiungono la negativita della MRD (malattia

residua misurabile) (115). Inoltre, i pazienti con malattia ad alto rischio (in
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particolare, con delezioni di 17p e con IGHV non mutati) hanno dimostrato risposte
globali inferiori e periodi di remissione piu brevi dopo la terapia.

La combinazione del rituximab con la bendamustina (regime BR), rispetto al
regime FCR, ha una tossicita ridotta, soprattutto per quanto riguarda il rischio di
infezioni e neutropenia, sebbene i periodi di remissione tendano ad essere piu brevi
(116). Nonostante cid, rimane una buona alternativa per i pazienti che hanno
bisogno di una terapia meno aggressiva. Avendo comunque la bendamustina una
tossicita significativamente superiore rispetto al clorambucile, la combinazione
clorambucile + anticorpo anti-CD20 ¢ stata in passato una ragionevole opzione per
il trattamento di pazienti particolarmente anziani (117).

Dopo il rituximab, sono entranti in commercio altri anticorpi monoclonali anti-
CD20 con una farmacodinamica migliorata. Ofatumumab ¢ un anticorpo
completamente umanizzato che si lega a un epitopo diverso da quello riconosciuto
dal rituximab e determina una citotossicita complemento-dipendente (CDC) piu
efficace (118). E stato approvato per il trattamento dei pazienti con CLL refrattaria
alla fludarabina. Obinutuzumab, invece, ¢ un anticorpo glico-ingegnerizzato con
una maggiore capacita di indurre la morte cellulare delle cellule B (sia maligne che
non maligne) e una citotossicita cellulare anticorpo-dipendente (ADCC) superiore
(119). E stato testato in combinazione con il clorambucile dimostrandosi pil
efficace del rituximab per il trattamento iniziale di pazienti anziani e con

comorbidita nel migliorare la PFS (120).

1.10.3 INIBITORI DI BTK

La svolta piu significativa nel trattamento della leucemia linfatica cronica ¢
avvenuta con I’introduzione degli inibitori della tirosina chinasi di Bruton (BTKi).
Nel 2014 I’FDA ha approvato per il trattamento della CLL il primo BTKj, ibrutinib
(Imbruvica), un inibitore irreversibile che forma un legame covalente con un
residuo di cisteina conservato (Cys481) nel sito attivo dell’enzima (121). BTK ¢
espresso nelle cellule B e in altre cellule ematopoietiche, inclusi macrofagi,
mastociti e piastrine, ma non nelle cellule T. Come si ¢ visto nella patogenesi della
CLL, BTK ¢ una chinasi che ha un ruolo centrale nella via del segnale del BCR,
fondamentale per la crescita e la sopravvivenza delle cellule leucemiche. Inoltre,

regola la segnalazione e la funzione di altri recettori della superficie cellulare, in
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particolare integrine, Toll-like receptor ed i recettori delle chemochine CXCR4 e
CXCRS influenzando cosi anche la migrazione e 1’homing delle cellule B.

I pazienti mostrano un peculiare pattern di risposta: dopo 1’inizio del trattamento
con ibrutinib si osserva una rapida riduzione del volume linfonodale e delle
dimensioni di fegato e milza nelle prime settimane, viceversa si verifica un
transitorio aumento della linfocitosi a causa della ridistribuzione delle cellule della
CLL dai siti tissutali al circolo sanguigno. Successivamente, i valori di linfociti nel
sangue periferico, la conta piastrinica e i livelli di emoglobina si normalizzano. E
stato dimostrato comunque che la persistenza della linfocitosi da redistribuzione
non influisce sui risultati di sopravvivenza (122).

Al momento della sua introduzione ibrutinib non solo si ¢ dimostrato piu efficace
dell’ofatumumab come terapia di salvataggio, ma ¢ risultato essere il trattamento
piu efficace come terapia di prima linea nei pazienti con CLL rispetto allo standard
of care dell’epoca, il clorambucile. Nel #rial clinico di fase IIl RESONATE (123)
il tasso di sopravvivenza globale e il tasso di risposta globale erano piu alti con
ibrutinib (rispettivamente 90% e 42,6%) rispetto all’ofatumumab (81% e 4,1%).
Analogamente, nei pazienti di prima linea il #rial RESONATE-2 (124) ha
evidenziato un rischio relativo di decesso o progressione inferiore all’84% e tassi
di risposta globale piu alti nei pazienti trattati con ibrutinib (86%) rispetto a quelli
trattati con clorambucile (35%).

L’inibizione di BTK ha quindi migliorato notevolmente gli esiti per tutti i pazienti
con CLL; questo ¢ risultato particolarmente evidente nei pazienti con delezione o
mutazione del gene TP53, che a fronte di una PFS mediana di circa 1 anno con il
regime FCR possono aspettarsi una PFS di circa il 60% a 6 anni con ibrutinib (125).
Nonostante questo, la maggior parte delle risposte a ibrutinib in monoterapia sono
state parziali (PR) a causa della persistenza di malattia minima residua (MRD).
Pertanto, la terapia con ibrutinib deve essere continuativa, fino a nuova
progressione di malattia. Diversi studi hanno studiato le combinazioni di ibrutinib
con altri farmaci. Nello studio ILLUMINATE (126) che ha confrontato ibrutinib +
obinutuzumab con clorambucile + obinutuzumab, il braccio ibrutinib +
obinutuzumab ha mostrato un tasso di PFS significativamente piu alto, includendo

anche molti pazienti con malattia ad alto rischio. Nello studio ALLIANCE (127),



45

invece, sono stati confrontati bendamustina + rituximab (BR), ibrutinib + rituximab
€ monoterapia con ibrutinib in pazienti naive, dimostrando che la combinazione
ibrutinib + rituximab ¢ superiore al regime BR in termini di sopravvivenza.
Tuttavia, il confronto diretto tra ibrutinib in monoterapia e con 1’aggiunta di
rituximab non ha evidenziato benefici significativi in termini di PFS e OS.

Da un’analisi retrospettiva ¢ emerso che il 42% dei pazienti trattati al di fuori degli
studi clinici interrompe la terapia con ibrutinib a causa di effetti avversi, mentre le
recidive di malattia sono risultate una causa meno comune di interruzione. (128)
Pertanto, sebbene ibrutinib rimanga un farmaco altamente efficace, la sua tossicita
rappresenta una sfida importante. Cio ha spinto la ricerca a sviluppare degli inibitori
covalenti di BTK di seconda generazione con una maggiore selettivita per BTK,
come acalabrutinib, zanubrutinib, tirabrutinib e orelabrutinib. I #ial di fase III che
hanno confrontato acalabrutinib con ibrutinib (129) e zanubrutinib con ibrutinib
(130) hanno dimostrato la non inferiorita di acalabrutinib rispetto a ibrutinib e tassi
di risposta globale leggermente migliorati (83,5% contro 74,2%) per zanubrutinib
nei pazienti con CLL recidivata/refrattaria.

Nonostante 1’efficacia dimostrata per gli inibitori di BTK sia di prima che di
seconda generazione, che si legano covalentemente a Cys481, la mutazione di
questo residuo in serina (C481S) puo impedire il legame del farmaco ed ¢ stata
identificata come la principale causa di resistenza acquisita (131).

Per superare questo problema la ricerca si € concentrata sullo sviluppo di inibitori
di BTK di terza generazione non covalenti, come pirtobrutinib, che non necessitano
di legarsi covalentemente al residuo Cys481 per bloccare 1’attivita della BTK.
Questo permette loro di agire sia sulla forma nativa di BTK che sulla variante
mutata BTKC481S, superando cosi la resistenza acquisita agli inibitori covalenti
(132).

Oltre alla mutazione C481S, la resistenza a ibrutinib puo essere dovuta anche
all’attivazione di vie alternative che, bypassando I’inibizione di BTK, mantengono
la segnalazione del BCR. Poiché la resistenza spesso deriva dall’attivazione
simultanea di piu vie del segnale sovrapposte, la terapia combinata che mira a piu

componenti chiave di tali vie potrebbe aiutare a superare la resistenza.
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Si comprende quindi come la monoterapia con ibrutinib presenti delle importanti
limitazioni, tra cui un basso tasso di remissione completa, lo sviluppo di resistenza
dovuto a mutazioni di BTK e di altre vie di segnalazione del BCR, il rischio di
tossicita off-target e la necessita di una terapia continuativa a lungo termine con i
relativi costi elevati. Questi vincoli hanno stimolato un crescente interesse nella

combinazione di ibrutinib con altri agenti.

1.10.4 INIBITORI DELLA FOSFATIDILINOSITOLO-3-CHINASI (PI3K)
Idelalisib ¢ stato il primo inibitore reversibile dell’isoforma o della subunita
catalitica di PI3K, selettivamente espressa nelle cellule ematopoietiche. Agisce
bloccando la segnalazione a valle del BCR, riducendo la fosforilazione di AKT e
inibendo le interazioni tra le cellule della CLL e il loro microambiente (133).
Similmente all’ibrutinib, provoca spesso una linfocitosi da redistribuzione nei
pazienti con CLL.

In uno studio di fase I su pazienti con CLL recidivante e/o refrattaria (134),
I’idelalisib in monoterapia ha mostrato un tasso di risposta globale del 72% dopo
una durata mediana del trattamento di 15 mesi, con una PFS mediana di 15,8 mesi.
I risultati di un trial clinico di fase III (135) condotto con idelalisib + rituximab
contro placebo + rituximab in pazienti con CLL pre-trattati ha evidenziato tassi di
risposta globale significativamente superiori per idelalisib (81% contro 13%) e una
OS migliorata a 12 mesi (92% contro 80%). Questi risultati hanno portato alla
conclusione anticipata dello studio per la chiara superiorita della combinazione e
all’approvazione da parte della FDA di idelalisb + rituximab per il trattamento dei
pazienti con CLL recidivante e/o refrattaria. Tuttavia, questo studio ha messo in
evidenza anche importanti effetti avversi, quali neutropenia, con aumentato rischio
di infezioni opportunistiche (in particolare riattivazioni di CMV e polmoniti
Pneumocystis jiroveci), transaminiti, polmoniti non infettive e coliti. Epatite, colite
e polmonite sono mediate da meccanismi autoimmuni, ipotesi supportata sia dalla
loro risposta ai glucocorticoidi, sia dall’osservazione di infiltrati di cellule T
citotossiche negli organi interessati (136).

Successivi inibitori di PI3K approvati sono duvelisib, un duplice inibitore di PI3K
che agisce contro le isoforme sia 6 che vy, con un profilo di rischio simile a quello

di idelalisib ma una maggior efficacia in termini di PFS mediana (13,3 mesi contro
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9 mesi), che ne ha permesso 1’approvazione per il trattamento della CLL pre-trattata
con almeno due terapie (137), e umbralisib, un inibitore di PI3K$ in grado di inibire
anche CKle, che sembra avere una minor incidenza di tossicita epatica e colite
(138). A causa di un profilo di sicurezza meno favorevole e una probabile minore
efficacia rispetto agli altri farmaci attualmente approvati, gli inibitori della PI3K

hanno un impiego terapeutico sempre piu ridotto.

1.10.5 INIBITORI DI BCL-2

Pochi anni dopo I’approvazione di ibrutinib, entrd in gioco un nuovo farmaco con
un meccanismo d’azione distinto. Il venetoclax ¢ un BH3-mimetico che funge da
inibitore altamente selettivo e potente della proteina anti-apoptotica BCL-2,
espressa ad alti livelli nelle cellule della CLL.

Durante i primi sviluppi clinici di questo farmaco, furono osservati casi di sindrome
da lisi tumorale grave nei pazienti con CLL trattati con venetoclax, pertanto ¢ stato
implementato un regime di aumento graduale della dose con incremento
settimanale fino a raggiungere la dose raccomandata di 400 mg giornalieri. |
risultati di questo studio hanno dimostrato un tasso di risposta del 79% (139).
Successivamente, Venetoclax ha ricevuto un’approvazione accelerata per 1 pazienti
con CLL recidivata/refrattaria che avevano ricevuto almeno una precedente linea di
trattamento. Questa approvazione si € basata sui risultati del trial MURANO (140),
che ha confrontato la combinazione di venetoclax con rituximab (VenR) rispetto al
regime chemioimmunoterapico BR. Il follow-up a 4 anni di questo studio ha
indicato un chiaro beneficio di PFS per i1 pazienti trattati con VenR (57% contro
4,6%) e anche un vantaggio in termini di OS. Sorprendentemente, il beneficio
dell’OS ¢ stato mantenuto nel tempo, indicando la fattibilita di una terapia a durata
fissa a base di venetoclax.

Piu recentemente, I’interesse ¢ stato esteso al trattamento di prima linea e nel #rial
CCL14 (141), progettato per dimostrare la superiorita della terapia a durata fissa di
1 anno con venetoclax + obinutuzumab (VenG) rispetto a clorambucile +
obinutuzumab (G-Chl), dopo un follow-up mediano di 65,4 mesi, la PFS ¢ risultata
significativamente superiore nel braccio VenG (62,6%) rispetto al braccio G-Chl
(27%). 1l beneficio ¢ stato osservato anche in pazienti con delezione di 17p e/o

mutazione di 7P53 e in pazienti con U-CLL.
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Entrambi gli studi hanno evidenziato la capacita delle terapie a base di venetoclax
di indurre risposte profonde e durature dal punto di vista della MRD, che in una
quota significativa di pazienti si mantiene negativa anche dopo I’interruzione del
trattamento, ponendo le basi per I’idea di un trattamento MRD-guidato.

Numerosi studi sono stati condotti sulla combinazione ibrutinib-venetoclax, con o
senza obinutuzumab. Il #rial di fase Il CAPTIVATE ha esaminato non solo una
terapia a durata fissa, ma anche un’interruzione personalizzata basata sul’MRD.
Dopo 12 mesi di trattamento combinato con ibrutinib e venetoclax, il 73% dei
pazienti aveva MRD non rilevabile nel sangue (142,143)

Lo studio di fase III GLOW ha confrontato il regime ibrutinib—venetoclax con
clorambucile—obinutuzumab nel trattamento della CLL. A un follow-up mediano di
46 mesi, il gruppo trattato con ibrutinib—venetoclax ha mostrato una sopravvivenza
libera da progressione significativamente superiore (74,6% vs 24,8% a 42 mesi; HR
0,214; p<0,0001). (144)

Gli effetti avversi comuni descritti per venetoclax includono principalmente
citopenie, in particolare neutropenia, con associato aumento del rischio infettivo,
nausea e diarrea (145) e la sindrome da lisi tumorale (TLS). La TLS ¢ un’emergenza
ematologica che si sviluppa in seguito alla somministrazione di un trattamento che
porta alla rapida distruzione delle cellule neoplastiche e si verifica soprattutto nei
pazienti con un alto burden tumorale. Si manifesta con iperuricemia, iperkaliemia
e ipocalcemia e richiede una terapia con farmaci ipouricemizzanti, insieme a una
terapia di supporto per le disionemie. Come si ¢ visto, puod essere prevenuta con un
aumento della dose (cosiddetto “ramp-up”) scalato in 5 settimane.

La comparsa di resistenza al venetoclax sembra essere causata dallo sviluppo di
mutazioni a carico di BCL-2, in particolare dalla sostituzione Glyl01Val, che
riduce I’affinita del farmaco alla proteina (146). Tuttavia nessun paziente trattato
con le combinazioni ibrutinib piu venetoclax ha sviluppato mutazione di BTK o

BCL2.
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1.10.6 ALTRE OPZIONI TERAPEUTICHE DISPONIBILI

La terapia con cellule CAR-T specifiche per CD19 dopo una chemioterapia di
linfodeplezione ¢ utilizzata nei pazienti con leucemia linfoblastica acuta e linfoma
non Hodgkin. Nei pazienti con CLL recidivante e/o refrattaria ha mostrato risultati
significativi, tuttavia considerata la tossicita e mortalita associate questo approccio,
come la neurotossicita e la sindrome da rilascio citochinico, ¢ limitato a una
minoranza di pazienti con CLL giovani e ad alto rischio di recidiva (147).

Il trapianto autologo di cellule staminali ematopoietiche non ha mostrano alcun
beneficio nella CLL (148), mentre il trapianto allogenico, come per la terapia con
cellule CAR-T, ¢ fattibile solo in una minoranza di pazienti giovani e ad alto rischio,
a causa della significativa morbilita e mortalita associate all’allo-trapianto. D’altra
parte, circa il 50% dei pazienti con CLL ad alto rischio trattati con allotrapianto

ottiene una remissione completa e una sopravvivenza a lungo termine (149).

1.10.7 SCELTA DEL TRATTAMENTO

Con ’ampia gamma di opzioni terapeutiche disponibili, la scelta del trattamento
ottimale per un paziente con CLL richiede una notevole esperienza, una solida
valutazione clinica e un impiego mirato degli strumenti diagnostici. Prima di
raccomandare una terapia ¢ necessario valutare i seguenti aspetti fondamentali:

e Lo stadio clinico della malattia, la presenza e I’entita dei sintomi del
paziente.

e L’eta del paziente (superiore o inferiore a 65 anni) e le sue condizioni
cliniche generali. Per valutarle, sono stati sviluppati strumenti come il CIRS
(Cumulative Illness Rating Scale) (150,151), che stima la presenza di
comorbidita. Un’attenzione particolare deve essere rivolta alla funzionalita
renale: se la clearance della creatinina ¢ < 70 mL/min, ¢ consigliabile
procedere con cautela nell’uso dei chemioterapici. I pazienti con funzione
renale normale e un punteggio CIRS pari o inferiore a 6 sono considerati
“fit”, mentre quelli con valori superiori sono definiti “unfit” (152).

e QGli effetti collaterali specifici di ciascun trattamento. Per questo motivo, ¢
fondamentale valutare, oltre alle comorbidita preesistenti (cardiomiopatie,
aritmie e insufficienza renale), le terapie concomitanti, soprattutto con

inibitori del citocromo P450, anticoagulanti e antiaggreganti.
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e Le caratteristiche di rischio biologico della malattia (in particolare, la
mutazione di 7P53, la delezione di 17p, lo stato mutazionale di IGHV). In
presenza di delezioni o mutazioni di 7P53 gli approcci chemio-
immunoterapici sono poco efficaci (153,154), al contrario possono indurre
remissioni durature in altri sottogruppi, come in caso di IGHV mutati.

e Lalinea di terapia e la risposta ai trattamenti precedenti.

e Le preferenze del paziente verso regimi continuativi o a durata fissa.

e La finalita del trattamento, che dev’essere 1’eradicazione della malattia in
pazienti giovani e/o fit, mentre nei pazienti anziani e/o fragili il principale
obiettivo ¢ migliorare la qualita di vita (150).

I pazienti in stadio precoce con malattia attiva e i pazienti in stadio avanzato (Rai
II-1V, Binet C) richiedono 1’avvio di un trattamento.

Secondo le linee guida ESMO (European Society of Medical Oncology) del 2024
(155), le strategie disponibili per la terapia di prima linea della CLL sono:

e Terapia continuativa con inibitori di BTK, preferibilmente acalabrutinib
(con o senza obinutuzumab) o zanubrutinib, fino alla progressione;

e Terapia a durata fissa con ’inibitore di BCL-2, venetoclax, combinato con
obinutuzumab per 12 cicli, o tre cicli di ibrutinib in monoterapia seguiti da
ibrutinib-venetoclax per 12 cicli o guidato dalla MRD.

I pazienti senza mutazioni di 7P53 e/o delezione di 17p un tempo erano candidati
a chemioimmunoterapia con regime FCR (in caso di CIRS < 6 e buona funzionalita
renale), che permetteva di ottenere una PFS superiore ai 10 anni nel migliore dei
casi (ad esempio in caso di M-CLL) (156). Attualmente, dal momento che i farmaci
mirati hanno dimostrato una netta superiorita rispetto alla chemioimmunoterapia,
nei pazienti senza mutazione di 7P53 e/o del(17p), soprattutto in quelli con IGHV
mutato, la terapia a durata fissa con regime venetoclax-obinutuzumab (VenG) o
venetoclax-ibrutinib (I+V) rappresenta I’opzione di prima scelta. Questi trattamenti
hanno il vantaggio di una tossicita ridotta e la possibilita di ripetere il trattamento
in caso di recidiva, limitando la selezione clonale e riducendo gli eventi avversi nel
follow-up, tuttavia, possono determinare una PFS piu breve rispetto alle terapie
continuative, in particolare nei pazienti con IGHV non mutato, nei quali si dovrebbe

preferire la terapia continuativa con gli inibitori di BTK.



51

Viceversa, i pazienti con mutazione di 7P53 e/o con del(17p), indipendentemente
dallo stato mutazione di IGHV, sono noti per essere intrinsecamente resistenti alla
chemioimmunoterapia e devono ricevere in prima linea una terapia continuativa
con inibitori di BTK, ma anche venetoclax in monoterapia continuativa puo
rappresentare un’alternativa valida. Le combinazioni a durata fissa VenG e [+V
possono comunque essere prese in considerazione anche in questo sottogruppo,

anche se la durata della risposta in questi casi sara piu breve.

PRIMA LINEA DI
TRATTAMENTO
No Malattia attiva o stadio Si
{ avanzato Rai/Binet? '}
Approccio Indicazione al
“watch and wait" £ trattamento
Si Mo
TP53 mutato o 5 ;
del{(17p)? > Stato mutazionale IGHV?
UGHV l MGHW
cBTKi cBTKi +V
Venetoclax +V VenG
+V VenG CcBTKi

Figura 6. Algoritmo terapeutico per il trattamento di prima linea della CLL/SLL.
IGHV: gene della porzione variabile della catena pesante delle immunoglobuline, U: non
mutato, M: mutato. ¢cBTKi: inibitori covalenti della tirosin chinasi di Bruton. VenG:

venetoclax-obinutuzumab. [+V: ibrutinib-venetoclax.

Nei pazienti con CLL recidivata e/o refrattaria il trattamento ¢ indicato, anche in
questo caso, solo in presenza di malattia attiva. Prima di iniziare una nuova linea
terapeutica, le linee guida iwCLL (13) suggeriscono anche di rivalutare i marcatori
biologici della malattia, tra cui il cariotipo, la FISH e le mutazioni di 7P53, oltre a
ristadiare il paziente con una TC total body. La biopsia osteomidollare, invece, ¢
indicata in caso di citopenie. Le seconde o successive linee di trattamento devono
essere personalizzate tenendo conto dei trattamenti precedenti, della durata e della
profondita della risposta ottenuta, delle caratteristiche del paziente e della malattia,

delle preferenze del paziente e delle sue aspettative.
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Per le recidive dopo chemioimmunoterapia gli inibitori di BTK o venetoclax-
rituximab possono essere considerati alla pari. I pazienti che hanno assunto una
terapia a durata fissa a base di venetoclax (VenG o [+V) e che vanno incontro a una
recidiva tardiva (in generale, dopo almeno 36 mesi), ossia dopo una iniziale
risposta, possono ripetere lo stesso trattamento. Se, invece, la recidiva ¢ precoce
(entro 36 mesi) o la progressione si verifica in corso di trattamento, devono essere
trattati preferibilmente con inibitori di BTK in terapia continuativa. Se la
progressione avviene durante la terapia con inibitori di BTK, ¢ raccomandato il
passaggio a venetoclax-rituximab. Nei pazienti che, invece, recidivano dopo un
precedente trattamento con inibitori di BTK che ¢ stato interrotto a causa di effetti
collaterali pud essere considerato anche il passaggio a un altro BTKi o il
ritrattamento con lo stesso. I pazienti refrattari sia agli inibitori di BTK sia agli
inibitori di BCL-2 possono essere arruolati in trial clinici o ricevere un inibitore di
BTK non covalente (pirtobrutinib) per uso compassionevole.

Nei pazienti giovani e fif esposti sia a BTKi che a venetoclax (157), cosi come nei
pazienti con malattia particolarmente aggressiva, resistente a BTKi e/o venetoclax
(158), si puo considerare il trapianto allogenico di cellule staminali ematopoietiche
quando la CLL ¢ in remissione parziale o completa. Per 1 pazienti che hanno fallito
almeno due linee di terapia comprendenti BTKi e BCL24i, la terapia con cellule
CAR-T rappresenta una potenziale alternativa al trapianto allogenico, all’interno di
studi clinici. Alcuni pazienti hanno ottenuto remissioni superiori ai 10 anni grazie

persistenza delle cellule CAR-T (159).
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CLL/SLL
recidivata/
refrattarig,

I Approccio "watch and wait"
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Malattia attiva o stadio
avanzato Rai/Binet?
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I Indicazione al ritrattamento |

recedente CIT precedente terapia precedente terapia
p continuativa con BTKi a durata fissa a base di Venetoclax
intolleranza progressione recidiva precoce (<36 mesl)lrecldiua tardiva (>36 mesi)
Ritrattamento,
. ; Venetoclax = cBTKi Venetoclax + ;
20 | Inea CBTKi anti-CD20 alternativo anti-CD20 CBTKI cBTKi Venstoclax £
anti-CD20
3° ||nea Venetoclax = " Venetoclax +
anti-CD20 cBTKi anti-CD20 cBTKI
v v v v
doppi refrattari | trial clinici o CAR-T o Pirtobrutinib o allo-HSCT |

Figura 7. Algoritmo terapeutico per i trattamenti di seconda linea e successivi nei
pazienti con CLL/SLL recidivata e/o refrattaria.

CIT: chemioimmunoterapia, cBTKi: inibitori covalenti della tirosin chinasi di Bruton,
CAR-T: recettori chimerici dell’antigene delle cellule T, allo-HSCT: trapianto allogenico

di cellule staminali ematopoietiche.

1.10.7 VALUTAZIONE DELLA RISPOSTA AL TRATTAMENTO

La valutazione della risposta al trattamento si basa sull’esame obiettivo e sull’esame
emocromocitometrico con formula leucocitaria (13). La biopsia midollare ¢
raccomandata solo in presenza di citopenie o per confermare una remissione
completa nel contesto di trial clinici. La TC fotal body non ¢ generalmente
necessaria, tuttavia nei trial clinici puo essere richiesta se quella iniziale mostrava
anomalie o in caso di risposta completa o parziale. Infine, la misurazione della
malattia residua misurabile (MRD) puo essere utile per valutare la profondita della
risposta. Il momento ottimale per valutare la risposta ¢ dopo almeno due mesi dalla
fine di una terapia a durata fissa oppure a due mesi dal raggiungimento della
massima risposta (cio¢ 1’assenza di ulteriori miglioramenti per almeno due mesi)

nel caso di terapie continuative.
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Tabella V. Definizione della risposta al trattamento secondo le linee guida iwCLL.

CR PR PD SD
Nessuno > 1,5 | Riduzione di pit | Incremento di piu | Modifiche dal
cm del 50% dal | del 50%  dal | -49% al +49%
Linfonodi baseline* baseline o dall’
ultima risposta
Milza < 13 cm; | Riduzione dipiu | Incremento di pit | Modifiche dal
Dimensioni Fegato di | del 50% dal | del 50% dal | —-49% al +49%
di fegato e | normali baseline baseline o dall’
milza dimensioni ultima risposta
Sintomi Nessuno Qualunque Qualunque Qualunque
costituzionali
Normale Riduzione di piu | Incremento di piu | Modifiche dal
<« | Conteggio del 50% dal | del 50%  dal | —-49% al +49%
§ linfociti baseline baseline con
£ | circolanti almeno 5x10%L
O linfociti B
> 100x10%/L > 100x10%L o | Riduzione di piu | Modifiche dal
incremento di | del 50%  dal | -49% al +49%
Piastrine pit del 50% dal | baseline per la
baseline CLL
>110g/Lsenza | > 110 g/L o | Riduzione di piu | In aumento ma
supporti incremento di [ di 20 g/L dal | <110 ¢g/L odi
Emoglobina piu del 50% dal | baseline per la | meno del 50%
baseline CLL dal baseline o
decremento di
<20g/L
Normocellulato | Presenza di | Incremento delle | Nessun
) , senza cellule | cellule di CLL o | cellule CLL di piu | cambiamento
§ Midollo osseo | di CLL o noduli | noduli linfoidi o | del 50% nell’infiltrato
B linfoidi non eseguito in midollare
O trial clinico

CR:

Risposta completa (devono essere verificati tutti i criteri); PR: Risposta parziale

(almeno due criteri del gruppo A e un criterio del gruppo B devono migliorare, se

precedentemente anormali. Se solo un parametro per gruppo era anormale, € necessario che

migliori solamente uno dei due); PD: Malattia progressiva (almeno un criterio del gruppo

A o del gruppo B, esclusi i sintomi costituzionali isolati. Anche la trasformazione di Richter

¢ considerata PD); SD: Malattia stabile (tutti i criteri). *somma dei prodotti dei linfonodi

selezionati al baseline e somma dei diametri maggiori dei linfonodi selezionati al baseline.
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Per definire la risposta al trattamento devono essere analizzati i due gruppi di
parametri elencati nella Tabella V: il gruppo A, che riguarda il carico tumorale e i
sintomi costituzionali, ¢ il gruppo B, che valuta la funzione ematopoietica.
Qualsiasi risposta diversa da una remissione completa (CR) o una risposta parziale
(PR), ovvero malattia stabile (SD), progressione di malattia (PD), assenza di
risposta o morte per qualsiasi causa, ¢ considerata un fallimento terapeutico.

La malattia viene definita recidivante quando si osserva una progressione in un
paziente che aveva precedentemente raggiunto i criteri di remissione completa o
parziale per almeno 6 mesi. La malattia refrattaria, invece, si riferisce all’assenza
di risposta al trattamento (malattia stabile) o alla progressione entro 6 mesi

dall’ultima dose di terapia.

1.10.8 MALATTIA RESIDUA MISURABILE (MRD)

La risposta completa con Malattia Residua Misurabile (MRD), precedentemente
nota come Malattia Minima Residua, si definisce undetectable (non rilevabile,
negativa) quando sono presenti meno di una cellula leucemica su 10.000 leucociti
nel sangue periferico o nel midollo osseo (MRD < 0,01% di cellule leucemiche o <
1 cellula su 10.000) (160). Le tecniche per la valutazione della MRD sono state
standardizzate negli anni e includono la citofluorimetria a flusso multiparametrica/
multicolore con un pannello di set marcatori (CD19, CD20, CD5, CD43, CD79b e
CD81) secondo le raccomandazioni ERIC (161), la PCR con oligonucleotidi
specifici per 1’allele (ASO-PCR), e metodiche di Next Generation Sequencing
(NGS) o High-Throughput Sequencing (HTS).

L’analisi della MRD si esegue principalmente sul sangue periferico, in quanto, se
la MRD ¢ rilevabile in circolo lo sara anche nel midollo osseo. Tuttavia, alcuni
trattamenti, in particolare gli anticorpi monoclonali (162), risultano piu efficaci
nell’eradicare 1 linfociti leucemici nel sangue periferico rispetto al midollo osseo.
In questi casi, se la MRD risulta undetectable nel sangue periferico, € consigliato
confermare la negativita anche nel midollo osseo.

Diversi studi clinici prospettici hanno dimostrato che le terapie capaci di rendere la

MRD undetectable sono associate a migliori risultati clinici (163,164).
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1.11 PROFILO DI SICUREZZA DEGLI INIBITORI DI BTK

L’introduzione degli inibitori della tirosin-chinasi di Bruton (BTKi) ha segnato un
importante avanzamento terapeutico. Tuttavia, I’impiego di questi farmaci ¢ stato
associato ad un ampio spettro di eventi avversi, tra cui diarrea, artralgie, rash
cutanei, eventi emorragici, eventi cardiovascolari ed infezioni, che ne possono
limitare la tollerabilita e compromettere 1’aderenza al trattamento. Tali effetti
collaterali derivano sia dall’inibizione del target terapeutico primario BTK, sia
dall’interazione non selettiva con altre chinasi coinvolte in importanti processi
fisiologici, detti effetti “off-farget”. In risposta a queste problematiche, la ricerca ha
indirizzato 1 propri sforzi verso lo sviluppo di BTKi di seconda generazione,
caratterizzati da una maggiore selettivita e da un profilo di sicurezza potenzialmente
piu favorevole. Nel presente paragrafo verranno approfondite le principali tossicita
associate ai BTKi, e i meccanismi responsabili della loro manifestazione, con
particolare riferimento alle differenze tra le molecole di prima e seconda

generazione.

1.11.1 INQUADRAMENTO GENERALE E MECCANISMI

Tossicita cardiovascolare degli inibitori della tirosin-chinasi di Bruton
Le tossicita a carico dell’apparato cardiovascolare rappresentano eventi avversi
rilevanti associati all’impiego dei BTKi. Le manifestazioni cliniche piu
frequentemente osservate comprendono ipertensione arteriosa, fibrillazione atriale

(FA) e, in misura minore, lo scompenso cardiaco (HF).

L’ipertensione arteriosa ¢ stata oggetto di numerose indagini, le quali, pur
riconoscendola come una tossicitd di classe hanno evidenziato una maggiore

incidenza di questo evento avverso durante la terapia con ibrutinib. (165)

Tra 1 principali meccanismi patogenetici ipotizzati ¢ preponderante 1’attivita off-
target del farmaco, che porta all' inibizione del recettore del fattore di crescita
endoteliale vascolare, alla fibrosi vascolare, all’attivazione del sistema
dell’endotelina-1 e al rimodellamento cellulare secondario all'inibizione del
pathway PI3K-AKT (166,167). L'inibizione del VEGF puo portare all' ipertensione
inibendo la sintetasi endoteliale dell'ossido nitrico, compromettendo cosi la

funzione endoteliale; (168)
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La FA rappresenta I’aritmia piut comunemente associata all’'uso dei BTKij,
anch’essa con una maggiore incidenza nei pazienti trattati con ibrutinib. Il
meccanismo patogenetico sottostante sembra coinvolgere sia vie on-target, sia
meccanismi off-target (inibizione delle chinasi PI3K e Tec) (169). BTK e Tec,
espresse nel tessuto atriale, regolano la via PI3K-AKT, la cui attivazione
contribuisce al mantenimento della conduzione elettrica fisiologica (170, 171).
Questa ¢ infatti una via cruciale per la risposta cardiaca allo stress e per la
prevenzione della fibrosi atriale. E stato dimostrato che I’ibrutinib puo inibire
direttamente la subunita o della PI3K, interferendo con I’attivazione mediata da

AKT e promuovendo cosi un effetto pro-fibrotico (170).

A supporto del crescente riconoscimento della cardiotossicita associata a ibrutinib,
uno studio di coorte basato su risonanza magnetica cardiovascolare (CMR) ha
evidenziato che il danno miocardico, rilevato tramite la presenza di fibrosi da
potenziamento tardivo del gadolinio (LGE), ¢ un evento frequente nei pazienti
trattati con ibrutinib. La presenza di tale fibrosi si ¢ correlata a un aumentato rischio
di eventi cardiaci avversi maggiori (MACE), tra cui FA, HF, aritmie ventricolari
sintomatiche e morte improvvisa, sottolineando 1'importanza di una valutazione
cardiologica approfondita nei pazienti in terapia con BTKi di prima generazione.

(172)

Gli inibitori di seconda generazione mostrano una maggiore selettivita per BTK e
una minore affinita per bersagli molecolari off-farget, comprese chinasi coinvolte
nella regolazione cardiovascolare (ad esempio PI3K, ErbB2, ErbB4). Questa
selettivita superiore si associa a una minore incidenza di eventi avversi

cardiovascolari, sia di tipo ipertensivo sia aritmico (173).

Sebbene con frequenza inferiore, ¢ stata descritta una possibile associazione tra
ibrutinib e lo sviluppo di HF. Le evidenze, ancora limitate, suggeriscono un
meccanismo indiretto, potenzialmente correlato alla presenza di aritmie non

controllate, tachicardia persistente o ipertensione prolungata.

Attualmente, I’ibrutinib ¢ 1’'unico BTKi per il quale siano state riportate

segnalazioni significative di questo tipo, mentre i dati relativi ai BTKi di seconda
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generazione risultano ancora insufficienti per formulare conclusioni definitive.

(165)

Eventi emorragici

Gli eventi emorragici rappresentano una delle tossicita piu significative associate
all’'uso degli inibitori della tirosin-chinasi di Bruton. La patogenesi del
sanguinamento coinvolge anche in questo caso ’inibizione di chinasi on-target e
off-target fondamentali per la funzione piastrinica. Ibrutinib esercita la sua azione
on-target legandosi in modo covalente alla BTK. Tuttavia, la molecola mostra
anche effetti off-target, legandosi ad altre chinasi contenenti cisteina come TEC,
ITK, EGFR, SRC, interferendo cosi con vie critiche per ’attivazione e adesione
piastrinica. (174) Inoltre, ibrutinib inibisce il rilascio di GPIb-IX e dell’integrina
allbP3, altri mediatori chiave della funzione piastrinica (175). Dal confronto con i
BTKi di seconda generazione emerge una differente selettivita enzimatica, che puo
in parte spiegare la minore incidenza di eventi emorragici osservata con questi
farmaci rispetto a ibrutinib. Acalabrutinib ¢ un inibitore della BTK progettato per
avere una maggiore selettivita, con un profilo di inibizione piu ristretto rispetto a
ibrutinib. Studi biochimici hanno dimostrato che, a concentrazioni <10 nmol/L
acalabrutinib non inibisce significativamente altre chinasi contenenti un residuo di
cisteina omologo a Cys-481, al contrario di ibrutinib che a pari concentrazione ha
mostrato un’elevata affinita per tutte le chinasi del pannello di confronto. (174).
Zanubrutinib, analogamente ad acalabrutinib, presenta una maggiore selettivita per
la BTK rispetto a ibrutinib, con minore inibizione delle chinasi off-target. Come
riportato da Guo et al. (2019), test cellulari hanno mostrato che zanubrutinib
interferisce meno con la fosforilazione della chinasi TEC, coinvolta nell’attivazione
piastrinica. (176) Ulteriori conferme derivano da studi comparativi che hanno
evidenziato come, a differenza di ibrutinib, zanubrutinib non inibisca
significativamente il rilascio del complesso GPIb-IX né I’attivazione dell’integrina

allbB3, suggerendo un impatto ridotto sull’emostasi primaria (177).

Eventi infettivi
I pazienti affetti da leucemia linfatica cronica presentano uno stato di

immunosoppressione intrinseco alla malattia stessa, che compromette vari aspetti
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dell’immunita sia umorale che cellulare. In particolare, la LLC si associa
frequentemente a ipogammaglobulinemia, disfunzione dei linfociti T, alterazioni
nella funzione dei neutrofili e deficit dell’immunita innata (178). In questo contesto
gia immunocompromesso, I’introduzione degli inibitori della tirosin-chinasi di
Bruton contribuisce ad alterare ulteriormente 1’equilibrio immunologico,
incrementando il rischio di infezioni. Sebbene gli eventi infettivi rappresentino una
tossicita di classe per tutti i BTKi, sono emerse differenze rilevanti tra i farmaci di
prima e seconda generazione.

I BTKi di prima generazione mostrano un’attivita off-target piu ampia, che include
I’inibizione di diverse chinasi, tra cui la ITK (interleukin-2-inducible T-cell kinase).
L’inibizione di ITK compromette la risposta immunitaria mediata dai linfociti T,
riducendo I’efficacia della difesa contro patogeni virali e fungini (178). Oltre a
questo, ¢ stata documentata un’alterazione della funzione macrofagica,
caratterizzata da una ridotta capacita fagocitaria e da un’efficienza compromessa
nella presentazione dell’antigene, fattori che contribuiscono all’aumentata
suscettibilita alle infezioni (179,180). Ulteriori studi hanno evidenziato un effetto
negativo di ibrutinib sulla funzione dei neutrofili, in particolare una ridotta
produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS), molecole fondamentali per
Iattivita antimicrobica. Questo effetto sulla risposta immunitaria innata puo
spiegare 1’incremento del rischio di infezioni batteriche, in particolare durante i

primi mesi di trattamento (181).

A differenza di ibrutinib, gli inibitori di seconda generazione sono stati progettati
per possedere una maggiore selettivita nei confronti della BTK e un profilo off-
target sensibilmente migliorato. In particolare, acalabrutinib non esercita
un’inibizione significativa su ITK, consentendo la conservazione della produzione
di IL-2 da parte dei linfociti T e non interferendo con la differenziazione delle
cellule Th17. Tali caratteristiche contribuiscono a un impatto piu limitato sulla
funzione dei linfociti T rispetto a quanto osservato con ibrutinib. (182) Anche
’attivita delle cellule NK appare meglio preservata in presenza di acalabrutinib:
studi in vitro non hanno evidenziato un’inibizione rilevante della citotossicita
anticorpo-dipendente (ADCC), suggerendo una minore compromissione delle

difese immunitarie innate. Questi dati supportano I’ipotesi di un profilo infettivo
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piu favorevole per acalabrutinib rispetto agli inibitori di prima generazione (182).
Per quanto riguarda zanubrutinib, ¢ stato dimostrato che questo farmaco esercita
un’inibizione significativamente ridotta sulle chinasi della famiglia TEC, tra cui
TEC stessa, ITK e JAK3. L’inibizione combinata di BTK e TEC ¢ stata associata a
una maggiore predisposizione alle infezioni, mentre, come gid menzionato, la
soppressione di ITK pud compromettere profondamente la risposta immunitaria
adattativa (183). Inoltre, I’inibizione off-target della chinasi JAK3—piu marcata
con ibrutinib rispetto a zanubrutinib—¢ stata correlata a disfunzioni immunitarie
che aumentano il rischio di infezioni gravi, soprattutto nei pazienti

immunocompromessi, come quelli affetti da LLC (184).

1.11.2 TOSSICITA’ CARDIOVASCOLARE

Ipertensione arteriosa

L’ipertensione arteriosa ¢ stata osservata con una frequenza rilevante nei pazienti
trattati con ibrutinib gida nei primi studi clinici randomizzati. Nello studio
RESONATE-2, condotto su pazienti con leucemia linfatica cronica trattati con
Ibrutinib, I’ipertensione ¢ stata riportata nel 14% dei soggetti, con eventi di grado 3
nel 4% dei casi e nessun evento di grado 4 o 5. Tutti 1 pazienti con ipertensione di
grado 3 sono stati gestiti con terapia antipertensiva senza necessita di sospensione
o riduzione del farmaco, e nella maggior parte dei casi era presente una pregressa

diagnosi di ipertensione (124).

Lo studio ILLUMINATE ha ulteriormente confermato I’incidenza relativamente
bassa di ipertensione grave nei primi anni di trattamento: la prevalenza di
ipertensione di grado >3 ¢ risultata del 2% (n=2/113) nel primo anno, 3% (n=3/98)
nel secondo, 4% (n=3/84) nel terzo e 3% (n=2/74) nel quarto anno. Anche in questo
caso, nessun paziente ha dovuto interrompere la terapia con ibrutinib per questa

tossicita (126).

Analisi aggregate dei dati suggeriscono che la prevalenza cumulativa
dell’ipertensione aumenta nel tempo: 11% al primo anno, 15% al secondo anno e
20% al terzo anno (185). Un’ analisi su una coorte retrospettiva di 562 pazienti con
neoplasie linfoidi trattati con ibrutinib ha riportato un’incidenza di nuova

ipertensione del 71,6%. In tale popolazione, 1’80% dei pazienti ha mostrato un
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incremento pressorio >10 mmHg rispetto al basale, mentre oltre il 10% ha

presentato un aumento >50 mmHg (185).

Infine, uno studio di coorte a braccio singolo condotto da Dickerson et al. ha
definito la nuova ipertensione secondo una soglia piu stringente (pressione arteriosa
sistolica >130 mmHg in due visite entro tre mesi). In questo studio, il 78,3% dei
pazienti in terapia con ibrutinib ha sviluppato una nuova ipertensione o un
peggioramento della pressione arteriosa in un follow-up mediano di 30 mesi.

Inoltre, il 17,7% dei pazienti ha raggiunto valori pressori >160/100 mmHg (186).

Diversi studi clinici hanno valutato 1’incidenza dell’ipertensione associata ai BTKi

di seconda generazione, suggerendo un profilo cardiovascolare piu favorevole.

Nel trial ELEVATE-TN, Dipertensione di grado >3 si ¢ verificata nel 3% dei
pazienti trattati con acalabrutinib-obinutuzumab, nel 2% dei pazienti trattati con
acalabrutinib in monoterapia, e nel 3% dei pazienti nel braccio comparatore con
obinutuzumab-clorambucile (187). Tali percentuali risultano inferiori rispetto a
quelle osservate nei trial con ibrutinib, sia in termini assoluti sia in funzione del

tempo di esposizione.

Anche nello studio ASCEND, Il’incidenza complessiva di ipertensione con
acalabrutinib ¢ rimasta contenuta (3%), con eventi di grado 3 osservati solo nel 2%

dei pazienti; non si sono verificati eventi di grado 4 o 5 (188).

Per quanto riguarda zanubrutinib, nello studio SEQUOIA ¢ stata riportata
un’incidenza di ipertensione nel 6,4% dei pazienti trattati, con una distribuzione

degli eventi non specificata per grado (189).

Dati comparativi piu dettagliati sull’incidenza di ipertensione associata agli inibitori
di BTK provengono dallo studio ASPEN, condotto su pazienti con
macroglobulinemia di Waldenstrom. In tale contesto, 1’incidenza di ipertensione ¢
risultata pari a 1,2 per 100 mesi-persona nei pazienti trattati con ibrutinib, rispetto
a 0,7 per 100 mesi-persona in quelli trattati con zanubrutinib. Il rapporto di rischio
per ipertensione incidente nel gruppo zanubrutinib rispetto al gruppo ibrutinib ¢
stato stimato in 0,59 (IC 95%: 0,29-1,20), suggerendo una tendenza alla riduzione
del rischio, pur senza raggiungere la significativita statistica (190). E importante

sottolineare, tuttavia, che questi risultati provengono da una popolazione affetta da
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una diversa patologia (macroglobulinemia di Waldenstrém) e pertanto non sono

necessariamente generalizzabili ai pazienti con leucemia linfatica cronica (CLL).

Fibrillazione atriale

La FA ¢ stato il primo evento avverso cardiovascolare associato a ibrutinib ed ¢
ampiamente documentata nei trial clinici. (191)

Nello studio ILLUMINATE, la prevalenza complessiva di FA (qualsiasi grado) ¢
risultata pari al 10% nel primo anno, 10% nel secondo, 8% nel terzo e 9% nel quarto
anno di trattamento. La FA di grado >3 si ¢ verificata nel 4% dei pazienti nel primo
anno, 2% nel secondo, 0% nel terzo e 1% nel quarto; un solo paziente ha interrotto

la terapia a causa dell’evento (grado 3). (126)

Nel trial RESONATE, la FA (qualsiasi grado) ¢ stata riportata nel 7% dei pazienti,
con un tempo mediano all’insorgenza pari a 5,1 mesi (123). Gli stessi dati vengono
confermati nello studio RESONATE-2, dove la FA ¢ stata documentata nel 6% dei

pazienti trattati con ibrutinib (124).

In un’analisi aggregata di quattro trial clinici randomizzati su pazienti con
CLL/SLL e linfoma mantellare, la FA di nuova insorgenza ¢ stata riportata nel 6%
dei pazienti trattati con ibrutinib, rispetto al 2% dei pazienti nei gruppi di controllo.
La FA di grado >3 ¢ stata osservata nel 3% dei pazienti nel gruppo ibrutinib, contro
meno dell’1% nei controlli. L’insorgenza ¢ avvenuta principalmente nei primi 3
mesi di trattamento (tempo mediano: 2,8 mesi), mentre eventi tardivi (oltre 18 mesi)

sono risultati rari (1%) (192)

Un’ ulteriore meta-analisi condotta su 8 studi clinici randomizzati ha stimato un
rischio relativo (RR) per FA nei pazienti trattati con ibrutinib pari a 4,69 (95% CI:
2,17-7,64) rispetto ai gruppi di controllo (193)

Infine, una revisione di 20 studi clinici ha dimostrato che 1’incidenza aggregata di
FA ¢ risultata pari a 3,3 per 100 persone-anno (95% CI: 2,5-4,1) nei pazienti trattati
con ibrutinib, contro 0,84 per 100 persone-anno (95% CI: 0,32—1,6) nei pazienti
trattati con altri agenti. Tali valori risultano significativamente superiori anche
rispetto alla popolazione generale di pari eta, in cui I’incidenza attesa di FA ¢ pari

a 0,55 per 100 anni-persona (95% CI: 0,42—-0,71) (194).
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Diversi studi hanno indagato i fattori predittivi per lo sviluppo di FA nei pazienti in
trattamento con ibrutinib. Tra i principali elementi associati a un rischio aumentato
di FA si annoverano 1’eta avanzata, il sesso maschile, la presenza di valvulopatie,
I’ipertensione arteriosa, una storia pregressa di FA e I’HF (195,196). Questi dati
hanno permesso di individuare i pazienti maggiormente suscettibili all’insorgenza
di aritmie durante la terapia e sulla base di tali evidenze; un ulteriore studio ha
sviluppato un sistema di punteggio che integra queste comorbidita, attribuendo a
ciascuna un punteggio proporzionale alla gravita. La somma dei punteggi ha
consentito di stratificare i pazienti in quattro classi di rischio, fornendo uno
strumento predittivo efficace per identificare 1 soggetti con maggiore probabilita di

sviluppare FA durante il trattamento con ibrutinib. (197)

Gli studi condotti sugli inibitori di seconda generazione mostrano dati piu

incoraggianti.

Nel trial ELEVATE-TN, I’incidenza di FA ¢ stata del 3% nei pazienti trattati con
acalabrutinib-obinutuzumab, del 4% nel gruppo acalabrutinib in monoterapia, e

dell’1% nei pazienti trattati con obinutuzumab-clorambucile, a una mediana di

follow-up di 28,3 mesi (187).

Lo studio ASCEND, con un follow-up mediano di 15,7 mesi, ha riportato
un’incidenza di FA del 5% tra 1 pazienti trattati con acalabrutinib in monoterapia
(n=8/154), mentre nel gruppo trattato secondo la scelta dello sperimentatore la FA

¢ stata osservata nel 3% (n=4/153) (188).

Dati comparativi ancora piu evidenti emergono per zanubrutinib. Nello studio
ALPINE, la FA di qualsiasi grado si ¢ verificata nel 2,5% dei pazienti trattati con
zanubrutinib, rispetto al 10,1% dei pazienti trattati con ibrutinib (p=0,001). Gli
eventi di grado >3 sono stati rispettivamente 1,0% (zanubrutinib) e 1,9% (ibrutinib).
Tra 1 pazienti senza storia pregressa di FA/flutter, I’incidenza ¢ stata del 2,1% con
zanubrutinib e del 9,3% con ibrutinib, confermando un rischio significativamente

piu basso con zanubrutinib. (198).

Nello studio ASPEN, condotto in pazienti con macroglobulinemia di Waldenstrom

sintomatica, la FA si ¢ verificata a un tasso di 1,0 eventi per 100 mesi-persona nei
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pazienti trattati con ibrutinib, contro 0,1 eventi per 100 mesi-persona tra quelli

trattati con zanubrutinib (p=0,0004) (190).

Complessivamente, 1 dati indicano che acalabrutinib e, ancor piu
significativamente, zanubrutinib, presentano un rischio inferiore di FA rispetto a
ibrutinib, rappresentando un’opzione preferibile nei pazienti con rischio

cardiovascolare elevato o storia di aritmie.

Insufficienza cardiaca

A differenza dell’ipertensione e della FA, 1’associazione tra ibrutinib e HF risulta
meno ben definita, con evidenze limitate e in parte indirette.

Un’analisi del database di farmacovigilanza VigiBase condotta da Salem et al. ha
mostrato una maggiore frequenza di segnalazioni di HF con ibrutinib rispetto ad
altri farmaci presenti nel database (199). Ulteriori studi hanno riportato evidenze

deboli, ma coerenti con un possibile rischio (200, 201).

Nel follow-up a lungo termine dello studio RESONATE, Munir et al. hanno
documentato 9 casi (5%) di HF congestizia in pazienti trattati con ibrutinib, con una
mediana di follow-up di 65,3 mesi (123). Tuttavia, nel braccio di confronto con
ofatumumab, non sono stati riportati dati sull’HF, limitando le possibilita di

confronto.

La fisiopatologia dell’HF in questi pazienti sembra secondaria ad aritmie non
controllate, tachicardia persistente e ipertensione cronica, eventi noti associati al

trattamento con ibrutinib (202).

Per quanto riguarda 1 BTKi di seconda generazione, 1 dati risultano notevolmente
piu rassicuranti. Sia negli studi ELEVATE-TN che ASCEND su acalabrutinib, non
sono emerse segnalazioni significative di HF, rendendo difficile stimarne
I’incidenza. Analogamente, negli studi ALPINE e SEQUOIA con zanubrutinib, non
sono stati osservati eventi clinicamente rilevanti di HF, confermando un profilo di

sicurezza cardiovascolare piu favorevole rispetto a ibrutinib.

1.11.3 EVENTI EMORRAGICI
Numerosi studi clinici hanno documentato una certa incidenza di eventi emorragici

con I’impiego di ibrutinib. Nello studio RESONATE, gli eventi emorragici di grado
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>3 sono risultati rari, ma clinicamente rilevanti: sono stati infatti riportati episodi
gravi come un ematoma subdurale e uno spontaneo dello psoas, talvolta in presenza
di terapie concomitanti con anticoagulanti o antiaggreganti. (123)

Similmente, nello studio RESONATE-2, I’emorragia maggiore ¢ stata osservata nel
4% dei pazienti trattati con ibrutinib, e ha portato all’interruzione del trattamento in
meta dei casi. In alcuni di questi pazienti era in corso una terapia con aspirina o
eparina a basso peso molecolare, sottolineando il rischio incrementale di

sanguinamento in caso di co-trattamento antitrombotico. (124)

Anche lo studio ILLUMINATE ha riportato eventi emorragici maggiori nel 4% dei
pazienti del braccio ibrutinib piu obinutuzumab, tra cui ematomi post-procedurali,

ematemesi e un caso di ematoma subdurale. (126)

Questi dati sono stati confermati da diverse metanalisi. In particolare, una revisione
integrata di 15 studi su ibrutinib ha documentato un’incidenza di emorragie
maggiori del 4,4%, rispetto al 2,8% osservato nei gruppi di controllo (203). Sebbene
la differenza non fosse significativa dopo 1’aggiustamento per 1’esposizione (3,2 vs
3,1 per 1.000 mesi-persona), il segnale di rischio persiste, soprattutto in pazienti

fragili o in terapia antitrombotica.

Un’ulteriore revisione sistematica ha quantificato 1’incidenza di qualsiasi tipo di
sanguinamento con ibrutinib in 20,8 eventi per 100 pazienti-anno, rispetto a 11,6
nei pazienti trattati con altri regimi (RR 2,72; 1C95%: 1,62-4,58; p = 0,0002). Per
quanto riguarda 1 sanguinamenti maggiori, il rischio relativo ¢ risultato pari a 1,66

(IC95%: 0,96-2,85) (204).

Acalabrutinib ha mostrato un’incidenza inferiore di sanguinamenti maggiori nei
trial clinici. Nello studio ELEVATE-TN, gli eventi emorragici di qualsiasi grado si
sono verificati nel 39% dei pazienti trattati con acalabrutinib in monoterapia, ma
solo nel 2% si trattava di eventi di grado 3 o superiore. Le forme piu frequenti sono
state ecchimosi (15%) e petecchie (9%). Lo stesso studio, che escludeva pazienti in
terapia anticoagulante, ha riportato un tasso di sanguinamenti di grado >3 dell’1,7%
nei gruppi acalabrutinib-obinutuzumab e acalabrutinib in monoterapia, mentre
nessun evento ¢ stato osservato nel gruppo trattato con obinutuzumab-clorambucile.

(187) Anche nello studio ASCEND, I’incidenza di emorragie maggiori ¢ rimasta
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contenuta: solo due pazienti (1%) nel gruppo acalabrutinib in monoterapia hanno
presentato eventi di grado >3 (un sanguinamento gastrointestinale di grado 3 e uno
di grado 4), mentre gli eventi minori erano comunque piu frequenti rispetto al

gruppo di confronto (26% vs 7%). (188)

Anche zanubrutinib sembra mantenere un profilo emorragico favorevole. Nello
studio SEQUOIA, gli eventi emorragici di grado maggiore si sono verificati nel
2,8% dei pazienti, con emorragie minori nel 18,3% e una frequente presenza di

ecchimosi (24,8%). (189)

Nel piu recente studio ALPINE, il tasso di eventi emorragici maggiori ¢ risultato
del 2,9% con zanubrutinib e del 3,9% con ibrutinib. Va sottolineato che un caso di

emorragia del sistema nervoso centrale ¢ stato riportato solo nel gruppo ibrutinib.

(198)

1.11.4 EVENTI INFETTIVI

I dati clinici suggeriscono che il profilo di rischio infettivo pud variare
sensibilmente tra i BTKi di prima generazione e quelli di seconda generazione.
Nel trial RESONATE, condotto con ibrutinib, le infezioni pit comuni includevano
le infezioni delle vie respiratorie superiori (25%), sinusite (19%), polmonite (17%)
e infezioni urinarie (14%), con una incidenza del 12% di polmonite di grado >3 e

un 4% di infezioni fatali (grado 5), tra cui sepsi e sepsi neutropenica. (123)

Nel trial ILLUMINATE, la polmonite ¢ stata l'evento avverso infettivo pit comune
di grado >3 nel braccio trattato con ibrutinib e obinutuzumab (9%), confermando il

ruolo rilevante delle infezioni gravi nel trattamento con questo farmaco. (126)

Dati confermati anche da un'analisi integrata di studi di riferimento su ibrutinib, che

ha mostrato che la polmonite di grado >3 si verifica nel 12% dei pazienti. (205)

I dati relativi ad acalabrutinib mostrano una tendenza a un rischio infettivo
leggermente inferiore. Nello studio ELEVATE-TN, le infezioni di grado >3 si sono
verificate nel 14% dei pazienti trattati con acalabrutinib in monoterapia, con un solo

decesso dovuto a aspergillosi invasiva. (187)

Nel trial ASCEND, infezioni gravi si sono verificate nel 15% dei pazienti trattati

con acalabrutinib, contro il 24% nel braccio di confronto con farmaco scelto dallo
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sperimentatore. Anche in questo caso, la polmonite ¢ risultata ’evento piu

frequente. (188)

In un’analisi integrata di 27 studi prospettici (n=3207), il confronto tra ibrutinib e
acalabrutinib ha evidenziato che, dopo I’aggiustamento per eta e per follow-up, le
infezioni di qualsiasi grado non mostrano differenze significative tra i due gruppi.
Tuttavia, le infezioni di grado >3 sono risultate significativamente meno comuni
nei pazienti trattati con acalabrutinib rispetto a ibrutinib (OR 0,62; IC 95%: 0,46—
0,85; p=0,003), indicando un profilo di sicurezza infettiva piu favorevole per

l'inibitore di seconda generazione. (206)

Per quanto riguarda zanubrutinib, anche lo studio SEQUOIA conferma una
frequenza elevata di infezioni (39,4% di qualsiasi grado), con eventi gravi segnalati
nel 30,3% dei pazienti, sebbene i1 casi di polmonite grave siano stati limitati (2

pazienti). Un decesso per polmonite di grado 5 ¢ stato riportato. (189)

Nello studio ALPINE, l'incidenza di infezioni gravi (grado >3) con ibrutinib ¢ stato
del 17,9%, superiore rispetto al 12,7% osservato nel braccio trattato con
zanubrutinib, indicando un potenziale vantaggio in termini di sicurezza infettiva per
quest’ultimo. La polmonite era I’infezione grave piu frequente in entrambi 1 gruppi

(4,8% vs 3,9%). (198)

Nel complesso, 1 dati disponibili suggeriscono che, pur restando le infezioni una
complicanza frequente e clinicamente rilevante con tutti 1 BTKi, gli inibitori di
seconda generazione, grazie alla maggiore selettivita per BTK e minore inibizione
off-target, sono associati a una minore incidenza di infezioni gravi, in particolare di

polmonite.
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2 SCOPO DELLO STUDIO

L’avvento degli inibitori della tirosina chinasi di Bruton (BTKi) ha rappresentato
un importante progresso nel trattamento della leucemia linfatica cronica (CLL),
modificando in maniera sostanziale il panorama terapeutico di questa patologia.
Tuttavia, il crescente utilizzo dei BTKi nella pratica clinica ha evidenziato una serie
di eventi avversi, che possono compromettere significativamente I’aderenza
terapeutica, influenzare la qualita di vita dei pazienti e, in alcuni casi, richiedere la
modifica o la sospensione del trattamento.

Lo scopo del presente studio osservazionale ¢ analizzare e confrontare il profilo di
sicurezza dei BTKi di prima generazione (ibrutinib) rispetto a quelli di seconda
generazione (acalabrutinib e zanubrutinib), con un focus particolare sulla tossicita

cardiovascolare, infettiva ed emorragica nei pazienti affetti da CLL.

Inoltre, lo studio si propone di identificare eventuali fattori clinici o biologici
associati a un maggiore beneficio in termini di sicurezza derivante dall’impiego dei
BTKi di seconda generazione. Questo duplice approccio ha, da un lato, I’obiettivo
di valutare se le nuove molecole presentino un miglior profilo di tollerabilita;
dall’altro, mira a promuovere una medicina sempre piu personalizzata, in cui il
trattamento venga selezionato non solo sulla base dell’efficacia, ma anche della
compatibilita individuale, al fine di ottimizzare gli esiti clinici e la qualita di vita

dei pazienti affetti da CLL.
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3 MATERIALI E METODI

Abbiamo disegnato uno studio di coorte retrospettivo includendo i1 pazienti affetti
da leucemia linfatica cronica (CLL), afferenti al’UOC di Ematologia e
Immunologia Clinica (direttore Prof. Livio Trentin) dell’Azienda Ospedale-
Universita di Padova, che nel periodo compreso tra dicembre 2012 e marzo 2025
sono stati sottoposti ad almeno una linea di trattamento con BTKi di prima o

seconda generazione.

I criteri di inclusione nello studio prevedevano:

e diagnosi confermata di leucemia linfatica cronica (CLL);

e trattamento con almeno un BTKi (ibrutinib, acalabrutinib o zanubrutinib).
Sono stati esclusi dallo studio:

e pazienti non affetti da CLL;

e pazienti che non avevano ricevuto terapia con BTKi;

e pazienti con documentazione clinica incompleta o non idonea all’analisi.

Al termine del processo di selezione 190 pazienti sono stati inclusi nello studio,
mentre 2 pazienti sono stati esclusi per insufficienza di dati clinici rilevanti ai fini

dell’analisi.

3.1 RACCOLTA DEI DATI

La raccolta dei dati ¢ stata effettuata nel periodo compreso tra febbraio e marzo
2025, attraverso la revisione delle cartelle cliniche elettroniche gestite dal sistema
informatizzato ospedaliero Galileo Software. Per ciascun paziente sono stati
esaminati 1 referti relativi alle visite ambulatoriali e ai ricoveri ospedalieri, relativi
al periodo in cui il paziente era in trattamento con BTKi e fino a 30 giorni dal
termine del trattamento. Le informazioni relative alle analisi citogenetiche (FISH e
cariotipo) e molecolari (mutazioni di TP53 e NOTCHI, stato mutazionale delle
IGHV), sono stati ottenuti dai referti dalle analisi effettuate sui campioni di sangue

periferico o sangue midollare prima dell’inizio della terapia con BTKi.
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I dati, sono stati inseriti e custoditi in un database anonimizzato. I dati raccolti per

ogni paziente includono le seguenti informazioni:

e Dati anagrafici: data di nascita, eta al momento dell’inizio della terapia, sesso,
stato (vivo/deceduto) e relativa data del decesso;

e Stato clinico della malattia: malattia di nuova diagnosi o recidivata;

e Terapia con BTKi: tipo di BTKi utilizzato (ibrutinib, acalabrutinib,
zanubrutinib), data di inizio e termine della terapia, data dell'ultimo follow-up
disponibile;

e Cariotipo: numero di alterazioni cromosomiche riscontrate;

e Analisi FISH: presenza delle principali alterazioni genetiche, tra cui del(11q),
del(13q), del(17p) e trisomia 12;

e Profilo mutazionale: presenza di mutazioni nei geni TP53, NOTCHI;

e Stato mutazionale delle IGHV: definito come non-mutato (>98% di identita
rispetto alla sequenza germinale) o mutato (<98% di identita rispetto alla
sequenza germinale).

e Terapie precedenti e concomitanti: numero di linee di terapia precedenti,
eventuale chemioterapia pregressa, eventuale terapia concomitante con anti-
CD20 (rituximab oppure obinutuzumab);

e Eventi avversi cardiovascolari: tipo di evento (ipertensione arteriosa, FA, HF,
ecc.), data di insorgenza di ciascun evento, distinzione tra nuovo evento o
riacutizzazione di patologia preesistente, e le terapie farmacologiche
eventualmente intraprese;

e Eventi infettivi: Quando disponibili, sono stati registrati 1’agente eziologico
(virus, batteri, funghi), la data di avvenimento e altre informazioni rilevanti;

e Eventi emorragici: Sono stati riportati la sede (epistassi, ematuria,
sanguinamenti gastrointestinali, ecc.), la data dell’evento per ogni singolo
episodio, e la concomitante assunzione di farmaci antiaggreganti o

anticoagulanti.
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Quando possibile, gli eventi avversi sono stati classificati secondo la scala CTCAE
versione 5.0, dal grado 1 al grado 5. Sono stati considerati eventi avversi severi gli

eventi di grado >3.

3.2 GESTIONE DEI DATI MANCANTI
I dati mancanti all'interno del database sono stati trattati con due modalita differenti,
in base alla tipologia di informazione.

e Dati mancanti con valore imprescindibile: Per alcune variabili, come quelle
relative allo stato clinico della malattia e al dato biologico, se un dato era
assente ma necessario per la coerenza del registro, ¢ stato codificato con la
lettera “NA” per indicare “Non disponibile/Assente”. Questo ha permesso
di preservare l'integrita dei dati, facilitando 1'identificazione e I'esclusione
selettiva nelle analisi statistiche in cui tali informazioni risultavano
essenziali.

e Dati non imprescindibili: per le variabili non essenziali, come gli eventi
avversi, se il dato non ¢ stato rilevato i campi sono stati lasciati vuoti,

interpretando la mancanza di dati come effettiva assenza dell’evento.

Questo approccio ha consentito una gestione coerente e ordinata dei dati mancanti,
riducendo il rischio di distorsioni nei risultati e garantendo un’adeguata esclusione

dei casi non rilevanti nelle successive elaborazioni statistiche.

3.3 PREPARAZIONE DEI DATI PER L’ANALISI

Dopo la fase di raccolta ¢ stato necessario effettuare una revisione approfondita e
una trasformazione delle informazioni raccolte, con 1’obiettivo di uniformare le
variabili e codificare i dati, per facilitare la successiva elaborazione tramite software
statistico.

I1 database finale ¢ stato costruito in formato Excel, con ogni riga corrispondente a
un singolo paziente (n=190) e ogni colonna rappresentante una variabile. Sono state
incluse oltre 70 variabili, suddivise tra anagrafiche, cliniche, citogenetiche,
molecolari, terapeutiche e relative agli eventi avversi. Un'attenzione particolare ¢
stata dedicata alla suddivisione di questi pazienti in due sottogruppi principali: uno
trattato con un inibitore di BTK di prima generazione (ibrutinib) e l'altro trattato

con un inibitore di seconda generazione (acalabrutinib o zanubrutinib).
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Le variabili continue, categoriali e binarie sono state codificate in modo

standardizzato per garantire uniformita e facilitarne 1’analisi.

Le variabili categoriali (come il tipo di BTKi o il sesso) sono state trasformate in
valori numerici univoci, secondo una codifica predefinita (es. tipo di BTKi:
ibrutinib = 1, acalabrutinib = 2, zanubrutinib = 3; sesso: maschio = 1, femmina = 0).
Le variabili binarie (es. stato vitale, presenza o assenza di una specifica mutazione
genetica) sono state convertite in codici 0/1. Le variabili continue (eta, il numero di
alterazioni al cariotipo o il numero di terapie pregresse), sono state mantenute nel
loro formato originale, ma verificate per la presenza di valori estremi o
incongruenti. La standardizzazione ha incluso anche I'uniformazione dei formati
per le date e la gestione coerente dei valori mancanti, in modo da consentire

un’elaborazione statistica affidabile.

\

Per I’analisi del cariotipo, il numero totale di alterazioni ¢ stato scorporato e
riorganizzato in quattro colonne distinte, corrispondenti a diversi livelli di
complessita, secondo criteri standardizzati: cariotipo normale (assenza di
alterazioni), cariotipo a bassa complessita (1-2 alterazioni), cariotipo complesso
(3—4 alterazioni) e cariotipo ad alta complessita (=5 alterazioni). La codifica
adottata ¢ stata binaria, con 1 a indicare 1’appartenenza alla categoria specifica e 0
la sua assenza. Questo approccio ha consentito una classificazione piu immediata e
flessibile del dato, agevolando l'analisi statistica e I’integrazione con altri fattori

clinici e prognostici.

Un’attenzione particolare ¢ stata riservata alla strutturazione dei dati relativi agli
eventi avversi, per garantire un’analisi precisa e dettagliata. I dati sono stati
organizzati in tre macro-categorie: eventi infettivi, eventi cardiovascolari ed eventi

emorragici, ognuna delle quali ¢ stata trattata con un approccio mirato.

Per quanto riguarda gli eventi infettivi, per ciascun paziente ¢ stato registrato il
numero totale di episodi, distinguendo tra quelli di grado lieve-moderato (G1-G2)

e quelli di grado severo-critico (G3—G5), secondo la classificazione CTCAE.

Sono state annotate la data del primo evento infettivo complessivo e la data del
primo episodio per ciascuna delle due categorie di gravita. Al fine di fornire una

descrizione piu dettagliata del quadro clinico le infezioni sono state ulteriormente
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classificate in base all’apparato coinvolto (respiratorio, urinario, gastrointestinale,
sistema nervoso, tegumentario, sierose, ecc.). Sono stati inoltre identificati i casi di
sepsi e gli eventuali decessi direttamente correlabili ad uno stato infettivo
sottostante e registrati separatamente in colonne dedicate con codifica binaria (0 =

assente, 1 = presente).

Gli eventi cardiovascolari sono stati classificati in quattro principali sottocategorie:
ipertensione arteriosa, FA, HF e altri eventi di natura cardiovascolare. Per ciascuna
di queste categorie ¢ stata predisposta una colonna dedicata, in cui sono state
riportate la data di insorgenza e, quando disponibili, le terapie eventualmente
intraprese. E stata inoltre annotata, per ogni paziente, la data del primo evento
cardiovascolare in assoluto, specificandone la natura, ovvero se si trattasse di una

nuova insorgenza o della riacutizzazione di una patologia preesistente.

Infine, per quanto riguarda gli eventi emorragici, questi sono stati suddivisi in due
gruppi in base alla gravita, secondo la classificazione CTCAE: sanguinamenti di
grado 1-2 e sanguinamenti di grado 3—5. Per ciascun paziente ¢ stata registrata la
data del primo evento emorragico in assoluto, nonché la data del primo episodio per
ciascun gruppo di gravita. E stata inoltre annotata la sede dell’emorragia (ad
esempio epistassi, ematuria, sanguinamenti gastrointestinali), insieme all’eventuale
assunzione concomitante di farmaci antiaggreganti o anticoagulanti. Quest’ultima
variabile ¢ stata codificata in modo binario: 0 = nessuna terapia, 1 = antiaggregante,

2 = anticoagulante.

3.4 ANALISI STATISTICA

Le variabili continue sono state riassunte attraverso la mediana e 1’intervallo
interquartile, mentre le variabili categoriche sono state riportate come frequenza
rispetto alla propria coorte e percentuale. Il confronto tra le caratteristiche delle due
coorti ¢ stato effettuato attraverso 1’analisi comparativa delle variabili cliniche e
biologiche di ogni coorte. Il confronto tra mediane ¢ stato eseguito attraverso il
Mann-Whitney U test, mentre le variabili categoriche sono state comparate
attraverso il test del chi-quadro o il test di Fisher. In tutte le analisi, ¢ stato

considerato un valore di p inferiore a 0,05 come statisticamente significativo.
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I1 follow-up mediano dell’intera coorte e dei singoli sottogruppi ¢ stato calcolato
attraverso il metodo di Kaplan-Meier inverso. Per 1’analisi di sopravvivenza sono
stati definiti 1 seguenti endpoint:
e Sopravvivenza complessiva (OS): Definita come il tempo dall’inizio della
terapia con BTKi al decesso o all’ultimo follow-up (censurato);
e Tempo al primo evento avverso: Definito come il tempo dall’inizio della
terapia con BTKi al primo evento avverso
cardiovascolare/infettivo/emorragico o all’ultimo follow-up (censutato), il

decesso senza eventi avversi ¢ stato considerato come evento competitivo.

Le curve di sopravvivenza e I’OS mediana delle due coorti ¢ stata stimata attraverso
il metodo di Kaplan-Meier, queste sono poi state comparate con il log-rank test.
Le curve rappresentano la probabilita stimata di sopravvivenza libera dal decesso
per ciascun gruppo durante il follow-up. Considerando la significativa differenza
nei tempi di follow-up tra i due gruppi, per favorire I’interpretabilita sono state
riportate le percentuali di sopravvivenza a 24 ¢ 48 mesi.

Le curve di incidenza cumulativa e I’incidenza cumulativa a 48 mesi ¢ stata stimata
attraverso la funzione di incidenza cumulativa e comparata per le due coorti
attraverso il test di Gray.

Al fine di identificare le variabili associate con determinati eventi avversi, sono
state condotte analisi univariate e multivariate attraverso la “competing risk
regression”. Le variabili significative nei modelli univariati sono state incluse nei

modelli multivariati.

Le analisi statistiche sono state condotte utilizzando il software R (versione 4.3.0),

con R Studio (versione 2025.05) e R Commander come interfacce grafiche.
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4 RISULTATI

4.1 CARATTERISTICHE DEI PAZIENTI ALLA DIAGNOSI

Sono stati arruolati 190 pazienti trattati con BTKi (Tabella VI), suddivisi in due
gruppi in base alla tipologia di trattamento ricevuto. Dei 190 pazienti, 139 sono stati
trattati con la prima generazione di BTKi, rappresentando il 73,2% del campione,
mentre 1 restanti 51 pazienti hanno ricevuto la seconda generazione di BTKi, pari

al 26,8% del totale.

4.1.1 CARATTERISTICHE DEMOGRAFICHE

Per la variabile sesso, nel gruppo trattato con la prima generazione di BTKij, i
maschi sono risultati essere 77, pari al 55,4%, mentre le femmine 62, corrispondenti
al 44,6%. Nel gruppo trattato con la seconda generazione di BTKi, i maschi sono
30, pari al 58,8%, e le femmine sono 21, rappresentando il 41,2% del totale del
gruppo (p=0.80, Tabella VI).

Per quanto riguarda I’eta, la mediana nel gruppo trattato con la prima generazione
di BTKi ¢ di 73 anni (IQR: 9.5), mentre nel gruppo trattato con la seconda
generazione di BTKi la mediana ¢ di 72 anni (IQR: 16.5; p=0.63, Tabella VI).

4.1.2 STATO CLINICO DELLA MALATTIA

Per quanto riguarda lo stato della malattia all'inizio del trattamento, i pazienti sono
stati suddivisi in due categorie: pazienti con nuova diagnosi e pazienti con malattia
recidivata. Nel gruppo trattato con la prima generazione di BTKi, 72 pazienti
(51,8%) hanno ricevuto la terapia come prima linea di trattamento, mentre 67
pazienti (48,2%) per una malattia recidivata/refrattaria (Tabella VI). Nel gruppo
trattato con la seconda generazione di BTKi, 19 pazienti (37,3%) erano stati trattati

per nuova diagnosi, mentre 32 pazienti (62,7%) per malattia recidivata (p=0.11).

4.1.3 CARATTERISTICHE CITOGENETICHE

Nel gruppo trattato con i BTKi di prima generazione, 46 pazienti (33,1%)
presentavano un cariotipo normale, 52 pazienti (37,4%) 1-2 alterazioni, 26 pazienti
(18,7%) un cariotipo complesso (CK) e 15 pazienti (10,8%) un cariotipo ad alta
complessita (high CK) (Tabella VI).
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Nel gruppo trattato con i BTKi di seconda generazione, 21 pazienti (41,2%)
presentavano un cariotipo normale, 20 pazienti (39,2%) 1-2 alterazioni, 8 pazienti
(15,7%) un cariotipo complesso (CK) e 2 pazienti (3,9%) un cariotipo ad alta
complessita (high CK) (Tabella VI).

Le distribuzioni delle categorie cariotipiche tra i due gruppi non hanno mostrato
differenze statisticamente significative: cariotipo normale (p= 0,30), low CK
(p=0,82), CK (p=0,63), high CK (p=0,14). Tali risultati suggeriscono una
composizione citogenetica simile nei due gruppi di trattamento, senza evidenza di
squilibri sistematici. La distribuzione delle alterazioni rilevabili tramite FISH nei
due gruppi di trattamento ha evidenziato alcune differenze. Nel gruppo trattato con
ibrutinib, la delezione del braccio lungo del cromosoma 11 (del(11q)) era presente
in 33 pazienti (23,7%), mentre nel gruppo trattato con i BTKi di seconda
generazione era osservata in 7 pazienti (13,7%), senza perd raggiungere la
significativita statistica (p=0,13). La delezione del 13q ¢ stata riscontrata in 69
pazienti (49,6%) nel primo gruppo e in 18 pazienti (35,3%) nel secondo (p=0,08).
Per quanto riguarda la delezione del 17p, si € osservata una marcata differenza tra i
gruppi: la delezione ¢ risultata presente nel 22,3% dei pazienti trattati con BTKi di
prima generazione (31 pazienti) e nel 90,2% dei pazienti trattati con BTKi di
seconda generazione (46 pazienti), con una differenza statisticamente significativa
(p < 0,0001, Tabella VI). Infine, la trisomia 12 ¢ stata osservata in 23 pazienti
(16,5%) nel gruppo trattato con BTKi di prima generazione e in 14 pazienti (27,5%)

nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione (p=0,09).

4.1.4 PROFILO MUTAZIONALE

Mutazione 7P53

La mutazione del gene TP53 ¢ stata riscontrata in un numero maggiore di pazienti
nel gruppo trattato con la prima generazione di BTKi, pur senza rilevanza statistica.
In particolare, 30 pazienti (21,6%) hanno mostrato una mutazione di TP53, mentre
la maggior parte dei pazienti, 107 (77%), presentavano il gene wild-type. Solo in 2
pazienti (1,4%) l'informazione non ¢ stata rilevata.

Nel gruppo trattato con la seconda generazione di BTKi, la mutazione di TP53 ¢
stata identificata in 7 pazienti (13,7%), in 38 pazienti (74,5%) ¢ risultata negativa.

In questo caso, la percentuale di pazienti con dati non rilevati ¢ stata piu alta, pari a
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6 pazienti (11,8%). La distribuzione nei due gruppi di trattamento non ¢ risultata

significativa (p=0,48, Tabella VI).

Mutazione NOTCH1

Nel gruppo trattato con la prima generazione di BTKi, la mutazione di NOTCH1 ¢
stata osservata in 23 pazienti (16,5%), mentre 93 pazienti (67%) risultavano non
mutati. Un numero di pazienti pari a 23 (16,5%) non avevano dati disponibili per
questa analisi. Nel gruppo trattato con i farmaci di seconda generazione, la
mutazione ¢ stata riscontrata in 11 pazienti (21,6%), mentre 30 pazienti (58,8%)
erano wild-type. Come nel gruppo precedente, un numero rilevante di pazienti, 10

soggetti (19,6%), non ha avuto dati disponibili sulla mutazione (p=0.47,Tabella VI).

Stato mutazionale delle IGHV

Nel gruppo trattato con la prima generazione del farmaco, 74 pazienti (53,2%)
avevano uno stato delle IGHV mutato (M-IGHV), mentre 54 pazienti (38,8%) uno
stato non mutato (U-IGHV). In 11 pazienti (7,9%) non era determinabile.

Nel gruppo trattato con la seconda generazione di BTKi, 21 pazienti (41,2%)
presentavano uno stato M-IGHV, mentre 24 pazienti (47,1%) U-IGHV. Anche in
questo gruppo, per 6 pazienti (11,8%) non era determinabile (p=0.26, Tabella VI).

4.1.5 TERAPIE PRECEDENTI E CONCOMITANTI

Nel gruppo trattato con ibrutinib, la mediana del numero di terapie precedenti era
pari ad 1, indicando che la maggior parte dei pazienti (51%) aveva gia ricevuto
almeno un trattamento prima di intraprendere la terapia con BTKi. Al contrario, nel
gruppo trattato con la seconda generazione di BTKi, la mediana delle terapie
precedenti ¢ risultata pari a 0 (p=0,19, Tabella 1). La precedente somministrazione
di chemioterapia ¢ stata registrata in 61 pazienti (43,9%) del gruppo trattato con la
prima generazione di BTKi, mentre nel gruppo trattato con la seconda generazione,
16 pazienti (31,4%) avevano ricevuto una precedente chemioterapia (p=0.12). Per
quanto riguarda la terapia concomitante con anti-CD20, questa ¢ stata
somministrata a 13 pazienti (9,3%) nel gruppo trattato con I’inibitore di prima
generazione (n = 6 con obinutuzumab, n = 7 con rituximab), mentre nessun paziente
del gruppo trattato con gli inibitori di seconda generazione ha ricevuto tale

trattamento. La differenza nella somministrazione di anti-CD20 tra i due gruppi ¢
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risultata statisticamente significativa (p=0,022, Tabella VI), suggerendo una
maggiore frequenza di utilizzo combinato con anticorpi monoclonali nel gruppo
trattato con Ibrutinib, dovuto a differenze temporali nei protocolli terapeutici
ricevuti dai pazienti.

Tabella VI: Caratteristiche della popolazione

Prima generazione  Seconda generazione P-Value

n=139 73,2% n=51 26,8%
Sesso (%) p=0.80
M 77 (55,4%) 30 (58,8%)
F 62 (44.6%) 21 (41,2%)
Eta (mediana, IQR) 73+9.5 72 +£16.5 p=0.63
Desease status (%) p=0.11
ND 72 (51,8%) 19 (37,3%)
R/R 67 (48,2%) 32 (62,7%)
Cariotipo (%)
Normale 46 (33,1%) 21 (41,2%) p=0.30
Low CK 52 (37,4%) 20 (39,2%) p=0.82
Complex K 26 (18,7%) 8 (15,7%) p=0.63
High CK 15 (10,8%) 2 (3,9%) p=0.14
FISH (%)
del(11q) 33 (23,7%) 7 (13,7%) p=0,13
del(13q) 69 (49,6%) 18 (35,3%) p=0,08
del (17)p 31(22,3%) 46 (90,2%) p<0.001
trisomia 12 23 (16,5%) 14 (27,5%) p=0.09
TPS3 (%) p=0.48
Mutato 30 (21,6%) 7 (13,7%)
Non mutato 107 (77%) 38 (74,5%)
Nonrilevato 2 (1,4%) 6 (11,8%)
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NOTCHI1 (%)
Mutato 23 (16,5%)
Non mutato 93 (67%)
Non rilevato 23 (16,5%)

Stato mutazionale IGHV (%)
Mutato 74 (53,2%)
Non mutato 54 (38,8%)
Non rilevato 11 (7,9%)

Numero terapie 1
precedenti

(mediana)

Pregressa 61 (43,9%)
chemioterapia

(%)
Concomitante 13 (9,3%)
terapia con

antiCD20 (%)

11 (21,6%)
30 (58,8%)
10 (19,6%)

21 (41,2%)
24 (47,1%)
6 (11,8%)

16 (31,4%)

0 (0%)

p=0.47

p=0.26

p=0.19

p=0.12

p=0.022
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4.2 ANALISI DI SOPRAVVIVENZA

La durata mediana di trattamento per 1 pazienti trattati con Ibrutinib ¢ stata di 40
mesi (IQR: 16-62,5), mentre per i pazienti trattati con i BTKi di seconda
generazione ¢ stata di 15 mesi (IQR: 10-22,5) (p < 0,0001, Figura 8).
Analogamente, il tempo mediano di follow-up nei pazienti trattati con Ibrutinib ¢
stato di 45 mesi (IQR: 21,5-71), mentre nei pazienti trattati con BTKi di seconda
generazione ¢ risultato pari a 16 mesi (IQR: 10-25,5), con una differenza anch’essa
statisticamente significativa (p<0,0001, Figura 8). Questi risultati indicano che i
pazienti trattati con Ibrutinib hanno beneficiato di una durata di trattamento e di

follow-up significativamente maggiore rispetto a quelli trattati con BTKi di seconda

generazione.
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Figura 8: confronto tra durata del trattamento e follow-up

A 24 mesi, il gruppo trattato con Ibrutinib mostrava una probabilita di
sopravvivenza stimata dell’83,7% (IC 95%: 77,7% - 90,2%) con 23 eventi
osservati, mentre il gruppo trattato con BTKi di seconda generazione presentava
una sopravvivenza stimata dell’81,9% (IC 95%: 71,8% - 93,3%) con 9 eventi

verificati (Figura 9).
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A 48 mesi, la sopravvivenza stimata nel gruppo Ibrutinib era del 71,3% (IC 95%:
63,7% - 79,8%) con 37 eventi, mentre nel gruppo trattato con BTKi di seconda
generazione la sopravvivenza stimata era dell’81,9% (IC 95%: 71,8% - 93,3%),

sebbene con un solo paziente a rischio, rendendo la stima meno precisa (Figura 9).

Characteristic 2-year survival (95% Cl) 4-year survival (95% Cl)
type
ibrutinib 83% (77%, 90%) 71% (64%, 80%)
Second-generation BTKi 82% (72%, 93%) 82% (72%, 93%)

Figura 9: probabilita di sopravvivenza a 24 e 48 mesi

Attraverso il test di log-rank non sono state evidenziate differenze statisticamente
significative (p = 0,6) (Figura 10). Pertanto, nel periodo di osservazione disponibile,
non sono state riscontrate differenze rilevanti nella sopravvivenza globale.

Il tempo mediano di sopravvivenza nei pazienti trattati con Ibrutinib ¢ risultato pari
a 88 mesi (IC 95%: 71 mesi — non determinabile).

Nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione, il tempo mediano di
sopravvivenza ¢ stato pari a 53 mesi (IC 95%: non determinabile). Questi dati
suggeriscono una sopravvivenza almeno comparabile nei pazienti trattati con BTKi
di seconda generazione. sebbene siano necessari ulteriori dati per una valutazione

piu completa e robusta.
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Figura 10: grafico dell’analisi di sopravvivenza a 48 mesi
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4.3 EVENTI AVVERSI CARDIOVASCOLARI

4.3.1 TUTTI GLI EVENTI CARDIOVASCOLARI

Analisi descrittiva

Durante il periodo di osservazione, 62 pazienti (44,6%) trattati con ibrutinib hanno
manifestato almeno un evento cardiovascolare. Al contrario, tra i pazienti trattati
con BTKi di seconda generazione 10 soggetti (19,6%) hanno riportato almeno un
evento cardiovascolare. La differenza nella frequenza degli eventi tra i due gruppi
terapeutici ¢ risultata statisticamente significativa (p = 0,003). Nel gruppo trattato
con il primo inibitore, il 37,1% dei pazienti con eventi cardiovascolari era di sesso
femminile (n = 23), mentre il 62,9% era di sesso maschile (n = 39). Nel gruppo
trattato con acalabrutinib o zanubrutinib, la distribuzione per sesso tra i pazienti con
eventi cardiovascolari ¢ stata rispettivamente del 40,0% per le donne (n = 4) e del
60,0% per gli uomini (n = 6) (p = 0,86).

L’eta mediana al momento dell’evento cardiovascolare era di 75 anni (IQR: 71—
77,8) nel gruppo trattato con ibrutinib e di 76,5 anni (IQR: 68-80,5) nel gruppo
trattato con BTKi di seconda generazione (Figura 11), senza differenze

statisticamente significative (p = 0,99, Figure 11).
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Figura 11: confronto delle eta dei pazienti al momento dell’evento
cardiovascolare

Il tempo mediano dall’inizio del trattamento alla comparsa del primo evento
cardiovascolare ¢ risultato pari a 47 mesi nei pazienti trattati con ibrutinib (IQR:
10—non stimabile). Nel gruppo trattato con 1 BTKi di seconda generazione, il tempo
mediano alla comparsa del primo evento cardiovascolare non ¢ stato raggiunto
durante il periodo di osservazione (IQR: 24-non stimabile).

Sebbene tali dati possano suggerire una tendenza a una maggiore sopravvivenza

libera da eventi cardiovascolari nei pazienti trattati con BTKi di seconda
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generazione, il confronto tra i due gruppi mediante test log-rank non ha evidenziato

differenze statisticamente significative (p = 0,20) (Figura 12).
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Figura 12: tempo alla comparsa del primo evento cardiovascolare

Analisi di incidenza cumulativa

L’analisi dell’incidenza cumulativa degli eventi cardiovascolari generici a 48 mesi
ha mostrato una stima pari al 48% (IC 95%: 38%—57%) nel gruppo trattato con
ibrutinib e al 30% (IC 95%: 11%—52%) nel gruppo trattato con BTKi di seconda
generazione (Figura 13). Pur evidenziando una tendenza a una minore incidenza
nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione, il test di Gray non ha rilevato

una differenza statisticamente significativa tra i due gruppi (p = 0,12).
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Figura 13: incidenza cumulativa degli eventi cardiovascolari

Analisi di regressione univariata

E stata condotta un’analisi di regressione univariata per valutare ’associazione tra
ciascuna variabile indipendente e il rischio di eventi cardiovascolari. Le variabili
considerate includevano: sesso, eta, stato della malattia (nuova diagnosi vs.

progressione), storia di pregressa chemioterapia, numero di linee terapeutiche
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precedenti, concomitante utilizzo di terapia anti-CD20 e il tipo di BTKi
somministrato.

I pazienti di sesso maschile hanno mostrato un rischio aumentato del 49% di eventi
cardiovascolari rispetto alle pazienti di sesso femminile; tuttavia, tale differenza
non ha raggiunto la significativita statistica (HR=1,49; IC 95%: 0,93-2,41; p=
0,10). Per quanto riguarda I’eta, si ¢ osservato un incremento del rischio pari al 2%
per ogni anno aggiuntivo, senza significativita statistica (HR = 1,02; IC 95%: 0,99—
1,05; p=0,20).

Non sono state riscontrate differenze significative nel rischio cardiovascolare tra
pazienti con malattia in progressione rispetto a quelli con nuova diagnosi
(HR=0,90; IC 95%: 0,56-1,43; p=0,70). Analogamente, la pregressa terapia
chemioterapica (HR=1,04; IC 95%: 0,65—1,66; p=0,90), il numero di trattamenti
precedenti (HR=1,05; IC 95%: 0,90-1,22; p=0,60) e I'utilizzo di terapia anti-CD20
(HR=0,91; IC 95%: 0,37-2,27; p=0,80) non hanno mostrato associazioni
significative con il rischio cardiovascolare. L’analisi univariata ha evidenziato una
riduzione del rischio di sviluppo di eventi cardiovascolari associata al trattamento
con BTKi di seconda generazione rispetto a ibrutinib, ma tale non ¢ risultata

statisticamente significativa (HR=0,62; IC 95%: 0,31-1,22; p=0,20).

4.3.2 IPERTENSIONE

Analisi descrittiva

Durante il trattamento con inibitori della tirosin-chinasi di Bruton (BTKi),
I’ipertensione ¢ stata osservata in 34 pazienti (24,5%) trattati con ibrutinib e in 7
pazienti (13,7%) trattati con 1 BTKi di seconda generazione (p = 0,16). Nel gruppo
trattato con ibrutinib, I’evento ha coinvolto il 41,2% di pazienti di sesso femminile
(n=14) e il 58,8% di sesso maschile (n = 20). Nel gruppo trattato con 1 BTKi di
seconda generazione, la maggior parte dei casi ha riguardato uomini (85,7%, n =
6), con un solo caso in una donna (14,3%) (p = 0,23).

L’eta mediana all’insorgenza di ipertensione ¢ risultata 74,5 anni (IQR: 71-77) per
ibrutinib e 76 anni (IQR: 64,5-78) per 1 BTKi di seconda generazione (p = 0,76,
Figura 14).
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Figura 14: confronto delle eta dei pazienti al momento dello sviluppo di
ipertensione

Per quanto riguarda I’evento avverso 'ipertensione’, I’analisi dei tempi di insorgenza
mediante modello di sopravvivenza ha mostrato che le mediane di insorgenza del
primo episodio ipertensivo non sono state raggiunte in entrambi 1 gruppi.

L’analisi comparativa tramite il test di log-rank non ha mostrato una differenza

statisticamente significativa tra i due gruppi (p =1, Figura 15).
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Figura 15: tempo alla comparsa del primo evento ipertensivo

Nel gruppo trattato con ibrutinib, il 52,9% dei pazienti ha sviluppato una nuova
diagnosi di ipertensione, mentre il 47,1% ha manifestato una riacutizzazione di
ipertensione preesistente. Nel gruppo trattato con acalabrutinib o zanubrutinib il
28,6% ha riportato una nuova insorgenza e il 71,4% una riacutizzazione, senza
differenze significative tra i gruppi (p = 0,4).

L’adeguamento della terapia antipertensiva ¢ stato frequente: 1’85,3% dei pazienti
con ipertensione in trattamento con ibrutinib ha richiesto I’inizio o la modifica della
terapia farmacologica antipertensiva, contro il 71,4% di adeguamenti avvenuti nel
gruppo trattato con i BTKi di seconda generazione (p = 0,58). In un solo caso, il

trattamento con ibrutinib ¢ stato interrotto a causa di una crisi ipertensiva grave G3.
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Analisi di incidenza cumulativa

L’incidenza cumulativa stimata di ipertensione a 48 mesi ¢ stata del 25% (IC 95%:
17%—-34%) nel gruppo trattato con ibrutinib e del 16% (IC 95%: 6,8%—29%) nel
gruppo trattato con i BTKi di seconda generazione. Sebbene si osservi una tendenza
a una minore incidenza nel secondo gruppo, questa non si ¢ dimostrata

statisticamente significativa (p =0,8) (Figura 16).
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Figura 16: grafico di incidenza cumulativa degli eventi ipertensivi

Analisi di regressione univariata

E stata effettuata un’analisi di regressione univariata per valutare I’associazione tra
variabili cliniche e il rischio di insorgenza di ipertensione durante il trattamento.
Le wvariabili considerate includevano: sesso, eta, la presenza di pregressa
ipertensione, lo stato della malattia (nuova diagnosi vs. progressione), storia di
precedenti trattamenti chemioterapici, il numero di linee terapeutiche precedenti, il
concomitante utilizzo di terapia anti-CD20 e il tipo di BTKi somministrato.
Nessuna variabile ha raggiunto la significativita statistica. Il sesso maschile ha
mostrato un rischio aumentato non significativo (HR= 1,51; IC 95%: 0,80-2,86;
p=0,2). L’eta (HR= 1,01; IC 95%: 0,97-1,05; p= 0,6), la presenza di ipertensione
pregressa (HR=1,52; IC 95%: 0,82-2,80; p=0,2), ’uso di terapie chemioterapiche
(HR=0,66; IC 95%: 0,34-1,29; p=0,2), lo stato della malattia (HR=1,42; IC 95%:
0,76-2,66; p=0,3), il numero di linee terapeutiche precedenti (HR= 0,89; IC 95%:
0,70-1,14; p= 0,4) e ’uso di terapia anti-CD20 (HR= 1,29; IC 95%: 0,46-3,64;p=
0,6) non hanno mostrato associazioni significative.

Il trattamento con BTKi di seconda generazione non ¢ risultato associato a un
rischio significativamente diverso rispetto a ibrutinib (HR= 0,98; IC 95%: 0,42—
2,27;p>0)9).
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4.3.3 FIBRILLAZIONE ATRIALE

Analisi descrittiva

Durante il trattamento con BTKi, la FA ¢ stata osservata in 26 pazienti (18,7%) del
gruppo trattato con ibrutinib e in 2 pazienti (3,9%) del gruppo trattato con gli
inibitori di BTK di seconda generazione. La differenza nella frequenza dell’evento
tra 1 due gruppi terapeutici € risultata statisticamente significativa (p = 0,01).

Nel gruppo trattato con ibrutinib, la FA ha interessato prevalentemente pazienti di
sesso maschile (n=19, 73,1%;), mentre 7 pazienti (26,9%) erano di sesso femminile.
Al contrario, nel gruppo trattato con i BTKi di seconda generazione entrambi 1 casi
si sono verificati in pazienti di sesso femminile (p = 0,1).

L’eta mediana all’insorgenza dell’evento ¢ risultata pari a 75,5 anni (IQR: 73-80,8)
nel gruppo trattato con ibrutinib, mentre nei pazienti trattati con BTKi di seconda

generazione la mediana era di 81,5 anni (IQR: 81,2-81,8) (p = 0,24) (Figura 17).
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Figura 17: confronto delle eta dei pazienti al momento dell’evento di
fibrillazione atriale

Il numero molto limitato di eventi osservati ha impedito una stima robusta delle
distribuzioni di sopravvivenza. Di conseguenza non ¢ stato possibile determinare
con precisione il tempo mediano alla comparsa dell’evento né le soglie temporali
associate ai quartili. Il confronto dei tempi all’evento tra 1 due gruppi, effettuato
mediante il test di log-rank ha evidenziato un’insorgenza piu tardiva con gli inibitori
di seconda generazione rispetto ad ibrutinib con  una differenza statisticamente

significativa (p = 0.04) (Figura 18).
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Figura 18: tempo alla comparsa del primo evento aritmico (FA)

Per quanto riguarda la natura dell’evento, nel gruppo trattato con ibrutinib si sono
registrati 24 casi (92,3%) di nuova insorgenza e 2 casi (7,7%) di recidiva, mentre
nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione si € osservato 1 caso (50%) di
nuova insorgenza e 1 caso (50%) di riacutizzazione di FA preesistente (p = 0,21).

In base agli indicit CHA2DVASc e HAS-BLED la terapia anticoagulante ¢ stata
avviata in 20 pazienti (76,9%) del gruppo trattato con ibrutinib e in 1 paziente (50%)
del gruppo trattato con BTKi di seconda generazione (p = 0,44), mentre un
adeguamento della terapia antiaritmica ¢ stato necessario rispettivamente in 17
pazienti (65,4%) e in 1 paziente (50%) (p = 1,00). In un caso, il trattamento con
ibrutinib ¢ stato sospeso per FA non controllabile, mentre un altro paziente ¢

deceduto in seguito all’evento aritmico.

Analisi di incidenza cumulativa

A 48 mesi di follow-up, 1’analisi dell’incidenza cumulativa ha stimato che il 21%
(IC 95%: 14%—-29%) dei pazienti trattati con ibrutinib aveva sviluppato FA, rispetto
al 9,1% (IC 95%: 0,97%-29%) dei pazienti trattati con BTKi di seconda

generazione (Figura 19).
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Figura 19: incidenza cumulativa degli eventi aritmici (FA)
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Il confronto tra i due gruppi, condotto mediante test di Gray, ha mostrato una
differenza statisticamente significativa (p=0,035, Figura 19), suggerendo una

minore incidenza di FA nei pazienti trattati con farmaci di seconda generazione.

Analisi di regressione univariata

L’analisi di regressione univariata ¢ stata condotta per esplorare 1’associazione tra
altre variabili cliniche e il rischio di insorgenza di FA durante il trattamento con
BTKi. Le variabili incluse sono: sesso ed eta dei pazienti, presenza di FA pregressa,
presenza di pregressa ipertensione, il tipo di farmaco utilizzato, lo stato della
malattia, la storia pregressa di chemioterapia, il numero di linee terapeutiche
precedenti e I’impiego di terapia anti-CD20.

Da queste analisi ¢ risultato che il sesso maschile ha mostrato una tendenza verso
un rischio aumentato di FA (HR=1,76; IC 95%: 0,80-3,90; p=0,20), senza
raggiungere la significativita statistica. Al contrario, 1’etd si ¢ associata
significativamente a un aumento del rischio, con un incremento del 6% per ogni
anno aggiuntivo (HR=1,06; IC 95%: 1,01-1,11; p=0,016). Anche la presenza di FA
pregressa si ¢ confermata un importante fattore di rischio per la recidiva dell’evento
durante il trattamento (HR=3,59; IC 95%: 1,08-11,9; p=0,037).

Non sono risultate significativamente associate al rischio di FA il pregresso uso di
terapie chemioterapiche (HR=1,59; p=0,20), lo stato della malattia (HR=0,54;
p=0,11), il numero di trattamenti precedenti (HR=1,21; p=0,081), la pregressa
presenza di ipertensione (HR=1,40; IC 95%: 0,67-2,95; p=0,4) I'uso della terapia
anti-CD20 (HR=0,39; p=0,30).

Per quanto concerne il tipo di trattamento, gli inibitori di BTK di seconda
generazione hanno mostrato una tendenza verso un rischio ridotto di sviluppare FA
rispetto a ibrutinib, senza tuttavia raggiungere la significativita (HR=0,25; IC 95%:

0,06-1,07; p=0,062).

Analisi di regressione multivariata
Nell’analisi multivariata, sono state incluse le variabili eta, la pregressa FA e il tipo
di inibitore di BTK utilizzato, che sono state selezionate in base alla loro rilevanza

clinica e ai risultati ottenuti nell’analisi univariata.
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I dati dimostrano che il trattamento con i BTKi di seconda generazione ¢ risultato
significativamente associato a un rischio ridotto di sviluppare FA rispetto a ibrutinib
(HR=0,17; IC 95%: 0,04-0,78; p=0,02).

L’eta ha mantenuto un’associazione significativa con I’evento, con un incremento
del rischio pari al 7% per ogni anno di eta (HR=1,07; IC 95%: 1,01-1,13; p=0,019).
La presenza di FA pregressa ¢ risultata il fattore predittivo piu forte, associandosi a
un rischio di sviluppare 1’evento aumentato di oltre 5 volte rispetto ai pazienti senza

storia aritmica (HR=5,54; IC 95%: 1,57-19,5; p=0,01).

4.3.4 SCOMPENSO CARDIACO

Analisi descrittiva

L’incidenza di HF durante il trattamento con inibitori della tirosin-chinasi di Bruton
¢ risultata complessivamente bassa in entrambi i gruppi. Tra i pazienti trattati con
ibrutinib si sono verificati 4 casi su 139 (2,9%), mentre nel gruppo trattato con BTKi
di seconda generazione ¢ stato registrato 1 caso su 51 pazienti (1,96%) (p = 1,0).
Tutti 1 casi si sono verificati in pazienti senza una diagnosi pregressa,
configurandosi quindi come nuove insorgenze.

Per quanto riguarda la distribuzione per sesso, nel gruppo trattato con ibrutinib due
pazienti erano di sesso maschile (50%) e due di sesso femminile (50%). L’unico
caso nel gruppo trattato con 1 BTKi di seconda generazione ha interessato una
paziente di sesso femminile (p = 1,0).

L’eta mediana all’insorgenza dell’evento ¢ stata di 74,5 anni (IQR: 73-79,2) nei
pazienti trattati con ibrutinib. Il singolo caso osservato nel gruppo trattato con BTKi

di seconda generazione si ¢ verificato in una paziente di 81 anni (Figura 20).
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Figura 20: confronto delle eta dei pazienti al momento dello scompenso
cardiaco
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Il tempo mediano all’insorgenza di HF nei pazienti trattati con ibrutinib e con BTKi
di seconda generazione non ¢ stato raggiunto, in considerazione della bassa
incidenza dell’evento. Il confronto dei tempi all’evento non ha evidenziato una
differenza statisticamente significativa (p = 0,8) (Figura 21); tuttavia, la validita di
questo risultato ¢ limitata dal numero molto ridotto di casi (n = 5). Un paziente

trattato con ibrutinib ¢ deceduto a seguito dell’evento.
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Figura 21: tempo alla comparsa dello scompenso cardiaco

Analisi di incidenza cumulativa

L’analisi dell’incidenza cumulativa di HF a 48 mesi non ha evidenziato differenze
significative tra i due gruppi di trattamento (Figura 22).

Nei pazienti trattati con ibrutinib, ’incidenza stimata ¢ stata del 2,9% (IC 95%:
0,73%—7,7%), mentre nei pazienti trattati con BTKi di seconda generazione ¢
risultata pari al 2,0% (IC 95%: 0,16%—9,4%) (p = 0,8).
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Figura 22: incidenza cumulativa dello scompenso cardiaco
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Analisi univariata

Nell’analisi univariata nessuna delle variabili considerate ha mostrato
un’associazione statisticamente significativa con I’evento.

Il trattamento con inibitori di seconda generazione non ¢ risultato associato a un
rischio significativamente diverso rispetto a ibrutinib (HR=1,44; IC 95%: 0,14—
15,2; p=0,8). L’eta, pur mostrando una tendenza verso un aumento del rischio, non
ha raggiunto la significativita statistica (HR=1,09 per ogni anno in piu; IC 95%:
0,97-1,23; p=0,2).

Il sesso maschile ¢ risultato associato a un rischio piu basso rispetto al sesso
femminile, ma anche in questo caso senza significativita (HR=0,53; IC 95%: 0,09—
3,19; p=0.,5).

Altri fattori clinici valutati, come la storia di chemioterapia pregressa (HR=2,13; IC
95%: 0,35-12,8; p=0,4), lo stato della malattia al momento dell’inizio del
trattamento (HR=0,24; IC 95%: 0,03-2,14; p=0,2), il numero di linee terapeutiche
precedenti (HR=1,33; IC 95%: 0,82-2,16; p=0,3), ¢ I’uso di terapia anti-CD20
(HR=0,00; IC 95%: 0,00—c0; p >0,9), non hanno mostrato un impatto significativo

sul rischio di sviluppare HF.

4.3.5 ALTRI EVENTI CARDIOVASCOLARI

Analisi descrittiva

L’incidenza di eventi cardiovascolari diversi da FA, ipertensione e HF ¢ risultata
piu elevata tra 1 pazienti trattati con ibrutinib rispetto a quelli in terapia con BTKi
di seconda generazione. In particolare, sono stati osservati 12 casi su 139 pazienti
(8,6%) nel gruppo trattato con ibrutinib, contro un solo evento su 51 pazienti (2,0%)
trattati con acalabrutinib o zanubrutinib. Tuttavia, tale differenza non ha raggiunto
la significativita statistica (p = 0,19).

Nel dettaglio, tra 1 pazienti in trattamento con ibrutinib si sono verificati: 3 episodi
di battiti ectopici sopraventricolari (BESV), 2 di tachicardia parossistica
sopraventricolare (TPSV), 1 caso di flutter atriale, 2 di cardiomiopatia dilatativa
ipocinetica (di cui uno ha richiesto la sospensione del trattamento per significativa
riduzione della frazione di eiezione), 2 sindromi coronariche acute, 1 caso di

cardiomiopatia Tako-Tsubo e 1 di cardiopatia ischemico-ipertensiva. Nel gruppo
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trattato con BTKi di seconda generazione ¢ stato segnalato un singolo caso di

TPSV.

BTK:i di prima generazione

Evento cardiovascolare N. pazienti
BESYV (battiti ectopici sopraventricolari) 3

TPSV (tachicardia parossistica | 2
sopraventricolare)

Flutter atriale 1

Cardiopatia dilatativa ipocinetica

2 (1 con sospensione del

trattamento)

Sindrome coronarica acuta (SCA) 2
Cardiomiopatia Tako-Tsubo 1
Cardiopatia ischemico-ipertensiva 1
Totale 12

BTK:i di seconda generazione
Evento cardiovascolare N. pazienti
TPSV (tachicardia parossistica | 1
sopraventricolare)
Totale 1

Dal punto di vista della distribuzione per sesso, nel gruppo ibrutinib gli eventi hanno

interessato 7 pazienti di sesso femminile (58,3%) e 5 di sesso maschile (41,7%).

L’unico evento nel gruppo BTKi di seconda generazione si ¢ verificato in una

paziente di sesso femminile (p = 1,0).
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L’eta mediana al momento dell’insorgenza dell’evento, nei pazienti in trattamento
con ibrutinib, ¢ risultata pari a 72,5 anni (IQR: 69,5-76,8), mentre la paziente del

gruppo BTKi di seconda generazione aveva 67 anni (Figura 23).
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Figura 23: confronto delle eta al momento dell’evento

In entrambi 1 gruppi di trattamento 1’esigua numerosita di eventi non ha reso
possibile effettuare la stima dei tempi mediani di insorgenza e i tempi quartili.

I confronto tra i tempi all’evento non ha mostrato una differenza statisticamente

significativa (p = 0,4) (Figura 24).
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Figura 24: tempo alla comparsa di eventi cardiovascolari aggiuntivi

Analisi di incidenza cumulativa

L’analisi dell’incidenza cumulativa a 48 mesi ha mostrato nei pazienti trattai con
ibrutinib un’incidenza stimata di altri eventi cardiovascolari pari al 10% (IC 95%:
5,3%—17%), rispetto al 2,2% (IC 95%: 0,17%—-10%) nei pazienti in terapia con
BTKi di seconda generazione (Figura 25). Il confronto tra 1 due gruppi non ha

evidenziato una differenza statisticamente significativa (p = 0,3).
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Figura 25: incidenza cumulativa degli eventi cardiovascolari aggiuntivi

4.4 EVENTI INFETTIVI

4.4.1 TUTTI GLI EVENTI

Analisi descrittiva

Tra i pazienti trattati con inibitori della tirosin-chinasi di Bruton (BTKi), 99 su 139
pazienti (71,2%) nel gruppo trattato con ibrutinib e 28 su 51 pazienti (54,9%) nel
gruppo trattato con acalabrutinib o zanubrutinib hanno sviluppato almeno un evento
infettivo durante il periodo osservazionale. La differenza tra i due gruppi ¢ risultata
significativa (p = 0,03), suggerendo una possibile maggiore incidenza nel gruppo
trattato con ibrutinib.

Nel gruppo trattato con ibrutinib, i pazienti con infezioni erano in prevalenza di
sesso maschile (54 su 99, 54,5%), mentre le donne rappresentavano il 45,5% dei
casi (45 su 99). Nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione, la
distribuzione per sesso ¢ risultata equamente ripartita (14 uomini e 14 donne, p =
0,67). L’eta mediana al momento del primo evento infettivo ¢ risultata molto simile
nei due gruppi: 75 anni (IQR: 70-79) per ibrutinib e 74,5 anni (IQR: 67,8-81) per
1 BTKi di seconda generazione (p = 0,94, Figura 26).
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Figura 26: confronto delle eta al momento dell’evento
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Il tempo mediano all’insorgenza del primo evento infettivo ¢ stato di 19 mesi (IQR:
6—44) nei pazienti trattati con ibrutinib, rispetto a un tempo piu breve nel gruppo
trattato con BTKi di seconda generazione, pari a 8 mesi (IQR: 2-non
determinabile). L’analisi dei tempi all’evento non ha evidenziato differenze
statisticamente significative tra i due gruppi (p = 0,08, Figura 27).

Per quanto riguarda la frequenza degli eventi per paziente, la mediana ¢ risultata
pari a 2 episodi infettivi (IQR: 1-3) sia per 1 pazienti trattati con ibrutinib che per i

pazienti trattati con BTKi di seconda generazione (p = 0,6).
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Figura 27: Tempo alla comparsa del primo evento infettivo

Analisi di incidenza cumulativa

L’analisi dell’incidenza cumulativa degli eventi infettivi di qualsiasi grado ha
evidenziato una probabilita stimata a 48 mesi del 78% (IC 95%: 68%—85%) nei
pazienti trattati con ibrutinib, rispetto al 61% (IC 95%: 43%—75%) nei pazienti
trattati con BTKi di seconda generazione (Figura 28). Sebbene la differenza non
abbia raggiunto la significativita statistica (p = 0,14), si osserva una tendenza verso
una minore incidenza cumulativa nel gruppo trattato con acalabrutinib o

zanubrutinib.
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Figura 28: Incidenza cumulativa eventi infettivi
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Analisi di regressione univariata

Nell’analisi univariata per gli eventi infettivi le variabili considerate includevano:
sesso, eta, stato della malattia (nuova diagnosi vs. progressione), storia di pregressa
chemioterapia, numero di linee terapeutiche precedenti, concomitante utilizzo di
terapia anti-CD20 e il tipo di BTKi somministrato.

Dalle analisi emerge che il sesso maschile non ¢ associato a un rischio
significativamente diverso di sviluppare eventi infettivi rispetto al sesso femminile
(HR=0,82; IC 95%: 0,57-1,16; p=0,3). Anche l’eta non ha mostrato
un’associazione significativa (HR=1,01; IC 95%: 0,99-1,03; p=0,3), cosi come il
numero di linee terapeutiche precedenti (HR=0,94; IC 95%: 0,82—1,07; p=0,3) e lo
stato della malattia al momento dell’inizio del trattamento (HR=1,30; IC 95%:
0,91-1,86; p=0,15).

Al contrario, la presenza di una storia di chemioterapia pregressa si € associata a un
rischio significativamente ridotto di sviluppare infezioni (HR=0,69; IC 95%: 0,47—
0,99; p=0,047). L’uso di terapia anti-CD20 ha mostrato una tendenza verso un
aumento del rischio infettivo, pur senza raggiungere la significativita (HR=1,72; IC
95%: 0,92-3,23; p=0,089).

Infine, il trattamento con BTKi di seconda generazione ha mostrato una tendenza
verso un rischio infettivo aumentato rispetto a ibrutinib (HR=1,54; 1C 95%: 0,99—

2,39; p=0,06), suggerendo un possibile segnale di rischio.

Analisi di regressione multivariata

Sulla base dei risultati dell’analisi univariata e della rilevanza clinica delle variabili,
I’analisi multivariata ha incluso: tipo di BTKi utilizzato (prima vs seconda
generazione), presenza di trattamenti chemioterapici pregressi e 1’uso concomitante
di terapia anti-CD20.

Dall’analisi € emerso che il trattamento con BTKi di seconda generazione ¢ risultato
significativamente associato a un aumento del rischio di eventi infettivi rispetto a
ibrutinib (HR=1,62; IC 95%: 1,03-2,56; p=0,04), in controtendenza rispetto
all’ipotesi di maggiore tollerabilita infettiva.

La chemioterapia pregressa ha mantenuto una tendenza verso un effetto protettivo,

pur senza raggiungere la significativita statistica (HR=0,74; IC 95%: 0,50-1,08;
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p=0,12). L’uso di terapia anti-CD20, non ¢ risultato significativamente associato

all’aumento del rischio infettivo (HR=1,74; IC 95%: 0,89-3,38; p=0,1).

4.4.2 EVENTI INFETTIVI G1-G2

Analisi descrittiva

Nel gruppo di pazienti trattati con BTKi di prima generazione, 86 su 139 pazienti
(61,9%) hanno sviluppato almeno un evento infettivo di grado 1-2, contro i 22 su
51 pazienti (43,1%) nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione. La
differenza tra i due gruppi ¢ risultata statisticamente significativa (p = 0,03),
suggerendo una maggiore incidenza di eventi infettivi di basso grado nel gruppo
trattato con ibrutinib.

Tra i pazienti che hanno sviluppato almeno un evento infettivo, nel gruppo trattato
con ibrutinib (n = 86), 46 erano uomini (53,5%) e 40 donne (46,5%); nel gruppo
trattato con BTKi di seconda generazione (n = 22), 12 erano uomini (54,5%) e 10
donne (45,5%). La distribuzione per sesso ¢ risultata sovrapponibile (p = 1).

L’eta mediana al momento del primo evento infettivo ¢ risultata pari a 74 anni (IQR:
70-78,75) nei pazienti trattati con ibrutinib ¢ 72 anni (IQR: 63,25-80,75) nei
pazienti trattati con BTKi di seconda generazione (p = 0,63) (Figura 29).
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Figura 29: confronto delle eta al momento dell’evento

Il tempo mediano all’insorgenza dell’evento ¢ stato di 24 mesi (IQR: 9-48) nel
gruppo trattato con ibrutinib, mentre nel gruppo BTKi di seconda generazione ¢
stato di 16 mesi (IQR: 3—non determinabile), con una maggiore incertezza dovuta

alla censura dei dati.
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I confronto delle curve di sopravvivenza non ha evidenziato differenze

statisticamente significative (p = 0,3) (Figura 30).
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Figura 30: tempo alla comparsa del primo evento infettivo g1-g2

Nel gruppo trattato con ibrutinib sono stati registrati complessivamente 185 eventi

infettivi G1-2, con una media per paziente di 2,15 + 1,46 e una mediana di 2 eventi

(IQR: 1-3). Nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione sono stati

osservati 43 eventi, con una media di 2,00 + 1,27 ¢ una mediana di 2 eventi (IQR:

1-2,8). 1l confronto tra i due gruppi non ha mostrato differenze significative nel

numero di eventi per paziente (p = 0,74).

La distribuzione per apparato ha evidenziato:

¢ BTK:i di prima generazione: 63,8% respiratorio, 17,8% urinario, 6,5%
gastrointestinale, 5,4% tegumentario, 3,8% sistema nervoso centrale, 2,2%
riproduttivo, 0,5% sierose.

¢ BTK:i di seconda generazione: 60,8% respiratorio, 9,8% urinario, 7,8%
tegumentario, 3,9% gastrointestinale, 2,0% sistema nervoso centrale, 0%

riproduttivo e sierose.

I confronti statistici tra i gruppi per i singoli distretti infettivi non hanno mostrato

differenze significative (tutti i p > 0,05) (Figura 31).
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Figura 31: distribuzione delle infezioni g1-g2
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Analisi di incidenza cumulativa

L’incidenza cumulativa a 48 mesi degli eventi infettivi di grado 1-2 ¢ risultata
maggiore nel gruppo trattato con ibrutinib, pari al 69% (IC 95%: 59%—77%)
rispetto al gruppo trattato con BTKi di seconda generazione: 49% (IC 95%: 32%—
63%) (p = 0,3) (Figura 32).
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Figura 32: Incidenza cumulativa eventi infettivi g1-g2

Analisi di regressione univariata

L’analisi di regressione univariata ¢ stata condotta al fine di esplorare I’associazione
tra diverse variabili cliniche e il rischio di sviluppare eventi infettivi di grado 1-2
durante il trattamento con BTKi.

Il sesso maschile non ¢ risultato significativamente associato all’insorgenza di
infezioni, con un hazard ratio (HR) pari a 0,89 (IC 95%: 0,61-1,30; p=0,6).
Analogamente, I’eta non ha mostrato alcuna associazione statisticamente
significativa, con un HR di 0,99 (IC 95%: 0,97-1,02; p=0,5).

La storia di chemioterapia pregressa ha evidenziato una tendenza verso un effetto
protettivo nei confronti dell’insorgenza di eventi infettivi di basso grado, senza
tuttavia raggiungere la soglia di significativita statistica (HR = 0,68; IC 95%: 0,46—
1,01; p=0,056). Per quanto riguarda lo stato della malattia al momento dell’inizio
del trattamento, si € osservata una tendenza verso un incremento del rischio di
eventi infettivi nei pazienti in fase di progressione rispetto a quelli con nuova
diagnosi (HR=1,44; IC 95%: 0,97-2,12; p=0,068), sebbene anche in questo caso il
risultato non sia risultato statisticamente significativo.

Anche il numero di linee terapeutiche precedenti non ha mostrato un’associazione
significativa con il rischio di infezioni di grado 1-2 (HR=0,90; IC 95%: 0,77-1,04;

p=0,14). In modo differente, 1’'uso di una terapia anti-CD20 si ¢ rivelato
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significativamente associato a un aumento del rischio di eventi infettivi, con un HR
pari a 2,38 (IC 95%: 1,25-4,50; p=0,008). Infine, il trattamento con BTKi di
seconda generazione ha mostrato una tendenza verso un rischio aumentato rispetto
a ibrutinib, ma senza raggiungere la significativita statistica (HR=1,38; IC 95%:

0,85-2,25; p=0,2).

Analisi di regressione multivariata

Alla luce dei risultati ottenuti nell’analisi univariata e tenendo conto della rilevanza
clinica delle variabili, ¢ stata effettuata un’analisi di regressione multivariata che ha
incluso il tipo di BTKi somministrato e I’uso concomitante di terapia anti-CD20.
Il risultato ha mostrato come 1’unica variabile risultata significativamente associata
a un aumento del rischio di eventi infettivi di grado 1-2 sia stata I’esposizione a
terapia anti-CD20, con un hazard ratio pari a 2,68 (IC 95%: 1,39-5,17; p=0,003). I
trattamento con BTKi di seconda generazione ha mostrato una tendenza verso un
aumentato rischio rispetto a ibrutinib (HR=1,56; IC 95%: 0,95-2,58), pur senza

raggiungere la significativita statistica (p=0,08).

4.4.3 EVENTI INFETTIVI G3-G5

Analisi descrittiva

Nel gruppo di pazienti trattati con BTKi di prima generazione, 54 su 139 (38,8%)
hanno sviluppato almeno un evento infettivo di grado 3 o superiore, rispetto ai 13
su 51 pazienti (25,5%) infettati nel gruppo trattato con inibitori di seconda
generazione. La differenza tra i due gruppi non ha raggiunto la significativita
statistica (p = 0,09), ma evidenzia una tendenza verso una minore incidenza di
infezioni gravi nei pazienti trattati con BTKi piu recenti.

Per quanto riguarda la distribuzione per sesso tra i pazienti che hanno sviluppato
almeno un’infezione grave, nel gruppo trattato con ibrutinib il 61,1% era di sesso
maschile (n = 33) e il 38,9% femminile (n = 21), mentre nel gruppo di seconda
generazione la distribuzione ¢ risultata pressoché equivalente, con 7 uomini

(53,8%) e 6 donne (46,2%) (p = 0,86).
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L’eta mediana al momento del primo evento infettivo grave ¢ stata di 77 anni (IQR:
74,25-80,75) per il gruppo trattato con ibrutinib, e di 76 anni (IQR: 72-79) per il
gruppo trattato con inibitori di seconda generazione, senza differenze significative

tra 1 gruppi (p = 0,52) (Figura 33).
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Figura 33: confronto delle eta dei pazienti al momento dell’evento

Il tempo mediano all’insorgenza dell’infezione di grado 3—5 ¢ risultato piu lungo
nei pazienti trattati con ibrutinib, pari a 64 mesi (IQR: 30-94), rispetto al gruppo di
seconda generazione, in cui non ¢ stato possibile stimare una mediana a causa della
censura dei dati, sebbene il primo quartile fosse pari a 22 mesi. L’analisi delle curve
dei tempi all’evento mediante test log-rank non ha mostrato differenze significative
tra 1 gruppi (p = 0,2) (Figura 34).

Il numero di eventi infettivi gravi per paziente ¢ risultato mediamente pari a 1,28+
0,56 nel gruppo ibrutinib e a 1,62 £+ 0,76 nel gruppo di seconda generazione, con
una mediana di 1 evento in entrambi i1 gruppi (IQR: 1-1 e 1-2, rispettivamente),

senza differenze statisticamente significative (p = 0,77).
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Figura 34: tempo alla comparsa del primo evento infettivo g3-g5
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La distribuzione degli eventi per apparato ha evidenziato:

e BTKi di prima generazione: 72,5% respiratorio, 14,6% urinario, 10,1%
gastrointestinale, 1,4% tegumentario, 1,4% sistema nervoso centrale.

e BTKIi di seconda generazione: 57,1% respiratorio, 28,6% urinario, 14,3%
sistema nervoso centrale.

I confronto tra i gruppi per la distribuzione delle infezioni gravi non ha evidenziato

differenze significative per le sedi respiratorie (p = 0,29), urinarie (p = 0,25),

gastrointestinali (p = 0,19) e tegumentarie (p = 1). Tuttavia, per le infezioni gravi

del sistema nervoso centrale ¢ stata rilevata una differenza statisticamente

significativa (p = 0,038) con un maggior numero riscontrate nei pazienti trattati con

BTK:i di II generazione (Figura 35).
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Figura 35: distribuzione delle infezioni g3-g5

Per quanto riguarda la gravita clinica degli eventi, nel gruppo trattato con ibrutinib,
10 pazienti (18,5%) hanno sviluppato un episodio di sepsi, rispetto a 4 pazienti
(30,8%) nel gruppo di seconda generazione (p = 0,33).

La mortalita infettiva ¢ risultata comparabile nei due gruppi. Nei pazienti trattati
con ibrutinib si sono verificati 15 decessi per causa infettiva (27,8%), di cui 10
attribuiti a polmonite e 5 a sepsi. Nel gruppo trattato con inibitori di seconda
generazione, 3 pazienti su 13 (23,1%) sono deceduti a causa di un evento infettivo,
tutti a seguito di uno stato settico. Anche in questo caso, la differenza non ¢ risultata
statisticamente significativa (p = 0,73), suggerendo una simile letalita infettiva tra 1

due regimi terapeutici.
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Analisi di incidenza cumulativa

L’analisi dell’incidenza cumulativa degli eventi infettivi gravi (grado > 3 secondo
1 criteri CTCAE) ha mostrato che, a 48 mesi, ’incidenza osservata nel gruppo
trattato con inibitori di BTK di prima generazione era pari al 37% (IC 95%: 28%—
47%), mentre nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione risultava pari al
35% (IC 95%: 17%—53%). 1l confronto tra i due gruppi non ha evidenziato una
differenza statisticamente significativa (p = 0,3) (Figura 36). Tali risultati indicano
un’incidenza cumulativa sostanzialmente comparabile tra 1 due regimi terapeutici.
Tuttavia, ’ampiezza maggiore dell’intervallo di confidenza osservata nel gruppo
trattato con inibitori di seconda generazione riflette la minore numerosita

campionaria e la durata piu limitata del follow-up in questo sottogruppo.
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Figura 36: Incidenza cumulativa eventi infettivi g3-g5

Analisi di regressione univariata

E stata condotta un’analisi di regressione univariata al fine di identificare possibili
associazioni tra variabili cliniche e il rischio di sviluppare eventi infettivi di grado
3-5 durante il trattamento con BTKi. Tra le variabili analizzate, 1’eta ha mostrato
un’associazione statisticamente significativa con [I’insorgenza dell’evento,
risultando correlata a un incremento del rischio del 7% per ogni anno in piu di eta
(HR = 1.07; IC 95%: 1.03—-1.10; p < 0.001). Il numero di linee terapeutiche
precedenti ha evidenziato una tendenza verso un aumento del rischio, pur senza
raggiungere la significativita statistica (HR = 1.13; IC 95%: 0.97-1.32; p=0.11).
Le restanti variabili analizzate, ovvero il sesso (HR = 1.30; IC 95%: 0.79-2.14; p =
0.3), la storia di chemioterapia pregressa (HR = 1.20; IC 95%: 0.74-1.96; p = 0.5),
lo stato della malattia al momento dell’inizio del trattamento (HR = 0.86; IC 95%:

0.53-1.40; p = 0.5), I’'uso di terapia anti-CD20 (HR = 0.59; IC 95%: 0.21-1.63; p
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= 0.3) e il tipo di BTKi (HR = 1.52; IC 95%: 0.79-2.94; p = 0.2), non hanno

mostrato associazioni significative con I’evento infettivo grave.

4.5 EVENTI EMORRAGICI

4.5.1 TUTTI GLI EVENTI
Analisi descrittiva

Tra 1 pazienti affetti da CLL trattati con inibitori della tirosin-chinasi di Bruton 53
pazienti su 139 (38,1%) in trattamento con ibrutinib ha sviluppato almeno un evento
emorragico di qualsiasi grado, rispetto ai 17 su 51 pazienti (33,3%) in trattamento
con inibitori di seconda generazione (p = 0,54).

Nel gruppo di pazienti che hanno manifestato eventi emorragici durante il
trattamento con ibrutinib 31 erano di sesso maschile (58,5%) e 22 di sesso
femminile (41,5%). Analogamente, tra i pazienti che hanno sviluppato emorragie
nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione 11 erano uomini (64,7%) e 6
donne (35,3%) (p = 0,86).

L’eta mediana al momento del primo evento emorragico ¢ risultata pari a 73 anni
(IQR: 70-78) per i pazienti in trattamento con ibrutinib e 76 anni (IQR: 70—-82) per
coloro trattati con BTKi di seconda generazione (p = 0,48) (Figura 37).
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Figura 37: confronto delle eta dei pazienti al momento dell’evento

Il tempo mediano all’insorgenza degli eventi emorragici ¢ risultato pari a 69 mesi
(IQR: 9-non determinabile) nei pazienti trattati con ibrutinib. Nel gruppo trattato
con BTKi di seconda generazione, ¢ stato possibile stimare solo il primo quartile,
pari a 6 mesi, mentre la mediana e il terzo quartile non sono risultati calcolabili, a

causa dell’insufficiente numero di eventi osservati. Il test di log-rank utilizzato per
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confrontare i tempi all’evento tra i due gruppi non ha evidenziato una differenza

statisticamente significativa (p = 0,4) (Figura 38).
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Figura 38: tempo alla comparsa del primo evento emorragico

Per quanto riguarda le terapie concomitanti potenzialmente associate a rischio
emorragico, nei pazienti trattati con ibrutinib che hanno avuto eventi emorragici 5
(9,3%) assumevano antiaggreganti e 8 (14,8%) ricevevano una terapia
anticoagulante. Nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione, 2 pazienti
(11,8%) erano in terapia antiaggregante ¢ 1 paziente (5,9%) assumeva

anticoagulanti (p = 0,75).

Analisi di incidenza cumulativa

L’analisi dell’incidenza cumulativa ha mostrato, a 48 mesi, un’incidenza
complessiva di eventi emorragici di qualsiasi grado pari al 39% (IC 95%: 29%—
48%) nei pazienti trattati con ibrutinib e al 42% (IC 95%: 23%—59%) nel gruppo
trattato con BTKi di seconda generazione (Figura 39). Il confronto tra le curve
mediante test di Gray non ha evidenziato una differenza statisticamente
significativa (p = 0,5), suggerendo una sostanziale sovrapponibilita dell’incidenza

cumulativa di eventi emorragici tra 1 due regimi terapeutici.

0.5

=
s

Tipo di trattamento

=
[}

— BTKi di seconda generazione

=
&)

— ibrutinib

Incidenza cumulativa
o

=1
=1

0 10 20 30 40 50
Tempo (mesi)

Figura 39: Incidenza cumulativa degli eventi emorragici
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Analisi di regressione univariata

L’analisi di regressione univariata ha evidenziato che la chemioterapia pregressa
era associata a un rischio emorragico aumentato, con un’associazione al limite della
significativita statistica (HR= 1.60; IC 95%: 1.00-2.55; p= 0.050). Il numero di
linee terapeutiche precedenti ha mostrato una tendenza all’associazione con
I’insorgenza dell’evento (HR = 1.13; IC 95%: 0.98-1.32; p = 0.10).

Le restanti variabili analizzate, ovvero il sesso (HR= 1.23; IC 95%: 0.76—1.98; p=
0.4), I’eta (HR=1.01; IC 95%: 0.98—1.04; p= 0.4), lo stato della malattia (HR=0.76;
IC 95%: 0.47-1.21; p=0.2), I’uso di terapia anti-CD20 (HR= 0.77; IC 95%: 0.28—
2.12; p=0.6) e il tipo di BTKi utilizzato (HR= 1.25; IC 95%: 0.71-2.19; p= 0.4),

non hanno mostrato associazioni statisticamente significative.

4.5.2 EVENTI EMORRAGICI G1-G2

Analisi descrittiva

Tra 1 pazienti trattati con BTKi di prima generazione, 51 su 139 pazienti (36,7%)
hanno sviluppato almeno un evento emorragico di grado lieve o moderato (G1-G2),
rispetto a 14 su 51 pazienti (27,5%) trattati con BTKi di seconda generazione (p =
0,31).

Nel sottogruppo dei pazienti che hanno manifestato eventi emorragici G1-G2
durante 1l trattamento con ibrutinib, 29 erano di sesso maschile (56,9%) e 22 di
sesso femminile (43,1%). Analogamente, nel gruppo trattato con inibitori di
seconda generazione, i pazienti con eventi emorragici erano in prevalenza maschi
(9 su 14; 64,3%), rispetto alle femmine (5 su 14; 35,7%) (p = 0,85).

L’eta mediana al momento del primo evento emorragico ¢ risultata pari a 73 anni
(IQR: 69,5-77,5) nel gruppo trattato con ibrutinib, e 77,5 anni (IQR: 70,25-83,5)
nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione (p = 0,24) (Figura 40).
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Figura 40: confronto delle eta dei pazienti al momento dell’evento
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Il tempo mediano all’insorgenza degli eventi emorragici di grado 1-2 nel gruppo
trattato con ibrutinib ¢ risultato pari a 74 mesi (IQR: 9—non definito), evidenziando
un’elevata variabilita temporale e una censura importante dei dati.

Nel gruppo trattato con inibitori di seconda generazione, non ¢ stato possibile
stimare la mediana; tuttavia, il primo quartile ¢ risultato pari a 6 mesi, con un
intervallo interquartile non definibile a causa dell’elevata censura (p = 1) (Figura
41).

Per quanto riguarda le terapie concomitanti potenzialmente associate a un
aumentato rischio emorragico, nel gruppo trattato con BTKi di prima generazione,
5 pazienti (9,8%) assumevano terapia antiaggregante ¢ 6 (11,8%) ricevevano una
terapia anticoagulante. Nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione, 2
pazienti (14,3%) erano in terapia antiaggregante e 1 paziente (7,1%) assumeva

anticoagulanti. Anche in questo caso, non sono emerse differenze significative tra i

gruppi (p = 1).
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Figura 41: tempo alla comparsa del primo evento emorragico gl-g2

Analisi di incidenza cumulativa

L’incidenza cumulativa di eventi emorragici di grado 1-2 a 48 mesi ¢ stata pari al
39% (IC 95%: 30%—48%) nel gruppo trattato con ibrutinib, rispetto al 28% (IC
95%: 16%—41%) nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione (Figura 42).
Sebbene I’incidenza osservata sia stata piu bassa nel secondo gruppo, il test di Gray
non ha evidenziato una differenza statisticamente significativa tra 1 due regimi

terapeutici (p = 0,9).



109

f=1
o

[=1
.

J_f—j Tipo di trattamento

— BTKi di seconda generazione
— ibrutinib

[=1
3%}

f=1
)

Incidenza cumulativa
o

f=1
=

0 10 20 30 40 50
Tempo (mesi)

Figura 42: Incidenza cumulativa eventi emorragici gl1-g2

Analisi di regressione

L’analisi di regressione univariata ha evidenziato una tendenza verso
un’associazione tra chemioterapia pregressa € un aumentato rischio di eventi
emorragici di grado 1-2 (HR=1.55; IC 95%: 0.95-2.52; p=0.078). Le altre variabili
analizzate, tra cui eta (HR=1.02; IC 95%: 0.99-1.05; p=0.3), numero di linee
terapeutiche precedenti (HR=1.10; IC 95%: 0.94—1.29; p=0.3), sesso (HR=1.16; IC
95%: 0.71-1.89; p=0.6), stato della malattia (HR=0.77; IC 95%: 0.47-1.25; p=0.3),
uso di terapia anti-CD20 (HR=0.83; IC 95%: 0.30-2.28; p=0.7) e tipo di BTKi
(HR=1.01; IC 95%: 0.55-1.85; p>0.9), non hanno mostrato associazioni

statisticamente significative.

4.5.3 EVENTI EMORRAGICI G3-G5

Analisi descrittiva

Tra 1 pazienti affetti da CLL trattati con BTKi, 7 su 139 pazienti (5,0%) in
trattamento con ibrutinib e 3 su 51 (5,9%) in trattamento con BTKi di seconda
generazione hanno sviluppato almeno un evento emorragico di grado severo (G3—
G5) (p=10,73).

Nel gruppo trattato con ibrutinib, 2 pazienti (28,6%) erano di sesso femminile e 5
(71,4%) di sesso maschile; nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione, 1

paziente era di sesso femminile (33,3%) e 2 di sesso maschile (66,6%) (p = 1,0).
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L’eta mediana al momento del primo evento emorragico severo ¢ risultata pari a 73
anni (IQR: 71,5-79) nel gruppo in trattamento con ibrutinib. Nel gruppo trattato
con BTKi di seconda generazione, 1’eta mediana ¢ stata di 70 anni (IQR: 64—74)

(p=0,25) (Figura 43).
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Figura 43: confronto delle eta al momento del primo evento emorragico g3-g5

A causa dell’elevata censura e del numero esiguo di eventi osservati, non ¢ stato
possibile stimare la mediana né I’intervallo interquartile per i tempi all’insorgenza
degli eventi emorragici G3—G5 in nessuno dei due gruppi. Tuttavia, 1’analisi delle
curve dei tempi all’evento mediante test log-rank ha evidenziato una differenza
statisticamente significativa (p = 0,03), suggerendo una tendenza a un’insorgenza
piu precoce degli eventi gravi nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione

(Figura 44).
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Figura 44: tempo alla comparsa del primo evento emorragico g3-g5

Per quanto riguarda le terapie concomitanti potenzialmente associate a un
aumentato rischio emorragico, nel gruppo ibrutinib 2 pazienti su 7 (28,6%) erano
in trattamento con anticoagulanti, mentre nel gruppo BTKi di seconda generazione

nessun paziente riceveva terapia antiaggregante o anticoagulante (p = 1,0).
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E importante sottolineare che un paziente in trattamento con BTKi di seconda

generazione ¢ deceduto in seguito a un’emorragia cerebrale massiva.

Analisi di incidenza cumulativa

L’analisi dell’incidenza cumulativa a 48 mesi ha mostrato un’incidenza degli eventi
emorragici gravi pari al 4,1% (IC 95%: 1,3%-9,6%) nel gruppo trattato con
ibrutinib e al 16% (IC 95%: 2,9%—-38%) nel gruppo trattato con BTKi di seconda
generazione. Il confronto tra i due gruppi mediante il test di Gray ha evidenziato
una differenza statisticamente significativa (p = 0,037), suggerendo una maggiore
incidenza di eventi emorragici severi nei pazienti trattati con BTKi di seconda

generazione nel periodo osservazionale considerato.
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Figura 45: Incidenza cumulativa eventi emorragici g3-g5

Analisi di regressione univariata

E stata condotta un’analisi di regressione univariata per identificare potenziali
fattori associati al rischio di eventi emorragici di grado 3-5.

Il trattamento con BTKi di seconda generazione ¢ risultato significativamente
associato a un aumento del rischio emorragico rispetto a ibrutinib (HR = 5.00; IC
95%: 1.02-24.4; p = 0.047).

La presenza di pregressa terapia chemioterapica ha mostrato una tendenza verso
un’associazione con I’evento (HR=3.32; IC 95%: 0.86—12.8; p = 0.083), cosi come
il numero di linee terapeutiche precedenti (HR = 1.34; IC 95%: 0.95-1.90; p =
0.092).

Le restanti variabili non hanno evidenziato associazioni statisticamente

significative: sesso: HR = 2.01 (IC 95%: 0.52-7.80; p = 0.3), eta: HR = 0.98 (IC
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95%: 0.91-1.06; p = 0.6), stato della malattia alla diagnosi: HR = 0.41 (IC 95%:
0.11-1.58; p=0.2).

Infine, per quanto riguarda 1’impiego di terapia anti-CD20, 1’analisi non ha
restituito una stima interpretabile (HR = 0.00; IC 95%: 0.00—Inf; p > 0.9) derivabile
dall’assenza di eventi emorragici grave nel sottogruppo esposto.

A causa del numero limitato di eventi (n = 10), non ¢ stato possibile calcolare un
modello multivariato in grado di predire efficacemente il contributo di ciascuna

variabile al rischio di eventi emorragici gravi.
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S DISCUSSIONE

L’avvento dei BTKi ha rivoluzionato il trattamento della CLL, migliorando
significativamente la prognosi e modificando le linee guida terapeutiche. Tuttavia,
I’estensione del loro utilizzo nella pratica clinica ha messo in luce un numero
crescente di eventi avversi, che possono influenzare negativamente 1’aderenza alla
terapia e la qualita di vita dei pazienti.

Lo scopo del presente studio ¢ stato analizzare e confrontare il profilo di sicurezza
tra BTKi di prima generazione e di seconda generazione, focalizzandosi in
particolare sugli eventi cardiovascolari, infettivi ed emorragici. Inoltre, si € cercato
di individuare eventuali fattori clinici in grado di predire una migliore tollerabilita
al trattamento, con I’intento di contribuire allo sviluppo di un approccio terapeutico
piu personalizzato.

I risultati dello studio confermano una differente incidenza di eventi avversi tra
pazienti trattati con ibrutinib e quelli trattati con i BTKi di seconda generazione. Di

seguito sono riportati i principali dati emersi per ciascuna categoria di tossicita.

L’incidenza di ipertensione nei pazienti con CLL trattati con ibrutinib nel nostro
studio ¢ sostanzialmente in linea con quanto riportato in letteratura. Nel nostro
campione la percentuale di pazienti in trattamento con ibrutinib che ha sviluppato
ipertensione ¢ stata del 24,5%, mentre 1’analisi dell’incidenza cumulativa a 48 mesi
ha stimato una probabilita di sviluppare I’evento pari al 25%.

Sebbene 1 dati dello studio RESONATE-2 riportino un’incidenza di ipertensione
del 14%, analisi aggregate mostrano una prevalenza cumulativa in crescita nel
tempo, con valori pari all’11% al primo anno, 15% al secondo e 20% al terzo anno,
risultati comparabili con 1 nostri (124).

Per quanto riguarda i BTKi di seconda generazione, diversi studi clinici
suggeriscono un profilo cardiovascolare piu favorevole rispetto a ibrutinib. Nello
studio ASCEND, I’ipertensione di grado >3 con acalabrutinib ¢ stata riportata nel
3% dei pazienti, mentre nel trial SEQUOIA I’incidenza complessiva di ipertensione
con zanubrutinib ¢ stata del 6,4%, senza specificazioni sul grado degli eventi

(188,189).
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Nel nostro studio, tuttavia, 1’ipertensione ¢ risultata I’evento cardiovascolare piu
frequente anche nel gruppo trattato con BTKi di seconda generazione, con
un’incidenza del 13,7% e una probabilita cumulativa stimata a 48 mesi del 16%,
valori che risultano superiori rispetto a quelli riportati in letteratura. E importante
sottolineare che, nel nostro campione, la maggior parte dei casi (71,4%)
rappresentava una riacutizzazione di ipertensione preesistente.

Per quanto riguarda la gestione clinica e la gravita degli eventi ipertensivi, 1
principali trial clinici sui BTKi non hanno riportato sospensioni del trattamento
dovute ad eventi ipertensivi gravi. Nel nostro studio, si € registrato un solo caso di
sospensione del trattamento per crisi ipertensiva grave nel gruppo trattato con
ibrutinib, mentre nessuna sospensione ¢ stata necessaria nei pazienti trattati con
BTKi di seconda generazione. Questi dati indicano un’efficace gestione clinica
degli eventi ipertensivi, in linea con quanto osservato in letteratura.

Le analisi dei tempi all’insorgenza e dell’incidenza cumulativa condotte nel nostro
studio confermano quanto riportato in letteratura, indicando che il trattamento con
1 BTKi di seconda generazione ¢ significativamente associato a un rischio ridotto
di sviluppare FA rispetto a ibrutinib. Questo dato ¢ stato confermato anche
dall’analisi di regressione, che ha identificato 1’'uso di BTKi di seconda generazione
come fattore protettivo indipendente per lo sviluppo di FA (HR = 0,17; IC 95%:
0,04-0,78; p = 0,02).

Nel dettaglio, nei pazienti trattati con ibrutinib I’incidenza di FA ¢ risultata pari al
18,7%, con un’incidenza cumulativa a 48 mesi del 21% (IC 95%: 14%-29%), un
dato che appare superiore rispetto a quanto documentato nei principali studi clinici,
che riportano tassi di incidenza generalmente compresi tra il 6% e il 10% nei primi
anni di trattamento: nello studio ILLUMINATE, nei primi quattro anni la
prevalenza di FA variava tra 1’8% e il 10% (126); il trial RESONATE ha riportato
un’incidenza del 7%, mentre nello studio RESONATE-2 la frequenza ¢ stata del
6% (123,124).

I risultati osservati nel gruppo di pazienti trattati con BTKi di seconda generazione
sono invece coerenti con quanto riportato in letteratura. In questo gruppo di
trattamento la FA ¢ stata rilevata nel 3,9% dei pazienti, con un’incidenza cumulativa

a 48 mesi pari al 9,1% (IC 95%: 0,97%—29%).
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A titolo di confronto, i trial svolti con acalabrutinib (ELEVATE-TN e ASCEND)
hanno riportato un’incidenza di FA rispettivamente del 4% e del 5%, mentre lo
studio ALPINE ha evidenziato un’incidenza del 2,5% con zanubrutinib (187,188).
Nel nostro studio, I’incidenza complessiva di HF nei pazienti trattati con ibrutinib
¢ risultata pari al 2,9%, un dato coerente con quanto riportato nel follow-up a lungo
termine dello studio RESONATE, in cui si descrive un’incidenza del 5% in una
coorte di pazienti affetti da CLL, con un follow-up mediano di 65,3 mesi.

Per quanto riguarda i BTKi di seconda generazione, nel nostro studio ¢ stato
osservato un solo caso di HF (1,96%). I dati disponibili in letteratura su
acalabrutinib e zanubrutinib non documentano evidenze di associazione con questo
tipo di tossicita: né gli studi ELEVATE-TN e ASCEND (acalabrutinib) (187,188),
né i trial SEQUOIA e ALPINE (zanubrutinib) riportano casi clinicamente rilevanti
di HF (189,198). Tali evidenze, in linea con quanto da noi osservato, non indicano
un rischio specifico di HF associato all’'uso dei BTKi di seconda generazione.

Nel nostro studio, gli eventi cardiovascolari diversi da FA, ipertensione ¢ HF sono
risultati numericamente piu frequenti nei pazienti trattati con ibrutinib rispetto a
quelli in trattamento con BTKi di seconda generazione, pur senza differenze
statisticamente rilevanti. In letteratura sono stati riportati casi di aritmie ventricolari
(tachicardie ventricolari e fibrillazioni ventricolari) durante il trattamento con BTK1
con incidenza maggiore per ibrutinib rispetto ad acalabrutinib e superiori a quanto
atteso per la popolazione generale (186). La variabilita e la bassa frequenza di questi
eventi, unita alla mancanza di una loro sistematizzazione nei principali studi clinici,
rende tuttavia difficile un confronto strutturato con la letteratura. Sebbene alcuni
studi riportino singoli eventi o segnalazioni isolate, I’eterogeneita delle
manifestazioni e ’assenza di un’analisi aggregata ne limitano la confrontabilita e
I’interpretazione clinica.

Nel nostro studio, I’incidenza complessiva di eventi infettivi di qualsiasi grado nei
pazienti trattati con ibrutinib ¢ risultata pari al 71,2%, con una probabilita stimata a
48 mesi del 78%.

Le infezioni di grado lieve o moderato (G1-G2) si sono verificate nel 61,9% dei
pazienti, con un’incidenza cumulativa a 4 anni del 69%. Le sedi piu frequentemente

coinvolte dagli eventi infettivi lievi- moderati sono risultate le vie respiratorie
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(63,8%), seguite dalle vie urinarie (17,8%). Un profilo simile ¢ riportato nello
studio RESONATE, dove le infezioni pit comuni erano localizzate alle vie
respiratorie superiori (25%), ai polmoni (17%) e alle vie urinarie (14%),
confermando che I’apparato respiratorio rappresenta la sede piu frequentemente
interessata nei pazienti trattati con ibrutinib (123).

Nelle nostre analisi gli eventi infettivi severi (G3—G5) sono stati osservati nel 38,8%
dei pazienti, con una probabilita cumulativa di insorgenza a 4 anni pari al 37%.
Particolarmente degno di nota ¢ il dato secondo cui il 28% dei pazienti ha sviluppato
almeno un’infezione grave a carico dell’apparato respiratorio durante il trattamento.
Tale incidenza risulta sensibilmente superiore rispetto a quanto riportato nei
principali studi clinici disponibili in letteratura: nei trial RESONATE e
ILLUMINATE, la polmonite di grado >3 ¢ stata osservata rispettivamente nel 12%
e nel 9% dei pazienti, mentre un’analisi integrata dei principali studi su ibrutinib ha
riportato un’incidenza del 12% (123,126).

La mortalita infettiva nella nostra coorte si ¢ attestata al 10,8% (15 pazienti), di cui
10 decessi attribuiti a polmonite (7,2%) e 5 a sepsi (3,6%). Anche questo dato risulta
superiore rispetto a quanto riportato nel trial RESONATE, dove le infezioni a esito
fatale rappresentavano circa il 4% del totale (123).

Per quanto riguarda gli inibitori di seconda generazione, la nostra analisi ha
evidenziato un’incidenza complessiva di eventi infettivi pari al 54,9%, con una
probabilita cumulativa stimata a 48 mesi del 61%. Le infezioni di grado lieve o
moderato (G1-G2) si sono verificate nel 43,1% dei pazienti, mentre quelle di grado
severo (G3—G5) nel 25,5%, con un’incidenza cumulativa a quattro anni pari al 35%.
Anche in questo gruppo si conferma la prevalenza dell’apparato respiratorio quale
sede principale delle infezioni, sia per gli eventi di grado G1-G2 (60,8%) sia per
quelli severi (57,1%). L’incidenza di eventi infettivi fatali € risultata piu contenuta
rispetto al gruppo trattato con ibrutinib, con tre decessi totali (5,9%), tutti attribuiti
a sepsi. Sebbene condizionati dalla numerosita piu contenuta del campione, questi
dati si collocano in una posizione intermedia rispetto a quanto riportato nei
principali trial registrativi. Lo studio SEQUOIA, condotto su zanubrutinib, ha
riportato un’incidenza complessiva di infezioni pari al 39,4%, con eventi gravi nel

30,3% dei pazienti e un solo decesso per polmonite (189). Nel trial ELEVATE-TN,
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che ha valutato 1’efficacia di acalabrutinib, le infezioni di grado >3 si sono verificate
nel 14% dei casi, con un singolo evento fatale (187). Analogamente, lo studio
ASCEND ha riportato un’incidenza di infezioni gravi del 15%, confermando la
polmonite come complicanza predominante (188). Infine, nello studio ALPINE,
I’incidenza di infezioni di grado >3 nei pazienti trattati con zanubrutinib ¢ stata del
12,7% (198). L’incidenza piu elevata di eventi infettivi riportata nel nostro studio
rispetto ai trial clinici ¢ probabilmente dovuta al fatto che la nostra rappresenta
un’esperienza con pazienti trattati nella pratica clinica quotidiana e non all’interno
di un trial clinico con precisi criteri di inclusione ed esclusione che portano
all’arruolamento di una popolazione verosimilmente meno comorbida.

Nel nostro studio, 1’incidenza complessiva di eventi emorragici di qualsiasi grado
tra 1 pazienti trattati con ibrutinib ¢ risultata pari al 38,1%, con una probabilita
cumulativa a 48 mesi stimata al 39% (IC 95%: 29%48%). Sebbene la letteratura
non fornisca sempre una stima di incidenza cumulativa direttamente comparabile,
questo dato appare comunque in linea con quanto riportato nei principali studi
registrativi in termini di eventi emorragici totali.

Considerando gli eventi di grado lieve o moderato, nel nostro campione si ¢
osservata una frequenza del 36,7%. Tali eventi, sebbene clinicamente meno
rilevanti rispetto a quelli severi (G>3), rappresentano comunque un dato
significativo, spesso sottostimato nella letteratura scientifica, la quale tende a
focalizzarsi sugli eventi avversi gravi, maggiormente rilevanti in termini di rischio
clinico e di impatto sulla prosecuzione della terapia. Tuttavia, I’evidenza emersa
dal nostro studio dimostra che anche gli eventi di grado lieve/moderato si verificano
con una frequenza non trascurabile. Nonostante la loro apparente minore gravita,
essi possono comunque influenzare negativamente la compliance al trattamento, in
particolare quando si manifestano con sintomi visibili o fastidiosi, come ecchimosi
o irritazioni cutanee, che nei pazienti ambulatoriali sono spesso fonte di disagio e
motivo di preoccupazione. E quindi auspicabile che anche questi eventi trovino
maggiore spazio nella valutazione degli effetti collaterali dei trattamenti.

Passando agli eventi emorragici gravi (G3—GS5), nel nostro studio si sono verificati
7 casi (5,0%) tra 1 pazienti trattati con ibrutinib, di cui due in terapia concomitante

con anticoagulanti. Questa incidenza ¢ in linea con quanto riportato nella
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letteratura: lo studio RESONATE-2 ha documentato un tasso di emorragie maggiori
intorno al 4%, spesso associate all’uso di anticoagulanti o antiaggreganti e
responsabili della sospensione del trattamento in circa la meta dei casi (124).
Frequenze simili sono state osservate nello studio ILLUMINATE (4%) e nel trial
ALPINE (3,9%) (126, 198).

Nel nostro studio, tra i pazienti trattati con BTKi di seconda generazione,
I’incidenza complessiva di eventi emorragici di qualsiasi grado ¢ stata del 33,3%
(17 su 51), con eventi lievi o moderati (G1-G2) osservati nel 27,5% dei casi. Gli
eventi emorragici severi (G3—G5) si sono verificati in 3 pazienti (5,9%), tutti senza
terapia antitrombotica concomitante. Sebbene tale incidenza risulti leggermente
superiore rispetto a quella documentata nei principali trial clinici, 1 dati appaiono
sostanzialmente comparabili. Nel trial ELEVATE-TN, ad esempio, 1’incidenza
complessiva di eventi emorragici con acalabrutinib in monoterapia ¢ risultata del
39%, con eventi severi limitati al 2% (187); analogamente, lo studio ASCEND ha
riportato un tasso di eventi emorragici maggiori dell’1% (188). Per quanto riguarda
zanubrutinib, negli studi SEQUOIA e ALPINE I’incidenza di eventi severi si €
attestata intorno al 2,8-2,9%, a fronte del 3,9% osservato con ibrutinib nel
medesimo trial (189, 198). Nel complesso, 1 nostri dati mostrano un’incidenza
complessiva di eventi emorragici per entrambi 1 gruppi sostanzialmente in linea con
la letteratura. Tuttavia, per quanto riguarda gli eventi severi, le frequenze osservate
nel nostro studio appaiono tendenzialmente superiori, in particolare nel gruppo
trattato con BTKi di seconda generazione, dove I’incidenza del 5,9% si discosta dai

valori <3% riportati nei principali trial clinici.

I dati emersi dal nostro studio rafforzano I’evidenza di un profilo cardiovascolare
piu favorevole per i1 farmaci di seconda generazione. Tra tutti gli eventi
cardiovascolari analizzati, la FA ¢ risultata I’evento piu rappresentativo in termini
di impatto clinico. E stata infatti osservata con maggiore frequenza e con
un’insorgenza piu precoce nei pazienti trattati con ibrutinib, confermando quanto
gia noto sul profilo aritmogeno di questa molecola. L’analisi di incidenza
cumulativa ha rafforzato questa evidenza, mostrando un rischio aumentato di
sviluppare I’evento nel gruppo trattato con la molecola di prima generazione.

L’analisi multivariata ha permesso di chiarire ulteriormente il quadro, identificando
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il trattamento con i BTKi di seconda generazione come fattore protettivo
indipendente (HR = 0,17), mentre 1’eta avanzata e una storia pregressa di FA sono
emerse come determinanti di rischio. Questo suggerisce che, nei pazienti con
profilo cardiovascolare fragile, in particolare anziani e pazienti con precedenti
aritmici, I’impiego precoce delle molecole di seconda generazione nel trattamento
di prima linea rappresenti la strategia preferibile per ridurre il rischio di
complicanze, confermando quanto consigliato dalle linee guida ESMO (155).

Per quanto riguarda I’ipertensione, sebbene non siano emerse differenze rilevanti
tra i due gruppi, si ¢ osservata una tendenza a una maggiore incidenza e
un’insorgenza piu precoce nei pazienti trattati con ibrutinib. Pur non essendo un
dato conclusivo dal punto di vista statistico, il suo potenziale impatto clinico non
va sottovalutato, soprattutto nei pazienti con ipertensione preesistente o in
trattamento con piu farmaci. In questi casi, un attento monitoraggio pressorio puo
rappresentare un elemento chiave nella prevenzione di eventi cardiovascolari piu
severi.

Analizzando I’HF e gli altri eventi cardiovascolari minori, al momento non
emergono evidenze convincenti che colleghino direttamente 1’uso dei BTKi alla
loro insorgenza. In entrambi 1 casi, il numero estremamente limitato di eventi non
ha consentito di rilevare differenze significative tra i gruppi né di effettuare analisi
robuste. E quindi possibile che ’incidenza effettiva sia bassa, suggerendo un buon
profilo di sicurezza cardiovascolare anche sul lungo termine; tuttavia, non si puo
escludere una sottostima legata alla scarsa numerosita del campione e alla durata
ancora limitata del follow-up. Sara fondamentale continuare a monitorare questi
eventi nei registri prospettici per definire meglio il rischio reale associato alle
diverse molecole.

Per quanto concerne gli eventi infettivi, I’incidenza complessiva ¢ risultata piu alta
nei pazienti trattati con ibrutinib, con una differenza particolarmente evidente per
le infezioni di grado lieve-moderato. Questo dato conferma la maggiore
vulnerabilita associata all’utilizzo dei BTKi di prima generazione, gia descritta in
altri contesti clinici.

In apparente contrasto, 1’analisi di regressione multivariata sugli eventi infettivi

globali ha mostrato un rischio infettivo complessivamente maggiore nei pazienti



120

trattati con BTKi di seconda generazione (HR = 1,65). Tuttavia, questo risultato
non ¢ stato confermato dalle analisi stratificate per grado di severita, che offrono
una lettura piu aderente alla realta clinica.

Nel dettaglio, per le infezioni lievi (G1-G2), il principale fattore di rischio
indipendente ¢ risultato essere 1’'uso concomitante di anticorpi anti-CD20 (HR =
2,37), somministrati con maggiore frequenza nel gruppo in trattamento con
ibrutinib. Per le infezioni gravi (G3—GY5), invece, non ¢ emersa alcuna associazione
né con il tipo inibitore utilizzato né con la terapia anti-CD20. Il segnale osservato
nella multivariata globale sembra quindi riflettere I’effetto di variabili confondenti,
piuttosto che indicare un aumento reale del rischio infettivo dei BTKi di seconda
generazione.

In merito agli eventi infettivi gravi (G>3) questi si sono verificati con minore
frequenza nel gruppo trattato con i BTKi di seconda generazione, suggerendo una
possibile tendenza favorevole, che tuttavia non ¢ stata confermata dall’analisi
statistica. L’incidenza cumulativa appare infatti simile tra i gruppi, ma [’ampiezza
dell’intervallo di confidenza nel gruppo trattato con i BTKi di seconda generazione
riflette la minor numerosita del campione e la durata piu breve del follow-up.

E interessante notare come nell’ analisi di regressione due variabili cliniche siano
emerse come fattori di rischio indipendenti per lo sviluppo di eventi infettivi gravi:
I’eta avanzata e il numero di linee terapeutiche precedenti, confermando
I’importanza della storia clinica del paziente nella stratificazione del rischio.

Un dato che merita particolare attenzione riguarda le infezioni gravi a carico del
sistema nervoso centrale, osservate con maggiore frequenza nei pazienti trattati con
1 BTKi di seconda generazione. L’associazione emersa dall’analisi statistica (p =
0,04) appare solida, ma i1 numeri limitati richiedono ulteriori approfondimenti,
soprattutto in studi con casistiche piu ampie e un follow-up prolungato.

Per quanto riguarda la mortalita, pur in assenza di una differenza rilevante in termini
numerici tra i due gruppi, la presenza di decessi legati in gran parte a infezioni
respiratorie rappresenta un elemento clinico di rilievo, che impone di adottare

particolare attenzione nei pazienti piu vulnerabili.

Relativamente agli eventi emorragici, 1’incidenza complessiva ¢ risultata

sovrapponibile nei due gruppi di trattamento. Questo primo dato suggerisce che, sul
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piano globale, il rischio emorragico non rappresenti un elemento distintivo tra
ibrutinib e i BTKi di seconda generazione.

Se ci si concentra sugli eventi di grado lieve o moderato, si nota una leggera
tendenza a una minore incidenza nei pazienti trattati con i BTKi di seconda
generazione. Pur non raggiungendo la significativita statistica, questa osservazione
¢ in linea con il profilo di maggiore tollerabilita gia descritto per queste molecole e
potrebbe riflettere un’effettiva, seppur contenuta, riduzione del rischio nei casi
meno severi. Il punto piu interessante riguarda perd gli eventi emorragici gravi.
Malgrado il numero molto limitato di casi, 1’analisi dell’incidenza cumulativa ha
evidenziato una frequenza maggiore di questi eventi nel gruppo trattato con BTKi
di seconda generazione. Un risultato apparentemente controintuitivo, che solleva
interrogativi sia metodologici che clinici. Da un lato, la scarsa numerosita del
campione e gli ampi intervalli di confidenza impongono cautela
nell’interpretazione; dall’altro, 1’assenza di un’analisi multivariata ha impedito di
esplorare 1’influenza di variabili potenzialmente rilevanti. Non ¢ quindi escluso che
si tratti di un artefatto statistico, amplificato da episodi isolati o dal follow-up ancora
limitato. Tuttavia, proprio perché inatteso, questo dato rappresenta un segnale da
monitorare con attenzione, soprattutto nei pazienti a rischio emorragico, in attesa di
conferme da studi piu ampi e meglio controllati.

Il presente studio presenta alcuni limiti metodologici che meritano di essere
riconosciuti. Innanzitutto, la natura retrospettiva e osservazionale dell’analisi limita
la possibilita di stabilire nessi causali tra il trattamento e gli eventi avversi osservati.
Inoltre, la numerosita relativamente contenuta della coorte trattata con BTKi di
seconda generazione e la disomogeneita nella durata del follow-up tra i due gruppi
possono aver influenzato la capacita di rilevare differenze significative, soprattutto
per gli eventi meno frequenti. Alcune associazioni potenzialmente rilevanti, emerse
nell’analisi univariata, non sono state approfondite con modelli di regressione
multivariata a causa del numero limitato di eventi, aumentando il rischio di
sottostimare il ruolo di variabili cliniche importanti. Infine, va considerata
I’evoluzione temporale dei protocolli terapeutici, che potrebbe aver introdotto bias

di selezione o confondimento difficili da correggere completamente.
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Nonostante questi limiti, lo studio si distingue per una solida impostazione
metodologica. Il confronto tra BTKi di prima e seconda generazione ¢ stato
condotto con rigore, anche grazie alla stratificazione degli eventi avversi in base
alla gravita, consentendo cosi una valutazione clinicamente piu significativa.
Inoltre, I’impiego di analisi di regressione multivariata ha permesso di individuare
e controllare i principali fattori confondenti, aumentando I’affidabilita dei risultati.
Un ulteriore punto di forza ¢ rappresentato dalla raccolta dei dati in un contesto
clinico reale che, pur presentando alcune complessita, offre un’immagine fedele
della pratica quotidiana, ampliandone 1’applicabilita.

Nel complesso, questo studio fornisce gli elementi per delineare il profilo di
sicurezza dei BTKi, rappresentando un contributo utile per orientare le scelte
terapeutiche, soprattutto nei pazienti piu fragili o con comorbidita.

I risultati emersi da questo studio suggeriscono alcune direzioni utili per la ricerca
futura e per I’evoluzione della pratica clinica. In primo luogo, sara fondamentale
confermare i segnali osservati in coorti pit ampie, utilizzando follow-up prolungati,
in modo da migliorarne la robustezza statistica.

Studi prospettici di confronto diretto tra le diverse molecole, potrebbero contribuire
a chiarire meglio il profilo rischio-beneficio dei BTKi di seconda generazione,
soprattutto nei sottogruppi di pazienti con comorbidita o in trattamento combinato
con altre terapie immunosoppressive.

Un altro ambito di approfondimento riguarda 1’identificazione di fattori predittivi
individuali di tossicita, utili a personalizzare le scelte terapeutiche. In quest’ottica,
la stratificazione del rischio basata su parametri clinici potrebbe favorire un
approccio piu mirato, riducendo 1’incidenza di eventi avversi prevenibili. Inoltre,
bisognera indagare se la gestione migliore per i pazienti che sviluppo gli eventi
avversi analizzati sia quello di ridurre il dosaggio del farmaco, passare dai farmaci
di prima generazione a quelli di seconda generazione, cambiare la classe di farmaci
piuttosto che interrompere il trattamento.

Infine, I’integrazione dei dati clinici con quelli derivanti da studi controllati
rappresenta una prospettiva strategica per affinare le raccomandazioni terapeutiche

e sostenere decisioni terapeutiche sempre piu consapevoli e basate sull’evidenza.
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6 CONCLUSIONI

Il presente studio ha confrontato il profilo di sicurezza tra BTKi di prima e seconda
generazione, concentrandosi in particolare sugli eventi cardiovascolari, infettivi ed
emorragici. | dati emersi confermano una maggiore incidenza di effetti avversi con
ibrutinib, in particolare per quanto riguarda la fibrillazione atriale e le infezioni. Al
contrario, 1 BTKi di seconda generazione, pur non esenti da tossicita, si sono
dimostrati piu tollerabili. Tuttavia, alcuni segnali come la maggiore incidenza di
eventi emorragici gravi e infezioni del sistema nervoso centrale meritano ulteriori
approfondimenti.

L’analisi multivariata ha permesso di identificare fattori predittivi utili nella
stratificazione del rischio, come 1’eta avanzata, la storia pregressa di aritmie e il
numero di linee terapeutiche ricevute, fornendo una base per approcci terapeutici
piu personalizzati.

Pur riconoscendo i limiti intrinseci di uno studio retrospettivo, 1 risultati ottenuti
riflettono fedelmente la complessita della pratica clinica reale e offrono spunti
rilevanti per 1’ottimizzazione del trattamento della CLL. In prospettiva, saranno
necessari studi prospettici € coorti piu ampie per confermare questi dati e affinare
ulteriormente le strategie terapeutiche. In particolare, 1’identificazione di marcatori
clinici o molecolari predittivi di tossicita potra guidare scelte piu consapevoli,
contribuendo a migliorare 1’efficacia e la tollerabilita del trattamento.

In conclusione, il presente lavoro sottolinea I’importanza di un’attenta valutazione
del profilo di sicurezza nella selezione del BTKi piu appropriato, soprattutto nei
pazienti fragili, e incoraggia 1’adozione di un approccio sempre piu personalizzato

nella gestione della CLL.
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