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Alo-TPH: trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
Alo-TIR: trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad reducida
ALWP: grupo de trabajo de leucemia aguda

ATG: globulina antitimocitica

BAFF: Factor activador de las células B

CIBMTR: Centro internacional de investigacion en trasplante de medula 6sea
CMV: citomegalovirus

CPA: célula presentadora de antigeno

CsA: ciclosporina

CTLA-4: antigeno 4 asociado a células T citotoxicas

Cy: ciclofosfamida

CyPT: ciclofosfamida postrasplante

DEi: donante emparentado idéntico

DNEi: donante no emparentado idéntico

DNEmMm: donante no emparentado con un alelo mismatch

DRI: indice de riesgo asociado a la enfermedad

EBMT: grupo europeo de trasplante de médula dsea

EICR: enfermedad de injerto contra el receptor

EICRa: enfermedad de injerto contra el receptor aguda

EICRc: enfermedad de injerto contra el receptor cronica

EMA: Agencia Europea del Medicamento

Flu: fludarabina

FDA: “Food and Drug Administration”

FEC: fotoaféresis extracorpdrea

GCSF: factor de crecimiento de colonias de granulocitos
GETH: Grupo Espafiol de Trasplante Hematopoyético

GI: gastrointestinal

Haplo-TPH: trasplante haploidéntico

HCT-Cla: indice del riesgo asociado al trasplante ajustado por edad
HLA: antigenos leucocitarios humanos

IBMTR: Registro Internacional de Trasplantes de Médula Osea

ICT: irradiacion corporal total
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ICN: inhibidor de la calcineurina

IFI: infeccion fangica invasiva

ISCT: sociedad internacional de terapia celular y génica
JACIE: comité de acreditacion conjunta del ISCT y el EBMT
LMA: leucemia mielobléastica aguda

LLA: leucemia linfoblastica aguda

MAGIC: consorcio internacional de la EICRa del Mount Sinai
MAT: microangiopatia trombotica

MBRP: muy buena respuesta parcial

MF: mielofibrosis

MFM: micofenolato de mofetilo

MRT: mortalidad relacionada con el trasplante

MTOR: proteina que controla la division y supervivencia celular, diana de la rapamicina
MTX: metotrexato

NIH: instituto nacional de la salud de los Estados Unidos
ONT: Organizacion Nacional de Trasplantes

PH: progenitores hematopoyéticos

REDMO: registro de donantes de médula ésea

RC: respuesta completa

RP: respuesta parcial

SMD: sindrome mielodisplasico

SG: supervivencia global

SLP: supervivencia libre de progresion

TGFB: factor de crecimiento transformante 3

TNF-a: factor de necrosis tumoral a

VEB: virus Epstein-Barr
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La presente tesis doctoral recoge los resultados de tres estudios publicados en revistas
internacionales especializadas en TPH que siguen un hilo argumental comun en torno a
la principal causa de morbimortalidad tras este procedimiento, la EICR. Cada uno de ellos

incide en un aspecto concreto y de gran relevancia dentro de este contexto.

El primer trabajo se centra en el disefio de una nueva plataforma de alo-TPH con dosis
reducidas de ciclofosfamida postrasplante (dosis total de 60 mg/kg) y tacrolimus como
profilaxis farmacoldgica de la EICR para pacientes con mielofibrosis de alto riesgo. Los
resultados del estudio se han publicado en la revista Transplantation and Cellular Therapy
en 2023.

El segundo trabajo evalla la eficacia y seguridad del tratamiento de rescate con ruxolitinib
en pacientes multitrados con EICR crdnica refractaria o dependiente de esteroides. Los
resultados de este estudio se han publicado en la revista Transplantation and Cellular
Therapy en 2022.

Por Gltimo, el tercer trabajo incluido en anexos analiza el impacto de la introduccion de
la ciclofosfamida postrasplante como profilaxis farmacolégica en la aparicion de EICR
en pacientes que reciben dosis mieloablativas de ICT. El estudio se enmarca en una
poblacién homogénea de pacientes con leucemia aguda y sindrome mielodisplasico de
alto riesgo. Ha sido recientemente publicado en la revista European Journal of
Haematology en 2023.

Cada uno de estos estudios aporta informacion detallada y original sobre la prevencion y
manejo de la EICR, permitiendo una vision global de la situacion actual y las posibles

estrategias de mejora.

La tematica elegida, tiene un especial interés, ya que, a diferencia de otros problemas
clésicos asociados al procedimiento, como es la toxicidad, o la prevencion y tratamiento
de infecciones oportunistas, donde han aparecido avances con repercusion positiva en los

resultados finales, la EICR sigue siendo el principal caballo de batalla tras el alo-TPH.
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This doctoral thesis presents the findings of three studies published in international
journals specializing in HSCT that revolve around the main cause of morbidity and
mortality after this procedure, GVHD. Each study focuses on a specific aspect of great

relevance in this context.

The first work focuses on the design of a new allo-HSCT platform with reduced post-
transplant doses of cyclophosphamide (total dose of 60 mg/kg) and tacrolimus as GVHD
prophylaxis for patients with high-risk myelofibrosis. It resulted in an article published

in the journal Transplantation and Cellular Therapy in 2023.

The second paper evaluates the efficacy and safety of ruxolitinib in patients with chronic
steroid-refractory/dependent GVHD. It was published in the journal Transplantation and
Cellular Therapy in 2022.

Finally, the third paper included in the appendices, analyzes the impact of the introduction
of post-transplant cyclophosphamide as GVHD prophylaxis in patients receiving
myeloablative doses of TBI. The study was conducted in a homogeneous population of
patients with acute leukemia and high-risk myelodysplastic syndrome. It was recently
published in the European Journal of Haematology in 2023.

Each of these studies provides detailed and original information on the prevention and
management of GVHD, allowing an overview of the current situation and possible

strategies for improvement.

The selected topic is of particular interest, since, unlike other classic issues associated
with the procedure, such as toxicity, or the prevention and treatment of opportunistic
infections, where advances are positive outcomes, GVHD remains the main challenge
after HSCT.
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1.1 El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
1.1.1 Resefia historica

El precedente historico del trasplante de progenitores hematopoyéticos se remonta a la
Segunda Guerra Mundial. Durante este periodo, se desarrollaron modelos murinos para

estudiar mecanismos protectores frente a la irradiacion ionizante a dosis letales=.

Posteriormente, en 1959 el Profesor Donnall Thomas de la universidad de Columbia,
desarrolla la primera modalidad de alo-TPH en humanos basada en ICT, que mostrd
injertos hematopoyéticos temporales y una reaccion inmunoldgica mediada por el efecto

del injerto contra las células leucémicas®.

Estas experiencias tuvieron lugar antes del descubrimiento del complejo mayor de
histocompatibilidad genética en humanos (HLA) a finales de los 50, por B. Benacerraf,
J. Dausset y G. Snell. Este hallazgo fue crucial en la historia del trasplante, ya que
permitié seleccionar donantes compatibles al receptor, y por tanto obtuvo injertos
duraderos disminuyendo el riesgo de desarrollar EICR letal®.

La modesta eficacia de la ICT como tratamiento antitumoral Unico, la seleccion de
pacientes en malas condiciones clinicas y con enfermedades en fase muy avanzada, la
ausencia de soporte transfusional adecuado y la inexistencia de antimicrobianos efectivos,

explican el escaso éxito inicial de la mayoria de las experiencias de trasplante.

Fue a partir de la década de los 80, cuando se introdujeron una serie de avances que
contribuyeron a perfilar el alo-TPH en la actualidad. Entre los mas destacables, se
encuentran el desarrollo de separadores celulares capaces de recolectar grandes
cantidades de células de sangre periférica por McCreedie et al, en 1971° vy el
reconocimiento de la EICR por Shlomchick et al, en 19997, previamente conocida como

enfermedad secundaria por Barnes et al, en 19578,

Desde entonces y de forma sucesiva, han ido apareciendo mejoras como los
acondicionamientos no mieloablativos, fuentes alternativas de progenitores,
inmunosupresores mas eficaces, y estrategias de manipulacion de los componentes

celulares que permiten eludir la barrera del HLA.

A su vez, ha resultado clave la aparicion de registros de donantes y bancos de corddn

umbilical universales, asi como la creacion de multiples sociedades cientificas, nacionales
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e internacionales como el GETH, el EBMT, y el CIBMTR que estimulan el avance
cientifico, la divulgacion, y la gestion de calidad de los centros trasplantadores mediante
la acreditacion por parte de la JACIE.

Todos estos progresos han convertido al alo-TPH en la principal terapia curativa para un
amplio grupo de pacientes con enfermedades hematoldgicas previamente mortales, lo que

ha ampliado las indicaciones de trasplante y el grupo de potenciales candidatos®.

1.1.2 El alo-TPH en la actualidad

Los grandes avances logrados en las principales areas del trasplante, incluyendo la
optimizacion en la seleccién del donante, la gradacion de la intensidad del
acondicionamiento, la individualizacion de la profilaxis frente a la EICR y las infecciones
oportunistas, se reflejan de forma clara en los datos de registro, que muestran un continuo

incremento en su actividad en las ultimas dos décadas.
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Figura: Actividad de trasplante de progenitores hematopoyéticos en Espafia (2004-2022).
Fuente: Registro de la ONT.
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Los registros revelan a su vez otros datos interesantes, como la creciente actividad en el
uso de donantes no emparentados, el “boom” del trasplante haploidéntico, y la reduccion
de nimero de trasplantes no emparentados “mismatch” y de sangre de cordon.

Relative Proportion of Allogeneic HCTs in the US by Donor Type
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Figura: Evolucidn del namero absoluto de los diferentes tipos de donante.

Fuente: CIBMTR website. Summary Slides, 2021.
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Es a su vez remarcable, el incremento en el uso de modalidades de acondicionamiento de

intensidad reducida, fundamentalmente en pacientes con edad media-avanzada o con

comorbilidades destacables.

Number of Mismatched Unrelated Donor HCTs in the US by
Conditioning Intensity

Number of Haploidentical Donor* HCTs in the US by Conditioning
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Figura: Evolucion del nimero de Alo-TPH segun la intensidad del acondicionamiento.

Fuente: CIBMTR website. Summary Slides, 2021.

Tal y como se ha comentado previamente, estos datos serian inimaginables sin el trabajo constante

de maltiples sociedades cientificas y registros que han logrado que la disponibilidad rapida de un

buen donante se convierta en una realidad. A fecha de 2022 disponemos de 468.042 donantes

disponibles en REDMO, de los cuales 263.090 tienen tipificacion completa.
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1.2 EICR como principal complicacion del TPH
1.2.1 Aspectos basicos de la EICRa

La EICR sigue considerandose en la actualidad la principal causa de morbimortalidad en
la fase precoz postrasplante a pesar del conocimiento y estudio de su fisiopatologia desde

hace mas de medio siglo por Barnes et al, 19571,

Inicialmente, segun los resultados preliminares del grupo de Seattle, la EICRa se definio
como la aparicion de manifestaciones clinicas relacionadas con la aloreactividad antes
del dia +100 postrasplante, y la EICRc cuando aparecian de forma mas tardia. Sin
embargo, con el paso del tiempo, se ha evidenciado que esta definicién es inadecuada.
Por lo tanto, el NIH ha establecido una nueva clasificacion enfocada en la forma de
presentacion clinica, incluyendo la EICRa de inicio tardio (después del dia +100) y el
“sindrome de solapamiento” u “overlap-syndrome” que contempla la presencia
simultanea de caracteristicas clinicas de EICR aguda y cronical*!2, Ambas formas se
observan con mayor frecuencia en receptores de alo-TIR y/o infusiones de linfocitos del

donante.

La EICRa, es la complicacién mas caracteristica del alo-TPH, y consiste en un grupo de
manifestaciones clinicas e histolégicas como consecuencia de la reaccion inflamatoria
que surge de la destruccion tisular provocada por los anticuerpos y los linfocitos T del

donante, al reconocer como extrafios a los antigenos del receptor.
Tal y como describié Billingham en 1966 su aparicion precisa de 3 requisitos®®:

- El injerto debe contener células inmunocompetentes. En la actualidad sabemos que
se trata de linfocitos T maduros del donante presentes en el injerto.

- EIl receptor debe expresar antigenos tisulares no presentes en el donante. Las
diferencias antigénicas del complejo principal de histocompatibilidad entre el donante
y el receptor constituyen el factor de riesgo clave para el desarrollo de la EICR.

- EIl receptor debe presentar un grado de inmunosupresion que le haga incapaz de

generar una respuesta inmune y rechazar las células del donante.

Treinta afios después de que Billingham describiera las bases de la EICR, Ferrara
desarroll6 el modelo clésico de la fisiopatologia de la EICRa, que sigue vigente y se

divide en 5 fases'*:
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1. Degradacion de los antigenos proteicos liberados del receptor por las células
presentadoras de antigeno como consecuencia de la lesion tisular secundaria al
tratamiento de acondicionamiento, la enfermedad de base o el desarrollo de infecciones
previas, y reconocimiento tras la unién a moléculas HLA clase I o Il por los linfocitos T

del donante!®16,

2. Activacion, proliferacion y co-estimulacion de los linfocitos T del donante a través de

las citoquinas proinflamatorias liberadas por las CPA del receptor'’.

3. Expansion clonal y diferenciacion de las células T alorreactivas en células citotoxicas

capaces de dirigir la respuesta inmune efectora.

4. Migracion de los linfocitos T activados facilitada por moléculas de adhesion celular
como la selectina- E y la molécula de adhesion vascular-celular, y respuesta citotoxica en

los 6rganos diana, fundamentalmente piel, tracto Gl e higado'®.

5. Activacion de las células mononucleares fagociticas y los neutr6filos por los
mediadores liberados en la fase 1. Tanto los linfocitos como los macrdfagos liberan el
TNF-a que produce un fendomeno de citolisis. Estudios recientes han demostrado que la
muerte celular en la EICRa se lleva a cabo por un proceso de apoptosis'®. Las citoquinas
inflamatorias estimulan, a su vez, la produccién de nuevas citoquinas por parte de los
tejidos dafiados. De esta forma, el dafio tisular produce una amplificacion constante de
las sefiales inflamatorias perpetuando una respuesta inflamatoria fisioldgica exagerada y

fuera de control.
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Figura: Fisiopatologia de la EICRa.

Fuente: Ferrara et al, Lancet 2009.
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La incidencia de EICRa oscila entre el 30-60% segun las distintas series. Esta
directamente relacionada con el grado de disparidad HLA entre donante y receptor,
oscilando entre el 35-45% en receptores de PH de hermano HLA idéntico frente al 60-
80% si el donante es no emparentado y con una diferencia HLA®?°, Otros factores de
riesgo “clasicos” son: la edad avanzada tanto del donante como del receptor; la sangre
periférica como fuente de PH respecto a la médula 6sea y al cordon umbilical al contener
una mayor cantidad de células T maduras con capacidad alorreactivas; la ausencia de
profilaxis farmacoldgica adecuada; el recibir PH de una donante mujer en caso de ser un
receptor varon, en particular si la donante se ha inmunizado previamente, ya sea por
transfusiones o embarazos; los regimenes de acondicionamiento mieloablativo respecto a
los de intensidad reducida; y la exposicion previa a inhibidores de “checkpoints” como
son los inhibidores de CTLA-4 y de PD-1%0-22,

En los ultimos afios, muchos grupos investigadores centran sus esfuerzos en la
identificacion de factores de riesgo “no clasicos”, como son la identificacién de
polimorfismos de genes implicados en la reaccion inflamatoria y en la respuesta immune
tanto en el receptor como en el donante, que permitan una mejor definicion del riesgo

individual de desarrollo de la EICR de cara a un mejor ajuste de la profilaxis®2*,

Los principales érganos afectos en la EICRa son la piel, el higado y el intestino. Siendo
la piel la mas frecuentemente afectada con una incidencia de hasta el 81%, seguido del

tracto gastrointestinal del 54% y del higado con un 50%2°.

El diagnostico de EICRa se basa en las manifestaciones clinicas, aunque es muy
recomendable la confirmacion histopatoldgica. La sintomatologia asociada a la EICR
como el “rash” maculopapular, nduseas, diarreas, € ictericia, puede ser francamente dificil
de diferenciar de otras causas como la toxicidad farmacoldgica, o las infecciones. Por esta
razdn, en la Gltima década se han centrado los esfuerzos en la basqueda y validacién de

biomarcadores especificos que confirmen el diagndstico y faciliten su deteccion precoz.

Existen varios grados de EICRa en funcion de la afectacion de los diferentes érganos y
su gravedad. Se han utilizado varios sistemas de gradacion que han demostrado su

capacidad pronostica y de asociacion con los resultados del alo-TPH a largo plazo.

Los dos sistemas de clasificacion clasicos de EICRa son el grado de Glucksberg descrito
en 19742, con una modificacion posterior en una conferencia de consenso en 1994, y el

del IBMTR?" de 1997. Ambas clasificaciones predicen de forma similar la mortalidad en
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funcién del grado de la EICR. Estos sistemas de gradacion tienen limitaciones, de hecho,
es frecuente que la gradacion varie considerablemente entre diferentes centros e incluso

haya falta de concordancia al ser evaluados por revisores independientes.

La clasificacion MAGIC publicada en 2016 por el Mount Sinai Acute GVHD
International Consortium?® surge para estandarizar el diagndstico y la estadificacion
clinica de la EICRa. Una de las diferencias con la clasificacion Glucksberg es que no
exige biopsia para el diagnostico de EICRa de tracto gastrointestinal alto, y facilita la
cuantificacion del volumen de las diarreas al contemplar no solo el volumen sino también
el nimero de deposiciones al dia. Actualmente es la méas utilizada ya que los criterios
estan sujetos a menos subjetividad, y facilita la gradacion.

Severidad Glucksberg CIBMTR MAGIC

Leve I Piel estadio 1-2. A Piel estadio 1. I Piel estadio 1-2.

, , , , , , , Piel estadio 3 y/o higado estadio 1
Piel estadio 3; higado o Gl estadio Piel estadio 2; higado o GI . .
Moderado Il B , I yloGlalto estadio 1 y/o GI bajo
1. estadio 1-2. ,
estadio 1.

Higado estadio 2-3 y/o Gl bajo

] , Piel estadio 3: , , .
Grave I Higado estadio 2-3; GI 2-4. C , _ Il estadio 2-3 con piel estadio 0-3 y/o
higado o GI estadio 3. _
Gl alto estadio 0-1
Piel estadio 4; higado o GI R )
, ] , , i Estadio 4 piel, higado o GI bajo, con
Muygrave IV DPiel estadio 4; higadoestadio 4. D estadio 4. V

estadio 0-1 GI alto

Tabla: Gradacién clinica global de la EICRa?%8,

El indice de gravedad de Minnesota®® disefiado con el objetivo de predecir la respuesta al
tratamiento en funcion del nimero y de la gravedad de los érganos afectos. Define dos
grupos de riesgo, estandar y alto riesgo, siendo la probabilidad de respuesta al tratamiento
a los 28 dias significativamente inferior en los pacientes de alto riesgo (44% vs. 68%), lo

cual se asocia a una mayor mortalidad (riesgo relativo 2.1).
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Indice de gravedad de Minnesota

Un solo drgano afecto
* DPiel estadios 1-3
* Gl estadios 1-2 (incluye GI alto aislado, intestinal grados 1-2 aislado, o
Riesgo Estandar GI, alto ybajogrado )
Dos organos afectos
*+ Piel estadios 1-3 + GI estadio 1 (incluye GI alto aislado, intestinal grado
1 aislado o GI alto y bajo grado 1)

* Piel estadios 1-3 + higado estadios 1-4
Un solo drgano afecto

+ Diel estadio 4

* GI estadios 3-4

+ Higado estadios 1-4

Dos organos afectos

* Diel estadios 1-3 + GI estadio 2

* GI bajo estadios 1-2 + higado estadios 1-3
* GI estadios 3-4 + piel estadios 1-3

+ Gl estadios 3-4 + higado estadios 1-4

Riesgo Alto

Tres érganos afectos
* Piel estadios 1-3 +GI estadios 1-2 + higado estadios 1-3
* Piel estadios 1-3 +GI estadios 3-4 + higado estadios 1-4

Tabla: indice de gravedad Minnesota?®.

La clasificacion Ann Arbor® basada en tres biomarcadores plasmaticos (TNFR1, ST2, y
Reg3a) y el algoritmo MAP®! de probabilidad de MRT a 6 meses en base a la
incorporacion de dos biomarcadores proteicos dentro de la clasificacion MAGIC (ST2,y
Reg3a), permiten clasificar a los pacientes en tres grupos de acuerdo con la probabilidad
de respuesta a 28 dias de tratamiento con esteroides, y la mortalidad a 6 meses.
Actualmente estos biomarcadores estan validados, pendientes de su aplicacion en la

practica clinica diaria.

TNFRI1, ST2, y Reg3a
» Ann Arbor score 1: 86%
Probabilidad de respuesta a dia 28 * Ann Arbor score 2: 67%
* Ann Arbor score 3: 46%
* Ann Arbor score 1: 8%

Incidencia acumulada de MRT a 6 meses * Ann Arbor score 2: 27%
« Ann Arbor score 3: 46%

Tabla: Clasificacion Ann Arbor.
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1.2.2 Aspectos basicos de la EICRc

La EICRc es la complicacion més frecuente a largo plazo después del alo-TPH
impactando no so6lo en la supervivencia, sino también, en la calidad de vida de los
pacientes, ya que puede causar dafios organicos irreversibles, asi como la disfuncion del

sistema inmune.

La fisiopatologia de la EICRc comienza con la destruccion timica®? por parte de los
regimenes de acondicionamiento y los linfocitos T aloreactivos del donante producidos
en caso de desarrollo de la EICRa, lo que conduce a una reconstitucion inmunitaria
alterada favoreciendo la seleccion de células T autorreactivas polarizadas hacia linajes
Th1l7 y Th2 que liberan citocinas fibrogénicas como IL-2, IL-10 y TGFp las cuales
activan macrofagos y fibroblastos tisulares. Ademas, la disminucion de los niveles de
linfocitos T reguladores y la activacién y desregulacion de linfocitos B autorreactivos,
debido a niveles elevados de BAFF en el microambiente, perpetdan un “sindrome
sistémico autoinmune” asociado a cambios fibrdticos que pueden afectar a mas de un
organo, siendo los mas frecuentes la piel (67%), mucosa oral (60%), ocular (48%),
pulmones (50%), higado (52%), articulaciones (48%), tracto gastrointestinal (30%), y
genital (12%).

La incidencia oscila entre el 20-85 % en funcion de las series y los factores de riesgo
clasicamente descritos. Por lo general, suele aparecer en los primeros 6 meses

postrasplante.
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Figura: Fisiopatologia de la EICRc.

Fuente: Blazar et al, Nature Rev 2012.



De acuerdo con los criterios diagnosticos de consenso del NIH, las manifestaciones
clinicas se clasifican como “diagnosticas” o “distintivas”. Las manifestaciones
diagndsticas son aquellas que establecen el diagndstico de la EICRc sin necesidad de mas
investigacion como la realizacion de biopsia, test de laboratorios, test de funcion
pulmonar, y/o pruebas de imagen. Por el contrario, las manifestaciones distintivas se
observan en pacientes con EICRc y estdn ausentes en pacientes con EICRa, pero

requieren mas investigacion para confirmar el diagndstico.

El diagndstico, la evaluacion de la gravedad y el seguimiento de un paciente con EICRc
es complejo. La experiencia del médico examinador, asi como la de los distintos
especialistas son factores clave en el manejo de estos pacientes. Se recomienda realizar
una evaluacion protocolizada por 6rganos y sistemas, siguiendo los criterios diagnosticos
y de gravedad establecidos por el grupo de expertos del NIH del 2014 revisados en
20203334 en el que se incluye la valoracion de 8 6rganos o areas (piel, boca, ojos, tracto
Gl, higado, pulmén, articulaciones, y tracto genital) para calcular el score global en

funcién del nimero de 6rganos afectados y la severidad de afectacidn de estos.

1 02 drganos afectos (score maximo 1)
Leve +

Pulmon score 0

>3 organos afectos (score maximo de 1)
0
Moderado Al menos 1 6rgano (no pulmoén) afecto con score 2
0

Afectacion pulmonar (score 1)

Al menos 1 o6rgano afecto con score 3
Grave 0

Afectacion pulmonar (score >2 )

Tabla: Gradacidn clinica global de la EICRc segun el NIH global scoring system33:34,

1.2.3 Impacto de las formas graves de EICR

A pesar de los avances en la optimizacion de la seleccion del donante, la gradacion de la
intensidad del acondicionamiento y la individualizacion de la profilaxis, que han supuesto
una reduccion de la incidencia y gravedad de la EICR aguda y cronica, esta complicacion
sigue siendo la segunda causa de MRT precoz y tardia después de las infecciones?>%,
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Causes of Death after Matched Related Donor HCTs in the US,

2018-2019
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Causes of Death after Matched Unrelated Donor HCTs in the US,

2018-2019
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*Data reflects 3-year mortality 52

Figura. Causas de mortalidad tras el Alo-TPH en receptores de un DE y DNE.
Fuente: CIBMTR website. Summary Slides, 2021.

En el estudio reciente realizado por el EBMT®, que analiza la mejora de la tasa de MRT
desde los afios 80 hasta 2016, se observa que uno de los factores que ha contribuido a esta

reduccion es la disminucion en la incidencia y gravedad de la EICRa de grado I1-1V y 111-

V.

La MRT secundaria a la EICRa esta influenciada por diversos factores, tales como el
grado global de afectacion®?’, y la respuesta inicial a esteroides®®3!. En el reciente
estudio de MacMillan et al, se observd que la MRT a 6 meses fue significativamente
mayor en el grupo de pacientes con EICRa de alto riesgo (segun la clasificacion de
Minnesota), con un 34% (IC 95%, 23%-45%) vs. al 21% en el grupo de riesgo estandar
(IC 95%, 16%-25%), (p<0.01). Ademas, fue superior en el grupo de no respondedores a
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esteroides a los 28 dias del tratamiento, con un 44% (IC 95%, 32%-55%) vs. al 16% (IC

95%, 6%-27%) y al 13% (IC 95%, 9%-18%) en aquellos pacientes que alcanzaron una
RP o RC, respectivamente (p<0.01).
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_3 0.6 o
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o
g 0.4 - High Risk: 34% (23-45%)
= IPTTTSTTT T prapnnann -
F e
£ 0.2 4 enprnnrrrnneet®?
3
------ Standard Risk: 21% (16-25%)
0.0 T T T T T L4
0 1 2 3 4 5 6

Figura: MRT en funcion de la clasificacion de gravedad de Minnesota de la EICRa.

Fuente: MacMillan et al, Haematologica 2020.
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Figura: MRT en funcion de la respuesta a esteroides en la EICRa (NR=no respondedores; PR=respuesta parcial;
RC=respuesta completa).

Fuente: MacMillan et al, Haematologica 2020.
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Figura: Prediccion de la MRT en funcion de la probabilidad MAP y la respuesta a esteroides en la EICRa.
Fuente: Srinagesh et al, Blood Adv. 2019.
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La MRT secundaria a la EICRc no se ha estabilizado, si no que ha aumentado con el paso
de los afios debido al aumento de la incidencia de la EICRc per se en pacientes largos
supervivientes, y de edad més avanzada. Todo ello, ha condicionado un aumento de
muertes tardias por EICRc, por infecciones debido al estado de inmunosupresion
secundario al tratamiento de la EICRc, y por fallo organico®. Siendo las formas
moderadas-graves de la EICRc, como la afectacion cutanea extensa (score 2-3 del NIH)
y pulmonar grave (score 2-3 del NIH), las que se han asociado a una mayor MRT.

En el reciente estudio prospectivo multicéntrico observacional del consorcio
internacional de la EICRc, la incidencia acumulada de MRT al afio fue del 7% (IC 95%,
6%-9%), a los 3 afios del 15% (IC 95%, 13%-17%) y a los 5 afios del 22% (1C 95%, 19%-
25%)%. La causa mas frecuente de MRT fue la EICRc (37,8%) asociada a insuficiencia
organica, infeccion o causas adicionales no especificadas. Las siguientes causas
identificadas més frecuentes sin EICRc fueron la infeccion (16,9%), insuficiencia
respiratoria (9,6%) y el fallo multiorganico (5,6%).

1.0 Y
\\ Relapse L 0.1

08 - 02 _
g -03 Irfecion Secondary:
= & OOk
=2 g6 L 0.4 Other 16.9% none reported
F [ o5 2.8% 15.3%
5 041 L 0.6

L . Chronic GVHD

§ 07 Respiratory failure m;;cem

0.2 1 - 0.8 0.6% y A Secondary:

Death without relapse | 59 infection
Bleeding
00 1
" T T T T T T T T T 7T 1.6% _‘\.
012345678 910
Years since enroliment Organ failure
Numberatrisk 987 685 414 297 227 102 {norvrespatory)
Died without relapse 0 111 167 191 208 220 5.6%
Relapsed 0 96 123 136 141 144

Figura: Incidencia de MRT en pacientes con EICRc.
Fuente: DeFilipp et al, Blood Adv. 2021.

Por lo tanto, prevenir la aparicion de la EICR, mejorar el diagnostico y pronostico con la
ayuda de biomarcadores, asi como optimizar el tratamiento, representa un desafio

constante debido a la alta mortalidad que aun asocia esta complicacion.
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1.3 Evolucién del TPH y asociacion con la EICR
1.3.1 Prevencion de la EICR

La mayor parte de estrategias preventivas centran sus esfuerzos en evitar la aparicion de
las formas de presentacion de EICRa, que es a su vez el principal factor de riesgo asociado

al desarrollo posterior de EICRc.

Se han ido introduciendo diferentes estrategias preventivas entre las que destaca la
optimizacion en la seleccion del donante HLA compatible, priorizacion del uso de
donantes varones y jovenes, y consideracion de la combinacion de serologias donante-

receptor frente al CMV, asi como diferentes estrategias de profilaxis farmacoldgicas.

2019: BMT CTN 1203 - PTCy

2010: Single agent PTCy 2014: PTCy/MMF/Tac for ©Utperforms maraviroc and

for MA matched-BMT8  NMA haplo-PBSCT46147 | bortezomib for NMA
1987: Low dose Cy/Steroids matched-HCT
for matched HCT, Santos et al
2012: PTCy/Tac/MMF/ATG 2021: PTCy/MMF/Siro for
for NMA haplo-BMT for NMA MMUD HCT?; BMT
1986: CSA/MTX for  1998: Tac/MTX for 2008: non-malignant disease’*; CTN 1301 - single agent
MSD HCT®S MSD HCT® PTCy/MMF/Tac for PTCy/Tac/MMF for MA PTCy is equivalent to
NMA haplo-BMT® haplo-PBSCT'45 Tac/MTX for MA matched
l | BMT"?
—) O Ol
1980 2010 2020

2019: CSA/Siro/MMF for
NMA MUD HCT®®

2009: ATG for MUD HCT>? 2017: ap T cell and B-ce
depletion for haplo-HCT'*
Red: Cyclophosphamide/PTCy
Blue: Calcineurin inhibitor CSA/Siro/MMF for MMUD
Green: Ex vivo graft manipulation HCT#?
Purple: ATG 2014: Tac/Siro for matched
BMT48

Figura: Cronologia de las estrategias de profilaxis de la EICR en pacientes sometidos a Alo-TPH.

Fuente: J. Rimando et al; Blood 2023.

1.3.2 Antecedentes y estrategia actual de prevencion
Desde mediados de los afios 80, la CsA, un ICN, en combinacién con un ciclo corto de
MTX se ha utilizado como profilaxis clasica de la EICR en los alo-TPH de DEi*’.

Con el objetivo de mejorar los resultados, se han probado varias estrategias, entre ellas la
adicion de corticoides a la profilaxis con CsA-MTX. Esta combinacion, disminuia la

aparicion de EICRa grado I1-1V de forma significativa, pero se asociaba a un incremento
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destacable en la incidencia de infecciones oportunistas, y por tanto no comporté un

impacto positivo en los resultados finales del TPH3®,

Posteriormente, a finales de los afios 90, varios ensayos aleatorizados mostraron que la
combinacidn de tacrolimus y MTX reducia la incidencia global de EICRa en comparacion
con CsA-MTX, sin cambios en la EICRc ni en la SG. Por lo tanto, a raiz de estos
resultados muchos centros europeos implementaron el uso de tacrolimus como farmaco

estandar®®* en la profilaxis de la EICR.

Varios estudios prospectivos posteriores han comparado MFM y MTX en combinacion
con CsA reportando una incidencia similar de EICRa con ambos esquemas con aparente
mejoria en la velocidad de adquisicion del injerto hematopoyético y menor severidad de
la mucositis en el grupo de MFM*24, La importancia de acortar al maximo la fase de
neutropenia y reducir toxicidades, convirtieron al MFM en un farmaco de especial interés

en el trasplante de sangre de cordon y en el alo-TIR.

Fueron surgiendo otras combinaciones como sirolimus-tacrolimus, un inhibidor de la via
mTOR que bloquea la entrada en ciclo celular de los linfocitos T naive, inhibiendo de
forma selectiva los linfocitos T aloreactivos junto a un ICN. Esta combinacion fue
especialmente eficaz en receptores de alo-TIR*, al conducir a una reduccion en la tasa de
EICRc y a una mejoria en la SG. Sin embargo, el dafio endotelial asociado a la
coadministracion de ambos farmacos, con un posible aumento en el nimero de MAT fue
el principal factor limitante. Debido a esto, algunos centros se mostraron cautos en su uso

rutinario.

Tras conocer el papel de los linfocitos T en la fisiopatologia de la EICR, varios grupos
demostraron la eficacia de las estrategias de manipulacion del injerto, ya fuese mediante
técnicas de deplecidon T ex vivo, como la seleccion negativa de linfocitos T o positiva de
células CD34+%, con el fin de reducir la incidencia de la EICR. Sin embargo, la mayoria
de estas estrategias tienen como contrapartida el retraso en la reconstitucion inmune y un
consiguiente incremento en el riesgo de fallo de injerto, recaida e infecciones
oportunistas, incluyendo casos de sindrome linfoproliferativo postrasplante asociado al
VEB.

La administracién in vivo de anticuerpos dirigidos frente a los linfocitos T para prevenir
la EICR también ha sido ampliamente estudiada. El farmaco mas utilizado fue la ATG,

introducida inicialmente en 2009 a dosis bajas en alo-TPH de DNEm, mostrando
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reduccion de la EICRa grado I1-1V y 11I-1V, asi como de la MRT*6. Estudios posteriores
mostraron reduccion de la incidencia de EICRa grado II-IV y -1V, asi como de la
EICRc extensa tras introducirla en el acondicionamiento mieloblativo, sin que la MRT ni
la supervivencia global se vieran modificadas*’**¢. Por lo que segln las encuestas del
EBMT®, el 75% de los centros participantes introdujeron el ATG peri-

acondicionamiento fundamentalmente en receptores de trasplante de DNE.

En 1963, Berenbaum publicé los primeros estudios evaluando la ciclofosfamida en
modelos murinos®. En 2008 el grupo del Hospital Johns Hopkins, liderado por el Dr.
Luznik, fue pionero en la introduccion de la CyPT a dosis de 50mg/kg los dias +3 y +4
como profilaxis de la EICR en pacientes con hemopatias malignas receptores de un haplo-

TPH®!, tras refinar los resultados obtenidos en modelos murinos en 2001523,

Bone Marrow
Infusion

Cyclophosphamide (Cy) G-CSF
145 /kg/d TBI ——
mgfrgrday 200 cGy MMF
BMT 1 - Tacrolimus
Day6 -5 -4 -3 -2 -1 0 ‘5 10 20 30 40’ 90 180

1
Cy 50 mg/kg/day,
day 3 (n=28) or
days 3,4 (n=40)

Fludarabine 30 mg/mZ2/day

Figura: Esquema del modelo de TPH haploidéntico de intensidad reducida con CyPT.

Fuente: Luznik et al, Biol Blood Marrow Transplant 2008.

La administracion de este agente alquilante clasico en las etapas tempranas posteriores al
trasplante permite el establecimiento de un quimerismo mixto estable, en el cual coexisten
células tanto del donante como del receptor, a pesar de las marcadas diferencias HLA

entre ambos, con tasas reducidas de la EICR.

El efecto de la CyPT se basa en su capacidad para afectar selectivamente a las células
aloreactivas que tienen una alta tasa de proliferacion y una menor capacidad de reparacion
del ADN. Esto provoca un desequilibrio a favor de los linfocitos T reguladores. Por otro
lado, las células madre hematopoyeéticas, que son ricas en aldehido deshidrogenasa, son
resistentes a los efectos de la ciclofosfamida. Por lo tanto, este farmaco puede ser
administrado después del trasplante alogénico de médula 0sea sin dafiar el injerto ni

comprometer la reconstitucion inmune®*5,
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Figura: Mecanismo de inmunotolerancia producida por las altas dosis de la CyPT.

Fuente: Luznik et al, Semin Oncol. 2012.

El uso inicial de la CyPT fue en combinacion con otros inmunosupresores, como ICN o
MFM, en el contexto del haplo-TPH%. A partir de 2010, los esfuerzos se centraron en
analizar su papel como profilaxis en trasplantes de DEi o DNEi®"®2, y posteriormente en
DNEm®, demostrando eficacia y seguridad en la reduccion de la incidencia de la EICR
aguda y crénica grave, asi como de la MRT, sin aumentar la tasa de recaidas en
comparacion con la profilaxis clasica de EICR en ensayos clinicos fase 111%4. Por
consiguiente, se estd ampliando su uso como profilaxis de la EICR fuera del entorno
haploidéntico, tanto en hemopatias malignas como en no malignas®, en todo tipo de
acondicionamientos y fuentes de PH.

Respecto a las futuras lineas de investigacion, surge el interrogante sobre la posibilidad
de reducir la dosis total de CyPT en funcion de las comorbilidades y/o cardiopatia®’-% de
los pacientes, con el fin de disminuir las toxicidades dosis dependientes, tales como la
cardiotoxicidad, cistitis hemorragica, infecciones, retraso en la reconstitucion inmune, y

disfuncion del implante’®72,

Se han explorado nuevos farmacos como abatacept, una proteina soluble de fusion
recombinante del dominio extracelular del CTLA-4, y de la porcién Fc de la
inmunoglobulina G1, que compite con CD28 en las células T para unirse especificamente
a CD80 y CD86 en las CPA, atenuando la activacion de celulas T y por tanto la
citotoxicidad celular. Este farmaco ha demostrado resultados prometedores en el ensayo
clinico prospectivo fase 1l, NCT01743131, que incluy6 148 alo-TPH de DNEi y 46 de

DNEm. Los pacientes que recibieron abatacept (dosis de 10 mg/kg endovenoso, los dias
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-1, + 5, +14, y +28) combinado con un ICN y MTX, presentaron una reduccion
significativa de la incidencia de la EICRa, sin aumentar el riesgo de recaida, y una
reduccion significativa de la MRT en el grupo de DNEm, en comparacion con el grupo
control que recibio un ICN y MTX. A su vez, el analisis de citometria de flujo realizado
proporciond pruebas convincentes de la restriccion sustancial de la expansion de células
T CD4+ efectoras, y de la preservacion de las células células T CD4+ naive, en el grupo
de pacientes que recibieron abatacept. Estos resultados llevaron a su aprobacion por la

FDA en diciembre de 2021 como profilaxis de la EICR en este escenario”™ "4,
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Recientemente se han publicado los resultados de un ensayo clinico prospectivo
unicéntrico fase Ib-11, NCT04503616, en el que se explora la combinacion de CyPT (50
mg/kg, los dias +3 y+4) con abatacept (10 mg/kg endovenoso, los dias + 5, +14, y +28)
y un curso corto de tacrolimus (hasta el dia +90, si ausencia de EICR), en 46 haplo-TPH
de sangre periférica como fuente de PH, con resultados prometedores en la reduccion de
la EICRa I1-1V, y un perfil de toxicidad aceptable’™. No obstante, se requieren estudios
aleatorizados para confirmar estos hallazgos.

1.3.3 Evolucion de las estrategias de prevencion en nuestro centro

Desde mediados de los afios 80, la profilaxis convencional de la EICR en nuestro centro
ha consistido en CsA en combinacién con MTX. A finales de los 90, a raiz de los buenos
resultados de la combinacion de tacrolimus y MTX, le posicionaron como el ICN

estandar.

En 2004 decidimos reemplazar la combinacion clasica CsA-MTX por CsA-MFM en alo-
TIR, debido a los beneficios observados en terminos de mayor velocidad en la adquisicién
del injerto hematopoyético y una menor severidad de la mucositis en el grupo con
MFM#243,

En 2009, introdujimos la combinacion sirolimus y tacrolimus en receptores de un alo-TIR
de DNE, debido a la mejora observadas en la incidencia de EICRc y SG*'®"". Dado los
buenos resultados obtenidos, ampliamos su uso a todos los alo-TIR independientemente

del tipo de donante.

Ese mismo afio, incorporamos la ATG (Thymoglobulin®, 2 mg/kg dia los dias -3, -2, y
-1, dosis total 6 mg/kg) a la profilaxis convencional, en el caso de DNE con un alelo tnico
no coincidente, teniendo en cuenta la tipificacion HLA de alta resolucion de los loci A,
B, C, DRB1y DQBL1.

En mayo de 2013, implementamos el haplo-TPH con CyPT (50 mg/kg/dia los dias +3 y

+4) y tacrolimus en infusién continua de 24 horas desde el dia +5.

Seguidamente en enero de 2016, disefiamos un protocolo prospectivo unicéntrico para
incorporar la CyPT fuera del entorno haplo-TPH de manera secuencial. Inicialmente, se
incluyeron los alo-TIR de DEi, DNE y/o DNEm con alto riesgo de desarrollo de la EICR

(diferencia HLA o donante mujer y paciente varon). En el andlisis intermedio se observo
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un 21% de fallo de injerto, por lo que se decidio afiadir dosis bajas de tiotepa (3 mg/kg
del =7 al —6) a la combinacion fludarabina-busulfan (fludarabina 30 mg/m2 del —5 a —2
y busulfan 3,2 mg/kg/dia del—4 al —3) o fludarabina-melfalan, en caso de no disponer de

la realizacion de niveles de busulfan.

Posteriormente en marzo de 2018, tras las modificaciones realizadas en el protocolo, se
incluyeron los alo-TPH de pacientes con sindromes linfoproliferativos, y los alo-TPH

acondicionados con regimenes mieloablativos basados en ICT

Finalmente, en caso de pacientes fragiles con comorbilidades, cardiopatia previa, MF, o
escasa celularidad de PH infundida, individualizamos la profilaxis de la EICR, bajando

la dosis total de la CyPT de 50 mg/kg/dia a 30 mg/kg/dia los dias +3 y +4 postrasplante.

Finales 80-90 2004 2009 2013 2016 2018
+ CsATMIX * CsAtMMFen  + SiroTacroenAlo- + HaploTPHcon ° CyPT-TacroenAlo- + CyPT-TacroenAlo-TPH
Ab-TIR TIR de DNE CyPT-Tacro TIR de DE, DNE y/o mieloblativos de DE, DNE
* Tacro-MTX DNEm y/o DNEm
* ATG en DNEm

+  Ajuste dosis total de CyPT

Figura: Cronologia de las estrategias de profilaxis de la EICR en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

1.3.4 Tratamiento de la EICR

A pesar del uso rutinario de profilaxis con agentes inmunosupresores u otras estrategias
de manipulacion del indculo, descritas en apartados anteriores, entre el 30-60% de los
receptores de alo-TPH desarrollaran EICRa, y entre el 20-85% EICRc en los primeros

meses post-TPH.

Teniendo en cuenta la fisiopatologia de la EICR, el tratamiento se centra en modular los
linfocitos T aloreactivos. No obstante, también se han identificado otras poblaciones
celulares de interés contra las que dirigir el tratamiento, como los linfocitos T reguladores,

las células dendriticas, los linfocitos NK, y los linfocitos B. Estos hallazgos abren nuevas
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posibilidades terapéuticas y sugieren enfoques mas amplios para abordar la complejidad
de la EICR"®,

1.3.5 Antecedentes y estrategia actual en la EICRa

La decision de iniciar tratamiento sistémico depende no solamente de la severidad de las
manifestaciones clinicas sino también de la velocidad de progresion, siendo altamente

recomendable la confirmacion histoldgica.

En caso de la EICRa cutanea y/o digestiva grado | se utiliza tratamiento con corticoides
topicos no absorbibles. La progresion rapida a un grado 11-1V requiere de la introduccion
de corticoides sistémicos sin demora, manteniendo en la mayoria de los casos el
tratamiento profilactico que el paciente estaba recibiendo tras realizar la optimizacion de

los niveles™,

En la EICRa grado Ila con afectacion aislada de piel o gastrointestinal alta se utilizan
esteroides a dosis de 1 mg/kg, y en EICRa grado I1b-1V se utiliza dosis de 2 mg/kg. Hasta
la fecha no se ha demostrado beneficio alguno con el uso de dosis mayores de esteroides®’,
ni con la adicion de un segundo inmunosupresor como el MFM, o itacitinib (inhibidor
selectivo de JAK1)®82 por lo que los esteroides en monoterapia siguen considerandose

el tratamiento de primera linea.

Con el objetivo de reducir la dosis de corticoides sistémicos y por tanto minimizar el
efecto deletéreo de estos, es de real importancia la asociacion de esteroides no absorbibles
como la budesonida (9 mg/dia) y /o la beclometasona (1-2 mg, cuatro veces al dia) en el
tratamiento de la EICRa GI%,

Entre los retos futuros, se encuentra la individualizacion del tratamiento inicial de primera
linea en funcion del indice clinico de gravedad de Minnesota®®, y de los biomarcadores
plasmaticos®*-3L, El objetivo es identificar de manera precoz a los pacientes de bajo riesgo
de EICRa para reducir la toxicidad del tratamiento esteroideo®, y a los pacientes de alto
riesgo para que puedan beneficiarse de ensayos clinicos, dada la baja respuesta al

tratamiento convencional de primera linea y la alta MRT asociada.

Se debe de evaluar la respuesta al tratamiento de primera linea con esteroides los dias +3,
+5, y +7 tras el inicio de tratamiento para identificar precozmente los pacientes no

respondedores. Posteriormente, se recomienda la realizacion de una reevaluacion de la
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respuesta al tratamiento semanal durante las primeras 8 semanas hasta la suspension del
tratamiento®3%, Se debe tener en cuenta que la respuesta global (RC+RP) alcanzada en el
dia +28 del tratamiento de primera linea con corticoides se ha asociado en multitud de
estudios con la MRT y con la SG. Por esta razon, ha sido el objetivo principal para evaluar
en la mayoria de los ensayos clinicos. Sin embargo, la evaluacion clinica a los 28 dias del
tratamiento tiene desventajas a la hora de detectar a los lentos respondedores, por lo tanto,
se esta considerando la evaluacion de la respuesta al tratamiento a 2 semanas combinando

la respuesta clinica junto al MAP score, que incluye biomarcadores?,

Respuesta a

Definicion
esteroides

Progresion tras 3-5 dias de prednisona > 2 mg/kg/d
Refractariedad Ausencia de RP a los 7 dias
Ausencia de RC o MBRP a los 14 dias

Imposibilidad de bajar la prednisona a < 2 mg/kg/d
Dependencia Recurrencia durante el tapering
Incapacidad de reducer la prednisone <0,5mg/kg/dia durante 7 dias

Intolerancia Aparicion de toxicidad no aceptable

Tabla: Criterios de refractariedad, dependencia o intolerancia a esteroides en la EICRa®.

Hasta la fecha, no existe un consenso en cuanto a la duracion del tratamiento inicial con
dosis altas de corticoides. Segun las guias de la EBMT, se recomienda mantener la dosis
inicial de 1-2 mg/kg/d de metilprednisolona los primeros siete dias, pudiendo ser
sustituidos por esteroides orales si se toleran estos, y no se recomienda un descenso de
estos hasta que los signos de EICRa hayan desaparecido. El descenso de dosis es lento y
depende de la respuesta; en caso de RC, se puede reducir la dosis en escalones de un 10%
de la inicial hasta alcanzar suspension del corticoide en un periodo de cuatro semanas. En
aquellos casos en los que la respuesta inicial a los esteroides haya sido més lenta, la

duracion del tratamiento con corticoides sera mayor.

En términos generales, los pacientes con EICRa de riesgo estandar presentan respuestas
globales a los 28 dias de hasta un 74%, mientras que los de alto riesgo muestran una tasa
de respuesta del 59%, esto implica que aproximadamente entre un 20 y un 50% de los

pacientes precisaran tratamiento de rescate de segunda linea?®.
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Figura: Respuesta a esteroides segun el indice de gravedad Minnesota.

Fuente: MacMillan et al, Haematologica 2020.

Cabe destacar, que los pacientes con EICRa que no responden al tratamiento de primera

linea con corticoides tienen un prondstico muy desfavorable comparado con los

respondedores, con SG del 46% vs. 88% a 2 afios, debido a altas tasas de mortalidad

relacionadas con infeccion y/o dafio orgédnico progresivo, y aumento de la incidencia

acumulada de EICRc del 46% vs. al 29%8%¢8. Por lo tanto, es fundamental la correcta

evaluacion de la respuesta desde un punto de vista prondstico, para identificar aquellos

pacientes no respondedores que se beneficiaran de un tratamiento de rescate precoz.
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Figura: Supervivencia global en pacientes con EICRa en funcion de la respuesta a esteroides (SS=sensible;

SD=dependiente; SR=refractario) y correlacion con el desarrollo de EICRc.

Fuente: El Jurdi et al, Blood Adv. 2021; Herzog et al, Blood 2023.
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A pesar de que se probaron maltiples farmacos para el tratamiento de la EICR refractaria
y/o dependiente de esteroides, ninguno habia demostrado su eficacia en ensayos
prospectivos aleatorizados, por ese motivo todas las opciones disponibles eran vélidas
priorizando la inclusion en ensayos clinicos, lo que explica la falta de consenso previo

sobre el tratamiento 6ptimo de segunda linea &-°°,

En 2015, se realiz6 un estudio retrospectivo multicéntrico en varios centros de trasplante
en Europa y Estados Unidos, el cual establecié el potencial beneficio terapéutico del
ruxolitinib, un inhibidor selectivo de JAK 1/2, en el tratamiento de la EICRa refractaria a
esteroides®. Posteriormente, el ensayo prospectivo fase 1I, REACH-1, confirmo estos
resultados mostrando respuestas globales de hasta el 54,9% y RC del 27% en 71 pacientes
con EICRa refractaria®. El ensayo fase 111, REACH-2, con 309 pacientes ratifico los
hallazgos mostrando mejores respuestas globales a los 28 dias de hasta el 62,3% en la
rama de ruxolitinib vs. 39,4% en la rama control, que incluyé FEC 31%, inhibidores del
TNF-0 24%, MFM 22%, ATG 16%, y células mesenquimales estromales 13%%.

Ademaés, se observaron respuestas de mayor duracion respecto al grupo control a 56 dias
del 39,6% vs. 21,9%. Estos resultados respaldaron la aprobacién del uso de ruxolitinib
para tratar la EICRa refractaria en pacientes mayores de 12 afios, por parte de la FDA en
mayo de 2019, y por la EMA en mayo de 2022.

Duration of Failure-Free Survival
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Survival, Mos
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EE. 60 02.3 | 60 P<.001 . g Control 1.0
£ 304 3 601
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Figura: Respuesta global de ruxolitinib vs. control en pacientes con EICRa refractaria.

Fuente: Imagen adaptada de Zeiser et al, NEJM. 2020.

51



Es fundamental la correcta evaluacion de la respuesta a ruxolitinib para identificar
aquellos pacientes no respondedores que se beneficiaran de un tratamiento de rescate
precoz, lo que ha llevado al desarrollo de criterios de respuesta especificos al farmaco®.

Respuesta a

Ruxolitinib Definicion

Progresion tras 5-10 dias desde el inicio
Refractariedad Ausencia de RP a los 14 dias
Pérdida de respuesta en cualquier punto del tratamiento

Toxicidad Aparicion de toxicidad no aceptable

Tabla: Criterios de refractariedad, o intolerancia a ruxolitinib en EICRa refractaria®L.

Actualmente, se estan llevando a cabo estudios prospectivos de fase Il para evaluar la
combinacidn de ruxolitinib y esteroides como tratamiento de primera linea en pacientes
con EICRa de alto riesgo (NCT04061876, NCT4397367)% con el objetivo de mejorar la

eficacia en pacientes resistentes esteroides.

En estudios preclinicos, se ha observado que la presencia de citoquinas resistentes a
esteroides, como la IL-22, con una funcién dual proinflamatoria y antiinflamatoria en el
contexto del microambiente, puede predisponer al desarrollo de EICR en caso de
disbiosis® o favorecer la reparacion celular a nivel de la mucosa intestinal e inducir

moléculas antimicrobianas innatas.

En un reciente estudio de fase Il, se evalud la combinacion de IL-22 con corticoides en
primera linea en pacientes con EICRa intestinal, y se obtuvo una respuesta global del
70%°". Es importante destacar que el objetivo de esta combinacion es potenciar la
inmunosupresion con estrategias de recuperacién de la mucosa, promoviendo la
regeneracion del microambiente previamente dafiado. Es relevante mencionar, que los
pacientes que respondieron mostraron una composicion diferente de la microbiota,
caracterizada por la expansion de anaerobios comensales, lo que se correlacion6 con un
aumento de la diversidad del microambiente, y una mejora de la disbiosis asociada a la
EICR.

Cada vez hay mas evidencia que demuestra que el acondicionamiento, los antibioticos y
el estado de desnutricion pueden predisponer a la desregulacién del microambiente en el

alo-TPH. Estos factores alteran la integridad de la barrera epitelial en el intestino, lo que
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a su vez conduce a un desequilibrio en la composicion de la microbiota, y por
consiguiente de la homeostasis del sistema inmune. Como consecuencia, se produce la
activacion y proliferacion de los linfocitos T, desencadenando una tormenta de citoquinas
que ocasionan el dafio organico asociado. Actualmente, se esta investigando el papel de
los probidticos y el trasplante de microbiota fecal como estrategias directas para transferir
bacterias, productos bacterianos y metabolitos con el fin de restaurar el microambiente,
el cual puede actuar como inmunomodulador, y resetear el sistema inmunitario, llevando

a la remisién de los sintomas de la EICRa%®.

Entre los trabajos que se han llevado a cabo, se encuentra el estudio prospectivo de fase
I, HERACLES, que evalu6 la eficacia del trasplante fecal como tratamiento de segunda
linea en 24 pacientes con EICRa gastrointestinal de grado 111-1V refractaria a esteroides
(NCT03359980), obteniendo un 38% de respuestas globales en el dia +28, y una SG del
29% y del 25% a 6 y 12 meses respectivamente®®. Actualmente se encuentra en fase de
reclutamiento el estudio prospectivo de fase Ill, ARES en pacientes con EICRa
gastrointestinal refractario a esteroides y a ruxolitinib (NCT04769895).

Normal Conditions &
> =
Af—— =
- 4 FMT Restoration of
resets i ———| microbial homeostasis
Intestine Microbiome misrobal
and network
network
Acute GVHD & A,
e a—
o = P = ey
Gty -/ ER— Increased diversity
S Eradication of MDRB,
¥ \ ~ Conditioning regimen Djabies P B ored pathobiont growth
Epithelial  Immune ‘A’:"‘“b'““ Microbial metabolites Baiieorty inhibition
damage  dysregulation SManiton - Pathogen-associated g
2 O\ molecular patterns W
. : (PAMPs) X < ) s N
ecruitment of 3
Activation of # N
antigen presenting 10 eactive T > ¢ Immune ) Immunoregulation
cells, macrophages alle L. homeostasis
and neutrophils :A 3 restoration = )
Therapeutic intervention
Antibiotic stewardship Prebiotics, probiotics Fecal
and immun oglobulin and postbiotics microbiota
therapy transplant

Figura: Desregulacion de la microbiota y trasplante fecal como opcidn de tratamiento en la EICRa Gl.
Fuente: Rafei et al, Blood. 2020.

1.3.6 Antecedentes y estrategia actual en la EICRc

Los tratamientos topicos y cuidados de soporte son muy importantes en el manejo de la

EICRc y pueden ser suficientes en el caso de formas leves. Mientras que en las formas de
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moderadas o graves se debe iniciar tratamiento sistémico con esteroides a 1 mg/kg
combinado con tratamiento tdpico en las formas cutanea, digestiva o de mucosas (oral,
ocular, genital), hasta alcanzar RC o MBRP, momento en el que se debe comenzar a
disminuir la dosis de esteroides un 20-30% cada dos semanas hasta la retirada, teniendo

en cuenta que en las tltimas semanas el descenso debe ser mas lento®.

Los pacientes que estan recibiendo otros inmunosupresores, se recomienda retirar el
corticoide primero o bien reducir la dosis a la minima imprescindible. Los otros
inmunosupresores, normalmente los ICN, pueden ser retirados de forma progresiva a lo
largo de 3 a 9 meses, con reducciones cada 2 a 4 semanas. La mediana de duracion de la
inmunosupresion puede llegar a ser de 2 a 3 afios, lo que implica ciclos prolongados de
tratamientos de ensayo Y error, entrelazados con reagudizaciones de la EICRc en hasta

un 60% de los casos, y toxicidad acumulada de los inmunosupresores®-10%,

Clinical
Tolerance

Intensity of Immunosuppression

Figura: Ajuste del tratamiento en la EICRc.
Fuente: Rafei et al, Blood. 2020.

Diferentes ensayos aleatorizados han evaluado la asociacion de esteroides con otros farmacos en
primera linea como azatioprina, CsA, talidomida, MFM, sirolimus y recientemente ibrutinib,

sin demostrar beneficio en pacientes con EICRc de nuevo diagnostico??104,

Se debe de evaluar la respuesta al tratamiento de primera linea con esteroides siguiendo
los criterios de respuesta del NIH revisados en 2020334, inicialmente a las dos y a las
cuatro semanas del inicio de la terapia, posteriormente cada tres meses, y siempre que se

realicen cambios importantes en el tratamiento. Los pacientes con formas graves de
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EICRc, especialmente si estan bajo tratamiento de rescate, pueden precisar un

seguimiento mas estrecho cada 2 0 4 semanas.

Respuesta a esteroides Definicion

* Progresion tras 1-2 semanas de prednisona 1 mg/kg/d

+ EICRc estable tras prednisona 0.5 mg/kg/d durante 2 meses. Se puede extender a 3-6 meses en formas
Refractariedad esclerodermiformes

+ Imposibilidad de reducer la dosis <0,5 mg/keg/d

+ Reactivacion de los sintomas

Dependencia Imposibilidad de bajar la prednisonaa < 0,25 mg/kg/d en 2 intentos separados por 8 semanas

Intolerancia Aparicion de toxicidad no aceptable

Tabla: Criterios de refractariedad, dependencia o intolerancia a esteroides en la EICRc®.

Desafortunadamente, el 50% de los pacientes no responderan al tratamiento de primera
linea por lo que recibirdn una media de 3 lineas de tratamiento. Siendo la supervivencia
libre de fracaso a la segunda linea de tratamiento (definida por la ausencia de tratamiento
de tercera linea, de MRT, y de recurrencia de la neoplasia de base durante el tratamiento)
del 56% a los 6 meses, del 45% a 12 meses y del 31% a 24 meses'®. Entre los factores
predisponentes al fracaso, se encuentran la afectacion Gl y el EICRc severo segun la
clasificacion del NIH. A los 5 afios del diagnostico, aproximadamente un tercio de los
pacientes estara vivo y en remision sin tratamiento inmunosupresor:®. Estos datos
ilustran la importancia de la seleccion del tratamiento de rescate para la EICRc refractaria,

y la necesidad de individualizarlo.

Percent

Treatment Change

0 6 12 ] 24 30 36 42 48
Months from Second-line Treatment

Relapse % 4% 4% 5% 5% 5% 5% 5%
NRM T % 1% M% 1% 1% 1% 1%
Treatrnent change 34% 43% 50% 53% 55% 7% 58% 59%

58% A5% 35% 3% 8% 28% 28% 25%
Withdrawal of IST 1% % 6% 8% 1% 13% 14% 15%

Figura: Supervivencia libre de fracaso a la segunda linea de tratamiento en pacientes con EICRc.
Fuente: Inamoto et al, Blood. 2013.
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Months from Second-line Treatment

Low 33% 39% 48% 55% 58% B0% 63% 63%
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High 56% 70% 80% 82% 83% 85% BT% 87%

Figura: Incidencia de fracaso a la segunda linea de tratamiento en funcién del riesgo de EICRc.

Fuente: Inamoto et al, Blood. 2013.

Hasta hace poco tiempo, no existia consenso sobre el tratamiento de rescate en pacientes
con EICRc refractaria y/o dependiente de esteroides. Solo disponiamos de publicaciones
de grupos cooperativos gque se basaban en opiniones de expertos y que incluian distintos
enfoques terapéuticos como FEC, inhibidores de mTor, rituximab, imatinib, pentostatina,
ICN 0 MFM7, Sin embargo, la reciente aprobacion de 3 farmacos de segunda linea por
la FDA esta modificando el panorama de tratamiento de la EICRc refractaria/dependiente

de esteroides!®,

El ensayo fase 1l, NCT02195869, evalud la eficacia de ibrutinib, inhibidor de BTK, a
dosis 420 mg/dia via oral, en 42 pacientes con EICRc tras fracaso de 1 a 4 lineas previas.
El 67% alcanzaron algun tipo de respuesta, con un 21% de RC a 14 meses, lo que permitid
la reduccion de la dosis de esteroides. El 31% de los pacientes requirié reducir la dosis
debido a efectos adversos en su mayoria de grados I y 11, siendo los mas frecuentes fatiga,
nauseas, diarrea y espasmos musculares. Se alcanzaron respuestas en todos los érganos,
siendo especialmente eficaz en piel, boca y tubo digestivo. Estos resultados le dieron la
aprobacion por la FDA en agosto de 2017, en pacientes con EICRc refractaria a >1 linea

de tratamiento®.
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Best Chronic GVHD Response
(N=42)

100 1 Improvement in cGVHD

# Clinician assessment
7 B Patient assessment

80 1 W cr
W PR

Response (%)

Median Overall Severity Scores

ORR SD PD
Wks

ORR: 67%

Figura: Respuesta a ibrutinib en pacientes con EICRc refractaria a >1 linea de tratamiento. (PD=progresion
de la enfermedad; SD= enfermedad estable).

Fuente: Imagen adaptada de Miklos et al, Blood. 2017.

El ensayo fase 1l, ROCKstar, evaluo la eficacia de belumosudil a dosis de 200 mg cada
24y cada 12 horas via oral, un inhibidor selectivo de ROCK2 que regula la transcripcion
de genes profibréticos mediante la formacion de colageno por los fibroblastos y restaura
la homeostasis inmunitaria al modificar el equilibrio entre células Th17 y los linfocitos T
reguladores. El estudio se llevo a cabo en 132 pacientes con EICRc que habian recibido
entre 1 a 5 lineas previas (incluyendo ibrutinib y ruxolitinib). Las respuestas globales
fueron del 74% y del 77% respectivamente, con 5% de RC y 71% de RP a 12 meses, lo
que permitio la reduccién de esteroides en un 64% de los pacientes. Un tercio de los
pacientes presento efectos secundarios siendo los mas frecuentes fatiga, diarrea y nauseas
y un 12% requirié discontinuacion. Estos resultados le dieron la aprobacion por la FDA
en julio de 2021, a la dosis de 200 mg cada 24horas en pacientes mayores de 12 afios con

EICRc refractaria a >2 lineas de tratamiento™°.

mlTT population (N=132)
80 HcrR HEPR

ORR, %

3 &

<N q'\\ S S
2 K & R & &

3‘.’\0 RS VWS OV ¢ AN <& & A\ &

fo\\/ 7
Y
5%
g

Figura: Respuesta por 6ganos a belumosudil en pacientes con EICRc refractaria a >1 linea de tratamiento.
Fuente: Cutler et al, Blood. 2021.
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El ensayo fase Ill, REACH-3, que incluyo 329 pacientes con EICRc refractaria y/o
dependiente de esteroides demostré por primera vez que ruxolitinib, a dosis de 10 mg
cada 12 horas via oral, en comparacion con la rama control (FEC, MFM e ibrutinib)
proporcionaba una mejor respuesta global a las 24 semanas del 49,7% vs 25,6%, y al final
del seguimiento del 76,4% vs. 60,4%, permitiendo la reduccién de los esteroides. Entre
los pacientes que alcanzaron respuesta, la probabilidad estimada de mantenerla a los 12
meses fue del 68,5% en el grupo de ruxolitinib vs. 40,3 (en el grupo de control. Presentd
una mejor supervivencia libre de fracaso de tratamiento de 18,6 meses vs. 5,7 meses en
el grupo control, y un perfil de toxicidad aceptable siendo los efectos secundarios mas
frecuentes, la trombocitopenia (15%) y la anemia (12,7%)1113, Estos resultados le
dieron la aprobacion por la FDA en septiembre de 2021 y por la EMA en mayo 2022 para

pacientes mayores de 12 afios con EICRc refractario a 1 o 2 lineas de tratamiento.

A Overall Response at Week 24 A Best Overall Response
100+ Complete response 1001 Complete respanse
Partial response 764 Partial response
%04 s0d (126/165)
- Odds ratio, 2.99 (95% Cl, 1.86-4.80) 121 (99164  Odds ratio, 217 (5% CI, 1.34-3.52)
£ 60 Risk ratio, 1.93 (95% Cl, 1.44-2.60) 8 60 T Risk ratio, 1.24 (95% C1, 1.07-1.43)
2 4.7 P<0.001 ig ‘
£ 67 £E
s 40 a 40
o 64.2
25.6
20 43.0 =30 a7
204
22.6
— 0
Ruxolitinib Control Ruxolitinib  Control
(N=165) (N=164) (N=165)  (N=164)

Figura: Respuesta global con ruxolitinib vs. control en la EICRc refractaria.
Fuente: Zeiser et al, NEJM. 2021.

B Failure-free Survival B Duration of Response
No. of Events/Total No. Kaplan—Meier Median No. of Events/Total No. Kaplan—Meier Median
me mo
Ruxolitinib 60/165 >18.6 Ruxolitinib 40/126 Not reached
Control 109/164 5.7 Control 60/99 6.24

Hazard ratio, 0.37 (95% Cl, 0.27-0.51)

100 P<0.001
90
80~

70

Ruxolitinib
60+

504

(%)

40
304
204
10

Control

Control

Failure-free Survival (%)
Patients with Maintained Response

T T T T T T T T T T T T T J ! ! T . J T ’ T ! iy T T y !
2 4 & 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Months Months
No. at Risk No. at Risk
Ruxolitinib 165 145 130 115 92 87 76 58 49 37 27 15 9 4 o Ruxolitinib 126 117 101 85 71 63 53 46 34 24 18 9 5 1 (1]
Control 164 123 100 64 45 39 31 23 17 15 9 6 3 1 o Control 99 78 62 47 36 33 28 19 16 10 g 4 3 2 o

Figura: Supervivencia libre de fracaso y duracion de la respuesta con ruxolitinib vs. control en la EICRc
refractaria.
Fuente: Zeiser et al, NEJM. 2021.
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A pesar de la aprobacion de estos 3 farmacos en EICRc refractaria, la mayoria de las
respuestas alcanzadas son parciales, siendo la tasa de RC menores a un 20 %. Ademas,

siguen existiendo las formas mérbidas e incapacitantes, por lo que la interrupcion

sostenida de la terapia sistémica sigue siendo un reto dificil de alcanzar'“.

Ibrutinib Belumosudil Ruxolitinib
L Growth factors : I , IFN-y, IL-6, IL-11, IL-2, IL-4, IL-7,
® Cytokines  Integrins IL-12, 1L-23,1L-27  IL9, IL-15, IL-21
BCR Ibrutinib TCR b o ° e
: 1 |1 )| | M I
YR 4 BTGPLCYS Ibrutinib . sakt||liake Akt | baKa
ok~ (BUNK 1 sess]
Lek
l raf i Nt Ruxolitinib | Ruxolitinib
Zap-70) - (SLP-76 e Sl h /
IP3 ~ Rho-GDP Rho-GTP
= == stat1/3)” O~ PsTATi/3
GEF 4
Belumosudil
DAG iEy — (ROCK2 Il
STAT1/3
STAT3 \./ \,[ STATS (AL
Pstats) Psars BPSCLNL Y VAU
Treatment effects in cGVHD
v Cell survival + Cytokine production + Cytokine production + Cytokine production
+ Cell proliferation IL-9, IL-17A, IL-2 v Proliferation v Proliferation
v Autoantibody production v Th17 cells v Th17 cells
v Follicular helper T cells 4 Treg cells
A Treg cells v Collagen/extracellular matrix production
+ Collagen/extracellular matrix production

Figura: Mecanismo de accion de los farmacos aprobados por la FDA para la EICRc refractaria.
Fuente: Zeiser et al, Blood. 2022.

Es fundamental avanzar hacia enfoques personalizados y menos toxicos en lugar de
estrategias permanentes de "ensayo y error”. Para lograr este objetivo, se necesitan
biomarcadores predictivos como CXCL9, SBAFF y Reg3a!°, no validados hasta la fecha
en la practica clinica, que indiquen de forma fiable si la EICR crénica esta controlada
para individualizar la reduccion progresiva del tratamiento, y desarrollar nuevas terapias

basadas en la biologia de la EICRc que permitan intervenciones mas inmunoselectivas!te,

——> Cellular migration
- === Cellular differentiation

m CcGVHD therapy

pre-HSCT Nilotinib, imatinib
:on;g:;:rgng: D — glasdegib, KD025

. PDGFR *

« TGF-B

. _, PDGF
s
-'\\_,/-/
\(STAT3BTK]
JakT|Jak2) ™
Phase I: Phase II: Phase Iz
Inflammation T and B cell dysregulation Fibrosis

Figura: Patogénesis de la EICRc y dianas de tratamiento.

Fuente: Hill et al, Annu Rev Immunol. 2021
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Recientemente, se han publicado los resultados del ensayo fase I, NCT01954979, con
abatacept a dosis de 10mg/kg endovenoso (cada 15 dias y posterior mensual, hasta un
total de 6 dosis) en 39 pacientes con EICRc refractaria a esteroides que habian recibido
entre 1 a 8 lineas previas (incluyendo ibrutinib y ruxolitinib). La tasa de respuesta global
fue del 58%, siendo todas las respuestas parciales, lo cual permitio la reduccién de
esteroides tras un total de tres dosis del farmaco. Los 6rganos que alcanzaron una major
respuesta fueron el pulmon (57%), higado (54%), tracto gastrointestinal (50%) y boca
(42%). El perfil de toxicidad fue aceptable, siendo los efectos secundarios mas frecuentes
la neutropenias, astenia y dolor de cabeza, con pocas complicaciones infecciosas graves.
A su vez se observo una disminucion de IL-1a, IL-21, TNF- oy de la expresion de PD-1
por las células T CD4+, lo que demuestra el efecto inmunomodulador del farmaco en el
microambiente inmunitario, convirtiéndole en una estrategia terapéutica innovadora y

prometedora de cara al futuro en pacientes refractarios a las terapias aprobadas!’.

1.3.7 Evolucién de las estrategias de tratamiento en nuestro centro

En nuestro centro el tratamiento de primera linea para la EICR tanto aguda como cronica
se basa en esteroides. Sin embargo, en caso de no obtener una respuesta inicial
satisfactoria, la prioridad es la inclusién del paciente en ensayos clinicos especificos. En
situaciones en las que no es posible la inclusion en ensayo, los pacientes reciben la opcién
de tratamiento contemplada en el protocolo institucional del centro, el cual se ha ido

modificando a lo largo del tiempo.

Desde junio 1999 hasta enero de 2006, el tratamiento estandar de segunda linea para
pacientes con EICRa refractaria a esteroides fue el inolimomab, un anti-interleukina-2,
administrado por via intravenosa a dosis de 11 mg/dia durante 3 dias, 5,5 mg/dia durante
7 dias y 5,5 mg a dias alternos durante 5 dias, dentro de un programa de uso compasivo
institucional junto con CsA y/o MFM. La respuesta global alcanzada a 30 dias en 92
pacientes tratados fue del 42%, con un 14% de RC, y un perfil de seguridad aceptable. La
SG a 2 afios fue de tan s6lo un 18% (IC 95%, 10%- 26%) para toda la cohorte, y del 33%
para los pacientes que respondieron en el dia 30 (IC 95%, 25%-40%)%'. Dado los
modestos resultados en cuanto a la mejora de la SG entre los respondedores, se buscaron

nuevas opciones de tratamiento.
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Figura: Supervivencia global de los pacientes con EICRa refractaria tratados con Inolimomab.
Fuente: Garcia-Cadenas et al, Biol Blood Marrow Transplant. 2013

En noviembre de 2013, se estandariz6 el uso de etanercept, inhibidor del TNF-a, como

tratamiento de segunda linea para pacientes con EICRa refractaria a esteroides, a dosis de

25 mg por via subcutanea dos veces a la semana durante un periodo de 4 semanas y

posteriormente 25 mg a la semana durante 4 semanas mas. La respuesta global alcanzada

a 28 dias en 58 pacientes fue del 36%, con un 22% de RC. La SG a 1 afio fue del 34%

(IC 95%, 10%-26%) para toda la cohorte, siendo significativamente superior entre los

respondedores 43%%°.
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Figura: Supervivencia global de los pacientes con EICRa refractaria tratados con Etananercept.
Fuente: Ma CKK et al, Bone Marrow Transplant. 2018.

En octubre de 2014, se establecio el uso de la FEC como tratamiento de pacientes con

EICRc cutdnea moderada o grave refractaria a >1 linea de tratamiento. Posteriormente, a

fecha diciembre 2020 se ampli6 el uso de FEC a formas de EICRc modera a grave
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independientemente del 6rgano afecto en caso de cumplirse los criterios de cortico-

resistencia o dependencia.

En abril de 2016, tras los resultados prometedores del estudio multicéntrico de Zeiser et
al®!, se estandarizo el uso compasivo de ruxolitinib dentro de un protocolo institucional
como tratamiento de segunda linea para pacientes con EICR refractaria tanto aguda como
cronica. Finalmente, en diciembre de 2020 tras los excelentes resultados de los ensayos
clinicos REACH1 y REACH 2, se posicion6 como el farmaco de eleccion de segunda
linea en la EICR tanto aguda como crénica refractaria o dependiente de esteroides en

nuestro centro.

Ruxolitinib

FEC

Etanercept

Inolimomab

— ]999-2006 2013 2014 2016

Figura: Tratamiento de segunda linea en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau para pacientes con EICR

refractaria.
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La introduccién de la CyPT como profilaxis de la EICR ha supuesto un avance sin
precedentes en la historia del alo-TPH, al reducir notablemente la incidencia de las formas
moderadas y graves de la EICR, tanto aguda como crénica, independientemente del tipo
de donante disponible. No obstante, la EICR continta siendo la principal causa de
morbimortalidad no relacionada con la recidiva, siendo fundamental la evaluacion de

estrategias adicionales para mejorar los resultados a largo plazo.

En esta linea, las hipdtesis de la presente tesis fueron las siguientes:

1. La adaptacion de la plataforma clasica de acondicionamiento mieloablativo Cy-
ICT para pacientes con leucemia aguda y sindrome mielodisplasico de alto riesgo
podria reducir la incidencia de la EICR sin aumentar la toxicidad precoz asociada

al procedimiento mediante la incorporacion de CyPT.

2. Lareduccion de la dosis total de CyPT en receptores de un alo-TPH de intensidad
reducida con riesgo incrementado de fallo de injerto o toxicidad precoz, podria
disminuir las complicaciones iniciales del procedimiento sin aumentar la

incidencia de la EICR, ni de la recidiva.

3. El tratamiento de rescate con ruxolitinib en pacientes pluritratados con EICRc
refractaria o dependiente de esteroides, es una opcion eficaz y segura fuera de

ensayo clinico.
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De acuerdo con las hipotesis planteadas, se propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo principal

Evaluacién del impacto de la modificacion de las plataformas clasicas de
acondicionamiento mieloablativo y de intensidad reducida, asi como de la introduccién
de farmacos dirigidos a dianas terapéuticas, con el fin de optimizar la prevencion y el

tratamiento de la EICR grave.

Objetivos secundarios

1. Adaptar la plataforma estandar de acondicionamiento mieloablativo Cy-ICT mediante
la incorporacion de CyPT con el objetivo de mejorar la profilaxis de la EICR en
pacientes con leucemia aguda y sindrome mielodisplasico de alto riesgo, sin aumentar

la toxicidad precoz asociada al procedimiento.

2. Modificar la plataforma de acondicionamiento de intensidad reducida en pacientes
con mielofibrosis, mediante la reduccion de la dosis total de CyPT, con el objetivo de
disminuir la toxicidad asociada con el procedimiento sin aumentar la incidencia de la
EICR, ni de la recidiva.

3. Evaluar la eficacia y seguridad del tratamiento de rescate con ruxolitinib en pacientes
pluritratados con EICRc refractaria o dependiente de esteroides fuera de ensayo

clinico.

69



70



4. COMPENDIO DE PUBLICACIONES
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Como resultado del trabajo de investigacion que conforma esta tesis doctoral, se han
publicado 3 articulos originales, dos de ellos se exponen a continuacion, y el tercero se

encuentra incluido en anexos.

4.1 Articulo 1:

Garcia-Cadenas I, Redondo S, Esquirol A, Portos JM, Novelli S, Saavedra S, Moreno C,
Garrido A, Ofiate G, Ldpez J, Caballero AC, Miqueleiz S, Arguello-Tomas M, Briones J,
Sierra J, Martino R. Successful Outcome in Patients with Myelofibrosis Undergoing
Allogeneic Donor Hematopoietic Cell Transplantation Using Reduced Doses of Post-
Transplantation Cyclophosphamide: Challenges and Review of the Literature. Transplant
Cell Ther. 2023 Jul;29(7):473.e1-473.e6. doi: 10.1016/j.jtct.2023.04.008.
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INTRODUCTION

Myelofibrosis (MF) is a BCR-ABL1-negative myeloprolifera-
tive neoplasm with a heterogeneous clinical course ranging
from an indolent disease evolving over decades to a disorder
with severe cytopenia and a significant risk of leukemic pro-
gression, with reduced survival and compromised quality of
life [1,2]. Although several treatment options, including Janus
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ABSTRACT
Engraftment and nonrelapse mortality (NRM) after allogeneic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT)
depend greatly on the transplantation platform in patients with myelofibrosis (MF). We report outcomes of 14
consecutive MF patients who received reduced doses of post-transplantation cyclophosphamide (PTCy; 60 mg/kg
total dose) and tacrolimus as graft-versus-host disease (GVHD) prophylaxis as part of a new standardized allo-
HCT protocol. The median patient age at allo-HCT was 59 years (range, 41 to 67 years), and the median interval
from diagnosis to HCT was 19 months (range, 2 to 114 months). All patients received ruxolitinib before HCT, and
71% had no response. Most patients (78%) had symptomatic splenomegaly at HCT. Eighty-six percent received
reduced-intensity conditioning, and 64% underwent allo-HCT from an unrelated donor. There were no graft fail-
ures, and neutrophil and platelet recovery occurred at a median of 21 days and 31 days, respectively. The cumula-
tive incidence of grade II-1V acute GVHD was 28.6%, and that of grade IlI-IV acute GVHD was 7%. The 2-year
incidence of overall and moderate-severe chronic GVHD was 36% and 14%, respectively. Only 1 patient relapsed
after transplantation, and NRM was 7% at 100 days and 14% at 2 years. The GVHD-free/relapse-free and immuno-
suppression-free incidence at 1 year was 41%. With a median follow-up for survivors of 28 months (range, 8 to 55
months), the 2-year overall survival and progression-free survival were 86% and 69%, respectively. Reduced doses
of PTCy as GVHD prophylaxis for high-risk MF patients showed promising results by reducing the incidence of
GVHD without any cases of graft failure.
© 2023 The American Society for Transplantation and Cellular Therapy. Published by Elsevier Inc. All rights
reserved.

kinase (JAK) inhibitors, have provided a clinical benefit, alloge-
neic hematopoietic cell transplantation (allo-HCT) remains the
sole curative modality [3-6].

Importantly, nonrelapse mortality (NRM) is rather high in
this setting, ranging from 13.5% to 43% at 1 year [7—11], which
has historically limited its applicability to <10% of patients
owing to advanced age and/or the presence of comorbidities.
In addition, the pre-HCT and especially post-HCT management
of MF patients remains complex, and graft failure as well as
poor graft function remain significant problems, especially in
those with severe splenomegaly at transplantation [1-3]. Fur-
thermore, reported rates of moderate to severe graft-versus-
host disease (GVHD) range from 29.7% to 40% in allo-HCT
recipients [12,13], contributing to morbidity and impaired
quality of life in long-term survivors.
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Post-transplantation cyclophosphamide (PTCy) is a prophy-
lactic strategy for GVHD initially introduced in the haploidenti-
cal HCT setting [14]. Several studies have shown that PTCy
reduces the risk of chronic GVHD (cGVHD) compared with
non-PTCy prophylaxis [15-17], although few studies have
focused on MF patients [ 18—20].

PTCy at the standard dose of 50 mg/kg/day on days +3 and
+4 certainly adds toxicity to any conditioning regimen, espe-
cially potential cardiac toxicity, hemorrhagic cystitis, and
delayed hematopoietic reconstitution or even an increased
risk of graft failure [21,22]. Patients with MF are usually elderly
and are at high risk of delayed hematopoietic recovery and
graft failure [3-—7]. Thus, it seemed logical to test lower doses
of PTCy in patients with MF, given the promising results of
this regimen in previous studies of Fanconi anemia patients
[23.24].

Although prior studies with reduced-dose PTCy focused
mainly on haploidentical HCT after reduced-intensity condi-
tioning (RIC) or myeloablative conditioning (MAC) regimens
[25-28], in 2018 we introduced a new transplantation plat-
form including reduced doses of PTCy and tacrolimus as GVHD
prevention for patients with MF who underwent allo-HCT
from a matched sibling donor (MSD) or matched unrelated
donor (MUD).

This report describes preliminary data of 14 patients with
high-risk MF who underwent allo-HCT using this strategy. We
focused on events of particular interest, including early post-
HCT toxicity, engraftment, and GVHD.

METHODS
Study Population

Between March 2018 and April 2022, 14 consecutive adult
patients with poor-prognosis MF underwent allo-HCT includ-
ing reduced-dose PTCy (60 mg/kg total dose) in combination
with a single immunosuppressive drug as GVHD prophylaxis
at the Division of Clinical Hematology of a tertiary university
hospital. Clinical and laboratory data were collected retrospec-
tively from medical records. Patients and donors provided
written informed consent for the use of their data for clinical
research.

Conditioning Regimens and Supportive Care

The RIC regimen for this study comprised low-dose thio-
tepa (3 mg/kg on day -6), followed by fludarabine 30 mg/m?
administered i.v. on days -5 to -2 (total dose 120 mg/m2) and
busulfan 3.2 mg/kg/day on days -4 and -3 (mTioFluBu). Phe-
nytoin was given as anticonvulsant prophylaxis, and the busul-
fan dose was adjusted pharmacokinetically to ensure a Css of
800 to 1000 ng/mL for a daily exposure of 3600 to 5600 .« Mol-
min. (The busulfan Css is the ratio of its area under the receiver
operating characteristic curve over the 6-hour interval
between doses, as described previously [18].) A second RIC
platform, including the same doses of thiotepa and fludarabine
followed by melphalan 100 mg/m? i.v. on day -2 (mTioFluMel),
was used if busulfan monitoring was not available. In addition,
a well-known FluBu-4 myeloablative conditioning (MAC) regi-
men derived from the BuCy regimen was used in selected
young patients without comorbidities [13].

Unmodified hematopoietic progenitor cells were obtained
from 9/10 or 10/10 MSDs or MUDs using peripheral blood
stem cells (PBSCs) and infused on day O (target CD34" cell
dose, 5 x 10°/kg). One patient received bone marrow from an
MUD. All patients received PTCy at the reduced dose of
30 mg/kg i.v. once daily on days +3 and +4, followed by tacroli-
mus (.03 mg/kg as a 24-hour i.v. infusion or orally to maintain
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a target serum level of 8 ng/mL; range, 5 to 15 ng/mL) starting
on day +5 and continuing to day +180 in the absence of
GVHD. Post-transplantation growth factors were not routinely
administered.

Antibacterial prophylaxis with fluoroquinolones was
started at the initiation of the conditioning regimen (except in
the presence of prior infections by fluoroquinolone-resistant
bacteria) and continued until neutrophil recovery or the start
of empirical/targeted antibiotic treatment. Antiviral prophy-
laxis consisted of low-dose acyclovir (400 mg i.v. twice daily or
equivalent oral dose). Antifungal prophylaxis with fluconazole
was started at the initiation of the conditioning regimen and
continued until hematopoietic recovery, unless secondary pro-
phylaxis for prior aspergillosis was indicated. Broad-spectrum
antifungal prophylaxis was recommended in patients requir-
ing high-dose steroids for GVHD. Cotrimoxazole or pentami-
dine prophylaxis was administered until the CD4* T cell count
exceeded 200/mm> for 6 consecutive months and immuno-
suppressive drugs had been discontinued. Serum galacto-
mannan level was measured twice-weekly in patients not
receiving anti-aspergillus pharmacoprophylaxis. Serial blood
monitoring by quantitative PCR for cytomegalovirus (CMV)
was initially performed twice weekly until at least day +100
post-HCT and treated preemptively with ganciclovir or foscar-
net, whereas Epstein-Barr virus monitoring was not performed
[29].

Chimerism Analysis

After transplantation, serial samples of unfractionated
peripheral blood and bone marrow mononuclear cells were
analyzed after hematologic recovery (days +21 to +60), on
days +90 to +100, on days +180 to +200, and then every 3
months or in cases of persistent prior mixed chimerism, dis-
ease recurrence, or suspicion of graft failure, whereas chime-
rism of selected T cells and granulocytes in peripheral blood
were analyzed until stable 100% donor chimerism was
achieved, as described in detail previously [30].

Endpoint Definitions

The time to neutrophil recovery was defined as the first of 3
consecutive days on which the absolute neutrophil count
(ANC) was >.5 x 10°/L. Primary graft failure was defined as
failure to achieve an ANC of .5 x 10°/L by day +42, and second-
ary graft failure included loss of neutrophil engraftment as
determined by an ANC <500/uL for 3 consecutive days after
having achieved neutrophil engraftment with documented
donor cell chimerism and no evidence of disease progression
in the marrow. The time to platelet recovery was defined as
the first of 3 consecutive days on which the platelet count was
=20 x 10°/L without transfusions for 7 days before the first
measurement. Acute GVHD (aGVHD) grading was defined and
graded in accordance with the Mount Sinai Acute GVHD Inter-
national Consortium criteria [31], and the severity of ¢cGVHD
was evaluated according to the National Institutes of Health
2014 Consensus Criteria [32]. Severe infections were defined
as any bacterial, viral, or invasive fungal infection requiring i.v.
or leading to or prolonging a hospitalization, as were all CMV
and Epstein-Barr virus infections [33]. Survival was defined as
the time from HCT to death from any cause.

Statistical Analysis

Results were analyzed using SPSS version 26.0.01 (IBM,
Armonk, NY), and cumulative incidence was estimated using R
statistical software (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria). The probabilities of overall survival (0S) and
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progression-free survival (PFS) were estimated using the
Kaplan-Meier product-limit estimate, and univariate testing
was done with the 2-sided log-rank test. The incidences of
NRM and disease relapse and progression were calculated
using cumulative incidence estimates, considering competing
risks. Post-transplantation variables, such as aGVHD and
cGVHD, were evaluated as time-dependent covariates. All out-
comes were measured from the date of transplantation.
Because of the small sample size, risk factor analyses for trans-
plantation outcomes could not be carried out.

RESULTS
Study Population

A total of 14 adult patients with MF were consecutively
included. Patient, disease, and transplantation characteristics
are presented in Table 1. The median time from diagnosis to
HCT was 19 months (range, 2 to 114 months). The cohort
included 9 males (64%) and had a median age at HCT of
59 years (range, 41 to 67 years). Six patients had primary MF
(43%), 6 had a JAK2-V617F mutation (43%), and 11 (79%) had a
Dynamic International Prognostic Scoring System-Plus inter-
mediate-2 or high risk. Most patients had palpable splenomeg-
aly below the left costal margin (n = 11; 78.6%). Ten patients
(71%) harbored an unfavorable mutation according to the
MIPSS-70 (Mutation-Enhanced International Prognostic Scor-
ing System for Transplantation-Age Patients With Primary
Myelofibrosis) criteria. All patients had received ruxolitinib
before transplantation, but only 4 (29%) had achieved a partial
spleen response. There was only 1 case of transformation to
acute leukemia. In patients on ruxolitinib, the dose was pro-
gressively tapered and then discontinued at the start of the
conditioning regimen.

The donor type was MSD in 5 patients (36%), MUD in 6
(43%), and a single-allele mismatched MUD (mMUD) in 3
(21%). The median infused CD34" cell dose was 5.5 x 10°/kg
(range, .4 to 6 x 10%kg). Eight patients (57%) had a European
Society for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) risk
score =5, and 50% had a Hematopoietic Cell Transplantation
Comorbidity Index =2.

Early Toxicity and Engraftment

All patients had successful donor engraftment, with ANC
and platelet recovery occurring at a median of 21 days (range,
17 to 31 days) and 31 days (range, 11 to 249 days), respec-
tively. The cumulative incidence of platelet engraftment at
100 days was 79% (95% confidence interval [ClI], 57% to 100%).
Severe mucositis (grade III-IV) occurred only in the 2 patients
receiving a MAC regimen (14%). There were no cases of throm-
botic microangiopathy, PTCy-related hemorrhagic cystitis, or
veno-occlusive disease. No acute cardiac events were identi-
fied. At the last follow-up visit, 11 evaluable patients (78.6%)
had complete donor chimerism.

Incidence and Severity of GVHD

The day +120 cumulative incidence of global, grade II-IV,
and IlI-IV aGVHD was 50% (95% Cl, 24% to 76%), 28.6% (95% CI,
5% to 52%), and 7% (95% CI, 0 to 21%), respectively (Fig. 1).
Three of the 4 patients with grade II-IV aGVHD (75%) were ste-
roid-dependent, and 2 responded to ruxolitinib. The remaining
patient died on day +74 from idiopathic refractory ascites,
which was putatively classified as grade IV hepatic aGVHD
(7%).

The cumulative incidence of global cGVHD at 2 years was
36% (95% CI: 11- 61%). There were 2 cases of moderate-to-

77

Table 1
Patient Characteristics.
Characteristic Value
Number of patients 14
Age, yr, median (range) 59 (41-67)
Male sex, n (%) 9(64)
Underlying disease, n (%)
Primary MF G(43)
Post-polycythemia vera MF 5(36)
Post-essential thrombocythemia MF 3(21)
Driver mutation, n (%)
JAK2-V617F 6(43)
CALR 4(29)
MPL 1(7)
Triple negative 3(21)
ASXL1 mutation 8(57)
Normal karyotype, n (%) 14 (100)
Symptomatic splenomegaly, n (%) 11(78.6)
Transfusion dependency, n (%) 5(36)
Hematopoietic Cell Transplantation 7(50)
Comorbidity Index =2, n (%)
EBMT risk score =5, n (%) 8(57)
Dynamic International Prognostic
Scoring System-Plus score, n (%)
Intermediate-1 3(21)
Intermediate-2 7(50)
High 4(29)
MIPSS-70+ version 2.0 score, n (%)
Intermediate 4(29)
High 10(71)
Time from diagnosis to HCT, mo, median (range) 19(2-114)
Ruxolitinib before HSCT, n (%) 14 (100)
Donor type, n (%)
Related HLA identical 5(36)
Unrelated identical 6(43)
Unrelated mismatch 3(21)
Female donor-male recipient, n (%) 4(29)
Donor/recipient CMV serostatus -/-, n (%) 3(21)
Peripheral blood as stem cell source, n (%) 13(93)
CD34" cell dose infused, x 10°/kg, median (range) 5.5(.4-6)
Type of conditioning, n (%)
mTioFluBu 8(57)
mTioFluMel 4(29)
FluBu4 2(14)
GVHD prophylaxis with PTCy plus tacrolimus, n (%)" 14 (100)

mTioFluBu: thiotepa 3 mg/kg on day -6, fludarabine 30 mg/m? on days -5 to -2,
and busulfan 3.2 mg/kg/day on days -4 and -3; mTioFluMel: thiotepa 3 mg/kg
on day -6, fludarabine 30 mg/m? on days -5 to -2, and melphalan 100 mg/m?
on day -2; FluBu: 3.2 mg/kg/day i.v. or oral equivalent for 4 days.

* PTCy at a reduced dose of 30 mg/kg i.v. once daily on days +3 and +4, fol-
lowed by tacrolimus.

severe cGVHD for a 2-year incidence of 14% (95% Cl: 1-33)
(Fig. 1).

Severe Infections

Eleven out of 14 patients (78.6%) had a severe infection
in the first year post-HCT. infectious episodes were bacte-
rial in 64%, viral in 50%, and fungal in 14%. One patient
(7%) developed late-onset BK virus-related hemorrhagic
cystitis that resolved with supportive care. CMV infection
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Figure 1. Cumulative incidence of grade [I-IV aGVHD (A), global cGVHD (B),
and moderate-severe cGVHD (C).

occurred in 4 patients (29%), with a median time from
transplantation to infection of 89 days (range, 20 to 198
days). There were no cases of CMV disease and no infec-
tion-related deaths.

Main Transplantation Outcomes

At data cutoff in September 2022, the median follow-
up for survivors was 28 months (range, 8 to 55 months).
The 2-year probability of OS was 86% (95% CI, 67% to
100%) and that of PFS was 69% (95% Cl, 34% to 96%),
respectively (Fig. 2). One patient (7%) relapsed at 1 year
postinfusion and underwent a second transplantation with
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Figure 2. OS (A), PFS (B), and NRM (C).

the same protocol in November 2022 (currently alive
and well at 3 months post-transplantation). Three out of
8 patients with a high EBMT risk score (=5) died after
transplantation, compared to none of the 6 with a lower
score.

The incidence of NRM was 7% (95% CI: 1-21%) at 100 days
and 14% (95% CI: 1-33%) at 12 months (Fig. 2). Causes of NRM
included aGVHD in 1 patient (7%), cGVHD in 1 patient (7%),
and secondary malignancy in 1 patient (7%). At 12-months
post-transplantation, 5 out of 12 evaluable patients (41%) were
GVHD-free/relapse-free and without systemic immunosup-
pression.
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DISCUSSION

Allo-HCT remains the sole potentially curative treatment
for MF [3-6]. However, even though early post-transplanta-
tion outcomes have improved over time |7 12], this treatment
is still not provided to the vast majority of patients. With the
ultimate aim of reducing the rates of early post-HCT toxicity,
grade III-1V aGVHD, and severe cGVHD to <15% each and elim-
inating graft failure, we evaluated the impact of a new plat-
form including reduced-dose PTCy on the safety, tolerability,
and major outcomes of allo-HCT.

Numerous conditioning regimens have been used in
patients with MF, and there likely is no best platform for all
cases. A recent retrospective EBMT study published in 2019
[34] reported equivalent OS and NRM between recipients of
RIC and MAC regimens. A more recent study showed that a
conditioning strategy including the alkylating agents busulfan
and thiotepa in combination with fludarabine significantly
reduced the risk of relapse compared to regimens with 1 alky-
lating agent in combination with fludarabine [35]. Our new
RIC platform for elderly and frail MF patients includes low-
dose thiotepa in association with fludarabine and an alkylating
agent (busulfan or melphalan), with the MAC protocol FluBu-4
used in the few young and fit patients.

Based on the promising results obtained with the use of
standard-dose PTCy-based GVHD prophylaxis [36], we
designed a new strategy for patients with MF consisting of
reducing the PTCy dose from 50 to 30 mg/kg/day on days +3
and +4 (total dose 60 instead of 100 mg/kg), with the aim of
reducing PTCy-related toxicity and the risk of graft failure.
However, for safety reasons, our primary short-term objective
was not increasing the risk of GVHD.

In our study, severe gastrointestinal toxicity occurred in the
only 2 patients who received a MAC regimen. In addition, there
were no cases of thrombotic microangiopathy, veno-occlusive
disease, or transplantation-associated cardiac events, classical
acute complications of PTCy [8—10].

Graft failure is also a frequent complication in allo-HCT
recipients with MF, with a reported incidence ranging from 2%
to 28% [9]. Interestingly, all patients in our series successfully
engrafted with no cases of primary or secondary graft failure,
even though most patients had symptomatic splenomegaly at
allo-HCT (78.6%). In line with prior reports [35], slow neutro-
phil recovery (without G-CSF) and mainly prolonged thrombo-
cytopenia post-transplantation were observed, and there was
no evidence that reducing the PTCy dose had any impact on
these delayed robust hematologic recoveries.

There have been few published studies in other settings
[37-41] on the use of lower-dose PTCy in recipients of allo-
HCT from MSD, MUD or mMUD (Supplementary Table S2).
These studies combined lower-dose PTCy (20 to 40 mg/kg/day
over 2 days) with PBSCs as the stem cell source, with low-dose
antithymocyte globulin (ATG) in some studies, and cyclospor-
ine A plus MMF post-PTCy. In a study focusing on recipients of
mMUD allo-HCT with PTCy at 40 mg/kg/day for 2 days and
without the use of ATG [36], the incidence of grade II-IV
aGVHD was 15% and that of 1 year moderate-severe cGVHD
was 5%, versus 50% and 18% in the non-PTCy historical cohort.
In our study, the cumulative incidence of grade II-IV GVHD
was low despite the use of single-agent tacrolimus with the
reduced dose of PTCy. A similar finding was noted for cGVHD,
with a low incidence of moderate and severe forms at 2 years,
leading to a 1-year GVHD-free/relapse-free of 41%, an impor-
tant surrogate indicator of improved quality of life in trans-
plantation survivors [21-23]. Although outside the scope of
the current study, we wish to emphasize that in the

haploidentical setting, lower-dose PTCy (25 mg/kg/day on
days +3 and +4) appears to be warranted only with the use of
bone marrow as the stem cell source [25], or with PBSCs at a
dose of 25 to 40 mg/kg/day on days +3 and +4 in combination
with low-dose ATG plus a calcineurin inhibitor, with or with-
out mycophenolate mofetil [23,24].

The main limitation of our study is the small sample size,
and we are well aware that these results will be considered
anecdotal by many. With this caveat in mind, the promising
results found in these difficult-to-transplant patients have led
us to consider using PTCy at 30 mg/kg on days +3 and +4 in all
recipients of a MSD, MUD or mMUD, while we will continue
using the dose of 50 mg/kg/day on +3 and +4 in recipients of
PBSC haploidentical HCT.

In summary, our single-center study shows promising out-
comes with reduced doses of PTCy as GVHD prophylaxis in
adult patients with MF who underwent allo-HCT with an MSD
or MUD/mMUD. Of course, further studies are needed to con-
firm these results.
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INTRODUCTION

ABSTRACT
Steroid-refractory (SR) chronic graft-versus-host disease (cGVHD) is a major obstacle in recipients of allogeneic stem cell
transplantation (HCT). Ruxolitinib is the first agent to demonstrate superior efficacy to the best available therapy, but real-
life data are still lacking. Here we describe the results of ruxolitinib compassionate use for the treatment of SR/steroid-
dependent ¢GVHD in a tertiary care university hospital. In this retrospective single-center study, we evaluated the out-
comes of 48 patients diagnosed with SR-cGVHD who were treated with ruxolitinib. Forty-seven (98%) had moderate-
severe disease, and 27 (56%) had received >2 lines of prior therapy (excluding steroids). Results were analyzed using SPSS
version 26.0.01 and R version 3.4.3. The overall response rate was 77% (37 of 48), with 15% (7 of 37) in complete remission.
The median time to response was 2 months (range, 0.5 to 8 months). Steroid tapering was achieved in 26 patients (54%)
and definitive discontinuation was achieved in 10 patients (21%) after a median of 20 months (range, 1.5 to 60 months).
Toxicity was predominantly hematologic, including a 33% rate of anemia and a 17% rate of thrombocytopenia. Overall sur-
vival at 2 years was significantly higher in responders compared with nonresponders (88% [95% confidence interval (CI),
65% to 96%] versus 49% [95% C1, 12% to 78%]; P=.01). At last follow-up, tapering of ruxolitinib had been started in 8 of 37
responders (22%). Our experience supports the efficacy of ruxolitinib in the treatment of SR-cGVHD, along with its steroid-
sparing effect and manageable toxicity. Gradual tapering of ruxolitinib seems feasible without cases of GVHD flare. More
studies and longer follow-up are needed to confirm these data, as well as to identify the ideal dose adjustments in cases of
toxicity.

© 2021 The American Society for Transplantation and Cellular Therapy. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

which explains the lack of consensus on the optimal sec-

Chronic graft-versus-host disease GVHD (cGVHD) is the
most common long-term complication after allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation (HCT) and has a sub-
stantial impact not only on survival, but also on the quality of
life of HCT survivors [1]. Despite current standard prophy-
laxis, 25% to 80% of HCT recipients will develop cGVHD,
and more than one-third of them will not to respond to
first-line therapy, which still consists of systemic cortico-
steroids for all but those with limited skin/mucosal disease
[2]. Although multiple agents had been tested in the treat-
ment of ¢cGVHD, none had proven efficacy in prospective
randomized trials until the recent approval of ruxolitinib,
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ond-line treatment for patients who are steroid-refractory,
-dependent, or -intolerant [3—5].

In 2015, a multicenter retrospective survey in various Euro-
pean and US transplantation centers established the potential
therapeutic benefit of ruxolitinib in the treatment of steroid-
refractory GVHD (SR-GVHD) [6]. Subsequently, the prospective
REACH-1 phase II trial showed responses in 54.9% of patients
with acute forms of SR-GVHD who received ruxolitinib [7].
Based on these results, on May 2019, the Food and Drug
Administration approved the use of ruxolitinib for SR acute
GVHD (aGVHD) in patients age >12 years. A subsequent phase
3 trial confirmed previously reported findings showing a sig-
nificantly stronger and more durable response of ruxolitinib
with respect to investigator-selected best available treatment
(BAT) in this setting [8]. Finally, recently published results of
the REACH-3 phase III trial showed that compared with BAT,
ruxolitinib provides superior overall response, failure-free

2666-6367/© 2021 The American Society for Transplantation and Cellular Therapy. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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survival, and symptom response in patients with SR-cGVHD
[9-11].

Taking into consideration that ruxolitinib is likely going to
change the standard of care for SR-GVHD, real-world studies
will help identify existing and potential pitfalls of this drug not
identified in prospective controlled trials. In addition, the cur-
rently available data do not allow identification of optimal dos-
ing, especially in the event of toxicity, and do not provide
guidance on how should the drug be tapered in responding
patients [12,13].

METHODS
Patients

This retrospective observational single-center study included 48 conse-
cutive patients diagnosed with SR-cGVHD after allogeneic HCT who received
ruxolitinib under compassionate use institutional protocol between April
2016 and March 2021 in a tertiary university hospital. The follow-up of cases
from a multicentric study [12], which represent approximately 10% of the
patients reported herein, was updated, and additional data were included.
Informed consent was obtained from all treated patients, and the compas-
sionate use was approved by the hospital administration. For safety and
response evaluations, all data were collected from the patients’ electronic
medical record.

The severity of cGVHD was evaluated according to the international con-
sensus headed by the National Institutes of Health [14]. SR-cGVHD was
defined as worsening signs/symptoms while on prednisone at a dose of at
least 1 mg/kg/day for 1 to 2 weeks or the requirement for prednisone at a
dose of a least 0.5 mg/kg/day for at least 4 weeks. Although SR-cGVHD is clas-
sically defined as the inability to taper corticosteroids, in this study both
types were classified as SR-cGVHD for simplicity.

Ruxolitinib Dosing and Response

Ruxolitinib was initiated orally at a dose of 5 mg twice daily (b.i.d.) and
was increased to 10 mg b.i.d. if no response and no attributable toxicities
occurred. However, the dose was lowered to 5 mg b.i.d. if ruxolitinib-attrib-
uted cytopenia occurred at the high dose, and to 5 mg once daily if it occurred
at the initial dose of 5 mg b.i.d.

Patients were scored for their best response at any time after starting
ruxolitinib, based on National Institutes of Health criteria [14]. Treatment
responses were considered when patients achieved a complete response (CR;
defined as the absence of all manifestations of ¢cGVHD) or partial response
(PR; defined as an improvement in all organ scores from baseline/laboratory
clinical status). The overall response rate (ORR) was the combined CR and PR
rates. Other types of responses were considered treatment failures, including
of course progression of cGVHD in any organ during ruxolitinib administra-
tion. Discontinuation of ruxolitinib due to toxicity was not considered treat-
ment failure,

Supportive Care and Anti-Infectious Prophylaxis

Antiviral prophylaxis consisted of low-dose acyclovir (400 mg b.i.d. i.v. or
equivalent oral dosage). Broad-spectrum antifungal prophylaxis (other than
fluconazole) was recommended in cases of prolonged high-dose steroid
administration; however, the timing and duration of prophylaxis varied con-
siderably among patients. Cotrimoxazole or pentamidine prophylaxis was
administered until the CD4 T cell count exceeded 200/mm? for 6 consecutive
months. Serial blood monitoring using quantitative PCR for cytomegalovirus
(CMV) was initially done once weekly but later was performed at each fol-
low-up visit, at varying time intervals.

Statistical Methods

Results were analyzed using SPSS version 26.0.01 (IBM, Armonk, NY). P
values <.05 were considered statistically significant. 0S was estimated and
plotted using the Kaplan-Meier method. The log-rank test was applied to
compare Kaplan-Meier curves. The chi-square test or Fisher's exact t test
were used to compare the ORR by different variables analyzed. The propor-
tional hazards method was used to estimate the cumulative incidence of
relapse and nonrelapse mortality (NRM). Relapse and NRM were competing
risks for each other. R version 3.4.3 (R Project for Statistical Computing,
Vienna, Austria) was used for the estimation of cumulative incidences. Owing
to the small sample size, no multivariate analyses were performed.

RESULTS
Study Population

Between April 2016 and March 2021, 48 patients with SR-
c¢GVHD were treated with ruxolitinib under a compassionate
use institutional protocol. Thirty patients (63%) were male,
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and the median patient age was 49 years (range, 18 to 72). The
most frequent underlying diseases were acute myelogenous
leukemia (n = 17; 35%), myelodysplastic syndrome (n = 10;
21%), and acute lymphoblastic leukemia (n = 9; 19%). Most
(67%; n = 32) had received a reduced-intensity conditioning
regimen (RIC), and 27 patients (56%) had an HLA-identical sib-
ling donor. Twenty-two patients (46%) had developed prior
aGVHD grade II-IV. Patient characteristics are summarized in
Table 1.

The median time from HCT to the diagnosis of cGVHD
necessitating systemic treatment was 16 months (range, 4 to
33 months). Ruxolitinib was started at a median of 5 months
(range, 0.6 to 21 months) after the diagnosis of cGVHD. At the
time of ruxolitinib initiation, 18 patients (38%) had severe
c¢GVHD, and 29 (60%) had moderate c¢cGVHD. Forty-three
patients (90%) had involvement of =2 sites or organs. The skin
was the most frequently affected organ (n = 35; 73%), followed
by the eyes (n = 30; 62%) and the mouth (n = 24; 50%) (Table 2).
Twenty-seven patients (56%) had received =2 lines of prior
therapy (excluding steroids). Twenty-eight patients (58%)
were considered to have truly SR-cGVHD (58%), whereas the
other 20 had steroid-dependent cGVHD (42%).

Response to Ruxolitinib

After a median duration of treatment of 12 months (range,
2 to 60 months), the ORR was 77% (37 of 48), including 7
patients (15%) with a CR, achieved at a median of 2 months of

Table 1
Patient Characteristics
Characteristic Value
Patients, n 48
Age, yr, median (range) 49 (18-72)
Male sex, n (%) 30(63)
Baseline disease, n (%)
AML 17 (35)
MDS 10(21)
ALL 9(19)
Others 12 (25)
Disease status at previous HSCT, n (%)
CR 39(82)
PR 4(8)
SD 4(8)
Progression 1(2)
Peripheral blood stem cell source, n (%) 46 (96)
HCT-CI >3, n (%) 11(23)
EBMT risk score >4, n (%) 16(33)
Donor type, n (%)
Related HLA-identical 27(56)
Unrelated identical 19 (40)
Unrelated mismatch 2(4)
CMV serostatus, donor-/recipient-, n (%) 9(19)
Donor-recipient sex match; female to male, n (%) 13(27)

CD34/kg E6, median (range)
CD3/kg E8, median (range)
Conditioning regimen, n (%)

5.99 (1.60-9.87)
2.08 (0.87-5.46)

Myeloablative 16 (33

Reduced intensity 32(67
GVHD prophylaxis, n (%)

Sirolimus-tacrolimus 19 (40)

Calcineurin inhibitor-MTX 17 (36)

PTCy 6(12)

Other 6(12)
Prior acute GVHD, n (%)

Yes 34(71)

Grade II-IV 22 (46)

SR-aGVHD 6(13)

AML indicates acute myelogenous leukemia; ALL, acute lymphoblastic leuke-
mia; MDS, myelodysplastic syndrome; SD, stable disease; MTX, methotrexate;
PTCy, post-transplantation cyclophosphamide.
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possible in 36 patients (75%), with a =50% reduction in 24
(50%) and discontinuation in 10 (21%) at the last follow-up. As
reported previously [24,25], steroid tapering was initiated as
soon as possible, approximately 2 weeks after starting ruxoliti-
nib in responding patients, with dose reductions of at least
5 mg every 3 to 4 weeks. We did not see any cGVHD flares
with this taper. Nonetheless, the optimal tapering schedule for
ruxolitinib has not yet been established, explaining why many
patients with PR continue treatment at the same dose for
many months after achieving their best PR.

Rapid ruxolitinib tapering in patients with myelofibrosis
often induces a “withdrawal syndrome” characterized by acute
relapse of the disease and systemic inflammation, and many
clinicians fear a high risk of GVHD flare if ruxolitinib is
abruptly discontinued [26G]. In our study, after withdrawal of
glucocorticoids (or a >90% steroid reduction and stable daily
prednisone dose <10 mg/day without GVHD flair), the ruxoli-
tinib dose was reduced by 50%, followed by prolonged admin-
istration of low-dose ruxolitinib; 5mg of ruxolitinib was
administered for >6 months before its complete discontinua-
tion. A ruxolitinib dose reduction was possible in 8 of 37
patients (22%) after achievement of a prolonged CR or a very
good PR, without any cGVHD flares.

Some limitations of our study are intrinsic to its real-life
and unicentric nature, including a potential bias in patient
selection as well as a small sample size. Despite these limita-
tions, however, this analysis demonstrates the efficacy of ruxo-
litinib in clinical practice to treat SR-cGVHD.

In summary, ruxolitinib treatment appears to be safe in
real-life practice, with remission rates in SR-cGVHD consistent
with those reported in clinical trials and in heavily pretreated
patients. Gradual tapering of both steroids and ruxolitinib
appears feasible in a significant number of cases. More studies
and longer follow-up are needed to confirm these data, as well
as to identify the ideal dose adjustments in the event of toxic-
ity (potentially with pharmacokinetic monitoring) and the
ideal tapering schedule in responding patients.
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5.RESUMEN GLOBAL DE LOS
RESULTADOS
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A lo largo de este capitulo desglosaremos los resultados obtenidos en los trabajos que

componen esta tesis doctoral.

El primer objetivo planteado fue adaptar la plataforma estandard de acondicionamiento
mieloblativo Cy-ICT tras la introduccion de la CyPT como profilaxis de la EICR. Para
ello, se incluyeron 87 pacientes con leucemia aguda y SMD de alto riesgo que recibieron
un alo-TPH mieloablativo basado en ICT en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau entre
enero de 2009 y diciembre de 2021. La fuente de PH mas utilizada fue la sangre periférica
movilizada con GCSF y el donante HLA idéntico o DNEi y/o con un alelo “mismatch”
(teniendo en cuenta los loci HLA A, B, C, DRB1y DQB1).

Entre enero 2009 y diciembre 2015, 59 pacientes (68%) recibieron la plataforma clasica
de acondicionamiento mieloablativo con Cy-ICT (60 mg/kg IV de Cy los dias -6y -5 e
ICT a una dosis total de 13,5 Gy fraccionada 6 fracciones durante 3 dias [-3, -2y -1]) ¥
profilaxis convencional de EICR, con ICN y un ciclo corto de MTX. Mientras que, entre
2016 y diciembre de 2021, 28 pacientes (32%) se incluyeron en el nuevo protocolo con
Flu-ICT (90 mg/m2 1V 0 120 mg/m2 oral de Flu e ICT fraccionada en 4 o 6 fracciones
durante 2 o 3 dias a una dosis total de 8,8 0 13,5 Gy en funcion de la edad y la enfermedad
de base), y profilaxis de la EICR con CyPT (50 mg/kg en los dias +3 y +4) mas tacrolimus

en monoterapia.

Los pacientes del grupo Cy-ICT eran mas jovenes (mediana de 37 vs. 45 afios), y tenian
un DRI y un HCT-Cla mas bajo en el momento del trasplante. La toxicidad
extrahematoldgica mas frecuente, fue la gastrointestinal, siendo del 69% en el grupo Cy-
ICT y del 46% en el grupo Flu-ICT-CyPT (p = 0,03). No hubo casos de microangiopatia
trombotica o enfermedad venoclusiva asociada al trasplante. EI 42% de los pacientes del
grupo Cy-ICT reactivaron el CMV frente al 28% en Flu-ICT-CyPT (p = 0,15), no hubo

casos de enfermedad por CMV.

Todos los pacientes injertaron en el dia +45, excepto cuatro pacientes del grupo Flu-ICT-
CyPT, de los cuales uno fallecié prematuramente por una IFI a nivel del SNC, y los otros
tres (11%) desarrollaron una trombocitopenia aislada prolongada en los primeros 60 dias
tras el alo-TPH. Los pacientes que recibieron Cy-ICT alcanzaron el injerto de neutrofilos
y plaquetas antes respecto a Flu-ICT-CyPT (14 vs. 21 dias; p = 0,01), y (14 vs. 19 dias; p
=0,03).
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La proporcion de pacientes que presentaron quimerismo completo del donante en celulas
T en el dia +60 fue del 93% en el grupo de Cy-ICT y del 96% en el grupo de Flu-ICT-
CyPT (p =0,48).

La duracion del ingreso hospitalario fue similar en ambos grupos (p = 0,28). En el primer
afio tras el alta el 78% de los pacientes del grupo Cy-PT requirieron uno o0 mas reingresos
[mediana de 2 (rango 0-5)], frente al 36% del grupo Flu-ICT-CyPT [mediana de O (rango
0-2)], (p = 0,01), debido a complicaciones infecciosas en el 47% (n = 25), y a formas
graves de EICR en el 43% (n = 23).

La incidencia acumulada de EICRa de grado II-1V y HI-IV en el dia +120 fue del 37%
(IC 95%, 25%-50%) y del 30,5% (IC 95%, 19%-42%) en el grupo Cy-ICT, y del 14%
(IC 95%, 1%-27%) y 0% en Flu-ICT-CyPT, (p < 0,05 para ambas comparaciones). La
incidencia acumulada de EICRc moderada-grave a los 12 meses fue del 37% (IC 95%,
25%-49%) en el grupo Cy-ICT, y del 14% (IC 95%, 1%-27%) en Flu-ICT-CyPT, (p =
0,03).

En el momento del corte de los datos, julio de 2022, la mediana de seguimiento de los
supervivientes fue de 82 meses (rango10-15) en el grupo Cy-ICT y 22 meses (rango 6-
43) en Flu-ICT-CyPT. La SG y SLP a 12 meses fue del 76% (IC 95%, 65%-87%) y del
74% (IC 95%, 63%- 85%) en el grupo CyICT, y del 85% (IC 95%, 71%-99%) y 81% (IC
95%, 67%-96%) en el grupo Flu-ICT-CyPT, respectivamente (p = 0,18, p = 0,7). La
incidencia de recaida a 1 afio fue del 11% en ambos grupos. A los 12 meses postrasplante,
la incidencia de pacientes vivos, libres de EICR y de recaida, y sin inmunosupresion
sistémica fue del 15% en Cy-ICT y del 50% en Flu-ICT-CyPT, respectivamente (p =
0,01).

La incidencia acumulada de MRT a los 100 dias y a los 12 meses postrasplante fue del
7% (IC 95%, 0,5%-13%) y del 19% (IC 95%, 9%-29%) en el grupo Cy-ICT y del 3,5%
(IC 95%, 3%-10%) en Flu-ICT-CyPT, respectivamente (p = 0,05). Las causas de MRT
en el grupo Cy-ICT fueron: EICRa (n =9, 15,5%) e IFI (n=2, 3,5%), mientras que en el

grupo Flu-ICT-CyPT s6lo hubo una muerte debida a una IFI previa al injerto.

En el analisis univariante, la unica variable que se asocio con un aumento de la MRT y
una disminucion de la SG fue la EICRa de grado I11-1V [HR 13,89 (IC 95%, 3,75-51,42);
p = 0,01, y HR 35 (IC 95%, 1,5-8,5); p < 0,01, respectivamente]. En el analisis

univariante, se observé una tendencia en la reduccion de la MRT a los 12 meses en el
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grupo Flu-ICT-CyPT (HR 0,18 [IC 95%, 0,02-1,2]; p = 0,1), debido a la reduccion de la
mortalidad asociada a la EICRa de grado I11-1V (HR 0,07 [IC 95%, 0,01- 0,36]; p < 0,01]).
En el andlisis multivariante, las variables que se asociaron con un aumento de la MRT
fueron la EICRa de grado Il1-1V y la relacion donante mujer y receptor hombre [HR 28,7
(IC 95%, 1,7-4,65); p = 0,02 y HR 12,3 (IC 95%, 1,5-9,7); p < 0,01].

El segundo objetivo planteado, fue analizar los resultados de la adaptacion de la
plataforma de acondicionamiento en pacientes fragiles cn MF, reduciendo la dosis total
de la CyPT (60 mg/kg), con el fin de disminuir la toxicidad asociada con el procedimiento,
sin aumentar la EICR. Para ello, se incluyeron 14 pacientes con MF que recibieron en la
mayoria de los casos un alo-TIR, en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau entre marzo
de 2018 y abril del 2022. La fuente de PH mas utilizada fue la sangre periférica
movilizada con GCSF y el donante hermano HLA idéntico o DNE idéntico y/o con un
alelo “mismatch” (teniendo en cuenta los loci HLA A, B, C, DRB1 y DQB1).

La mediana del tiempo transcurrido desde el diagnostico hasta el TPH fue de 19 meses
(rango 2-114), y la mediana de edad en el momento del TPH fue de 59 afios (rango 41-
67). Seis pacientes tenian MF primaria (43%), JAK2-V617F mutado el 43%, un riesgo
intermedio-2 o alto segun el indice DIPSS-plus el 79%, y un riesgo alto segun el indice
MIPSS-70+ el 71%. La mayoria de los pacientes presentaban una esplenomegalia
palpable por debajo del margen costal izquierdo (n=11, 78,6%). Todos los pacientes
recibieron ruxolitinib antes del trasplante, pero s6lo 4 (29%) alcanzaron una respuesta
parcial, a nivel de reduccién del bazo. Sélo hubo un caso de transformacién a leucemia
aguda. Los pacientes que recibieron ruxolitinib, redujeron progresivamente la dosis hasta

suspenderla al inicio del régimen de acondicionamiento.

Cinco pacientes (36%) recibieron PH de un DEi, 6 (43%) de DNEi y 3 (21%) de DNEm.
La mediana de células CD34+/kg infundidas fue de 5,5 x 106/kg (rango 0,4-6). Ocho
pacientes (57%) tenian una puntuacion de riesgo EBMT >5 y el 50% una puntuacion
HCT-Cla> 2.

Todos los pacientes injertaron de neutréfilos y plaguetas con una mediana de 21 dias
(rango 17- 31) y 31 dias (rango: 11-249), respectivamente. La incidencia acumulada de
injerto de plaquetas a los 100 dias fue del 79% (IC 95%, 57-100). Sélo se produjo
mucositis grave de grado IlI-IV en los 2 Unicos pacientes que recibieron

acondicionamiento mieloablativo (14%). No hubo casos de microangiopatia trombética,
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cistitis hemorragica, sindrome de obstruccién sinusoidal, ni se identificaron eventos
cardiacos agudos. En la dltima visita de seguimiento, 11 pacientes evaluables (78,6%)
presentaban quimerismo completo del donante.

La incidencia acumulada de EICRa global, grado 11-1V y I1I-1V en el dia +120 fue del
50% (1C 95%, 24-76), 28,6% (IC 95%,5-52), y 7% (IC 95%, 0-21), respectivamente. Tres
de los 4 pacientes con EICR grado 1I-1V (75%) fueron corticodependientes, y 2 de ellos
respondieron a ruxolitinib. El paciente restante fallecio en el dia +74 por ascitis refractaria
idiopatica que se clasifico como EICR hepatica de grado 4 (7%). La incidencia acumulada
de EICRc global y moderado-grave a los 2 afios fue del 36% (IC 95%, 11%- 61%) y del
14% (IC 95%, 1%-33), respectivamente.

Once de 14 pacientes (78,6%) desarrollaron infecciones graves que requieron ingreso en
el primer afio post-TPH. El 64% debido a infecciones bacterianas, el 50% viricas y el
14% fungicas. Un paciente (7%) desarrolld una cistitis hemorragica de aparicion tardia
relacionada con el virus BK que se resolvié con soporte. Cuatro pacientes reactivaron
CMV (29%), con una mediana de tiempo desde el trasplante hasta la reactivacion de 89
dias (rango 20-198). No hubo casos de enfermedad por CMV ni muertes relacionadas con

la infeccion.

En el momento del corte de los datos, septiembre de 2022, la mediana de seguimiento de
los supervivientes fue de 28 meses (rango 8-55). La SG y la SLP a 2 afios fue del 86%
(IC 95%, 67%-100%) y del 69% (IC 95%, 34%-96%). Un paciente (7%) recayé 1 afio
después de la infusion y recibié un segundo trasplante con el mismo protocolo en
noviembre de 2022 (actualmente vivo y bien a los 3 meses después del trasplante). Tres
de los 8 pacientes con una puntuacion de riesgo EBMT alta (valor > 5) fallecieron tras el
trasplante frente a ninguno de los 6 con una puntuacién mas baja. A los 12 meses del
trasplante, 5 de los 12 pacientes evaluables (41%) estaban libres de EICR, recaida y sin

inmunosupresion sistémica.

La incidencia de MRT a los 100 dias y a los 12 meses postrasplante fue del 7% (1C 95%,
1%-21%) y del 14% (IC 95%, 1%-33%), respectivamente. Las causas de MRT
incluyeron: EICRa (n=1, 7%), EICRc (n=1, 7%) y neoplasia secundaria (n=1, 7%).

El tercer y Gltimo objetivo de la presente tesis, fue evaluar la eficacia y seguridad del
tratamiento de rescate con ruxolitinib en pacientes pluritratados con EICR cronica

refractaria/dependiente de esteroides. Para ello, se incluyeron 48 pacientes con EICRc
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refractaria/dependiente de esteroides que recibieron ruxolitinib dentro de un protocolo
institucional del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en forma de “uso compasivo” entre
abril de 2016 y marzo del 2021.

Treinta (63%) pacientes eran varones con una mediana de edad de 49 afios (rango 18-72).
Las enfermedades subyacentes mas frecuentes fueron: LMA (n= 17, 35%), SMD (n=10,
21%) y LLA (n=9, 19%). La mayoria [67% (n=32)] habian recibido un alo-TIR de DEi
en 27 casos (56%). Veintidos pacientes (46%) habian desarrollado EICR aguda grado 11-

IV previa.

La mediana de tiempo transcurrido desde el TPH hasta el diagndstico de EICRc fue de
16 meses (rango 4-33). El ruxolitinib se inicio tras una mediana de 21 meses (rango 0,6-
214) tras el diagnostico de la EICRc. En el momento del inicio de ruxolitinib, 18 pacientes
tenian EICRc grave (38%), y 29 pacientes tenian EICRc moderada (60%). EI 90% (n=43)
tenia >2 localizaciones u 6rganos afectados, siendo la piel el drgano més frecuentemente
afectado (n=35, 73%), seguido de los ojos (n=30, 62%) y la boca (n=24, 50%). Cabe
sefialar que 27 pacientes (56%) habian recibido dos o més lineas de tratamiento previo
(excluyendo los corticoides). Veintiocho pacientes tenian una EICRc refractaria a los
esteroides (58%), y 20 (42%) tenian una EICRc dependiente de esteroides.

Tras una mediana de duracién del tratamiento de 12 meses (2-60 meses), la respuesta
global fue del 77% (37/48), con un 15% (n=7) de respuestas completas tras una mediana
de 2 meses de tratamiento (rango 0,5-8). Once pacientes (23%) no alcanzaron respuesta
tras el tratamiento. La mediana de duracion de la respuesta fue de 11 meses (rango 0-55).
Por afectacion organica, la respuesta global en pacientes con esclerodermia fue del 77%
(27/35), del 45% con afectacion intestinal (5/11) y del 33% en los casos con EICRc
pulmonar (4/12).

La dosis media de prednisona concomitante al inicio de ruxolitinib fue de 0,3 mg/kg (0-
1,5 mg/kg). En el Gltimo seguimiento, se produjo una reduccion de esteroides en 36
pacientes (75%), siendo esta reduccidn de hasta un 50% de la dosis inicial en 24 pacientes

(50%), llegandose a suspender en 10 pacientes (21%).

No hubo diferencias de respuesta entre los pacientes con EICRc moderada y los pacientes
con EICRc grave (74% frente a 77%; p = 0,60). La respuesta no se vio influida por el

namero de 6rganos implicados ni por el nimero de lineas previas de tratamiento (75% en
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pacientes con un organo frente a 74% con mas de un organo; p = 0,4) y (76% con una

linea frente a 73% con dos 0 mas lineas; p = 0,9, respectivamente).

Treinta y un pacientes (64%) desarrollaron al menos un efecto secundario atribuido a
ruxolitinib. El efecto secundario més frecuente fue anemia (n=16, 33%) (6% grado Ill-
IV), seguida de trombocitopenia (n=8, 17%) (8% grado I1I-1V), infeccién grave (n=9,
18%) segun la definicion de Cordonnier et al'?°, reactivacion del citomegalovirus (n=4,
8%), toxicidad hepatica moderada (n=5, 10%) y eventos tromboembdlicos (n=5, 10%),
incluyendo 3 tromboembolismos pulmonares y 2 trombosis venosas profundas. Cinco
pacientes (10,5%) interrumpieron el tratamiento debido a infecciones graves (neumonia
aguda sin documentacion microbioldgica (n=2), IFI (n=1) y neumonia por Pneumocystis
jiroveci (n=1)) y diarrea grave no infecciosa (n=1). Cuatro pacientes (8%) redujeron la
dosis de ruxolitinib debido a citopenias graves (n=3) o deterioro hepatico moderado
(n=1).

En el corte de datos, marzo de 2021, la mediana de seguimiento de los supervivientes tras
el inicio de ruxolitinib fue de 20 meses (rango 1,5-60). La incidencia acumulada de MRT
a los 2 afos fue del 15% (IC 95%, 6%-31%). Las causas de MRT incluyeron IFI (n=4),
neumonia sin documentacién microbioldgica (n=2) y shock séptico (n=1); tres de estos
pacientes habian fracasado al tratamiento y 4 de ellos habian logrado una RP. La SG a 2
afios fue del 83% (n=40) (IC 95%, 68%-93%), siendo significativamente superior en los
pacientes que respondieron a ruxolitinib frente a los que no respondieron [88% (IC 95%,
65%-96%) vs. 49% (IC 95%, 12%-78%); p = 0,01]. Dos pacientes (4%) con RP a

ruxolitinib, recayeron de la neoplasia subyacente.

En total, el 46% de los pacientes (n=22) suspendieron ruxolitinib debido a: falta de
respuesta (n=10, 21%), toxicidad relacionada con el farmaco (n=>5, 10,5%), muerte (n=4,
8,5%), recaida (n=2, 4%) y RC prolongada (n=1, 2%). En el Gltimo seguimiento, 12
pacientes (25%) habian reducido la dosis de ruxolitinib debido a toxicidad relacionada

con el farmaco (n=4, 8%), o al lograr al menos una MBRP sostenida (n=8, 17%).
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El alo-TPH es una opcidn terapéutica frente a diversas enfermedades hematologicas tanto
malignas como no malignas, lo que condiciona la supervivencia a corto plazo al asociarse
a una MRT variable en funcion de las caracteristicas del paciente, el tipo de donante y la
intensidad del acondicionamiento, entre otros factores. Afortunadamente, gracias a los
avances en los regimenes de acondicionamiento, en la profilaxis de la EICR y en la
profilaxis antimicrobiana, se ha logrado mejorar la seguridad del procedimiento,
reduciendo la morbimortalidad asociada ®>!?1:122, Como resultado, se ha incrementado de
manera sustancial el nimero de pacientes candidatos que pueden optar al alo-TPH con

edades cada vez méas avanzadas.

El aumento en la cantidad de pacientes trasplantados unido a los avances en las técnicas
del TPH, ha llevado a la identificacion de nuevos factores de riesgo para el desarrollo de
la EICR, asi como a un incremento de pacientes con un alto riesgo de desarrollarla. Entre
los factores predisponentes para el desarrollo de la EICR se encuentran: los donantes
haploidénticos, los DNEm, la edad avanzada, el mantenimiento postrasplante, el uso
previo de inhibidores de “checkpoint”, y la realizacion de trasplantes en enfermedades

hematoldgicas no malignas’.

En la dltima década, la introduccién de la CyPT inicialmente en el entorno haploidéntico
de familiares de primer grado, amplid la reserva de donantes, al equiparar el uso de DE
con HLA incompatible con los de DEi, al demostrar eficacia y seguridad en la reduccién
de la EICR aguda, cronica severa, y de la MRT sin aumentar la tasa de recaida al
compararse con la profilaxis clasica de la EICR con ICN y metotrexato®®®*. Este éxito,
ha llevado a los investigadores a explorar el uso de la CyPT como profilaxis de la EICR
en DEi, DNEm y Haplo-TPH con familiares de segundo grado, con muy buenos
resultados, por lo que se espera que se generalice su uso de manera universal en todo tipo
de donantes, de acondicionamientos y de enfermedades hematoldgicas, tanto malignas
como no malignas, las cuales no se benefician del efecto enfermedad injerto contra

tu m0r65,66,123

Desgraciadamente, pese a estas grandes mejoras en el manejo del paciente trasplantado,
la EICR sigue siendo la principal causa de morbimortalidad relacionada con el trasplante.
Es evidente la necesidad de desarrollar nuevas estrategias de prevencion que eviten la
aparicion de formas graves de la EICR, asi como de nuevos tratamientos para aquellos

casos en los que la EICR no responde o es dependiente de los esteroides.
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En este sentido, en nuestro centro, decidimos introducir la CyPT como profilaxis estandar
de la EICR fuera del entorno haploidéntico en enero 2016. Para ello, fue necesario realizar
modificaciones en las plataformas de acondicionamiento cléasicas. En el caso del
trasplante mieloablativo basado en ICT, nos basamos en el trabajo pionero de Bornhauser
et al*?*, quienes demostraron que Flu-ICT (8 Gy) era equivalente, si no superior, a Cy-
ICT (12 Gy) para receptores de alo-TPH con LMA en primera RC. De esta manera,
eliminamos la Cy del acondicionamiento y la administramos postrasplante como CyPT.

En uno de los trabajos que componen la tesis doctoral, incluido en la seccion de anexos,
comparamos retrospectivamente el esquema estandar Cy-ICT (13,5 Gy) y profilaxis
convencional de EICR con ICN con MTX, frente a Flu-ICT-CyPT con dosis de ICT
ajustada (8,8 0 13,5 Gy) en funcion de la edad del paciente y/o comorbilidad. El ajuste de
ICT lo realizamos en base a los resultados del estudio aleméan que mostr6 que Flu-ICT (8
Gy) para pacientes mayores de 40 afios resultaba en una menor MRT y una mejor SG en
pacientes con LMA. El estudio incluy6 87 pacientes con leucemia aguda y SMD de alto
riesgo receptores de un alo-TPH de DEi, DNEi o DNEm.

El primero de los hallazgos revel6 que la toxicidad extrahematolégica grave,
principalmente debida a causas gastrointestinales, fue mayor en el grupo Cy-ICT (69%
vs. 46%). A diferencia de estudios anteriores, que informaron un mayor riesgo de lesién
endotelial con las plataformas mieloablativas basadas en ICT, en nuestro estudio no
observamos casos de microangiopatia trombotica ni de enfermedad venooclusiva

relacionada con el TPH en ninguno de los grupos*?°.

Es importante destacar que las tasas de injerto fueron similares en ambos grupos, sin que
se produjeran casos de fracaso del injerto primario o secundario. En la cohorte de Flu-
ICT-CyPT, hubo retraso en el injerto de neutréfilos (sin GCSF) y, 3 pacientes presentaron
trombocitopenia prolongada tras el trasplante, en consonancia con las observaciones

actuales que hacen hincapié en el retraso del injerto en pacientes que reciben CyPT%,

En el estudio actual, la incidencia acumulada de EICRa grado 1l-1V fue sustancialmente
inferior en el grupo de Flu-ICT-CyPT comparado con Cy-ICT, y cabe destacar que no
hubo casos de EICRa severo grado I11-1V en el grupo Flu-ICT-CyPT, lo que condujo a
una reduccion del nimero de reingresos en este grupo de pacientes. A pesar de una mayor
mediana de edad y del HCT-Cla en el grupo Flu-ICT-CyPT, la incidencia de MRT a los

100 dias y a los 12 meses fue significativamente menor, aungue no encontramos
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diferencias en la SG a 1 afio. Dada la relacion obvia entre la aparicion de EICRa grave de
grado 1lI-1V y la MRT temprana, es innegable que la dréstica reduccion de esta
complicacion en el grupo Flu-ICT-CyPT fue un factor determinante en la reduccion de
MRT.

Con respecto a las formas moderadas y graves de la EICRc a los 12 meses, la incidencia
también fue significativamente menor en Flu-ICT-CyPT, lo que condujo a una mayor tasa
de supervivientes libres de recaida, de EICR, y de inmunosupresion activa a 1 afio,

indicador indirecto de la mejora de la calidad de vida en los supervivientes del alo-TPH.

Las principales limitaciones de este estudio fueron: el pequefio tamarfio de la muestray el
breve seguimiento; la heterogeneidad de las enfermedades subyacentes (LMA, LLA y
SMD), aunque nuestro estudio no pretendia en modo alguno analizar el impacto sobre la
recaida de la nueva plataforma Flu-ICT-CyPT; la comparacién de dos cohortes
consecutivas de pacientes trasplantados durante un periodo de méas de 10 afios. Somos
conscientes de que todos los estudios de registro y unicéntricos demuestran
sistematicamente que la MRT se reduce con el tiempo, por lo que las comparaciones de
pacientes trasplantados durante diferentes periodos de tiempo son cuestionables®; y, por
ultimo, la comparacién de la nueva plataforma Flu-ICT-CyPT reduciendo la ICT en >de
40 afos de 13.5 a 8.8 Gy, respecto al protocolo anterior Cy-ICT con 13.5 Gy de ICT para
todos los pacientes. A pesar de estas advertencias, nuestro unico objetivo era reducir la
MRT precoz, secundaria a la reduccién de la EICR grave, en pacientes que reciben un
acondicionamiento mieloablativo basado en ICT, mediante la introduccion de la CyPT

como profilaxis de la EICR.

Al menos en nuestra experiencia unicéntrica, la estrategia parece haber funcionado y esta
en linea con el estudio retrospectivo del EBMT ALWP recientemente publicado en
pacientes con LLA en primera RC en los que se reduce la dosis total de la ICT*?’. Sin
embargo, tanto el estudio aleman como el del EBMT no incluyeron CyPT como profilaxis
de la EICR, y nuestro estudio sugiere que la dosis de ICT ajustada en funcion de la edad,

puede obtener resultados éptimos al incorporar la CyPT.

A pesar de los esfuerzos realizados en el campo de la profilaxis de la EICR, sigue
existiendo un amplio margen de mejora. Una de las posibles nuevas estrategias de
investigacion es la posibilidad de reducir la dosis total de la CyPT en pacientes

seleccionados en funcion de la edad, y/o comorbilidad con el fin de reducir la toxicidad
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asociada a la CyPT sin aumentar la incidencia de EICR, teniendo en cuenta la enfermedad

y el tipo de donante.

Para ello, disefilamos una nueva estrategia en marzo de 2018 que consistia en reducir la
dosis de CyPT de 50 a 30 mg/kg/dia los dias +3 y +4 (dosis total de 60 en lugar de 100
mg/kg) con el objetivo de disminuir la toxicidad relacionada con la CyPT, y el riesgo de
fracaso del injerto, en pacientes con MF con intermedio-alto riesgo candidatos a recibir
un alo-TPH, al seguir siendo el Gnico tratamiento curativo en esta patologia del que tan
solo se benefician un 10 % de los pacientes debido a la edad avanzada y comorbilidades

que presentant?8-13,

En el primero de los trabajos que componen esta tesis doctoral, analizamos
retrospectivamente los resultados de los pacientes con MF que recibieron un alo-TPH de
DEi, DNEi o DNEm con dosis reducidas de CyPT como profilaxis de EICR, siendo
nuestro objetivo primario reducir la toxicidad postrasplante precoz, sin aumentar la
incidencia de la EICR.

Hasta la fecha, se han utilizado numerosos regimenes de acondicionamiento en pacientes
con MF y probablemente no exista la mejor plataforma para todos los casos. Un reciente
estudio retrospectivo del EBMT publicado en 2019 informé que la SG y la MRT era
equivalente entre los receptores de regimenes de intensidad reducida y los
mieloblativos®®2. Mas recientemente, se ha demostrado que la estrategia de
acondicionamiento que incluye dos agentes alquilantes, como por ejemplo busulfan y
tiotepa, junto con fludarabina, reduce significativamente el riesgo de recaida en
comparacion con los regimenes con un agente alquilante Gnico en combinacién con
fludarabina'®. Nuestra nueva plataforma de acondicionamiento para pacientes ancianos
ylo fragiles con MF incluyé dosis bajas de tiotepa en asociacion con fludarabina y un
agente alquilante (busulfan o melfalan), mientras que el protocolo mieloblativo con

FluBu-4, se utilizé en los pacientes jovenes sin comorbilidad.

En nuestro estudio, observamos toxicidad gastrointestinal de grado I11-1V Gnicamente en
los dos pacientes que recibieron acondicionamiento mieloablativo. Es importante destacar
que no hubo casos de microangiopatia trombdtica, enfermedad venooclusiva o eventos

cardiacos, complicaciones agudas cominmente asociadas a la CyPT34-138,

El fallo del injerto es una complicacion frecuente en pacientes con MF sometidos a un

alo-TPH, con una incidencia que varia entre el 2% y el 28%%. En nuestro estudio, sin
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embargo, todos los pacientes injertaron con éxito, a pesar de que la mayoria de ellos
presentaban esplenomegalia sintomatica en el momento del alo-TPH (78,6%). Es
importante destacar que, en consonancia con informes previos™*?, se observé una
recuperacion lenta de neutrofilos (sin G-CSF) y una trombocitopenia prolongada después
del trasplante. No hay pruebas de que la reduccion de la dosis de PTCy haya tenido algln

impacto en la lenta recuperacién hematolégica.

Hasta la fecha, febrero de 2023, se han publicado pocos estudios en otras patologias sobre
el uso de dosis reducidas de CyPT en receptores de un alo-TPH de DEi, DNEi 0 DNEm
con sangre periférica como fuente de PHY14, Estos estudios combinaron dosis
reducidas de CyPT (de 20 a 40 mg/kg/dia durante 2 dias) con dosis bajas de ATG en
algunos casos, y CsA mas MFM tras CyPT. En un estudio centrado en receptores de
DNEm con CyPT a 40 mg/kg/dia x 2 dias, sin ATG, la incidencia de EICR grado II-1V y
EICRc moderada-grave a 1 afio fue del 15% y 5% respectivamente, frente al 50% y 18%

en la cohorte historica sin CyPT#,

Fuera del &mbito del presente estudio, nos gustaria destacar que en el contexto del haplo-
TPH, una dosis mas baja de CyPT (25 mg/kg/dia los dias +3 y +4) parece s6lo estar
justificada al usar médula 6sea como fuente de PH 7, o con sangre periférica a una dosis
de 25-40 mg/kg/dia en los dias +3 y +4, en combinacion con dosis bajas de ATG mas un
ICN +/- MFM143.144,

En nuestro estudio, observamos una baja incidencia acumulada de EICR grado 1I-1V, a
pesar de utilizar tacrolimus como Unico agente inmunosupresor junto con la dosis
reducida de CyPT. Ademas, la incidencia de formas moderadas y graves de EICRc a los
2 afios también fue baja, lo que resulté en una incidencia de pacientes vivos libres de
EICR, de recaida y de inmunosupresion a 1 afio del 41%. Ademas, la MRT a los 100 dias
y 1 afio fue baja, del 7% y del 14%, respectivamente, siendo este resultado mejor respecto
al de los estudios previamente publicados, en los que oscilaba entre el 13.5% vy el

43%145,146.

La principal limitacién del estudio fue el pequefio tamafio de la muestra, pero teniendo en
cuenta los prometedores resultados encontrados en estos pacientes tan dificiles de
trasplantar, nos ha llevado a considerar el uso de dosis reducidas de CyPT en los

receptores de un DEi, DNE o DNEm con sangre periférica como fuente de PH.
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A pesar de las grandes mejoras en la profilaxis de EICR descritas en este capitulo,
aproximadamente un tercio de los pacientes que la desarrollan no responden al
tratamiento de primera linea, que consiste en corticoides sistémicos tanto para las formas
agudas como cronicas. La SG en estos casos es solo de un 20-30%, siendo clave la
respuesta al tratamiento inmunosupresor de segunda linea. En este escenario, ruxolitinib
ha demostrado ser el primer agente con una eficacia superior frente a la mejor terapia
disponible, y por tanto se ha convertido en el nuevo estandar de tratamiento para pacientes

con EICR tanto aguda como cronica refractaria o dependiente de esteroides®!93111-113,

En el segundo de los trabajos que componen esta tesis doctoral, realizamos un andlisis
retrospectivo en vida real de los resultados obtenidos en 48 pacientes con EICRc
refractaria y /o dependiente de esteroides que recibieron ruxolitinib como uso compasivo
dentro de un protocolo institucional. A destacar, que la mayoria de los pacientes habian
recibido profilaxis clésica de la EICR con ICN mas MTX o sirolimus-tacrolimus, y so6lo
un 12 % habia recibido CyPT. Ademas, el 56% de los pacientes habian sido tratados

previamente con mas de dos lineas de tratamiento tras haber fracasado a esteroides.

La respuesta global de los pacientes a ruxolitinib fue del 77%, con predominio de RP
(62%). Estos resultados son similares a los publicados previamente en otros estudios
retrospectivos'4’. Nuestro analisis no identifico diferencias en términos de respuesta,
entre los pacientes con enfermedad moderada o grave (74% vs. 77%; p = 0,60), o en
funcion del nimero de 6rganos afectados (75% para 1 drgano vs. 74% para 2 6rganos;
respectivamente, p = 0,4). Sorprendentemente, las tasas de respuesta también fueron
similares independientemente del nimero de lineas de tratamiento previas (76% para 1

linea vs. 73% para 2 lineas; respectivamente, p = 0,9).

Cabe destacar que en el ensayo REACH-2, 49 pacientes con EICR secundaria que no
respondieron en el grupo control fueron tratados con ruxolitinib, y mostraron una tasa de
respuesta similar a la observada en el grupo que recibio ruxolitinib desde el principio, lo
que respalda el uso de ruxolitinib en pacientes que han fracasado a terapias sistémicas

mas alla de los esteroides*s.

Se observaron respuestas significativas en pacientes con afectacion cutanea (77%) e
intestinal (45%), siendo significativamente menor en pacientes con bronquiolitis

obliterante (33%). De hecho, en el ensayo REACH-3'3, las respuestas fueron muy bajas

104



en los pacientes con afectacion ocular (26%), hepética (24,4%) y, sobre todo a nivel

pulmonar (8,6%)°.

En el presente estudio, el perfil de seguridad fue manejable y coherente con informes
previos!!3147.150 | as citopenias fueron los efectos secundarios mas frecuentes, que se
manejaron reduciendo la dosis de ruxolitinib o afiadiendo agentes estimuladores. Ocho
de los 16 pacientes (50%) que desarrollaron anemia moderada a grave recibieron un
agente estimulante de la eritropoyetina durante el periodo del estudio, lo que permitio
evitar la interrupcion de la dosis de ruxolitinib. La incidencia de infecciones de grado 3

fue del 18% (n = 9), similar a los datos publicados anteriormente!*3,

Multiples estudios han demostrado que la EICR y su tratamiento aumentan el riesgo de
reactivacion del CMV®L, Sin embargo, en este estudio la tasa de reactivacion de CMV fue
baja, del 8%, similar a la observada en el ensayo REACH-313,

La EICR es conocida por ser un estado protrombético por lo que los pacientes afectados
corren un mayor riesgo de sufrir un evento tromboembdlico®®2, En nuestra serie, el
10% de los pacientes (n = 5) tuvieron un evento tromboembolico, incluyendo 3 casos de
embolia pulmonar y 2 casos de trombosis venosa profunda, pero ninguno requirio
suspender el tratamiento con ruxolitinib. Por el contrario, varios informes en pacientes
tratados por MF sugieren que el uso de ruxolitinib puede reducir el riesgo trombético,
mediante la reduccion de la activacion endotelial proadhesival®*, Aunque nuestra tasa
de eventos tromboembolicos fue elevada, este hallazgo no se ha descrito en REACH-2 ni
REACH-3, y, por tanto, podria haber ocurrido simplemente por casualidad en nuestra

poblacion.

En nuestra serie, la infeccion fue la causa méas frecuente de interrupcion del tratamiento
y de MRT. A pesar de los importantes avances en este campo, la infeccién grave sigue
siendo la causa mas frecuente de morbimortalidad en pacientes con EICR, incluso
recibiendo la profilaxis antimicrobiana éptima disponible en la actualidad!'®. Los datos
publicados sobre los patrones de infecciones con ruxolitinib en receptores de trasplante
de células madre son limitados'®, por lo que seria interesante realizar un analisis

detallado en esta poblacion.

La reduccion progresiva de los agentes inmunosupresores, especialmente los esteroides,
es uno de los objetivos cruciales en los pacientes con EICR refractario. En nuestro

estudio, la reduccion de la dosis de esteroides fue posible en el 75%, siendo al menos del
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50% en la mitad de los pacientes, y se llegaron a suspender en el 21%. Como se ha
reportado previamente!®®>7 iniciamos la reduccién de los esteroides lo antes posible,
aproximadamente 2 semanas después del inicio de ruxolitinib en los pacientes que
respondieron al tratamiento, con reducciones de dosis de al menos 5 mg cada 3 a 4
semanas. Afortunadamente, no observamos empeoramiento de la EICRc tras la

reduccion.

AUn no se ha establecido la pauta de reduccion éptima de ruxolitinib en pacientes que
alcanzan respuesta, lo que explica por qué muchos pacientes con RP mantenida continian

con la misma dosis de tratamiento durante muchos meses.

La reduccion rapida de ruxolitinib en pacientes con MF suele inducir un "sindrome de
abstinencia" caracterizado por una recaida aguda de la enfermedad, por lo que en el caso
de EICR se teme el empeoramiento de la EICR en pacientes que alcanzan al menos una
RP%8, En nuestro estudio, tras la retirada de esteroides (al menos una reduccion del >90%
y/o una dosis diaria estable de prednisona <10 mg/dia, sin EICR activo), iniciamos la
reduccion del 50% de la dosis total de ruxolitinib, seguida de una administracion
prolongada de dosis bajas de 5 mg durante mas de 6 meses antes de interrupcion completa.
Fue posible una reduccién de la dosis de ruxolitinib en 8 de 37 pacientes (22%) tras
alcanzar una RC prolongada o una MBRP, sin que se produjera ninguna reactivacion de
la EICR.

Algunas limitaciones de nuestro estudio son intrinsecas a su naturaleza retrospectiva y
unicentrica, incluido un posible sesgo en la seleccion de pacientes, asi como el pequefio
tamafio de la muestra. Sin embargo, a pesar de estas limitaciones, este analisis demuestra
la eficacia de ruxolitinib en la practica clinica para tratar la EICRc refractaria/dependiente

de esteroides.

En resumen, el tratamiento con ruxolitinib parece ser seguro en la practica clinica,
Ilegando a alcanzar respuestas completas de la EICRc refractaria a esteroides en pacientes
muy pretratados. Se necesitan mas estudios y un seguimiento mas prolongado para
confirmar estos resultados, asi como para identificar los ajustes de dosis necesarios en
caso de toxicidad, y establecer una pauta de reduccion adecuada para los pacientes que

responden al tratamiento.

Es importante destacar que ain queda mucho por investigar y desarrollar en cuanto a

nuevas terapias para mejorar los resultados en casos de EICR refractaria o dependiente
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de esteroides. El ruxolitinib puede no ser efectivo en hasta un 40% de los casos, y
alrededor del 20% de los pacientes pueden experimentar efectos adversos moderados o
graves que requieran de la suspension del tratamiento. Por lo tanto, se necesitan nuevas
opciones terapéuticas basadas en la biologia de la EICR que permitan intervenciones mas

inmunoselectivas adaptadas a cada paciente con un perfil de seguridad aceptable.
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7.CONCLUSIONES
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Como resultado del trabajo de investigacion, podemos concluir:

1. Laintroduccion de CyPT como profilaxis de la EICR, ha supuesto un cambio en el
disefio de las plataformas de acondicionamiento. La nueva plataforma de
acondicionamiento mieloablativo Flu-ICT-CyPT, con dosis ajustadas de ICT en
funcion de la edad, de la patologia y comorbilidades, para pacientes con leucemia
aguda y SMD de alto riesgo que reciben un alo-TPH de DEi, DNEi y/o DNEm ha
demostrado ser segura y eficaz. Presenta una menor incidencia de EICR aguda y
cronica severa, lo cual ha permitido reducir de manera significativa la MRT precoz,

y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

2. La reduccion de la dosis total de CyPT a 60 mg/kg junto con tacrolimus como
profilaxis de la EICR en pacientes con MF, sometidos en su mayoria a un alo-TIR de
DEi, DNEi y/o DNEm ha demostrado ser segura y eficaz. La nueva estrategia ofrece
resultados favorables con un perfil de toxicidad aceptable y una menor incidencia de
EICR aguda y crénica grave, lo cual ha supuesto una reduccién de la MRT precoz.
Estos hallazgos podrian permitir la extension de los beneficios del alo-TPH a
pacientes con MF de mayor edad cuidadosamente seleccionados. Se necesitan mas
estudios para confirmar estos resultados, y aclarar el impacto en la recaida de la

enfermedad y en la supervivencia a largo plazo.

3. La administracion de ruxolitinib en la préctica clinica como tratamiento de rescate
para pacientes con formas moderadas-severas de la EICRc refractaria/dependiente de
esteroides ha demostrado ser segura y eficaz. Asocia tasas de respuestas globales
superiores al 50%, independientemente del nimero de tratamientos previos o la
gravedad de la EICRc. En el grupo de pacientes respondedores, permite reducir
gradualmente la dosis de esteroides e incluso suspenderlos. De igual manera, en
aquellos pacientes que adquieren una respuesta global mantenida, es factible la

retirada gradual del ruxolitinib.
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8.FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION
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Los trabajos que componen esta tesis doctoral tratan sobre la EICR, la cual sigue siendo

la principal causa de morbimortalidad no asociada a recaida en receptores de un alo-TPH.

Los siguientes pasos para mejorar los resultados finales del procedimiento pueden

desglosarse en estas dos areas de estudio:

1. Profilaxis de la EICR

a. Protocolizar la reduccién de la CyPT fuera del entorno Haplo-TPH en otras

enfermedades hematoldgicas, en base a los excelentes resultados obtenidos en
pacientes fragiles con MF, a una dosis total de 60 mg/kg (en lugar de 100
mg/kg) en pacientes que reciben un alo-TPH de DEi o DNEi, y de 80 mg/kg
en pacientes que reciben un alo-TPH de DNEm, con el fin de reducir la
toxicidad precoz postrasplante y el retraso de la reconstitucion
hematopoyética, sin aumentar la incidencia de la EICR.

Participacion en ensayos clinicos en los que se evallen las combinaciones de
nuevos agentes prometedores para la profilaxis de la EICR, como es el
abatacept y los inhibidores de JAK con la CyPT.

2. Tratamiento de la EICR

a.

Introducir algoritmos pronosticos que incluyen biomarcadores (ST2 y REG3a)
validados por el consorcio internacional MAGIC de la EICRa, con el fin de
mejorar la identificacion del riesgo, la respuesta al tratamiento, y la MRT
asociada. El uso de los biomarcadores permite una estratificacion mas precisa de
los pacientes, pudiendo identificar inclusive a un grupo de pacientes catalogados
como “lentos” respondedores, 10 que a su vez facilita la personalizacion del
tratamiento al ajustarlo segun la gravedad de la EICR y la respuesta individual de
cada paciente. Por tanto, la implementacion de los biomarcadores en la practica
clinica permitird una mejor toma de decisiones, optimizando los resultados

terapéuticos al ofrecer una atencion altamente personalizada.
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b. Estandarizacion de la monitorizacion de niveles de ruxolitinib, no disponible hasta
la fecha, y estudio de polimorfismos genéticos e influencias epigenéticas con el
fin de identificar a aquellos pacientes que no absorben bien el farmaco o su
actividad esta inhibida por variantes funcionales en los genes implicados en su
metabolismo (CYP3A4 o CYP2C9), afectando a los niveles séricos y por tanto a

su efectividad y toxicidad.
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Como anexo a los resultados del trabajo de investigacion que conforma esta tesis, se ha

publicado el siguiente articulo original:

10.1 Articulo 3:

Redondo S, Garcia-Cadenas I, Vila A, Esquirol A, Portos JM, Novelli S, Saavedra S,
Moreno C, Garrido A, Arguello-Tomas M, Ofiate G, Lopez-Pardo J, Caballero AC,
Miqueleiz S, Briones J, Sierra J, Sancho G, Martino R. Sequence matters: Total body
irradiation ~ (TBI)-based  myeloablative  conditioning  with  post-transplant
cyclophosphamide may reduce the early nonrelapse mortality compared with
pretransplant cyclophosphamide plus TBI. Eur J Haematol. 2023 Jul;111(1):146-153. doi:
10.1111/ejh.13978.
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Abstract
Objectives: High-dose total body irradiation (TBI) is considered a cornerstone of
myeloablative conditioning for allogeneic stem cell transplantation (allo-SCT). We ret-
rospectively compared the main outcomes of an HLA matched or 1-allele mis-
matched related or unrelated allo-SCT in adult patients affected by acute leukemia
(AL) or myelodysplastic syndromes (MDS).
Methods: Fifty-nine patients received cyclophosphamide (Cy)-TBI (13.5 Gy) and
graft-versus-host disease (GVHD) prophylaxis with a calcineurin-inhibitor plus
methrotrexate (CyTBI group) and 28 patients received fludarabine-TBI (8.8-13.5 Gy)
and GVHD prophylaxis with PTCy and tacrolimus (FIuTBI-PTCy group).
Results: Median follow-up for survivors was 82 and 22 months. The 12-month prob-
ability of overall survival and progression-free survival were similar (p = .18, p = .7).
The incidence of Grades 2-4 and 3-4 acute GVHD, and the incidence of moderate-
to-severe chronic GVHD were higher in the CyTBI group (p = .02, p <.0land
= .03). Nonrelapse mortality (NRM) at 12 months posttransplant was higher in the
CyTBI group (p = 0.05), while the incidence of relapse was similar in both groups
(p = 0.7). The number of GVHD-free and relapse-free patients without systemic
immunosuppression (GRFS) at 1-year posttransplant was higher in the FIUTBI-PTCy
group (p = 0.01).
Conclusions: The study confirms the safety and efficacy of a novel FIuTBI-PTCy plat-
form with reduced incidence of severe acute and chronic GVHD, and early improve-
ment of NRM.

KEYWORDS
myeloablative conditioning, nonrelapse mortality, posttransplant cyclophosphamide, total body
irradiation
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Novelty Statements

What is the new aspect of your work?
No studies have been published comparing cyclophosphamide plus total body irradiation
(CyTBI) with TBI with posttransplant Cy (PTCy) platform for adults with high-risk acute leukemia

and myelodysplastic syndromes allogeneic-stem cell transplantation with myeloablative

conditioning.

relapse mortality.

1 | INTRODUCTION

The combination of cyclophosphamide (Cy) with ablative doses of

total body irradiation (TBI) was the first myeloablative conditioning

(MAC) regimen successfully used for allogeneic stem cell transplanta-

tion (allo-SCT) in adult patients with high-risk acute leukemia (AL).*
However, MAC platforms including high-dose TBI have been

associated with high rates of acute graft-versus-host disease (GVHD)

and nonrelapse mortality (NRM),?#

restricting their use to patients
<40 years of age or up to 55 years without comorbidities.

NRM in allo-SCT has progressively improved in the last decades
due to advances in supportive care, especially in terms of opportunis-
tic infection prevention and early treatment.”® In contrast, fewer
advances have been seen in the management of GVHD, which
remains the major cause of morbidity and NRM after transplant.” 7

PTCy is a novel GVHD prophylactic strategy for GVHD first intro-
duced in the haploidentical setting.'® Recent studies have demon-
strated that allo-SCT including chemotherapy-based conditioning and
PTCy GVHD prophylaxis results in similar survival, disease recurrence,
and transplantation-related mortality and lower chronic GVHD com-
pared with HLA-identical RIC transplantation with conventional
GVHD prophylaxis.”*'* However, less is known regarding the impact
of PTCy in patients receiving ablative TBI doses.*®

Recently, fludarabine has replaced Cy as pretransplant immuno-
suppression in combination with both busulphan or TBI in the classical
BuCy and CyTBI conditioning platforms.’” In a randomized compari-
son of TBl-based MAC, Bornhiuser et al."® compared conventional
CyTBI (12 Gy; i.e., fractionated TBI of 12 Gy and Cy) with fludarabine
plus intermediate-dose TBI of 8 Gy (FIuTBI [8 Gy]) in acute myeloid
leukemia [AML] in first CR (CR1), with conventional GVHD prophy-
laxis in both groups. This study showed similar outcomes with both
transplant strategies, which differed however by patient age. Thus,
patients with AML aged 41-60 years treated in the FIuTBI (8 Gy) arm
achieved improved progression-free survival (PFS) and NRM at 1 and
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What is the central finding of your work?
The central finding is an improvement in the 1-year main transplant outcomes after TBI-based
conditioning switching from pretransplant Cy to PTCy.

What is (or could be) the specific clinical relevance of your work?
The clinical relevance is the safety and efficacy of a novel FIUTBI-PTCy platform with a reduced
incidence of severe acute and chronic graft-versus-host disease, and early improvement of non-

5 years, while those <41 years old had better outcomes with CyTBI
(12 Gy).*

Based on these premises, we devised a novel TBIl-conditioning
strategy in 2016, incorporating several changes to the previous uni-
form CyTBI platform. We changed pretransplant Cy for fludarabine,
and assigned the total dose of TBI by patient age, maintaining 13.5 Gy
in those <41 years old and using 8.8 Gy in those 41-55 years old,
while incorporating PTCy as GVHD prophylaxis. Thus, high-dose Cy
was switched from pretransplant immunosuppression/conditioning to
PTCy for GVHD prophylaxis.

We herein compare the main transplant outcomes with the tradi-
tional CyTBI MAC transplantation platform with the newer FIuTBI
platforms followed by PTCy in a consecutive cohort of adults with
high-risk AL and myelodysplastic syndromes (MDS).

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Study population

Between January 2009 and December 2021, a total of 87 consecutive
adult patients with poor-prognosis AL or MDS received an HLA iden-
tical or single-allele mismatched (considering HLA A, B, C, DRB1, and
DQB1 loci) allo-SCT with ablative TBIl-doses at the Division of Adult
Clinical Hematology of a tertiary university hospital. Fifty-nine
patients transplanted from 2009 to 2015 (68%) were treated with the
classical CyTBI conditioning (120 mg/kg Cy plus 13.5 Gy TBI in 6 frac-
tions) and received tacrolimus or cyclosporine and a short course of
methotrexate (MTX) as GVHD prophylaxis, while from January 2016
to December 2021, 28 patients (32%) were included in our prospec-

tive single-center protocol®?

which incorporated FIUTBI in combina-
tion with PTCy and tacrolimus as GVHD prophylaxis. Regarding TBI-
based conditioning regimens, two dose intensities were used; 8.8 or

13.5 Gy, both combined with fludarabine, referred to as FIuTBI(8.8).
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PTCy and FIuTBI(13.5).PTCy. Patients and donors gave written
informed consent for use of their data for clinical research.

2.2 | Conditioning regimens and supportive care
Recipients of CyTBI were conditioned with Cy (60 mg/kg IV daily for
2 consecutive days on Days —é and —5) plus TBI (hyperfractionated in
2 daily fractions for 3 days [-3, —2, and — 1] for a total dose of
13.5 Gy) and received peripheral blood stem cell (PBSC) from the donor.
GVHD prophylaxis consisted in a calcineurin inhibitor (tacrolimus or
cyclosporine) from Day —1 plus short-course IV MTX (15 mg/m? on Day
+1 and 10 mg/m? IV on Days +3 and + 6), while antithymocyte globulin
-3, —2, and —1, total dose
6 mg/kg) was added in the case of a single-allele mismatched donor con-
sidering high-resolution HLA typing of loci A, B, C, DRB1, and DQB1.%°
Recipients of FIUTBL.PTCy were conditioned with fludarabine
(120 mg/m? orally, or 90 mg/m? IV) plus TBI and received PBSC from
the donor, with the exception of three patients who received bone
marrow (BM). Two TBI dose intensities were used, hyperfractionated
in 4 or 6 fractions over 2 or 3 days for a total dose of 8.8 or 13.5 Gy,
while GVHD prophylaxis consisted in PTCy (IV Cy, 50 mg/kg/day on
Days +3 and +4) plus single-agent tacrolimus.’ In this latter cohort,

(Thymoglobulin®, 2 mg/kg day on Days

the total dose of TBI was assigned by the patients' age and the under-
lying disease. Thus, a dose of 13.5 Gy was used in patients with
AML/MDS < 41 years old or patients with acute lymphoblastic leuke-
mia (ALL) < 46 y.0, whereas a dose of 8.8 Gy was used in patients
with AML/MDS 41-55 years old or patients with ALL 46-55 years
old®*?? patients over 55 years of age and younger patients with high
pretransplant comorbidities received RIC regimens also containing
PTCy."? Posttransplant growth factors were not routinely utilized.

Antibacterial prophylaxis with fluoroquinolones was started at
the initiation of the conditioning regimen (unless prior infections by
fluoroquinolone-resistant bacteria occurred) and until neutrophil
recovery or the start of empirical/targeted antibiotic treatment. Anti-
viral prophylaxis consisted of low-dose acyclovir (400 mg twice daily
intravenously or its equivalent oral doses). None of the cytomegalovi-
rus (CMV) seropositive patients benefitted from letermovir prophy-
laxis. Antifungal prophylaxis with fluconazole was started at initiation
of the conditioning regimen until hematopoietic recovery (unless sec-
ondary prophylaxis for prior aspergillosis was indicated), while broad
spectrum antifungal prophylaxis was recommended in patients who
required high-dose steroids for GVHD. Cotrimoxazole or pentamidine
prophylaxis was administered until the CD4+ T-cell count rose above
200/mm? for & consecutive months and patients were off immuno-
suppressive drugs. Twice weekly serum galactomannan was tested in
patients not receiving antiaspergillus pharmacoprophylaxis. Serial
blood monitoring by quantitative PCR for CMV was initially per-
formed twice a week, while EBV monitoring was routinely monitored
only in patients who received ATG.**

Acute GVHD was graded based on the 1995 Consensus Confer-
ence criteria®* and chronic GVHD was based on the 2005 National
Institute of Health (NIH) criteria.>®
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2.3 | Chimerism analysis

After transplant, serial samples of unfractionated peripheral blood
(PB) and BM mononuclear cells were analyzed after hematologic
recovery (Days 421 to +60), on Days +920 to +100 and on Days
+180 to +200, and then only in case of persistent prior mixed chime-
rism, or disease recurrence or suspicion of graft failure, for degrees of
donor-recipient chimerism using PCR of informative minisatellite
regions, while chimerism of selected T cells and granulocytes in PB
were analyzed until stable 100% donor chimerism was achieved, as
previously described in detail.>¢

24 | Statistical analysis

Results were analyzed using SPSS statistical software version 26.0.01
(IBM Corporation, Armonk, New York, USA), while the R statistical
software was used for estimating cumulative incidence. Patient char-
acteristics were compared among treatment groups by the Chi-square
test or Fisher's exact test for categorical variables and by the t-test or
Wilcoxon test for variables measured on a continuous scale. The prob-
abilities of overall survival (OS) and PFS were estimated using the
Kaplan-Meier product-limit estimate, and univariate testing was done
with Cox regression test. Variables with p < .2 in the univariate analy-
sis were included in the multivariate analysis. The incidence of NRM
and disease relapse or progression was calculated using cumulative
incidence estimates, considering the competing risks. The incidence of
GVHD was calculated considering NRM and relapse as competing
risks. All outcomes were measured from the date of transplantation.

3 | RESULTS

3.1 | Study Population
Between January 2009 and December 2021, 87 consecutive adult
patients with AL or MDS < 55 years old received an allo-SCT from an
HLA matched or 1-allele mismatched related or unrelated donor. Fifty-
nine were conditioned with CyTBI and 28 with FIUTBI-PTCy. Patient,
disease and transplant characteristics are shown in detail in Table 1.
Patients in the CyTBI group were younger (median 37 vs. 45 years),
had a lower revised disease risk index at transplant and a lower HCT-
Cl/age. Other pretransplant variables were well balanced between
groups. All but four cases received G-CSF mobilized PBSC, with a higher
median dose of CD34+ cells infused in the CyTBI group.

3.2 | Early toxicity and engraftment

Early conditioning-related extrahematologic Grade 3-4 CTCAE toxic-
ities, mainly gastrointestinal, occurred in 69% in the CyTBI group and
46% in the FIuTBI-PTCy group, (p = .03). There were no cases of
thrombotic microangiopathy or transplant-associated venoocclusive
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FIuTBI-PTCy
Number of patients 28
Age, median [range] 45 [24-55]
Sex, male, n (%) 14 (50)
Underlying disease

Acute myeloid leukemia, n (%) 12 (43)

Acute lymphoblastic leukemia, n (%) 15 E05)

Myelodysplastic syndrome, n (%) 7.[@.5)
Disease status previous PBSCT

Complete response, n (%) 26 (93)

Partial response, n (%) 1(3.5)

Active disease, n (%) 1(3.5)
Revised disease risk index (rDRI)

High and very high rDRI, n (%) 12 (43)
Hematopoietic cell transplantation-age comorbidity

index (HCT-Cl/age)

2 3 HCT-Cl/age, n (%) 9(32)
Source, peripheral blood, n (%) 25 (89)
Donor type

Related HLA identical, n (%) 10 (36)

Unrelated identical, n (%) 13 (46)

Unrelated mismatch, n (%) 5(18)
Patient male-donor female, n (%) 4 (14)

TBI total dose, Gy

13.5 Gy, n (%) 13 (46)

8.8 Gy, n (%) 15(54)
CMV status —/—, n (%) 2(7)
CD34+ cells infused (x10%/kg), median [range] 5[1.14-9]

REDONDO ET AL.

cyTBI L TABLE 1  Patient characteristics.
59

37 [18-52] .01
26 (44) .60
36 (61) .07
17 (29)

6 (10)

50 (85) 71
3(5)

6 (10)

19 (32) .07
8(14) .04
58 (98) .03
27 (46) .65
24 (41)

8 (13)

9 (15) .88
59 (100) .01
0(0)

14 (24) .05
6[2.5-9.8] .03

Note: FIUTBIL.PTCy, fludarabine (90 mg/m? IV) and TBI (hyperfractionated in 4 or 6 fractions to a total
dose of 8.8 or 13.5 Gy), and GVHD prophylaxis consisted in PTCy (50 mg/kg on Days +3 and +4) plus
single-agent tacrolimus; CyTBI, cyclophosphamide (120 mg/kg) plus total body irradiation or TBI
(hyperfractionated to a total dose of 13.5 Gy), and GVHD prophylaxis with a calcineurin inhibitor plus
short-course methotrexate, with antithymocyte globulin added 9/10 HLA-matched donors.
Abbreviations: CMV, cytomegalovirus; GVHD, graft-versus-host disease; PBSCT, peripheral blood stem
cell transplantation; PTCy, posttransplant cyclophosphamide; TBI, total body irradiation.

disease. Forty-two percent of patients in the CyTBI group showed a
clinically significant CMV reactivation compared with 28% in the
FIuTBI-PTCy group (p = .15) without cases of CMV disease.

All patients had sustained donor-engraftment by Day 145, except
for four patients in the FIuTBI-PTCy group, of whom one died early
due to central nervous system aspergillosis, and the other three (11%)
had prolonged isolated thrombocytopenia, defined as persistent
thrombocytopenia (<20 000/mL) with a normal cell count in the other
hematopoietic lines or the need for platelet transfusion in the first
60 days after allo-HSCT. Patients receiving CyTBI achieved neutrophil
and platelet engraftment earlier (14'°7%° vs. 21 [11-32] days,
[p = .01], and 1477 %7 vs. 19 [12-220] days, respectively, [p = 0.03]).
The proportion of patients who had complete donor chimerism in T
cells at Days +60 was 23% in the CyTBI group and 96% in the
FIuTBI-PTCy group (p = .48).
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The duration of the initial hospital admission was similar in both
study groups (median 33 days (range 24-120) in the CyTBI and
31 days (range 24-50) in the FIUTBI-PTCy group, (p = .28), and in the
first year postdischarge 78% of patients required 1 or more readmis-
sions in the CyTBI group and 36% in the FIUTBI.PTCy cohort (median
2 [range: 0-5 readmissions] vs. O [range 0-2 readmissions]), respec-
tively, p = .01), 47% due to infectious complications (n = 25) and 43%
due to severe forms of GVHD (h = 23).

3.3

| Incidence and severity of GVHD

The Day +120 cumulative incidence of acute GVHD (aGVHD) Grades
2-4 and 3-4 was 37% (95% Cl: 25%-50%) and 30.5% (95% Cl: 19%-
42%) for CyTBI and 14% (95% ClI: 1%-27%) and 0% for FIuTBI-PTCy
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group, respectively (p < .05 for both comparisons). The cumulative
incidence of moderate-to-severe ¢cGVHD at 12 months was 37%
(95% Cl: 25%-49%) in the CyTBI and 14% (95% Cl: 1%-27%) in the
FluTBI-PTCy group, respectively (p = .03; Table 2).

34 |

Main transplant outcomes

At data cutoff—July 2022, the median follow-up for survivors in the
CyTBl and FIuTBI-PTCy groups was 82 (range 10-151) and
22 months (range 6-43), respectively. The 12-month probability of
OS and PFS was 76% (95% Cl: 65%-87%) and 74% (95% Cl: 63%-
85%) in the CyTBI group and 85% (95% Cl: 71%-99%) and 81%
(95% Cl: 67%-96%) in the FIUTBI.PTCy cohorts, respectively,
(p=.18, p=.7; Figure 1). The 1-year incidence of relapse was
11% in both groups. The 100-day and 12-month incidences of
NRM were 7% (95% Cl: 0.5%-13%) and 19% (95% Cl: 9%-29%) in
the CyTBI group and both were 3.5% (95% Cl: 3%-10%) in the
FIuTBI-PTCy group, respectively, (p = .05; Figure 1). Causes of
NRM in the CyTBI group included: aGVHD (n =9, 15.5%) and
invasive fungal infection (3.5% [n = 2]) while in the FIUTBI.PTCy
group there was only one death due to a pre-engraftment invasive
fungal infection.

At 12 months posttransplant, the GVHD-free/relapse-free sur-
vival and without systemic immunosuppression (GRFS) was 15% in
the CyTBI group and 50% in the FIUTBI.PTCy group, respec-
tively (p = .01).

In the univariate analysis, the only variable that was associated
with increased NRM and decreased OS was Grade 3-4 aGVHD
[HR 13.89 (95% Cl 3.75-51.42); p = .01, and HR 3.5 (95% Cl 1.5-
8.5); p < .01, respectively]. By univariate Cox regression analysis, there
was a trend towards a lower NRM at 12 months in the FIuTBI-PTCy
group (HR 0.18 [95% CI 0.02-1.2]; p = 0.1; Figure 1), due to a reduc-
tion of Grade 3-4 aGVHD-related mortality (HR 0.07 [25%CI 0.01-
0.36]; p <.01). In the multivariate analysis, the variables that were

TABLE 2 Transplant outcomes.

Grade 2-4 aGVHD
Grade 3-4 aGVHD

12-month moderate-severe cGVHD

12-month mortality posttransplant

GVHD +/— infections

Other causes of nonrelapse mortality

Disease relapse

Haematology
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associated with increased NRM were Grade 3-4 aGVHD (as a time-
dependent covariate) and female donor to male patient (HR 28.7
[95% Cl 1.7-4.65]; p=.02 and HR 12.3 [95% Cl 1.5-9.7]; p < .01,
respectively).

4 | DISCUSSION

In 2016, when we decided to introduce major changes in our standard
GVHD prophylaxis we incorporated PTCy as a standard of care prac-
tice outside the haploidentical setting, and we modified the high-dose
TBI-based MAC transplantation platform for young adults with AL
and MDS receiving cells from an HLA matched or 1-allele mismatched
related or unrelated donor. We aimed to reduce the incidence of
Grade 3-4 aGVHD and severe cGVHD to <10% each, without
increasing early toxic mortality. In this study, we evaluated the impact
of these changes on safety, tolerability, and major transplant
outcomes.

Based on the pioneering work of Bornhiuser et al.'® who showed
that FIuTBI (8 Gy) was equivalent if not superior to CyTBI (12 Gy) for
MAC allo-SCT recipients with AML in CR1, we retrospectively com-
pared standard CyTBI (13.5 Gy) with FIuTBI-PTCy with a total dose of
TBI of 8.8 or 13.5 Gy, assigned mainly by patient age in order to
reduce the known negative impact of age on transplant outcomes.

In our study, severe extrahematologic toxicity, mainly due to gas-
trointestinal causes, was higher in the CyTBI group (69% vs. 46%)
than in the FIUTBI-PTCy group. In contrast with prior reports, in
which TBl-based MAC platforms were associated with increased
endothelial injury syndromes, there were no cases of thrombotic
microangiopathy or transplant-associated venoocclusive disease in
either group.?”’

Importantly, engraftment rates were similar between both
groups, with no cases of primary or secondary graft failures. Delayed
neutrophil engraftment (without G-CSF) and, especially, the three
patients who showed prolonged thrombocytopenia posttransplant

FIuTBI-PTCy, n (%) CyTBI, n (%) ]
4(14) 22(37) .02
0(0) 18 (30.5) .00
4(14) 22(37) .03
4(14) 17 (29) A1
1(3.5) Uil [faEy .05
0(0) 2(3)

3(10.5) 4(7) 52

Note: FIUTBI.PTCy, fludarabine (90 mg/m? IV) and TBI (hyperfractionated in 4 or 6 fractions to a total
dose of 8.8 or 13.5 Gy), and GVHD prophylaxis consisted in PTCy (50 mg/kg on Days +3 and +4) plus
single-agent tacrolimus; CyTBlI, cyclophosphamide (120 mg/kg) plus total body irradiation or TBI
(hyperfractionated to a total dose of 13.5 Gy), and GVHD prophylaxis with a calcineurin inhibitor plus
short-course methotrexate, with antithymocyte globulin added 9/10 HLA-matched donors.
Abbreviations: aGVHD, acute graft-versus-host disease; cGVHD, chronic graft-versus-host disease;
PTCy, posttransplant cyclophosphamide; TBI, total body irradiation.
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FIGURE 1
Nonrelapse mortality according to the conditioning regimen.

in the FIUTBI-PTCy cohorts is in line with current observations
which emphasize the increase of primary poor graft function in
patients receiving PTCy.?®

Since the first reports of Haplo-SCT using PTCy,*° encouraging
results have been described in terms of both acute and severe GVHD
reduction, independently of the donor type, that seems to compare
favorably with classical GVHD prophylaxis with calcineurin inhibitors
and MTX.'*7%¢ |n this study, the cumulative incidence of Grade 2-4
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(A) 12-month probability of progression-free survival according to the conditioning regimen, (B) 12-month probability of

was substantially lower in FIuTBI-PTCy group than in CyTBI group
without cases of Grade 3-4 aGVHD in the FIuUTBI-PTCy group, lead-
ing to a reduction in the number of readmissions in this group of
patients. In addition, despite higher median age and HCT-Cl/age in
the FIuTBI-PTCy group, the incidence of NRM at 100 days and
12 months was significantly lower than in the CyTBI group, albeit
without differences in 1-year survival. Since there is an obvious rela-
tionship between the occurrence of severe Grade 3-4 aGVHD and
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early NRM, it is undeniable that the drastic reduction of this complica-
tion in the FIuTBI-PTCy group is a major determinant in the reduction
of early NRM observed.

A similar finding was noted regarding cGVHD, with a significantly
lower incidence of moderate and severe forms at 12 months in the
FluTBI-PTCy cohorts, leading to higher 1-year GRFS, an important
indicator of life
11-13

surrogate improved quality of in transplant
survivors.

The major limitations of our study include (i) the small sample
sizes and short follow-up; (ii) the heterogeneity of the underlying dis-
eases (AML, ALL, and MDS), although our study in no way aims to
analyses the impact on relapse of the novel FIUTBI-PTCy platforms;
(iii) the comparison of two consecutive patient cohorts transplanted
over a period of more than 10 years. We are aware that all registry
and single-center studies systematically show that NRM is reduced
over time, making comparisons of patients transplanted over different
29,30,

the new age-specific “TBI (8.8 or 13.5 Gy) + PTCy platforms” with the
prior “one size fits all” CyTBI (13.5 Gy) protocol. Despite these caveats,

time periods always questionable and (iv), finally, the comparison of

our only objective was to reduce the early NRM in patients receiving
MAC TBI conditioning by introducing PTCy as GVHD prophylaxis.

At least in our single-center experience, the strategy appears to
have worked. Assigning the dose of TBI by the patients' age was not
an arbitrary decision, since results from the German AML trial had
confirmed that FIUTBI® led to lower NRM and better survival in
patients over the age of 40. A recent retrospective study from the
EBMT ALWP found similar findings in patients with ALL in CR1.3*
However, these studies did not include PTCy as GVHD prophylaxis,
and our study suggests that an age-assigned TBI dose may obtain
optimal outcomes when incorporating PTCy.

In summary, our single-center study confirms the safety and
efficacy of a new FIuTBI-PTCy platform for adults with high-risk
AL and MDS undergoing MAC allo-SCT from a matched or 1-allele
mismatched related or unrelated donor. The new strategy results
in lower incidences of severe acute and chronic GVHD, which led
to a lower early NRM. Further studies are needed to confirm these
results, and better clarify their impact on disease relapse and long-
term survival.
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