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Introduccion

1 Introduccién

1.1 Complicaciones del trasplante hematopoyético

1.1.1 Enfermedad injerto contra huésped

1.1.1.1 Conceptoy tipos

La enfermedad injerto contra huésped (EICH) es una complicacion frecuente tras el
trasplante alogénico de progenitores hemapoyéticos (TPH), que se produce por el
reconocimiento y efecto citotdéxico de los linfocitos alorreactivos del donante sobre
organos Y tejidos sanos del receptor. Tradicionalmente se reconocen dos formas de EICH

en base a sus caracteristicas clinicas y desarrollo temporal, la EICH aguda y cronica.

La EICH aguda se definio originalmente como aquella que ocurre en los 100 dias
posteriores al trasplante, si bien en la actualidad son las manifestaciones clinicas y no el
desarrollo temporal lo que permiten identificar la forma aguda o cronica. Las
manifestaciones son variadas, pero generalmente afectan la piel, el tubo digestivo y el
higado; las células del sistema inmunitario del donante involucradas son principalmente
células T!. La EICH crdnica suele acontecer tras los 100 primeros dias posterior al
trasplante, aunque se han descrito casos de aparicion desde el primer mes postrasplante.
Las manifestaciones de la EICH croénica pueden ocurrir a nivel multiorganico, pudiendo
afectar a la piel, los ojos, la mucosa oral, el tracto gastrointestinal, el higado, los
pulmones, las articulaciones, el pelo y las ufias, aparato genitourinario y el sistema
linfohematopoyético. Las células del sistema inmunitario principalmente involucradas
son las células T, By sistema monocito macrofago?. También se describe la EICH aguda
persistente, que comprende aquellas manifestaciones de EICH aguda que aparecen mas
alla del dia 100 postrasplante; y el sindrome “overlap”, que Se caracteriza por la aparicion

simultanea de manifestaciones de EICH aguda y crénica.

1.1.1.2 Fisiopatologia

El evento inicial que condiciona el desarrollo de la EICH aguda es la activacion de células
T alorreactivas procedentes del donante; esta activacion esta condicionada por el dafio
tisular causado por los regimenes de acondicionamiento que se administran antes del
trasplante y que da lugar a la liberacion de citoquinas proinflamatorias como TNF (factor
de necrosis tisular), IL-6 (interleucina 6) e IL-1 (interleucina 1). Estas citoquinas, junto

con la liberacion de patrones moleculares asociados a dafio, 0 DAMPSs por sus siglas en
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inglés, y patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS), son procesados por las
células presentadoras de antigeno del receptor. Como consecuencia, se produce la
interaccion entre estas células presentadoras de antigenos y linfocitos T alorreactivos
procedentes del donante, produciéndose la activacion de los mismos y su diferenciacion
hacia linfocitos T helper 1 (Th1)/ T citotoxicos 1 (Tcl) y Th17/Tcl7, y dando lugar a la
expansion de células T efectoras. El resultado es una fase final efectora caracterizada por
la migracion de dichas células hacia los 6rganos diana, produciendo dafio citotoxico y
liberacion de citoquinas proinflamatorias como IL-1 y TNFa, que a su vez generan
necrosis tisular. Ademas, las células T alorreactivas producen dafio timico que altera la
reconstitucion inmune a largo plazo. Todo este proceso de activacion y destruccion esta
modulado en parte por células inmunomoduladoras como células T reguladoras (Treg),
células T reguladoras tipo-1 (células Trl), células NKT y células supresoras derivadas de
linea mieloide (CSDM)*34,

En la EICH cronica, las células B y T alorreactivas y autorreactivas presentes como
consecuencia del dafio timico, que conduce a la pérdida de tolerancia central (alterando
los procesos de seleccion positiva y negativa) juegan un papel fundamental (Figura 1.1)>.
De forma esquematica, la fisiopatologia de la EICHCc se puede dividir en 3 etapas: 1) Fase
de inflamacion y dafio tisular, en la cudl el dafio producido en las células endoteliales
facilita la migracion de células T a los ganglios linfaticos y consecuentemente a los
organos diana; 2) Fase de activacion de células T efectoras y linfocitos B en los centros
germinales, que a su vez producen autoanticuerpos y factores de crecimiento (como CSF-
1) que provocan la activacion del sistema monocito-macrofago, dando lugar al
predominio de un fenotipo profibrético promovido por citoquinas como IL-17. A todo
ello se une la pérdida de la tolerancia periférica, mediante la reduccion del compartimento
de células reguladoras, como células Treg, Breg, NKreg, células NKT invariantes y Tr1’,
esenciales para la homeostasis periférica. La activacion de células B frente a
autoantigenos es otra consecuencia de la pérdida de la tolerancia central y/o periférica, de
modo que los linfocitos B autorreactivos no son eliminados y presentan un fenotipo con
una supervivencia y capacidad proliferativa en presencia del factor soluble BAFF; 3) Fase
de fibrosis. En este punto la activacion macrofagica juega un papel muy importante. La
activacion de los macrofagos se produce a través de la interaccion de anticuerpos
producidos por linfocitos B aberrantes sobre los receptores Fc gamma de su superficie asi

como a traves del receptor de CSF. El resultado es la liberacion de TGF-p, el cual a su
2
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vez produce la activacion de los fibroblastos y el consecuente deposito de colageno,

fibrosis y disfuncion orgénica irreversible.

aGVHD CGVHD ———

: Peripheral blood GVHD
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Figura 1.1. Esquema general de los mediadores celulares y moleculares implicados en la
fisiopatologia de la EICH®. Tanto las células T naive como sus precursoras contribuyen
a la fisiopatologia de la EICHc. Las células T alorreactivas producen dafio timico que
altera la reconstitucién inmune, lo cual lleva a la polarizacion de células Th17 y Tcl7 que
promueven la diferenciacion de monocitos a macrofagos. Las células dendriticas alteran
su capacidad para mantener las células Treg en la periferia. Las células T helper
foliculares favorecen la expansion de células B centrogerminales. La activacion de los
macrofagos se produce a través de la interaccion de anticuerpos producidos por linfocitos
B aberrantes sobre los receptores Fc gamma de su superficie, lo cual conlleva a la

activacion de los fibroblastos y dep6sito de colageno.

1.1.1.3 Incidenciay factores de riesgo
La incidencia de la EICH viene determinada por diversos factores. Entre los factores de
riesgo para la EICH aguda se encuentran la disparidad HLA, la mayor edad de los

receptores, la presencia de aloinmunizacién previa y la profilaxis empleada para la

3
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EICHS. Su incidencia de sitia entre el 25-55% de los pacientes en los 100 primeros dias

postrasplante.

En la EICH cronica se reconocen algunos factores de riesgo como el uso de sangre
periférica como fuente de trasplante, la mayor edad de los donantes, el uso de donantes
no emparentados o con disparidad HLA, la irradiacion corporal total o el empleo de
donante mujer en receptor varén®. Su incidencia se estima entorno al 5-40% en los dos

primeros afios postrasplante.

1.1.1.4 Diagnostico y evaluacion de la EICH aguda y cronica

El diagndstico de la EICHa se basa en la presencia de dafio en piel, higado y/o tubo
digestivo, manifestado como exantema, hiperbilirrubinemia y diarrea. Ademas, existen
forman atipicas que pueden dar lugar a manifestaciones en otros o6rganos®. La
heterogeneidad clinica y el momento de aparicion dificultan el diagnostico diferencial
con otros procesos intercurrentes, como toxicidad por farmacos, sindrome de obstruccién
sinusoidal o procesos infecciosos, por lo que el estudio histopatoldgico, siempre que sea
posible, es fundamental para apoyar el diagnostico, establecer el nimero de 6rganos

afectados, asi como de diferenciarlo de otros procesos intercurrentes.

Las dianas hacia las que se dirigen los linfocitos en la EICHa incluyen las células
epiteliales de la dermis, el epitelio intestinal y el epitelio de los conductos biliares. Las
caracteristicas histopatoldgicas son similares, basandose en la presencia de un infiltrado
de linfocitos acompafiado de necrosis. La clasificacion histopatoldgica también varia de

formas leves a severas (grados | a IV).

A continuacién, se resumen las principales manifestaciones clinicas e histopatolédgicas de
la EICH aguda (Tablas 1.1y 1.2):



Introduccién

Localizacion Descripcion

Piel Rash maculopapular eritematoso, asociado o no a prurito y/o dolor
En casos severos, bullas que pueden progresar a descamacion

Higado Colestasis con o sin ictericia

Aumento de enzimas colestasicas con respecto a las transaminasas

Tracto gastrointestinal

Superior: anorexia, nauseas y vomitos
Inferior: diarrea con o sin sangre fresca, acompafiado de dolor

abdominal, y en ocasiones, ileo paralitico

Tabla 1.1. Principales manifestaciones clinicas en la EICH aguda.

Localizacion Descripcién
Piel Grado I: vacuolas en células basales epidermoides
Grado 1l: presencia de queratinocitos necroticos
Grado IlI: areas confluentes de queratinocitos necréticos formando
bullas
Grado 1V: desprendimiento de la epidermis
Higado El hallazgo mas caracteristico es la presencia de dafio en los

conductos biliares de pequefio tamafio, habitualmente en
combinacion con la presencia de colestasis.

Necrosis periportal con presencia de infiltracion linfocitica

Tracto gastrointestinal

Grado I: necrosis de células individuales

Grado II: pérdida de criptas individuales

Grado III: pérdida de >2 criptas individuales adyacentes con
ulceracion

Grado 1V: denudacién del epitelio

Tabla 1.2. Principales caracteristicas histopatoldgicas de la EICH aguda.

La clasificacion y estadiaje de la EICH aguda se detalla en la siguiente tabla (Tabla 1.3)
segln la escala MAGIC®2:
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Score de afectacion por érganos

generalizada

(>50% SC) més
descamacion y
formaciones bullosas
>5% SC

Piel (Eritema Higado Tracto Gl Tracto Gl inferior (volumen
activo) (Bilirrubina) | superior diarrea/dia)
0 | Ausencia de rash <2 mg/dL !\IO O naseas Ad.UItO.S: <5,00 mL/diao <3
intermitentes, | episodios/dia
activo 5mi
vomlto_s ° Nifios: <10 mL/kg/dia o0 <4
anorexia
episodios/dia
1 Rash maculopapular 2.3 mg/dL Nauseas Adu!tos:_500-,999 mL/dia o 3-
4 episodios/dia
<25% SC :
persistentes, n .
Nifios: 10-19.9 mL/kg/dia o 4-
vOmitos o L
6 episodios/dia
anorexia
2 Rash maculopapular 3.1-6 mg/dL ?c;ulto_s: 3_00(/);500 mL/dia o
25-50% SC -7 episodios/dia
Nifios: 20-30 mL/kg/dia o 7-
10 episodios/dia
3 Rash maculopapular 6.1-15 mg/dL Ac?ultg_s: 7d1,500 mL/dia 0 >7
S50% SC episodios/dia
Nifios: >30 mL/kg/dia 0 >10
episodios/dia
4 Eritrodermia >15 mg/dL Dolor abdominal severo con o

sin ileo severo

Heces sanguinolentas
(independientemente del
volumen de diarrea)

Grado global (basado en el érgano mas severamente afecto)

Grado 0 Ninguna afectacion

Grado 1 Piel grado 1-2; no afectacion en higado, tracto Gl superior o inferior

Grado 2 Piel grado 3 y/o higado grado 1 y/o tracto Gl superior grado 1 y/o tracto Gl
inferior grado 1

Grado 3 Higado grado 2-3 y/o tracto Gl inferior grado 2-3, con piel grado 0-3 y/o
tracto Gl superior grado 0-1

Grado 4 Piel grado 4, higado o tracto Gl inferior afecto, tracto Gl superior grado 0-1

Tabla 1.3. Clasificacion y estadiaje de la EICH aguda'*?. SC = superficie corporal; BT

= bilirrubina total; Gl = Gastrointestinal.
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El diagnostico de la EICH cronica requiere de una evaluacion integral, a menudo
multidisciplinar, dada la heterogeneidad de sus manifestaciones clinicas. Se basa en la
presencia de sintomas a nivel de 8 érganos. Al igual que ocurre en la EICH aguda, las
manifestaciones clinicas son heterogéneas, pudiendo afectar a multitud de 6rganos entre
los que se encuentran la piel, los ojos, la mucosa oral, el higado, el tracto gastrointestinal,

los pulmones, el area genital y la fascia y articulaciones (Tabla 1.4).

Organo Descripcion

Piel Eritema

Rash maculopapular
Prurito

Esclerodermia

Liqguen plano

Liguen escleroso

Morfea

Despigmentacion
Lesiones papuloescamosas

Ictiosis, queratosis, hiperpigmentacion

Ojos Sequedad ocular, que puede llegar a queratitis sicca

Oral Eritema
Cambios liquenoides

Ulceraciones

Mucoceles
Pulmoén Bronquiolitis obliterante
Fasciay Restriccion en la movilidad articular
articulaciones Miositis

Debilidad muscular
Dolor

Edema

Tabla 1.4. Principales manifestaciones clinicas de la EICH crénica®®.
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La severidad de la EICH se evaltia mediante el uso de la escala NIH*. Se trata de una
escala internacional validada que incluye informacion sobre el nimero de drganos
afectados y la severidad en la que se halla afectado cada 6rgano, que se gradua de 0 al 3,
de menor a mayor afectacion. La severidad global se evalGa en funcion del nimero de
organos afectados y su severidad, pudiendo catalogarse en leve, moderada y severa (Tabla
1.5.).

Severidad global Leve Moderada Severa

Numero de 6rganos | 1-2 >3 >3

afectos

Severidad de los Leve (se excluye la Leve-moderado (en | Severo (en pulmén

6rganos afectos afectacién pulmonar) | pulmon sélo grado grados moderado o
leve) severo)

Tabla 1.5. Clasificacion y estadiaje de la EICH crénica®®3,

Ademas, existen cuestionarios validados que permiten puntuar la calidad de vida de estos
pacientes, frecuentemente afectada. Entre las principales escalas validadas encontramos
los cuestionarios de Lee y FACT-BMT>16,

La escala de Lee fue disefiada para evaluar la sintomatologia relacionada con la EICHCc.
El cuestionario pregunta a los pacientes sobre el grado de molestias experimentado en 7
zonas potencialmente afectadas por la EICH: ojos, piel y mucosa oral, respiracion,
digestion, masculos y articulaciones, energia y estrés emocional. La evidencia publicada
soporta la validez, fiabilidad y sensibilidad de dicho cuestionario. El cuestionario FACT-
BMT es otra escala disefiada para validar la sintomatologia de EICH y se pregunta por el
impacto de la sintomatologia en 5 esferas relacionadas con el bienestar general, el impacto
social/familiar, aspectos emocionales, bienestar funcional y preocupaciones adicionales.
Ambos cuestionarios se encuentran ampliamente aceptados y validados como métodos

de evaluacion cualitativas del impacto de la EICH en la calidad de vida.
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1.1.2 Tratamiento de la EICH

1.1.2.1 Lineas actuales de tratamiento

Dentro de la primera linea de tratamiento para la EICHa, en las formas leves se puede
optar por tratamiento con corticoides topicos, mientras que en la afectacion en tubo
digestivo se pueden emplear corticoides con accién local como la beclometasona. Para
los grados mas avanzados se requiere inmunosupresion sistémica, siendo el gold standard
la administracion de metilprednisolona iv, a dosis de 0,5 a 2 mg/kg/dia durante 7-14 dias,
para posteriormente reducir la dosis progresivamente’. Aproximadamente el 40-50% de
los pacientes responden al tratamiento de primera linea. Un ensayo clinico ha mostrado
que la rapamicina es una alternativa de eficacia similar a los corticoides dentro de la

primera linea de tratamiento'®,

El fallo a la primera linea de tratamiento se define como la progresion de los sintomas a
los 3-5 dias del inicio del tratamiento o la falta de respuesta a los 7-14 dias®®. En este
contexto, existe una multitud de agentes terapéuticos que se han probado en combinacién
con los corticoides, como los farmacos inhibidores de linfocitos T, la fotoaféresis
extracorporea y los anticuerpos monoclonales, entre otros. Entre los farmacos inhibidores
de linfocitos T, el sirolimus, inhibidor de mTOR, ha mostrado una eficacia del 57-86%1,
mientras que con el micofenolato mofetilo, inhibidor de la sintesis de purinas, tiene una
eficacia en torno al 46-79%2. En cuanto a los anticuerpos monoclonales, el infliximab,
anti-TNFa, permite alcanzar unas tasas de respuesta del 40-67%7212? si bien se asocia con
una alta incidencia de infecciones. Etanercept es otro anticuerpo monoclonal cuyo patron
de respuestas e infecciones es similar a infliximab?®. Otros anticuerpos monoclonales,
como inolimumab, dirigen su diana a IL-2Ra, y se describen respuesta del 42-63%. La
supervivencia global se sitGa en torno al 19-26%. Al igual que otros anti-TNFa asocia un

elevado riesgo de infecciones oporturnistas?*%,

En cuanto a la EICHc, las formas leves pueden recibir tratamiento topico, como
corticoides o tacrolimus en caso de afectacion cutanea, el clobetasol para la afectacion
oral o mediante el uso de lagrimas artificiales sustitutivas en el caso de afectacion ocular.
Para el tratamiento de formas leves en otros drganos como el tracto digestivo suele

emplearse la beclometasona oral.
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De forma general, los corticoides constituyen la primera linea de tratamiento!’ en la
EICHc moderada a severa, habitualmente a dosis de 1 mg/kg/dia durante 1-2 semanas,
para posteriormente reducir la dosis progresivamente un 20-30% cada 2 semanas. Al
interaccionar con el receptor de corticoides, presente en células del sistema inmune,
modifican la expresion de genes proinflamatorios, como NF-kB y activacion de genes
proapoptéticos como BIM o Bax. El inconveniente de este tratamiento es que su uso a
largo plazo produce toxicidad y promueve el desarrollo de infecciones debido a la

inmunosupresion prolongada.

Aproximadamente un 50-60% de estos pacientes precisaran una segunda linea de
tratamiento. Las indicaciones para iniciar una segunda linea incluyen el empeoramiento
de la EICHc en un o6rgano previamente afectado, el desarrollo de nuevos signos o
sintomas en otro 6rgano, la falta de respuesta después de un mes de tratamiento de primera
linea o la toxicidad relacionada con el tratamiento. En este contexto, numerosos ensayos
clinicos han intentado evaluar el uso de diversos farmacos. El ibrutinib ha sido aprobado
por la FDA como segunda linea de tratamiento para la EICHc, en base a un ensayo de
fase I/l con 42 pacientes en el que se consiguid una tasa de respuesta del 67%. Su
mecanismo de accion se basa en la inhibicion irreversible de la tirosina quinasa de Bruton
(BTK), reduciendo la activacion linfocitaria B y T, y consecuentemente inhibiendo la
produccion de BAFF, IL-6, IL-4, y TNF-a. Como toxicidad de este tratamiento se ha
descrito un incremento en la incidencia de infecciones fungicas?®. Hay que sefialar que,
aungue el farmaco fue aprobado, no obtuvo resultado significativo en su endpoint
primario (p = 0,09).

Mas alla de la segunda linea, el belumosudil, inhibidor de la via ROCK-2, también ha
sido recientemente aprobado por la FDA como tratamiento de EICHc en adultos y
pacientes pediatricos >12 afios tras fallo a dos lineas de tratamiento?’. Su aprobacion se
basa en el estudio ROCKstar (KD025-213), ensayo randomizado y multicéntrico en
pacientes con EICHc tras 2-5 lineas de tratamiento obteniendo respuestas globales del

73% (68% respuestas parciales, 5% respuestas completas).

Otras lineas de tratamiento incluyen el uso de diversos agentes como la fotoaféresis

extracorporea, bortezomib, rituximab, imatinib o inhibidores de calcineurina. Aunque se
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utilizan en la préctica clinica, ninguno de ellos ha obtenido aprobacién por la FDA o la
EMA.

En la tabla 1.6 se resumen algunas de las lineas de tratamiento actualmente disponibles o
evaluadas en ensayos clinicos para el tratamiento de la EICHc més alla de la primera linea
de tratamiento (Tabla 1.6 y figura 1.2).

Agente Mecanismo

IL-2 +/- ECP, IL-2, Tregs Células Treg

Ruxolitinib, baricitinib, itacitinib Inhibidores JAK %
Acalabrutinib, ibrutinib (BTK/ITK), Células B/Sefalizacién BCR
ofatumumab, obinotuzumab (CD20)

Anticuerpos CSF-1R (SENDX) Monocito/Macro6fago
Abatacept (CTLA-41g) Blogueo de sefiales co-estimulatorias
Ixazomib Inhibidores del proteasoma
KDO025 Inhibidores ROCK?2
Glasdegib, vismodegib, LDE225 Inhibidores de la via hedgehog
Células mesenquimales, células dendriticas, Terapia celular

Tregs expandidas

Tabla 1.6. Nuevas terapias dirigidas y su mecanismo de accion?.
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Figura 1.2. Nuevas terapias dirigidas actualmente testdndose en diferentes ensayos

clinicos. Adaptado de Flowers?®,
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1.1.2.1.1 Inhibidores de la via JAK-STAT
En el momento de plantear el presente trabajo de tesis doctoral, se estd evaluando el uso
de inhibidores de la via JAK-STAT, como el ruxolitinib, tanto en la EICH aguda como

cronica.

Los inhibidores de las quinasas JAK pueden impedir la activacion de los linfocitos T
convencionales (Tcon) a traves de la supresion de la fosforilacion de factores como
STATL, 3, 4, 5y 6, imprescindibles para la activacion y supervivencia celular. Dichos
inhibidores estan aprobados en el tratamiento de la mielofibrosis?® y para la policitemia

vera con respuesta inadecuada o intolerancia a la hidroxiurea®.

1.1.2.1.2 Justificacion para el empleo de ruxolitinib
Diversos estudios preclinicos y clinicos han demostrado que la inhibicion de la via JAK
se asocia a la reduccion en la severidad la de EICH aguda y crdnica, y un aumento en la

supervivencia global, sin interferir en el efecto injerto contra leucemia (EICL)3.

La inhibicion de la via JAK1/2 interfiere a distintos niveles la activacion inmune. Asi, el
ruxolitinib interfiere en las vias de sefializacion y produccion de citoquinas, el
reclutamiento de células hacia los tejidos dafiados, la quimiotaxis, y la proliferacion de

células T efectoras®? (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Efecto del ruxolitinib en la EICH aguda®.

1.1.2.1.3 Estudios preclinicos
Spoerl y colabores reportan en un modelo murino un descenso en la severidad de la
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EICHa y mejoria de la supervivencia en el grupo de ratones tratados con ruxolitinib. En
un andlisis mas detallado, argumentan que la inhibicién de la via JAK resulta en una
reduccion en la proliferacion de linfocitos T efectores, la supresion en la produccion de

citoquinas proinflamatorias, y el aumento en el numero circulante de células Treg
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favoreciendo la tolerancia inmunoldgica®*. Siguiendo el mismo argumento, otros autores
demuestran también que el uso de inhibidores de la via JAK1/2 reduce la EICH y preserva
el EICL3>%,

1.1.2.1.4 Estudios retrospectivos

En base a los resultados de los modelos preclinicos, Spoerl y col., realizaron un estudio
clinico con 6 pacientes con EICHa refractaria a corticoides y administraron tratamiento
con ruxolitinib. Todos los pacientes respondieron, constituyendo la primera prueba de

concepto a escala clinica®.

Posteriormente, otros estudios clinicos retrospectivos han analizado un mayor nimero de
pacientes también en el contexto de la EICH aguda o crénica® %, con resultados

favorables.

Entre los estudios retrospectivos con mayor nimero de pacientes analizados, el grupo
aleman liderado por Robert Zeiser publica un estudio en el que 95 pacientes con EICH
moderada-severa, refractarios a esteroides con una mediana de 3 lineas de tratamiento,
fueron tratados con ruxolitinib*. Las tasas de respuestas globales (RG) fueron de 81% y
85% para EICH aguda y crdnica respectivamente con tasas de hasta un 46% de remisiones
completas (RC) en EICHa. Las tasas de supervivencia global (SG) a 6 meses fueron de
79% y 97% respectivamente, y a un afio del 62,4 % y 92,7 %; tasas muy superiores a las
objetivadas con cualquier otra estrategia terapéutica en este grupo de pacientes. El perfil
de seguridad fue igualmente satisfactorio, siendo los efectos secundarios mas frecuentes
las citopenias y reactivacion de CMV. Tampoco hubo un detrimento en el EICL, dado
que las tasas de recaida de enfermedad hematoldgica fueron del 9,3% y 2,4% en pacientes

con EICH aguda y cronica, respectivamente.

Estos datos sugieren que ruxolitinib proporciona un beneficio clinico evidente y

respuestas duraderas en pacientes con EICH refractaria a corticoides.

1.1.2.1.5 Estudios prospectivos: REACH 1,2y 3
Los estudios REACH son una serie de tres ensayos clinicos en los que se evalla el uso

de ruxolitinib en pacientes de EICH refractarios a corticoides*.
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El estudio REACH1 (NCT02953678) es un ensayo clinico de fase Il para evaluar el uso
de ruxolitinib en el contexto de la EICHa grados II-1V refractaria a corticoides*?. Este
ensayo incluy6 un total de 49 pacientes, a los que se les administro ruxolitinib a una dosis
inicial de 5 mg/12 h, pudiendo incrementar la dosis hasta 10 mg/12 h a los 3 dias de
tratamiento si no se observaba toxicidad. La respuesta global a dia 28 fue del 57.1%. El
hecho de determinar el dia 28 de tratamiento como punto estandar para valorar respuesta
global (respuesta parcial + remision completa) en la EICHa se basa en un estudio previo
de supervivencia realizado por John E. Levine y col.*® que establecié dicho punto
temporal como punto crucial para categorizar de forma fiable a qué tiempo desde el inicio
del tratamiento para EICHa la respuesta predice la supervivencia de los pacientes, siendo
capaz de identificar aquellos pacientes con alto riesgo de mortalidad o aquellos que

podrian beneficiarse de otras alternativas de tratamiento.

El estudio REACH2 (NCT02913261) se trata de un ensayo clinico de fase IlI
randomizado en proporcion 1:1 que utiliza ruxolitinib frente a la mejor terapia disponible
para el tratamiento de la EICH aguda refractaria a esteroides®. La respuesta global a dia
+28 fue del 62.3% vs. 39.4% en el grupo control; odds ratio 2.64, IC 95% 1.65-4.22,
p<0.001. También la duracion de la respuesta a dia +56 fue superior en el brazo de
ruxolitinib 39.6% vs. 21.9% en el brazo control, odds ratio 2.38, IC 95% 1.43-3.94,

p<0.001, permitiendo el descenso del ruxolitinib en los pacientes respondedores.

El estudio REACH3 (NCT03112603) es un ensayo clinico fase Il en proporcion 1:1 que
evalua el uso de ruxolitinib frente a la mejor terapia disponible en pacientes que presenten
EICHCc refractaria a corticoides**°. La respuesta global medida en la semana 24 fue del
49,7% en el grupo de ruxolitinib vs. 25,6% en el grupo control, consiguiendo unas tasas

de RC del 6,7% y 3% respectivamente.

Dada la importancia de los resultados de los estudios mencionados, éstos se discutirdn en

mayor profundidad en la discusion de la presente tesis doctoral.
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1.2 Linfocitos Treg

Los linfocitos Treg son una subpoblacién de linfocitos T caracterizados por la expresion
de CD4+ CD25+ FoxP3+. Suponen alrededor del 5-10% de la poblacion circulante de los
linfocitos T CD4+, y su funcidn es controlar la respuesta inmune innata y adaptativa,

previniendo asi las enfermedades inflamatorias y autoinmunes®’.

Fenotipo de las células Treq:

Las celulas Treg se caracterizan por expresar marcadores especificos tales como CD4,
CD25, el factor de transcripcion FoxP3; expresan bajos niveles de CD127 y dependen de

la interleucina-2 (IL-2) para su proliferacion y supervivencia.

El CD4 es una glucoproteina monomérica de superficie que se expresa en la superficie de
algunas células T y células dendriticas. Su funcion es participar en la sinapsis inmunitaria
permitiendo la adhesion de células T a otras células diana y participan en la transmision
de sefales intracelulares durante su activacion. EI marcador CD25 se corresponde con la
cadena alfa del receptor de IL-2. No es un marcador exclusivo de los Treg, ya que también
se expresa en linfocitos Tcon activados. En el caso de las Treg, refleja una dependencia
de IL-2, necesaria para su estimulacion y supervivencia, ya que las Treg no producen IL-
2 por si mismas, y dependen de la producida por otros tipos celulares®. En ausencia de
IL-2 ex0gena, son células capaces de suprimir la activacion de los linfocitos T CD4+ y
CD8+ mediante una reaccion dependiente de IL-10 y de TGF-B, y dicha actividad
supresora también se extiende a otros tipos celulares como células NK, macréfagos y
células presentadoras de antigenos (CPAs)*. FoxP3 (transcription factor forkhead box
P3) es un factor de transcripcion esencial en el desarrollo y funcion de los linfocitos
Treg®. Su expresion es tipica de las células CD4+CD25+ y se correlaciona con la

actividad supresora de estas células.

Las células Treg ademas expresan otros marcadores como CTLA-4, cuya funcion es
inhibir la funcién de los linfocitos T; la IL-10, inhibe la sintesis de citoguinas
proinflamatorias por los linfocitos T y macréfagos; y el TGF-B, que es una citoquina
pleiotropica con distintos efectos en funcion del tipo celular sobre el que actue, pero que
en el caso que nos ocupa ejerce un papel inhibidor sobre la proliferacion de linfocitos T

y B mientras que favorece la expansion de Treg®L.
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Subtipos:

Podemos distinguir dos tipos de células Treg en funcidn de su origen, las Treg naturales

o0 de origen timico, y las inducidas o periféricas.

Las Treg naturales se originan en el timo mediante un proceso de seleccion positiva y
negativa. Existen distintos modelos para explicar esta seleccion, como se revisa en el
trabajo publicado por Hsieh CS y col®?. Segun el denominado modelo instructivo,
aquellas células T que mantienen una avidez intermedia son las que reciben las sefiales
necesarias para su supervivencia, constituyendo el repertorio de células Treg. Aquellos
linfocitos T con una avidez alta son eliminados. Aquellos que mantienen una avidez baja
se caracterizan por ser FoxP3- y se diferenciaran en células T efectoras convencionales
(ThO). Por otro lado, segun el modelo estocastico, los linfocitos reciben sefiales previas a
la seleccion que determinan su diferenciacion hacia Tcon o Treg. En este caso, aquellos
linfocitos con TCR con una alta afinidad solo sobreviviran si previamente han sido

diferenciados hacia Treg.

Las células Treg inducibles o periféricas son aquellas células T inmaduras CD4+CD25-
inducidas en la sangre periférica bajo determinadas condiciones de estimulacion
antigénica. Dichas células expresan CD25 durante la respuesta antigénica pero de una
manera variable, no proliferan en respuesta a citoquinas y no producen IL-10. Se cree que
podrian jugar un papel importante en la regulacién de la respuesta autoinmune, sin

embargo, su fenotipo es mucho menos estable que el de las células Treg naturales®.

Ambos tipos celulares, regulan negativamente la funcion de las células T activadas en

distintos escenarios inmunolégicos.

Mecanismo de accion:

Las células Treg actian a distintos niveles en la periferia, aunque sus capacidades
supresoras se ejecutan principalmente a través del contacto célula-célula con diferentes

subtipos celulares (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Mecanismo de accién de las células Treg. (I). Supresion de la expresion
antigénica via CTLA-4. (11). Inhibicidn de la activacion de Th y células T efectoras
mediante interaccion célula-célula. (I11). Induccion de la apoptosis. (V). Inhibicion de
la proliferacion de linfocitos B via PD-1. (V). Induccién de la apoptosis en neutrofilos.
(V). Inhibicidon de la proliferacion de células NK. (VI1). Inhibicién de la degranulacion

de los mastocitos®*.

La unidn a células presentadoras de antigenos se lleva a cabo mediante moléculas como
CD80 (B71),CD86 (B7 2) y CTLA-4, CD28, respectivamente. Dicha union desencadena
la expresion de FoxP3, el cual compite con el factor de células T activadas (NFAT) en la
region promotora de genes tales como IL-2, IL-4 y TNFa. El resultado es la inhibicion de
la cascada sefializadora de la activacion y proliferacion de los linfocitos Th. Otro
mecanismo de accion es a traves del secuestro de IL-2. Por tanto, las células Treg
competirian con las células Tcon por esta citoquina. La falta de IL-2 detiene la
proliferacion de otros subtipos celulares e induce la apoptosis mediante la produccién de
perforinas y granzima B, generadas principalmente por linfocitos CD4+FoxP3+ en el
ambiente tumoral*®*5®°, La inhibicion de células B autorreactivas implica la interaccion
entre PD-1, expresado por células B, y PD-L1 ligando, presente en las células Tregs. De
esta forma, suprime la produccién de autoanticuerpos e inhiben la proliferacion de los

linfocitos B induciendo su apoptosis. Las células Tregs también inhiben los

18



Introduccion

monocitos/macrofagos parcialmente a través de IL-10, IL-4 e IL-13. Ademas, las células
Tregs pueden producir apoptosis de neutréfilos y otras células mediante la secrecion de
perforinas y granzimas. En cuanto a las células NK, las células Tregs inhiben la
produccién de interferon y la produccion y citotoxicidad de células NK. Finalmente, las
Tregs pueden inhibir la degranulacion de los mastocitos, mediado a través de la molécula
de superficie OX40, en la superficie de las células Tregs, y su ligando OX40L, en la
superficie de los mastocitos.

Por ultimo, se ha descrito que las celulas Treg producen adenosina extracelular, la cual
tiene una relevancia funcional para la inmunorregulacién celular, dado que se ha
observado en modelos murinos que aquellos ratones con formas CD39-null (marcadores
asociados a la produccion de adenosina) presentan propiedades inmunosupresoras

deficientes y no logran reducir el efecto injerto contra huésped®®.

Funciones:

La funcion de las células Treg es esencial para mantener la tolerancia inmunoldgica y
juegan un papel fundamental en la fisiopatologia de diversas enfermedades, no sélo en el
contexto de la EICH, sino también en patologias como el lupus eritematoso sistémico, la
artritis reumatoide, diabetes tipo Il, enfermedad inflamatoria intestinal, alergia o
insuficiencia renal, entre otras®. Por tanto, asegurar un adecuado niimero y capacidad
funcional de las mismas es fundamental para prevenir o tratar el rechazo del injerto y

otras enfermedades relacionadas.

1.2.1 Meétodos convencionales de obtencion de linfocitos Treg

1.2.1.1 Principales fuentes de linfocitos Treg
Las principales fuentes de obtencidn de células Treg son la sangre periférica y la sangre

de cordon umbilical.

El uso de sangre periférica tiene la ventaja de ser de més facil acceso. Los Treg

representan un 5-10% de los linfocitos T CD4+ circulantes en sangre periférica, por lo
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que para su uso es necesario recurrir a técnicas especificas de purificacion como la

seleccion o la expansion.

La sangre de cordon umbilical también se ha utilizado para obtener y seleccionar células
Treg, debido a que el porcentaje de estas células en corddn es superior al que se observa
en sangre periférica. Probablemente esto se debe, al menos en parte, a que en sangre
periférica la exposicion antigénica incrementa la presencia de células T CD4+ efectoras
activadas con niveles de expresion variables de CD25%. Sin embargo, el nimero de
células Treg totales en sangre de corddn es también limitado. Por tanto, el uso de esta

fuente habitualmente requiere la expansion de células Treg.

1.2.1.2 Principales métodos de obtencidn de linfocitos Treg
Las células Treg comprenden sélo un 5-10% de los linfocitos T CD4+ circulantes en
sangre periférica. Por ello se han ideado distintos métodos de seleccion de linfocitos

Treg®*%8,

El procedimiento mas utilizado es la seleccién inmunomagnética. A partir de células
mononucleadas obtenidas de sangre periférica o corddén umbilical, se realiza una
deplecion de linfocitos CD8+ y CD19+, y posteriormente un enriquecimiento de células
CD25+, consiguiendo de esta manera una pureza del 50-80% de células
CD4+CD25+FoxP3+. Presenta la ventaja de no requerir un laboratorio en condiciones
GMP. Entre los inconvenientes, la dificultad de obtener en ocasiones suficiente nimero

de células Treg.

La expansion in vivo mediante la estimulacion con bajas dosis de IL-2 o con rapamicina
es otro metodo de obtencion de linfocitos Treg. El uso de IL-2 subcuténeo a bajas dosis
ha sido testado en estudios clinicos de fase I, demostrando aumentar el pool circulante de
células Treg®®. La rapamicina, por otra parte, aumenta la expresion de FoxP3 dependiente
de TGF-B y limita la activacion y expansion de células T efectoras. En primates la
administracion de rapamicina ha demostrado aumentar la vida media y la estabilidad de

las células Treg®.
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La expansion ex vivo consiste en la extraccion de linfocitos Treg y su cultivo en
condiciones especificas de proliferacion mediante estimulacién con anticuerpos anti-CD3
y anti-CD28 en presencia de IL-2, antes de transferirse al receptor. En otros estudios la
expansion se realiza mediante células presentadoras de antigenos con anticuerpos CD3 0
mediante el uso de agonistas TNFR26%62, Entre las ventajas de la expansion ex vivo se
encuentra el poder controlar la capacidad funcional y fenotipica de los linfocitos Treg
expandidos, pero el inconveniente de que puede tardar hasta 2 semanas en la manufactura
del producto, no siempre se obtiene la dosis requerida y requiere fabricacion en
condiciones GMP. Otro inconveniente es la reduccion en la pureza del producto obtenido
como consecuencia de la expansion de otros subtipos celulares contenidos en el in6culo.
Un solucion propuesta ha sido el uso de rapamicina, dado que inhibe la proliferacion de

linfocitos Tcon y aumenta la de las células Treg®34,

Por altimo, se ha propuesto la generacion de linfocitos Treg in vitro a partir de linfocitos
CD4+ convencionales mediante el uso de factores como TGF-B e IL-2%°, bortezomib® o

azacitidina®’.

Los resultados de los préximos ensayos nos permitiran conocer con mayor profundidad

las ventajas e inconvenientes de estas técnicas.

1.2.2 Justificacion para el empleo de los linfocitos Treg en la EICH

Diversos estudios ponen de manifiesto déficits cuantitativos o cualitativos de los Treg en
pacientes con EICH que favorecen la proliferacidn, expansion y supervivencia de las
células T efectoras. Esta reconstitucion inmune no balanceada contribuye al desarrollo de
la EICH®®. Aunque los factores que contribuyen a la reduccion en los recuentos de células
Treg no estdn completamente elucidados, entre las posibilidades se encuentra una
produccidn timica reducida, una reduccién en la capacidad proliferativa de las Treg naive,
un fracaso en la supervivencia debido a un aumento en la susceptibilidad a la apoptosis y
una diferenciacion preferente de las celulas T en células T efectoras en presencia de IL-6
y TGF-B en el contexto inflamatorio>®® "1, Ademas, la IL-6 actiia como supresor de

células Treg.
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En cuanto a la produccion timica reducida, el dafio producido por las células T
alorreactivas tanto en la zona medular como la corteza timica da lugar a la pérdida de la
tolerancia central (se alteran los procesos de seleccion positiva y negativa) y a un nimero
reducido de células Tregs. Existen publicaciones como la de Rezvani’ y col. donde los
autores describen como la presencia de mayores recuentos de células Treg en el in6culo
se asocia a una disminucion en el riesgo de presentar EICH, y a la inversa. Aqui la terapia
adoptiva con células T reguladoras podria tener un papel para el mantenimiento de la

homeostasis del pool de células Treg circulantes mediante infusion de las mismas.

Otros estudios describen una reduccion en la capacidad proliferativa de las Tregs naive y
una mayor susceptibilidad a la apoptosis. Se basa en el hallazgo de niveles reducidos de
Ki67 (marcador de proliferacion) en las células Tregs naive en el postrasplante alogénico
en estudios que han evaluado la reconstitucion inmune en un periodo de seguimiento de
hasta dos afios®® . De forma similar se estudio la susceptibilidad a la apoptosis,
hallandose un aumento en la expresion de marcadores como CD95 (marcador de
apoptosis de via extrinseca) y BCL-2 (marcador de apoptosis de via intrinseca). De nuevo,
la terapia adoptiva con células Tregs podria tener un papel clave, dado que los linfocitos
Tregs seleccionados procederian del donante, y por tanto, de una poblacién

inmunoefectora normal.

Por otro lado, la presencia de IL-6 y TFG- B en el contexto inflamatorio, promueve la
diferenciacion en células T efectoras, contribuyendo al desequilibrio homeostatico que
favorece el desarrollo de la EICH. En este contexto, la terapia adoptiva con células Treg

también podria ayudar al mantenimiento de la homeostasis inmune.

1.2.3 Ensayos pre-clinicos con linfocitos Treg

1.2.3.1 Ladeplecion TREG tras TPH agrava la EICH y la mortalidad
Algunos estudios preclinicos han demostrado el papel de las células Treg en la biologia
de la EICH®® 7374,

Cohen y col. demuestran que las células Treg presentes en el trasplante regulan la
aparicion de EICH. En su modelo murino, realizan dos grupos de tratamiento de los cuéles
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uno es sometido a trasplante alogénico con 10x10° de células T totales y otro con 10x10°
de células deplecionadas de células Treg, comprobando como la eliminacién de estas
células del indculo se traduce en la aparicion mucho méas temprana de manifestaciones de
EICH y una supervivencia global disminuida con respecto al grupo control. Estos mismos
resultados han sido observados en otros estudios, como el de Taylor y col., utilizando el
mismo concepto. En su modelo, la depleciéon de células Treg dio como resultado un
aumento en la mortalidad por EICH indicando que dichas células juegan un papel
fundamental en el desarrollo de la EICH™". Ademas, mostraron que la activacion y

expansion de Treg disminuyd la aparicion y severidad de EICH en su modelo murino.

1.2.3.2 Lainfusion de linfocitos Treg reduce la EICH y la mortalidad

En el mismo trabajo, Cohen y colabores inoculan 10x108 células T totales junto con 5x10°
células Treg, y observan que la adicion de células Treg en el momento de la infusion
retrasa e incluso previene la aparicién de EICH en el grupo de tratamiento con respecto
al grupo control”. En otros estudios, como el de Hannon y col., utilizan también un
modelo murino con dosis menores de linfocitos Treg obtenidos de 6 voluntarios humanos
en un modelo xenogeénico. De forma anéloga, realizan 6 experimentos independientes con
6 grupos de ratones a los que infundieron en fresco 2 x10° células mononucleadas, 2 x10°
células mononucleadas mas 10° linfocitos Treg, y otro grupo con 10° linfocitos Treg. Cada
grupo presentd dosis y ratios diferentes tanto de células mononucleadas como de células
Treg. La infusion de la doble combinacion de nuevo demostro retrasar la aparicion de

EICH y mejorar la supervivencia en 5 de los 6 grupos de ratones’®.

La infusién de linfocitos Treg expandidos también ha sido evaluada en modelos
preclinicos. Taylor y col. describen que las células Treg tienen una capacidad modesta
para regular la activacién de células CD4+ alorreactivas in vivo debido a su baja
frecuencia en sangre periférica. Por ello emplean la infusion de linfocitos Treg
expandidos in vitro. El experimento consistio en trasplantar 3 grupos de ratones con 2x10°
células T naive, que posteriormente fueron aleatorizados en tres grupos: uno control, otro
al que se le afiadieron 2x10° células T CD4+CD25-, y un tercer grupo al cual se le
afadieron 2x10° células T CD4+CD25+. La supervivencia fue claramente mejor en el
grupo de ratones tratados con infusion adicional de Treg. Como contraargumento, sefialan

que presentaron problemas en el método de expansion de dichas células, y sefialan que
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los distintos métodos de expansion empleados  podrian resultar en distintas

subpoblaciones celulares con diferente potencial supresor/efector al deseado”.

1.2.3.3 Lainfusion de Treg en fresco preserva el EICL

Algunos autores como Edinger y col. han reportado que pese al potencial supresor de las
células Treg, éstas son capaces de preservar el EICL mediado por las células Tcon.
Argumentan que las células Treg inhiben la proliferacion, pero no la activacion de las
Tcon. En su modelo murino, el crecimiento tumoral se evitd mediante la adicion de
células Treg a células Tcon, infiriendo asi que las células Treg no afecta a la capacidad
de las células Tcon de realizar el EICL"".

1.2.4 Principales ensayos clinicos con linfocitos Treg

Los alentadores resultados de los estudios preclinicos han motivado la realizacion de
varios ensayos clinicos con células Treg en pacientes con EICH. Sin embargo, dada la
multitud de técnicas empleadas y diferentes fuentes de obtencion, el enfoque practico en
el ambito clinico ha generado varias preguntas: ¢Cudl es la mejor fuente de células para
la terapia adoptiva, la sangre periférica o la de corddén umbilical? ;Cuél es el mejor
método de obtencion de células Treg, la seleccion inmunomagnética o la expansion in
vitro? ;Como se deben expandir las células Treg in vitro? ;Deben las células Treg ser
policlonales o enriquecerse con antigenos especificos? ¢ Cual es la dosis 6ptima? ;Deben
administrarse farmacos adicionales para mejorar la eficacia del tratamiento con células

Treg?

Existen publicaciones como la de Rezvani’? y col. que han demostrado el rol de las Treg
en la EICH. En este estudio los autores describen como la presencia de mayores recuentos
de células Treg en el indculo se asocia a una disminucion en el riesgo de presentar EICH,
y a la inversa. Para ello, analizaron la expresion de FoxP3 en células T CD4+ de 32
donantes de células progenitoras infundidos a sus respectivos receptores HLA idénticos,
y examinaron la frecuencia de EICH y su relacién con la cantidad de células Treg en el
indculo, encontrando una disminucién en el riesgo de EICH en aquellos que presentaban
mayores cantidades. Ademas, se realiz6 un seguimiento a 21 de estos receptores
encontrando asociacion entre la presencia de una menor cantidad de células Treg en el

dia +30 y la aparicion de EICH.
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El grupo de Lacerda y col. del Hospital de Santa Maria de Lisboa, plantea la hipotesis de
que la infusién de células Treg de donante en fresco podria aumentar el pool de células
Treg circulantes. Utilizan un método de seleccion ex vivo en fresco de linfocitos Treg
procedente de sangre periférica de donantes sanos, para obtener la fraccion enriquecida
de dichas células mediante un doble procedimiento; primero una deplecion de células
CD8+ y CD19+, seguido de un enriquecimiento de células CD25+. Se establecieron tres
niveles de dosis: A) 0,5x10%kg, B) 1x10%kg y C) 2x10%kg. Todas las dosis fueron

seguras. Los resultados preliminares de su ensayo estan aun pendientes de publicar.

Un ensayo de fase I/117® estudi6 la infusion peritrasplante de linfocitos Treg y Tcon en 12
pacientes con enfermedades hematoldgicas malignas sometidos a trasplante de donante
HLA idéntico con seleccion de CD34+. La purificacion se llevé a cabo primero mediante
seleccion inmunomagnética de células CD25+, seguido de sorting de células
CD4+CD127"°“CD25+. La pureza de células Tregs CD4+Foxp3+ fue superior al 90%.
Se establecieron dos cohortes: los primeros 5 pacientes recibieron Tregs criopreservados
en un régimen de trasplante que no incluyd inmunosupresion posterior, mientras que los
restantes 7 pacientes recibieron Tregs en fresco afiadiendo bajas dosis de tacrolimus o
sirolimus postraplante. La modificacion del protocolo se realizé en base a la aparicion de
EICH en la primera cohorte, sugiriendo en sus resultados que las células Tregs

criopreservadas no funcionarian de forma tan favorable como las células Tregs en fresco.

Otro grupo liderado por Di lanni’® estudio el efecto de la infusion de células Treg en el
contexto del trasplante haploidéntico como profilaxis de EICH en 28 pacientes. Cuatro
dias después de la infusién de los Treg, se realizd la infusion de células CD34+
seleccionadas acompafiada de células Tcon del donante. El estudio utilizé el método de
enriquecimiento de células Treg de donante en dos pasos a través del uso de microesferas
inmunomagnéticas con el dispositivo CliniMACS (Miltenyi Biotec) similar a la propuesta
en nuestro estudio: co-deplecién de células CD8+ y CD19+ seguido de seleccidn positiva
de células CD25+. El producto celular enriquecido con Treg mostro capacidad supresora
in vitro en una relacion producto enriquecido:Tcon de 1:2. No se observé toxicidad con
la infusion de hasta 4x10° células enriquecidas en Treg/kg, a pesar de la infusion posterior
de hasta 2x10° células Tcon/kg. La relacion Tcon:Treg fue 1:2 en la mayoria de los
pacientes (y 1:4 en el primer grupo de cuatro pacientes). No se administrd

inmunosupresién postrasplante, si bien el acondicionamiento incluyd ATG. S6lo dos
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pacientes desarrollaron EICH aguda y ningun paciente desarrollo EICH cronica. Ademas,
la recuperacion inmunitaria de los pacientes fue rapida, con un rapido aumento en las
supoblaciones de células T y su repertorio. Las celulas T especificas para patdgenos se
recuperaron de forma temprana con menos episodios de reactivacion de citomegalovirus
que un grupo control que no recibid la infusion de Treg mas Tcon. Finalmente, con una
mediana de seguimiento de 12 meses hubo s6lo una recaida postrasplante, indicando que
las células Treg preservan el EICL.

Un estudio posterior del mismo grupo italiano al de Di lanni y col.8, centrado en el EICL
examind la recaida postrasplante en 43 pacientes con leucemia aguda de alto riesgo en el
contexto del trasplante haploidéntico, planteando un esquema similar. El 15% de ellos
desarrollaron EICH aguda de grado > 2. Con una mediana de seguimiento de 46 meses,
la incidencia de recaidas fue muy baja (0,05 %) y significativamente mejor que los
controles historicos. Por tanto, las células Treg pueden suprimir la EICH sin perder el
EICL.

La infusion de Treg también ha sido estudiada en el contexto del trasplante de corddn
umbilical. Un ensayo con 23 receptores de trasplante sometidos a doble trasplante de
cordén umbilical de la Universidad de Minesota®!, evalud la seguridad de infundir Treg
de cordon umbilical expandidos ex vivo con anti-CD3 y anti-CD28, e IL-2. Los pacientes
recibieron una dosis de 0,1-30x10° células Treg/kg después del trasplante. No se
observaron toxicidades post-infusion. En comparacion con 108 controles histéricos
tratados de forma idéntica sin infusion de Treg de corddn, hubo una menor incidencia de
EICH aguda de grado 1I-1V (43% frente a 61%, p=0,05) sin efectos nocivos sobre la
infeccion, la recaida o la mortalidad temprana. Sin embargo, los Tregs infundidos solo
pudieron detectarse in vivo durante 14 dias. Posteriormente este mismo grupo desarroll6
un nuevo método de expansion basado en la estimulacion ex vivo de células Treg con
células K562 modificadas para expresar CD64 y CD86%. El objetivo fue conseguir un
mayor numero de células expandidas y analizar la viabilidad del procedimiento de
manufactura, seguridad y eficacia. Se realizaron 11 infusiones con dosis celulares de 3-
100x10° /kg postrasplante. De ellos, 5 productos no alcanzaron la dosis objetivo
(100x10%/kg) y 2 productos no alcanzaron la dosis minima requerida (3 x10%/kg). La
incidencia de EICH aguda a los 100 dias del trasplante fue del 9% vs. el 45 % en el grupo

control (p 0,05). La incidencia de EICH crénica a 1 afio postrasplante fue de 0% en el
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grupo tratado con Tregs vs. 14 % en el grupo control (p value no disponible). De forma
similar al estudio previo, las células Tregs infundidas no pudieron detectarse mas alla de
14 dias a pesar de la infusion de dosis mayores.

Aparte de las intervenciones centradas especificamente en el aumento directo de células
Treg mediante seleccion o expansion ex vivo, otras aproximaciones han buscado la
activacion y proliferacion indirecta de dichas células, sin llegar a la seleccion o expansion
de células Tregs, como el uso de IL-2 o la ciclofosfamida postrasplante.

La IL-2 es una citoquina esencial en la activacion de las células T, particularmente de las
células CD8+. Sin embargo, a bajas dosis, activa preferentemente a las células Treg
debido a su abundante expresion de CD25, receptor de alta afinidad a IL-2%8. En un
estudio de fase | para la EICHCc refractaria a esteroides realizado en el Dana Farber Cancer
Institute (DFCI), la terapia diaria con bajas dosis de IL-2 subcutanea (1x10® Ul/m?)
durante 8 semanas fue segura y tolerable. Se incluyeron 23 pacientes, observando
respuesta clinica (respuesta parcial, RP) en la mitad de los pacientes evaluables, y un
aumento significativo del numero de células Treg in vivo en todos. Sin embargo, incluso
con la terapia de I1L-2 a dosis bajas, la mitad de los participantes con EICHc no obtuvieron

beneficio clinico®.

Otras aproximaciones in vivo incluyen la deplecion de células T mediante el uso de
ciclofosfamida postrasplante. Esta terapia ha demostrado eliminar las células T CD8+ sin
alterar el nimero de células Treg, con el efecto profilactico postrasplante afiadido de las
mismas. Se postula que el mecanismo por el que las células Treg son resistentes a la

ciclofosfamida es debido a su alto contenido en aldehido deshidrogenasa® 84,

Por tanto, la mayoria de las publicaciones hacen referencia a productos obtenidos de
cordon umbilical, y en el contexto del trasplante haploidéntico. Ademas, en la mayoria
de dichos estudios la infusion de Treg se ha empleado como profilaxis y son pocos los

estudios que lo emplean como tratamiento de la EICH.

En el momento en el que iniciamos nuestro estudio ademas existia una carencia de
estudios prospectivos centrados en el tratamiento de EICH crdnica con Treg obtenidos ex

vivo mediante seleccion inmunomagnética a partir de sangre periférica. Por todo ello,
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nuestra propuesta sera estudiar especificamente este método de seleccion en pacientes

con EICH crénico refractario.

28



HIPOTESIS



30



Hipotesis

2 Hipotesis

Los inhibidores JAK, como el ruxolitinib, son importantes reguladores de la transduccién
intracelular de algunas vias implicadas en el desarrollo de la EICH y juegan un papel en
el mantenimiento de la tolerancia inmunolédgica dada su capacidad para inhibir la
proliferacion de linfocitos Tcon, sin impedir la activacion y proliferacion de linfocitos
Treg. Con estos antecedentes, analizamos el uso de ruxolitinib en el tratamiento de la
EICH dentro del Grupo Espafiol de Trasplante Hematopoyeético y Terapia Celular
(GETH) con el objetivo de sumar evidencia a la escasa informacion disponible en el
momento del estudio, terminando de posicionar esta nueva estrategia terapéutica entre las

distintas opciones disponibles para el tratamiento de la EICHC.

Ademas, en el contexto de la EICHc también existe una disminucion en el nimero y
funcion de los linfocitos Treg circulantes. Nuestra hipotesis es que la combinacion del
ruxolitinib con una infusién Unica de linfocitos Treg podria ejercer un potencial efecto
sinérgico, en un intento por mejorar la calidad de las respuestas obtenidas. Si esta
hipotesis es correcta, la combinacién de ruxolitinib y los linfocitos Treg podria actuar de
manera sinérgica inhibiendo la activacion linfocitaria y preservando/aumentando
linfocitos Treg circulantes, esenciales para el mantenimiento de la homeostasis

inmunoldgica y el desarrollo de la EICHc.
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3  Objetivos

Obijetivos

1. Evaluar la eficacia y seguridad de ruxolitinib como tratamiento de la EICH en un

estudio retrospectivo.

a.

Analizar las caracteristicas clinicas y/o biologicas que pudieran predecir
respuestas al tratamiento.

2. Evaluar la sinergia entre ruxolitinib y linfocitos Treg en un modelo in vitro.

a.

Evaluar el efecto del ruxolitinib sobre la cantidad y fenotipo de los
linfocitos Treg en cultivos in vitro.
Evaluar el efecto sobre la capacidad reguladora en ensayos de supresion

in vitro.

3. Evaluar la capacidad terapéutica de la combinacion de ruxolitinib y linfocitos

Treg en comparacion con cada uno de los dos tratamientos por separado en un

modelo murino de enfermedad injerto contra huésped.

4. Evaluar la sinergia entre ruxolitinib y linfocitos Treg dentro del ensayo clinico
Horizonte 2020 TREGeneration.

a.

Evaluar la seguridad, toxicidad y dosis méaxima tolerada (DMT) de Tregs
en pacientes con enfermedad injerto contra huésped cronica (EICHc)
refractaria a corticoides que no han obtenido remision completa con
ruxolitinib.

Evaluar el impacto en la supervivencia y el efecto injerto contra leucemia.
Evaluar la factibilidad de la infusién de linfocitos Tregs seleccionados.
Evaluar la respuesta de la EICH al tratamiento combinado con ruxolitinib
y linfocitos Tregs.

Evaluar la tasa de infecciones graves de los pacientes tratados con
linfocitos Tregs en combinacion con ruxolitinib.

Evaluar el impacto en la respuesta inmune del tratamiento combinado con

ruxolitinib y linfocitos Tregs.
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4 Material y métodos

4.1 Muestras biologicas

4.1.1 Muestras celulares para cultivo

Los estudios in vitro se realizaron mediante concentrados leuco-plaquetarios (Buffy-
Coat), procedentes de hemodonaciones de donantes sanos humanos. Dichas muestras se
obtuvieron previa firma del correspondiente consentimiento informado de acuerdo a la
Declaracion de Helsinki y el procesamiento de las mismas siguieron las normas
establecidas por el Comité de Etica de la Investigacion de los Hospital Universitarios

Virgen Macarena y Virgen del Rocio de Sevilla.

Tras la obtencion, el procesamiento se realizd bajo condiciones asépticas en el

Laboratorio del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS).

4.1.2 Muestras de origen animal

Los experimentos de origen animal se realizaron de acuerdo al RD 53/2013 de 1 de
febrero, por el que se establecen las normas bésicas aplicables para la proteccion de los
animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, y aprobado por el Comité
de Etica de Experimentacion Animal (CEEA) de los Hospitales Universitarios Virgen

Macarena y Virgen del Rocio de Sevilla.

Para los experimentos del modelo murino se utilizaron las cepas de raton BALB/c (H2¢)
y C57BI/6 (H2), obtenidas del Charles River Laboratories (Morrisville, NC); y la cepa
GFP C57BI/6-Tg(ACTB-EGFP)10sb/J) (H-2b), producida en el Animalario del Instituto
de Biomedicina de Sevilla (IBiS).

4.1.3 Muestras de origen humano

El ensayo clinico se llevo a cabo en pacientes reales afectos de enfemedad injerto contra
huésped cronica en respuesta parcial al tratamiento con ruxolitinib. Tras realizar la
infusion de células Treg, se obtuvieron muestras de seguimiento mediante puncién
endovenosa. Dicho procedimiento se realizd previa firma del correspondiente
consentimiento informado de acuerdo a la Declaracion de Helsinki y el procesamiento de

las mismas siguieron las normas establecidas por el Comité de Etica de la Investigacion
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de los Hospital Universitarios Virgen Macarena y Virgen del Rocio de Sevilla para los

fines definidos en el protocolo clinico.

En el caso de los donantes, recibieron informacion detallada en sus respectivos centros
de procedencia y se les informo del caracter investigacional del estudio. En todos los
casos firmaron los respectivos consentimientos informados y de muestras sanguineas

vigentes en sus paises de origen.

4.2 Equiposy consumibles

4.2.1 Citémetro

Para los experimentos preclinicos y el ensayo clinico, se utilizd el citdmetro
BD FACSCanto 11, del fabricante BD Biosciences. Dispone de un laser azul Coherent®
Sapphire™ de estado solido refrigerado por aire (488 nm y 20 mW de potencia), que
permite detectar cuatro colores. Un laser rojo JDS Uniphase™ HeNe (633 nm y 17 mW),
para dos colores. Y un laser violeta (405 nm y 30 mW). EIl nimero total de detectores es
de 8 (6 detectores de fluorescencias y dos de parametros morfologicos) y presenta

velocidades de adquisicion de hasta 10.000 eventos/segundo.

4.2.2 Software de andlisis de citometria

Para los experimentos con cultivos celulares, ensayo de supresién y modelo murino se
empled el software FlowJo v.X, para analisis de los datos obtenidos con BD FACSCanto
.

El software empleado para adquirir muestras muestras humanas del ensayo clinico y su
analisis fue FACSDiva™. Dicho software se ejecutd en sistema operativo Microsoft™

Windows™ 10 de 64 bits.

4.2.3 Reactivos

4.2.3.1 Reactivos empleados en los cultivos celulares

Gibco™ RPMI-1640 (1187510, Gibco): Medio-1640 del Roswell Park Memorial

Institute. Medio de cultivo adecuado para multiples lineas celulares de mamiferos. En su
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formulacién contiene el agente reductor glutation, biotina, vitamina B12 y PABA. No
contiene proteinas, lipidos ni factores de crecimiento por lo que requiere ser
suplementado, habitualmente con suero bovino fetal al 10% (FBS) o suero AB humano
al 10%. Contiene un sistema tampén de bicarbonato de sodio (2,0 g/L), precisando un

entorno de CO; del 5 al 10% para mantener el pH fisioldgico.

Gibco™ Suero Bovino Fetal (10270-106, Gibco): Se suministra con un certificado de

analisis que detalla los resultados de control de calidad. Empleado para suplementar

medios celulares o criopreservacion celular.

Gibco™ Penicilina-Estreptomicina (15140-122, Gibco): Utilizado para la prevencion de

la contaminacion bacteriana de los cultivos celulares. Presenta accién combinada contra

bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Gibco™ GlutaMAX™ (35050-038, Gibco): suplemento utilizado para el medio de

cultivo, alternativa a la L-glutamina. Su accion consiste en minimizar la acumulacion de
amoniaco téxico y mejorar la viabilidad y el crecimiento celular; ademéas puede

permanecer estable en un amplio intervalo de temperaturas.

Anti CD3 humano de raton (555336, BD Pharmingen™): Reacciona con la cadena ¢

humana, una subunidad de 20 kDa del complejo receptor de antigeno de células CD3/T.
El CD3 juega un papel en la transduccion de sefiales durante el reconocimiento de

antigenos.

Anti CD28 humano de ratén (555725, BD Pharmingen™): El anticuerpo monoclonal

CD28.2 se une especificamente a CD28, una glicoproteina transmembrana homodimérica
de 44 kDa presente en la mayoria de las células T maduras, timocitos y células
plasmaticas. EI CD28 es un receptor coestimulador que juega un papel importante en

interacciones de células T-células B.

Ruxolitinib (INCB018424): El ruxolitinib fue cedido por Novartis y almacenado en una

solucion de DMSO a 10 mg/ml y conservado a -20°C.
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DMSO (D5879-1L, Aldrich): Dimetilsulfoxido >99,5% de pureza. Disolvente aprético y
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altamente polar, empleado para la criopreservacion celular y de reactivos.

Anticuerpos de citometria: Los anticuerpos de citometria empleados en este apartado se

listan en la tabla 4.1.

Anticuerpos humanos Laboratorio Referencia
Superficie

CD4-PerCP Cy5.5 BD 332772
CD8 PE-Cy7 BD 557746
CD8-APC-H7 BD 560179
CD25-FITC BD 345796
CD25-PE BD 341011
CD25-CF-BLUE Immunostep 25CFB-100T
CD127-PE BD 557938
CD39-BV510 Biolegend 328219
CTLAA4-PE-Cy7 Biolegend 349914
CCR5-APC-H7 Biolegend 359110
CCR9-BV421 Biolegend 358913
CXCR3-PE-Cy7 Biolegend 353719
PD1-BVv421 Biolegend 329920
Intracelular

FOXP3-APC Invitrogen 17-4776-42
FOXP3-PE Invitrogen 12-4776-42
IL-10-PE BD 554706
p-STAT3-Alexa Fluor® 647 BD 557815
p-STAT5-Alexa Fluor® 647 BD 612599
HELIOS-FITC Biolegend 137214

Tabla 4.1. Listado de anticuerpos utilizados para los estudios de citometria en los

cultivos celulares.
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4.2.3.2 Reactivos empleados en el ensayo de supresion

Anti CD3 humano de raton (555336, BD Pharmingen™): Reacciona con la cadena ¢

humana, una subunidad de 20 kDa del complejo receptor de antigeno de células CD3/T.

Anti CD28 humano de raton (555725, BD Pharmingen™): El anticuerpo monoclonal

CD28.2 se une especificamente a CD28, una glicoproteina transmembrana homodimérica
de 44 kDa presente en la mayoria de las células T maduras, timocitos y células

plasmaticas.

Anticuerpos de citometria: Los anticuerpos de citometria empleados en este apartado se

listan en la tabla 4.2.

Anticuerpos humanos Laboratorio Referencia
Superficie

CD4-PerCP Cy5.5 BD 332772
CD8 PE-Cy7 BD 557746
CD8-APC-H7 BD 560179
CD25-FITC BD 345796
CD25-PE BD 341011
CD25-CF-BLUE Immunostep 25CFB-100T
CD127-PE BD 557938
CD39-BV510 Biolegend 328219
CTLA4-PE-Cy7 Biolegend 349914
CCR5-APC-H7 Biolegend 359110
CCR9-BV421 Biolegend 358913
CXCR3-PE-Cy7 Biolegend 353719
PD1-BV421 Biolegend 329920
Intracelular

FOXP3-APC Invitrogen 17-4776-42
FoxP3-PE Invitrogen 12-4776-42
IL-10-PE BD 554706
p-STAT3-Alexa Fluor® 647 BD 557815
p-STAT5-Alexa Fluor® 647 BD 612599
HELIOS-FITC Biolegend 137214

Tabla 4.2. Listado de anticuerpos utilizados para los estudios de citometria en el ensayo

de supresion.
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CFSE (C34554, Invitrogen): Ester succinimidil de carboxifluoresceina, se utilizé para la

tincion de células y medicion de la proliferacion celular. Esta molécula atraviesa con
facilidad las membranas celulares, formando en el interior celular complejos covalentes
con grupos amino de las proteinas u otras moléculas. Una vez establecidos estos
complejos, la fluorescencia en la célula se mantiene a lo largo del tiempo permitiendo
determinar de forma cuantitativa la proliferacién celular, de forma que tras cada
division celular, la fluorescencia emitida por las células hijas es aproximadamente la

mitad de la que poseia la célula original.

4.2.3.3 Reactivos empleados en el modelo murino

Anticuerpos de citometria: Los anticuerpos de citometria empleados en el modelo murino

se listan en la tabla 4.3.

Anticuerpos murinos Laboratorio Referencia
Superficie

CD4-APC BD 553051
CD4-BVv421 BD 562891
CD8-PE Immunostep MOSAPE(V100)
CD19-BVv425 Biolegend 115549
CD25-PE-Cy7 BD 552880
CD25-PE Biolegend 102008
CD45-BV510 BD 533106
CD3-PerCP-Cy5.5 BD 553067
Intracelular

FoxP3-APC Invitrogen 17-5773-82

Tabla 4.3. Listado de anticuerpos utilizados para los estudios de citometria en el modelo

murino.

Colagenasa Tipo IV 0,25 mag/ml (Gibco 17104-019): Escinde el vinculo entre un

aminoéacido neutro (X) y la glicina en la secuencia Pro-X-Glic-Pro, que se encuentra con

alta frecuencia en el colageno.
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Dispasa 1.5 mg/ml (GIBCO 17105-041): La dispasa Il tiene una leve accion proteolitica

que resulta util para el aislamiento y el pase rutinario de células primarias. Se disocia bien
con temperatura y pH fisioldgicos y en general preserva la integridad de la membrana

celular.

DNasa | 5pug/ml (Roche, 10104159001): La DNasa I es una endonucleasa especifica de

doble hebra que degrada el ADN. La adicion de DNasa produce la degradacion del ADN
extracelular, evitando asi la pérdida de células por formacion de aglomeraciones celulares

no deseadas.

HEPES 0.05 (M15630-080, Gibco): Utilizado para ajustar el pH y los niveles de fosfato.

Luciferina 0.1 M (556888, Biosciences): es una formula sintética sustrato que puede ser

catalizado por luciferasa. Se empled en el modelo murino.

PEG (Polietilenglicol) (202398-250G, Aldrich): el poletilenglicol es un polimero

sintético empleado para la administracion oral del ruxolitinib.

Ruxolitinib: La solucion oral de ruxolitinib se preparé a concentracion 6 mg/ml en PEG
3000: dextrosa al 5% en proporcién 1:3. Se administré por sonda oral a dosis de 30

mg/kg/dia en el modelo murino.

4.2.3.4 Reactivos empleados en el ensayo clinico

Albutein® 20% (Grifols): Solucion para perfusion intravenosa formulado con albGmina

humana que contiene proteinas obtenidas a partir de plasma humano. Cada vial contiene
una solucion con 200 g de plasmaproteinas/l, de las cuales al menos un 95% es albdmina
humana. Este medicamento pertenece al grupo de medicamentos llamado sustitutos de

plasmay fracciones proteicas plasmaticas. Se emple0 en los procesos de seleccion celular.

Anticuerpos de citometria: Los anticuerpos de citometria empleados en el ensayo clinico

se listan en la tabla 4.4.
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Anticuerpos humanos Laboratorio Referencia
Superficie
CD3-APC BD 345767
CD3-APC-H7 BD 641415
CD3-PErcP-Cy5,5 BD 332771
CD3-V450 BD 558117
CD4-PErcP-Cy5,5 Invitrogen 45-0049-42
CD4-APC BD 345771
CD4-V450 BD 560345
CD8-FITC Cytognos CYT-8F8
CD8-PEcy7 BD 335822
CD14-APC-H7 BD 641394
CD16-V450 BD 644489
CD19-PEcy7 Cytognos CYT-19C4
CD20-V450 Bio Legend 302320
CD21-V450 EXBIC PB-306-T100
CD25-FITC BD 345796
CD25-APC Macs Miltenyi Biotec | 130-113-280
CD27-FITC BD 340424
CD31-APC-H7 Invitrogen 47-0319-42
CD45-FITC BD 345808
CD45-PErcP-Cy5,5 BD 322784
CD45-PO BD 653806
CD450C515-V500 Cytognos CYT-450C
CD45RA-V450 Invitrogen MHCD45RA28
CD56-PE BD 345810
CD62L-PEcy7 Bio Legend 304822
CD127-PE BD 557938
HLADR-APC BD 347403
TCR gamma delta-PE cy 7 BD 655410
CCR7 (CD197)-PE cy 7 Bio Legend 353226
Viability Dye Thermo Fisher 65-0866
Intracelular
Ki67-PE Invitrogen 12-5698-82
FoxP3-APC Invitrogen 17-4776-42
FoxP3-PE Invitrogen 12-4776-42

Tabla 4.4. Listado de anticuerpos utilizados para los estudios de citometria en el ensayo

clinico.

CliniMACS CD8 Reagent (275-01): cada vial consiste en anticuerpos monoclonales

murinos anti-CD8 conjugados con particulas magnéticas de hierro dextrano. El vial

contiene 7,5 ml de solucion estéril apirogena.
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CliniMACS CD19 Reagent (179-01): cada vial consta de anticuerpos monoclonales

murinos anti-CD19 conjugados con particulas magnéticas de hierro dextrano. Cada vial

contiene 7,5 ml de solucion apirdgena.

CliniMACS CD25 Reagent (274-01): cada vial consiste en anticuerpos monoclonales

murinos anti-CD25 conjugados con particulas magnéticas de hierro dextrano. Un vial

contiene 7,5 ml de solucidn estéril apirdgena.

CliniMACS® PBS/EDTA Buffer (200-070-025, Miltenyi): solucién salina tamponada
con fosfato, pH 7,2, suplementada con EDTA 1 mM. El tampdn se suministra en bolsas

de plastico de 1 L como una solucién estéril apirogena y se utiliza en cada proceso de

seleccion celular.

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol. Marcador del nticleo celular mediante unién al ADN.

Fix/Perm Buffer and Permeabilization Buffer. (00-5523-00, eBiosciences): es una

formulacién optimizada para la tincion de factores de transcripcion y proteinas nucleares

(por ejemplo, FoxP3 y Ki-67), citoquinas y quimiocinas.

Gammaglobulina humana pasteurizada 19G 1,5 mg/ml (Grifols®): se empled en los

procesos de seleccion celular, para evitar la union de los anticuerpos monoclonales a sitios

de union inespecificos.

Lysis Buffer. (349202, BD): solucion disefiada para la lisis de eritrocitos en muestras para

citometria de flujo. Se utiliza tras la adicion de los anticuerpos monoclonales.

PBS (sc-362299, Santa Cruz): Phosphate Buffered Saline. Es una solucion tampén

concentrada que se suele emplear diluida. Sirve para mantener un pH constante y, dado
gue es isotonica y no toxica para las células, se puede utilizar en una amplia variedad de
aplicaciones bioldgicas. Se utiliza con frecuencia como tampdn de lavado y dilucion en

los procedimientos de citometria de flujo.
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Viability Dye (65-0866-14, Thermo Fisher): es un tinte irreversible que marca viabilidad

y que suele utilizarse previo a procedimientos de criopreservacion, fijacion o
permeabilizacion. A diferencia de 7-AAD y del yoduro de propidio, las células marcadas
pueden lavarse, fijarse, permeabilizarse o tefiirse con antigenos intracelulares sin perder
la intensidad de la tincion. Por lo tanto, permite la exclusién de las células no viables en

analisis con marcadores intracelulares.

4.2.4 Cell sorter

Se empled el sorter Facs Aria™ Fusion de BD para sortear las células en el ensayo clinico,
que posteriormente fueron enviadas a centro internacional para su analisis. Dichas
muestras fueron procesadas en el Instituto Max Planck de Genética Molecular, Berlin

(Alemania).

4.2.5 Animalario

Los experimentos de origen murino se llevaron a cabo con las cepas de raton BALB/c
(H2%) y C57BI/6 (H2Y), y la cepa GFP C57BI/6-Tg(ACTB-EGFP)10sh/J) (H-2b). Todas
las cepas se tutelaron en el Animalario del Instituto de Biomedicina de Sevilla (IBiS),
bajo las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, y aprobado por el Comité de Etica de
Experimentacion Animal (CEEA) de los Hospitales Universitarios Virgen Macarena y
Virgen del Rocio de Sevilla.

4.2.6 Equipos de imagen in vivo

Se empleo el sistema IVIS Lumina Il para los experimentos murinos. El sistema esta
equipado con hasta 26 conjuntos de filtros que se pueden utilizar para captar imagenes
que emiten desde el verde hasta el infrarrojo cercano. Permite obtener iméagenes tanto

fluorescentes como bioluminiscentes.

4.2.7 AutoMACS Pro Separator (Miltenyi)
Para el aislamiento de las células Treg en los modelos in vitro y murino se empleoé el

AutoMACS Pro Separator (Miltenyi). Es un separador celular automatizado que permite

48



Material y métodos

obtener tanto las células marcadas como las células no marcadas, que fueron utilizadas

posteriormente para todos los experimentos preclinicos.

4.2.8 CliniMACs Plus (Miltenyi Biotec)

Para la seleccion de las células T reguladoras se utilizé el equipo CliniMACs Plus de
Miltenyi (Miltenyi Biotec) y su correspondiente kit de seleccién celular CliniMACS®
Tubing Sets. Permite automatizar los procesos de separacion celular a escala clinica de
las células diana o su fraccion negativa a partir de la sangre periférica o los productos de
leucoaféresis en un sistema cerrado y estéril. El kit consta de un juego de tubos de un solo
uso con una columna de separacién magnética integrada que permite separar las células
objetivo de las células no deseadas y recolectar las fracciones en diferentes bolsas. El
procedimiento de seleccidn de células Treg se baso en un procedimiento de 2 etapas:

deplecidn seguido de enriquecimiento celular.

4.3 Procedimientos
4.3.1 Modelo preclinico
4.3.1.1 Modelo in vitro
4.3.1.1.1 Cultivos celulares

4.3.1.1.1.1 Justificacion
Evaluar el efecto del ruxolitinib sobre la cantidad y fenotipo de los linfocitos Treg en

cultivos in vitro.

4.3.1.1.1.2 Desarrollo

Las células mononucleadas (CMN) de origen humano se obtuvieron mediante
centrifugacion de concentrados leucoplaquetarios de donantes sanos sobre un lecho de
ficoll (Lymphocyte isolation solution, Laboratorios Rafer). Las células se centrifugaron
durante 25 min a 800 g. Las CMN se aislaron de la interfase entre el ficoll, en la parte
inferior del tubo; y el suero, en la parte superior. Las CMN se lavaron con PBS y
posteriormente se cultivaron a una densidad de 108 células/ml en placas de 48 pocillos.
Se emple6 RPMI-1640 suplementado con suero AB humano al 10%, penicilina,
estreptomicina y glutamax. Para la activacion celular, se utilizé anti CD3 humano unido

a placa (0,5 pg/ml) y anti CD28 humano soluble (BD) (0,25 pg/ml). Las células se
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incubaron a 37°C, con CO al 5%. NOVARTIS proporcion0 el reactivo ruxolitinib
(INCB018424), almacenado en una solucion de DMSO a 10 mg/ml y conservado a -20°C.
Las células se incubaron con dosis crecientes de ruxolitinib a 0,1; 0,3 0 1 uM vy se

analizaron por citometria a los 2, 5 y 8 dias tras la activacion.

4.3.1.1.2 Ensayo de supresion

4.3.1.1.2.1 Justificacién
Evaluar el efecto del ruxolitinib sobre la capacidad reguladora de los linfocitos Treg en

ensayos de supresion in vitro.

4.3.1.1.2.2 Desarrollo

Para el ensayo de supresion, se procedio al aislamiento de células Treg de origen humano
utilizando el kit de aislamiento de células T reguladoras 1l CD4+ CD25+ CD127dim /-,
humano (Miltenyi) siguiendo las instrucciones del fabricante. El procedimiento se llevo
a cabo con el separador magnético AutoMACS (Miltenyi). Las células mononucleadas
de origen humano se tifieron con éster succinimidilico de carboxifluoresceina (CFSE,
Invitrogen). Brevemente, las células se lavaron con PBS, se centrifugaron y se
resuspendieron en 1ml de PBS a una concentracion de 10-100x10° cel./ml. Se afiadi6
CFSE a una concentracion final de 5uM y se incub6 en oscuridad durante 5 minutos. Las
células se lavaron con 5 volumenes de medio con suero dos veces, y se sembraron a dosis
de 5x10* células por pocillo en placas de 96 pocillos. Para la activacion celular, se empled
anti CD3 y anti CD28 humano. Inmediatamente se afiadieron células Treg en
proporciones decrecientes, en presencia 0 ausencia de ruxolitinib. La proliferacion se

midié después de 5 dias mediante citometria de flujo como dilucion de la tincion CFSE.

El porcentaje de supresion se calculé como:
[1 - (% de proliferacion en la muestra /% de proliferacion en el control)] x 100%.

4.3.1.2 Modelo murino
4.3.1.2.1 Justificacion
Evaluar la capacidad terapéutica de la combinacién de ruxolitinib y linfocitos Treg en
comparacion con los tratamientos simples en un modelo murino de enfermedad injerto
contra huésped.
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4.3.1.2.2 Desarrollo

Para el modelo murino de EICH se emplearon ratones receptores de la cepa BALB/c de
8-12 semanas de edad. Se irradiaron con 800-860 cGy fraccionado en dos dosis con una
separacion de 4 horas en el dia 0 del trasplante. Posteriormente se realiz6 el trasplante
con la cepa donante C57BI/6. En total, la cepa receptora recibio 5x10° células de médula
6sea y 2x10° esplenocitos, a excepcion de un grupo que se destind a control y que se
trasplanté con 5x10° células de médula dsea, sin esplenocitos. Los esplenocitos fueron
cultivados durante 2 horas previamente a la infusion para deplecionar la muestra de
monocitos mediante su adhesion al sustrato de la placa de cultivo. Tras la realizacion del
trasplante, los ratones experimentaron una primera fase de EICH aguda con un porcentaje
moderado de mortalidad, y después de un breve periodo de recuperacion, aquellos ratones
que no fallecieron presentaron una segunda fase de EICH cronica. El dia 28 postrasplante
se llevo a cabo la aleatorizacion en la cual los especimenes fueron asignados a cuatro
grupos de tratamiento, recibiendo: A) 3x10° Treg aislados de ratones transgénicos GFP
isogénicos del donante (C57BI/6-Tg (ACTB-EGFP) 10sb/J), B) Ruxolitinib 30
mg/kg/dia por sonda oral, durante 5 a la semana, C) 3x10° Treg mas ruxolitinib 30
mg/kg/dia en la misma pauta descrita, y D) vehiculo de la infusion de ruxolitinib.

La solucion oral de ruxolitinib se preparé a concentracion 6 mg/ml en PEG 3000: dextrosa
al 5% en proporcion 1:3. Se administrd por sonda oral.

El aislamiento de las células Treg se llevo a cabo a partir de ratones de la cepa C57B1/6-
Tg(ACTB-EGFP)10sb/J) usando el kit de aislamiento de células T reguladoras CD4+
CD25+ para raton (Miltenyi) y el separador magnético AutoMACS.

Tras el periodo de tratamiento, los ratones que no fallecieron fueron sacrificados en la
semana 16 postrasplante y se procedio a la extraccion y fijacion en parafina de los 6rganos
de interés: higado, bazo, piel, intestino delgado, colon, pulmén y rifiones para su posterior
examen histopatoldgico. También se extrajeron células de sangre periférica, médula dsea,
bazo, timo, placas de Peyer, intestino grueso e intestino delgado para analisis de

citometria.

La puntuacion de EICH aguda en el modelo murino se realizo siguiendo la escala de
Cooke, K. R. y col.®% como se muestra en la tabla 4.5.
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Criterio Grado 0 Grado 1 Grado 2
Pérdida de peso <10% 10% a 25% >25%
Postura Normal Encorvado en reposo Encorvamiento severo,
afecta al movimiento
Actividad Normal Ligera a moderadamente | Estatico salvo estimulacién
reducido eterna
Pelaje Normal Ligeramente erizado Erizamiento severo,
limpieza pobre
Piel Normal Descamaciones en colay | Denudaciones obvias
patas

Tabla 4.5. Puntuacion clinica de EICH aguda en el modelo murino.

La puntuacion de EICH crénica en el modelo murino se siguid a través de una escala

adaptada de Anderson, B. E. y col.%® y se midio a través de los siguientes items:

Dafio cutaneo con pérdida de pelo, menos de 1 cm? =1, entre 1y 2,5 cm? = 2,

mas de 2,5 cm? = 3.

Escamas en la cola=0,2

Dafio en las orejas = 0,3

Lesiones oculares = 0,5

En el modelo de ratéon para comprobar el efecto injerto contra leucemia se irradiaron
ratones BALB/c de 8-12 semanas de edad con 800 cGy divididos en dos dosis separadas
por 3 horas. A las 4 horas tras la irradiacion, se procedi6 a realizar un trasplante con 5x10°
células de médula dsea, 2x10° esplenocitos y 3x10° células Treg purificadas de donantes
C57BI/6, y/o 10° células leucémicas A20 transducidas con un vector de GFP-Luciferasa2,
dependiendo del grupo de tratamiento. Se administré ruxolitinib (30 mg/kg/dia) o
vehiculo de forma oral desde el dia +1 hasta el final del experimento. La luminiscencia
se midio los dias +7 y +13 usando un sistema de adquisicion de imagenes in vivo IVIS
Lumina Il (PerkinElmer, Massachusetts, EE. UU.), para lo que se inyectd de manera
intraperitoneal 100 ul de una solucion de Luciferina 0.1 M y se procedio a la medida de

bioluminiscencia a los 10 minutos de la inyeccion.
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4.3.1.2.3 Analisis histopatoldgico

El sacrificio de los ratones se realizd mediante la administracion de una dosis letal de
Tiobarbital. Se extrajo sangre por puncién cardiaca usando una jeringa heparinizada, y se
recogid en un tubo de EDTA. Se extirparon los fémures y tibias, bazos, timos, rifiones,
placas de Peyer y fragmentos de pulmodn, higado, intestino grueso e intestino delgado

También se extrajeron muestras de piel.

Se fijaron en formalina los fragmentos de piel, rifiones, pulmén, higado, intestino grueso
e intestino delgado, y posteriormente se fijaron en blogques de parafina para su posterior

corte y analisis histologico.

4.3.1.2.4 Citometria

Los bazos, timos y placas de Peyer se disgregaron mecanicamente utilizando el émbolo
de una jeringa de 5 ml en un filtro de 40 um colocado sobre un tubo de 50 ml. Las células
se recogieron afiadiendo medio, y posteriormente se centrifugaron y se lavaron con PBS.
La médula 6sea se recogidé haciendo pasar medio con una jeringa a través de los fémures
y tibias. Las células se disgregaron haciéndolas pasar por un filtro de 40 um, y
posteriormente se lavaron con PBS. Los fragmentos de intestino grueso e intestino
delgado se lavaron con PBS y posteriormente fueron digeridos en una solucién compuesta
por RPMI+HEPES 0.05M, Dispasa 1.5 mg/ml (GIBCO 17105-041), Colagenasa Tipo IV
0,25 mg/ml (Gibco 17104-019), y DNAsa | 5ug/ml (Roche, 10104159001). Se incubd
durante 1h a 37°C en agitacion. Posteriormente el sobrenadante se filtré con un filtro de

40 um colocado sobre un tubo de 50 ml y se lavaron con PBS.

Las células de bazo, timo, médula 6sea, placas de Peyer, intestino delgado e intestino
grueso se procesaron y analizaron mediante citometria de flujo. Las muestras de sangre
periférica se tifieron y sometieron a un proceso de lisis para eliminar los eritrocitos: se
resuspendieron en una solucion de lisis (NH4Cl 155mM, KHCO3 10mM, EDTA 0,127
mM), se incubaron durante 15 min a 4°C, se centrifugaron y se lavaron con PBS.

Las celulas se recolectaron, centrifugaron y lavaron en PBS con FCS al 2%.

Para la tincion de moléculas de superficie, las células se incubaron con los

correspondientes anticuerpos conjugados con fluorocromo durante 15 minutos a
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temperatura ambiente y en oscuridad. Las celulas se lavaron con PBS con FCS al 2% y
se procedid a la adquisicion y analisis mediante el citbmetro FACS Canto |I.

Para la tincion intracelular con anticuerpos Anti FoxP3, anti Helios y Anti IL-10, se
utilizé el kit de tincion FoxP3 (eBioscience) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Para la tincion con anti IL-10, ademas, se trataron las células con 10 pg/ml de
Brefeldin A (Sigma) durante 4 horas antes de la tincion para bloquear el tréfico
intracelular y evitar la secrecion de la citoquina. Para la tincién con anticuerpos anti-
fosfo-Stat3 y anti-fosfo-Stat5, se estimularon las células con 100 ng/ml de IL-6 o IL-2
respectivamente durante 15 minutos antes de la tincion. Posteriormente se tifieron usando
el kit de activacion de células T (BD) BD Phosflow ™, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los datos se adquirieron en un citdbmetro BD FACS Canto Il y se analizaron

con el software FlowJo v.X.

4.3.2 Estudio retrospectivo ruxolitinib

4.3.2.1 Poblacion de estudio

La poblacién seleccionada incluyo pacientes con EICH refractaria al menos a primera
linea de tratamiento con corticoides que hubieran iniciado tratamiento con ruxolitinib por
uso compasivo como tratamiento de la EICH aguda o crdnica, tratados en los centros
GETH participantes en el ensayo. Es de destacar que en el periodo de reclutamiento y
analisis de nuestro estudio dicho tratamiento ain no habia recibido aprobacién por la
FDA.

El estudio se llevo a cabo de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki y
recibio la aprobacion de un Comité de Etica de Investigacion Clinica independiente. Se
obtuvo y firmo el consentimiento informado por escrito de cada paciente. Se preservo la
confidencialidad de la recogida de datos siguiendo la normativa local (Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal [LOPD]).
Asimismo, se respeto la Ley 14/2007 de Investigacion Biomedica.

Criterios de inclusién

Se incluyeron en el andlisis pacientes sometidos a alotrasplante de médula 0sea, sangre

periférica o corddén umbilical, de donante emparentado o no emparentado, con EICH
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aguda o croénica refractaria a corticoides y que hubieran recibido tratamiento con

ruxolitinib.

Criterios de exclusién

Dado el caracter retrospectivo y exploratorio del estudio, no se definieron variables o
criterios de exclusion por edad, pardmetros de laboratorio, tratamientos concomitantes

actuales o previos ni otras patologias médicas.

4.3.2.2 Disefio del estudio

Disefiamos un estudio retrospectivo, descriptivo y multicéntrico que incluy6 a 79
pacientes con EICH refractaria a corticoides entre octubre de 2015 y julio de 2017, a los
que se les administrd tratamiento con ruxolitinib mediante un programa de uso
compasivo. Los datos fueron recopilados de un total de 13 centros espafoles
pertenecientes al Grupo Espafiol de Trasplante Hematopoyético y Terapia Celular
(GETH), e incluy6 tanto pacientes adultos como pediatricos (definidos como aquellos
con edad inferior a 14 afios). El estudio no implicd cambio en la accion terapéutica ni
pruebas adicionales. La recogida de los datos se realizd6 mediante revision de historia
clinicay se utilizé una base de datos electrénica disefiada especificamente para el estudio,
que facilité la comunicacion y el intercambio de informacion entre los distintos centros
mediante acceso con credenciales y claves asignadas por sistema informatico. El
tratamiento con ruxolitinib y el analisis de datos fueron aprobados por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital Universitario Ramon y Cajal, Espafia.

4.3.2.3 Administracion del tratamiento

En todos los casos la administracion del ruxolitinib fue oral a criterio de cada
investigador. La dosis habitual de inicio fue de 5 mg/12 h via oral, pudiendo aumentarse
a 10 mg/12 h.

4.3.2.4 Bajada de inmunosupresion, duracion del seguimiento y criterios de
retirada del estudio
Se analiz6 el aumento o descenso de la dosis del propio farmaco y del resto de

tratamientos inmunosupresores concomitantes. Se valoré también como respuesta la
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posibilidad de descenso del tratamiento inmunosupresor sin deterioro en la afectacion o
severidad de la EICH.

La duracion del estudio fue de 1 afio y 10 meses, desde octubre de 2015 hasta julio de
2017. Posteriormente los datos fueron recopilados, procesados y analizados mediante
software estadistico.

Se contemplo la retirada del estudio en los casos de muerte o progresion de la EICH. Se
analizaron en todos los casos los motivos de muerte (por EICH, infecciones, progresion
de la enfermedad de base u otras causas), asi como la progresion de la EICH (aumento de
inmunosupresion, aumento del score de EICH, entre otras).

4.3.2.5 Evaluacion de la respuesta al tratamiento

La severidad de la EICH se evalu6 segun los criterios del Registro Internacional de
Trasplante de Médula Osea (IBMTR) en el caso de la EICHa®" y segln el consenso
internacional del Instituto Nacional de la Salud (N1H) para la EICHc®®. En nuestro estudio
se evalud a los pacientes por su mejor respuesta, definida como la mejor respuesta

obtenida en cualquier momento desde el inicio del tratamiento con ruxolitinib.
En el caso de la EICH aguda, las respuestas fueron definidas como:
Remision completa (RC): definida como la ausencia de sintomas relacionados con la

EICHa.

Repuesta parcial (RP): definida como la mejora de al menos una categoria de la gravedad

de la EICHa en un érgano sin deterioro 0 empeoramiento en ningln otro.

Fracaso del tratamiento: ausencia de mejoria de la EICH, deterioro de cualquier érgano,

la aparicion de nueva sintomatologia asociada a la EICH o necesidad de iniciar un nuevo
tratamiento para el control de la enfermedad, tanto tratamiento clasico como
experimental.

En el caso de la EICH cronica, las respuestas fueron definidas como:

Remision completa (RC): resolucion de todas las manifestaciones relacionadas con la

EICH cronica en un organo especifico.
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Respuesta parcial (RP): mejora en la puntuacion de un dérgano desde el inicio del

tratamiento sugiriendo beneficio clinico

Fracaso del tratamiento: cumplir con criterios de progresion definido consenso

internacional del Instituto Nacional de la Salud (NIH) para EICHc,

La interrupcion de ruxolitinib debido a toxicidad no se consideré fracaso del tratamiento.
La clasificacion histolégica de la EICH se realizd de acuerdo a un sistema de
estadificacion histologica publicado para la catalogacion tanto de la EICHa como de la
EICHC®.

4.3.2.6 Toxicidades y eventos adversos

Se analiz6 la aparicion de toxicidad y eventos adversos durante el tratamiento con
ruxolitinib. La clasificacion de la toxicidad se realiz6 de acuerdo a los criterios CTCAE
version 5.0. (Common Terminology Criteria for Adverse Events). En el caso de aparicion
de toxicidad, se analiz6 la tanto la necesidad del uso de farmacos apropiados
(antieméticos, antidiarreicos, etc.); como la accion implicada en el tratamiento con

ruxolitinib (reduccion de la dosis, suspension temporal, suspensién definitiva u otras).

4.3.2.7 Reactivacion de infecciones
Se evaluo la aparicién o reactivacion de infecciones, ya fueran fangicas, bacterianas o

virales.

4.3.3 Ensayo clinico Horizonte 2020 TREGeneration

4.3.3.1 Seleccion de pacientes y donantes

Tras obtener el correspondiente consentimiento informado firmado por cada donante, se
procedio a la realizacion de una aféresis de linfocitos con el sistema Spectra Optia. Se
proceso un total de 3 volemias ajustado al peso de cada donante. En todo momento los
donantes seleccionados recibieron la informacion adecuada y el caracter voluntario del
estudio. Los donantes seleccionados fueron los donantes para trasplante que recibi¢ el

receptor, pudiendo ser donante familiar emparentado o donante no emparentado.
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Los receptores fueron seleccionados en base a la presencia de los criterios de inclusion
del ensayo clinico, y a la ausencia de los criterios de exclusion definidos en el momento

del screening, que fueron los siguientes:

Criterios de inclusién:

Los pacientes deben cumplir los siguientes criterios en la visita de screening para ser

incluidos en el estudio:

- Receptores de trasplante alogénico de progenitores hematopoyeéticos.
- Presentar EICHc refractaria a corticoides y haber obtenido una respuesta parcial tras al
menos 4 semanas de tratamiento con ruxolitinib. La refractariedad a corticoides se
define como la presencia de signos y sintomas de EICHc a pesar de prednisona > 0,25
mg/kg/dia (0 0,5 mg/kg a dias alternos) durante al menos 4 semanas (o dosis equivalentes
de glucocorticoides) sin alcanzar resolucion completa de signos y sintomas.
- Dosis estable de corticoides durante las 4 semanas previas a la inclusion en el
ensayo.
- No adicion o retirada de otras medicaciones inmunosupresoras (como inhibidores de
calcineurina, sirolimus, mofetil micofenolato) durante las 4 semanas previas a su
inclusion en el ensayo. Las dosis de inmunosupresores deben estar ajustadas segun los
rangos terapéuticos de dichos farmacos.
- No existe edad limite para su inclusion. En caso de nifios, el consentimiento
informado seré firmado por sus padres o tutor legal.
- ECOG 0-2.
- Los pacientes incluidos deberan tener una funcién organica adecuada como se
define a continuacion:
- Hepética: adecuada funcién hepética (bilirrubina total <2,0 mg/dl- permitida
la excepcidn en pacientes con sindrome de Gilbert; AST (GOT)/ALT
(GPT) <2x valor superior de la normalidad), a no ser que la disfuncion
hepatica sea una manifestacion de EICHc. Para pacientes con
hipertransaminasemia como Unica manifestacién de EICHc, debe
documentarse ésta mediante biopsia hepatica antes de su inclusion. Casos de

hipertransaminasemia en el contexto de EICHc activa que implique ademas otro/s
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organo/s estarian permitidos si el médico responsable documenta que esta
alteracion se corresponde con EICH hepética y no seria preciso una biopsia
hepatica.
- Renal: creatinina serica menor del nivel superior de la normalidad o aclaramiento
de creatinina > 60 ml/min/1,73 m? para pacientes con niveles superiores a los
rangos de laboratorio normales del centro.
- Funcion medular adecuada indicada por neutréfilos >1000/mm?® y plaquetas
>50000/mm?3 sin uso de factores de crecimiento o transfusiones.
- Las mujeres en edad fertil y los hombres deben aceptar el uso de métodos
anticonceptivos adecuados (método anticonceptivo hormonal o de barrera, abstinencia)
antes del ingreso al estudio y durante la participacion en el estudio. Si una mujer queda
embarazada o sospecha que esta embarazada mientras participa en este estudio, debe
informar de inmediato a su médico.
- Capacidad para comprender y la voluntad de firmar un documento de consentimiento

informado por escrito.

Criterios de exclusion:

Los pacientes que presenten alguno de los siguientes criterios no seran incluidos en el

ensayo clinico:

- Requerimiento de prednisona >1 mg/kg/dia (o equivalente).

- Uso concomitante de inhibidor de calcineurina y sirolimus (cualquiera de ellos por
separado seria aceptable).

- Historia de microangiopatia trombética, sindrome hemolitico urémico o purpura
trombotica trombocitopénica.

- Nueva medicacion inmunosupresora en las 4 semanas previas.

- Fotoaféresis extracorporea o rituximab en las 4 semanas previas.

- Administracién postrasplante de medicacion dirigida frente a linfocitos T o IL-2 (por
ejemplo, ATG, alemtuzumab, basiliximab, denileukin diftitox) en los 100 dias previos.

- Infusién de linfocitos del donante en los 100 dias previos.

- Recaida activa de enfermedad maligna.

- Infeccidn activa no controlada.

- Receptor de trasplante de 6rgano sélido.
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- Pacientes con infeccion VIH en terapia antirretroviral combinada no son elegibles por
las interacciones farmacocinéticas potenciales con los agentes empleados postrasplante.
Ademas, estos pacientes tienen un riesgo incrementado de infecciones letales.

- Pacientes con infeccion por hepatitis B o C activa no controlada no son elegibles porque
tienen un riesgo incrementado de toxicidad hepatica relacionada con el tratamiento
postrasplante.

- Otros farmacos en investigacion en las 4 semanas previas a la inclusion, a menos que
sean aclaradas por el investigador principal.

- Las mujeres embarazadas son excluidas de este estudio.

4.3.3.2 Disefio del estudio

Se trata de un ensayo clinico de fase | que sigue un clasico disefio de 3+3 o de busqueda
de dosis. El disefio de dosis ha seguido el siguiente esquema: 3 pacientes se agrupan en
un nivel de dosis dado. Si ningin paciente o solo uno experimenta una toxicidad, se
produce una escalada de dosis. Si este es el nivel de dosis C, entonces esta dosis serd la
dosis méximatolerada (DMT). Si dos 0 méas pacientes en una cohorte experimentan DMT,
entonces la DMT se considera excedida. Si este es el nivel de dosis A, no se procede a la
escalada de dosis. Si este nivel de dosis es el B, el nivel de dosis A se considerara DMT.
Si este es el nivel de dosis C, entonces el nivel de dosis B sera la DMT. Se permite la
inclusion de 10 pacientes adicionales que recibiran la DMT para evaluar toxicidad y
eficacia (ntmero méximo de pacientes 16, pudiendo ampliarse a 19).

En la busqueda de dosis no se encontro toxicidad limitante de dosis, por lo que la dosis
maxima tolerada correspondid al nivel C (2x10° células/kg receptor). Se incluyeron 3
pacientes tratados en el nivel A, 5 pacientes tratados en el nivel B, y 6 pacientes tratados

en el nivel C).
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4.3.3.3 Meétodo de seleccion, formulacion e infusion de linfocitos Treg

Método de seleccidn y purificacion de los linfocitos Treg: Brevemente, tras la obtencion

de la leucoaféresis, se centrifugd dos veces con PBS/EDTA 5% a 300 g a temperatura
ambiente eliminando el sobrenadante final, para llevarlo a un volumen final de 84,5 ml.
Se afiadieron 3 ml de IgG 1,5 mg/ml, incubando posteriormente 5-10 minutos a
temperatura ambiente y con leve agitacion. Se afiadieron 7,5 ml de anticuerpos anti-CD8
y 7,5 ml de anti-CD19, incubando 30 minutos a temperatura ambiente con leve agitacion.
Tras la incubacion se centrifugaron las células con PBS/EDTA 5% a 300 g a temperatura
ambiente eliminando el sobrenadante final, y se llevd a un volumen de 100 ml. Se
procedio a la etapa de deplecidn con el programa Depletion 2.1, y al recuento celular tras
la finalizacion del procedimiento. La fraccidn deplecionada se sometio a la segunda etapa
de enriquecimiento celular. Se centrifugaron las células con PBS/EDTA 5% a300gy 4
°C eliminando el sobrenadante final para llevarlo a un volumen final de 375 ml. Se
afiadieron 7,5 ml de anticuerpo anti-CD25 y se incubd a 42C con leve agitacion.
Posteriormente se centrifugaron las células con PBS/EDTA 5% a 300 g y 4 °C retirando
el sobrenadante final para llevarlo a un volumen final de 100 ml. Se procedio a la etapa
de enriquecimiento con el programa Enrichment 1.1 o 3.2 en funcién de los recuentos de
CD25+,

Dosis de Treg seleccionados: se establecieron 3 cohortes o niveles de dosis segln el

esquema que se muestra a continuacion.
Nivel A: 0,5x108 cel./kg receptor
Nivel B: 1x10° cel./kg receptor

Nivel C: 2x10° cel./kg receptor

Seleccion de poblaciones celulares:

La seleccion de poblaciones celulares para su posterior infusion se realizé6 mediante
citometria de flujo, con el citometro FACS Canto Il y software especifico.
La estrategia de seleccion de poblaciones para identificar las poblaciones en el producto

enriquecido, se realiz6 como se esquematiza en la Figura 4.1.

61



Material y métodos

SELECCION DE POBLACIONES Y CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO
INFUNDIDO
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Figura 4.1. Seleccion de poblaciones y caracteristicas del producto infundido. Tras la

obtencion de la leucoaféresis, se realizo una deplecion de CD8 y CD19 (identificado aqui

como CD20+). La fraccion deplecionada o fraccion negativa se sometié a la segunda

etapa de enriquecimiento celular de células CD25+. El producto enriquecido o fraccién

positiva fue el producto infundido, previa confirmacion de los criterios de liberacion.
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Evaluacién del producto celular: Del producto enriquecido se obtuvieron muestras para

citometria, hemograma, viabilidad, investigacion y se midié el volumen para determinar
la fraccion a infundir. De la fraccion negativa se obtuvieron muestras para tincion de
Gram, hemocultivos, hemograma y citometria. Se cuantificaron las células CD3+, CD4+,
CD8+, CD20+, CD25+, CD127+ y FoxP3+ tanto al inicio como al final del

procedimiento.

Formulacion: Una vez determinado el volumen con la dosis a infundir, los criterios de
liberacion incluyeron la presencia de: >70% de viabilidad celular, tincion de
Gram/endotoxina negativa, >70% de células CD4+ CD25+ y >50% de células CD4+
CD25+ CD127-/low en el producto. Es de destacar que la dosis/kg objetivo de Treg
seleccionados no fue un criterio de liberacién. El producto se infundié incluso cuando la
dosis celular/kg estuvo por debajo del objetivo, de acuerdo a lo especificado y

consensuado en el protocolo. El producto se almacen6 a 4°C hasta su uso.

Infusién de Treq: el producto celular obtenido tras CliniMACS no se administro hasta

que se verificd el cumplimiento de los criterios de liberacion establecidos en el ensayo.
Cada producto se infundié al receptor a través de un catéter venoso central o periférico,
durante ~5-10 minutos a través de dicho catéter. Se premedicd al paciente (paracetamol
y antihistaminico iv) en todos los casos antes de la infusion. Posteriormente, los pacientes
permanecieron bajo observacion durante ~1 hora después del final de la infusion para
vigilar la posible aparicion de reacciones tras la infusion. El exceso de producto se
criopreservo en todos los casos segun procedimiento operativo estandar para uso futuro

y analisis correlativos.

4.3.3.4 Bajada de inmunosupresion, duracion del seguimiento y criterios de
retirada del estudio

No se permitid la bajada de prednisona o ruxolitinib durante las 6 semanas iniciales del

estudio, pero se valoro reducir posteriormente en los pacientes respondedores (después

de la documentacion de la respuesta segun los criterios de NIH EICHc) a criterio del

médico responsable.

Los pacientes incluidos en el ensayo fueron seguidos durante 1 afio desde el inicio de
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la terapia o hasta la muerte. Se siguié a los pacientes retirados del estudio por
eventos adversos inaceptables hasta la resolucion o estabilizacion del evento
adverso. También se solicito a los pacientes que permitieran un seguimiento a largo

plazo con intencion de busqueda de toxicidades tardias.

Los motivos de retirada del estudio y la fecha en que se elimind el paciente incluido en el
ensayo fueron documentados. En caso de complicaciones inusuales o potencialmente

mortales, se procedio a la notificacion inmediata al investigador principal.

4.3.3.5 Evaluacion de la respuesta y seguimiento

La evaluacién de la respuesta se realizo de acuerdo a los formularios de evaluacion de
EICH segln consenso NIH* (Figura 4.2). Las evaluaciones se realizaron al screening y
en las semanas 1, 2, 4, 6,8y 12, y meses 6, 9 y 12 del estudio.

Es de destacar que la afectacion oral y ocular no se han incluido per se en la determinacion

de la respuesta, ya que se permiten terapias tdpicas para esos rganos.

Las respuestas se definieron como:

» Remision completa: definida como la resolucién de todas las manifestaciones

reversibles relacionadas con la EICHc en un drgano especifico. La respuesta global se ha
considerado como la resolucion de todas las manifestaciones reversibles en cada 6rgano

o sitio de afectacion.

* Respuesta parcial: existencia de al menos un 50% de mejora en la escala utilizada para

medir las manifestaciones de la enfermedad relacionadas con la EICHc, con un minimo
del 25% de mejora en la escala completa. La respuesta global se defini6 como mejora en
la medida de al menos un 6rgano o sitio, sin progresion en cualquier otro érgano. Ademas,
el sello distintivo de la respuesta a la terapia para el sindrome de bronquiolitis obliterante
(BOS) es la estabilizacion de la funcion pulmonar sin una disminucion adicional del

FEV1 durante un periodo de 3 meses.

» No respondedores (p. ej., respuesta menor, enfermedad estable): aquellos que no

cumplan con los criterios de los NIH para respuesta parcial o progresion de la enfermedad.
64



Material y métodos

* Progresion: se consider6 como el aumento absoluto de al menos el 25% en la escala

utilizada para medir las manifestaciones de la enfermedad relacionadas con la EICHc.

Ademas, se tuvo en cuenta que el "empeoramiento clinico de la EICHCc" no es sinbnimo

de EICHc progresiva segun

los criterios del NIH, ya que los participantes pueden

experimentar un empeoramiento de los sintomas que no cumplen los criterios objetivos

del NIH para la progresion.

CHRONIC GVHD ACTIVITY ASSESSMENT- CLINICIAN
CODIGO DEL ENSAYO: GVHD-TREGS INVESTIGADOR PRINCIPAL : José Antonio Pérez Simon CENTRO: Hospital Virgen del Rocio
CODIGO DE PACIENTE: VISITA:
Current Patient Weight: Today’s Date: MR#/Name:
Health Care Where would you rate the severity of this patient’s chronic GvHD symptoms on the following scale, val the <<times> would you say that this patient's cGVHD is
Provider Global where 0 is cGVHD symptoms that are not at all severe and 10 is the most severe cGVHD symptoms | 5= Very much better
Ratings: possible: +2= Moderately better
6 1 2 3 1 5 6 7 8 9 10 +1= Allittle better
G:nope cGVHD symptoms Most severe 0= About the same
1= mild cGvHD
Zimoderate not at all severe symptoms =]
3=severe possible -3=Very much worse
Mouth Mild erythema or moderate Moderate (=25%) or
Erythema None 0 erythema (<25%) 1 Severe erythema (<25%) 2 Severe erythema (225%) 3
- N | . Lichen-like changes (25- Lichen-like changes
Lichenoid None 0 Lichen-like changes (<25%) 1 50%) 2 (550%) 3
Ulcers None 0 Ulcers involving (<20%) 3 | Severe ulcerations (>20%) 6
Total score for all mucosal changes

Gastrointestinal-Esophageal

0= no esophageal symptoms
1=0.

- Dysphagia OR

with solid food or pills during the past week

lyspl or
2=Intermittent dysphagia or odynophagia with solid foods or pills, but not for liquids or soft foods, during the past week

Odynophagia 3=Dysphagia or odynophagia for almost all oral intake, on almost every day of the past week
Gastrointestinal-Upper GI 0= no symptoms
«  Earlysatiety OR 1=mild, oceasional symptoms, with little reduction in oral intake during the past week
* Anorexia OR Z=moderate, intermittent symptoms, with some reduetion in oral intake during the past week
< Nausea & Vomiting 3=more severe or persistent symptoms throughout the day, with marked reduction in oral intake, on almost every day of the past week
0= no loose or liquid stools during the past week
Gastrointestinal-Lower GI 1= occasional loose or liquid stools, on some days during the past week
« Diarrhea Z=intermittent loose or liquid stools throughout the day, on almost every day of the past week, without requiring intervention to prevent or correct volume depletion
=voluminous diarrhea on almost every day of the past week, requiring intervention to prevent or eorrect volume depletion
Lungs (Liters and % predicted) | FvC Single Breath DLCO (adjusted for hemoglabin) e RV
*  Bronchiolitis Obliterans
Total serum bilirubin ULN ALT ULN Alkaline Phosphatase ULN
Liver Values
mg/dL mg/dL UL UiL UL UL
Total Distance Walked in 2 or 6 Mins: Karnofsky or Lansky Platelet Count Total WBC Eosinophils
Baseline Values KL
Q 2min Q6 min Kful %

Abnormality present but explained entirely by non-GVHD documented cause (specify site/alternate cause).
Abnormality present but explained entirely by non-GVHD documented cause (specify site/altemate cause):

Abnormality present but explained entirely by non-GVHD documented cause (specify site/altemate cause):

Figura 4.2. Formulario de evaluacion de EICH cronica.
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CHRONIC GVHD ACTIVITY ASSESSMENT- CLINICIAN (FORM A)

SCORE 0

SCORE 1

SCORE 2

SCORE 3

SKIN

GVHD features to be scored
by BSA:
Check all that apply:
Maculopapular rash /
erythema
Lichen planus-like features
Sclerotic features
Papulosquamous lesions or
ichthyosis
Keratosis pilaris-like

No BSA
nvolved

1-18% BSA

19-50% BSA

>50% BSA

Abnormality present but explained entirely by non-GVHD documented cause (specify):

No sclerotic

SKIN FEATURES
features

SCORE:

Superficial
sclerotic features “not
hidebound™ (able to

pinch)

ICheck all that apply:
Deep sclerotic
features
“Hidebound™
(unable to pinch)
Impaired mobility
Uleeration

If skin features score = 3, BSA% of non-moveabl

e sclerosis/fasciifis

How would you rate the severity of this patient’s skin and/or joint tightening on the following scale, where 0 is not at all
severe and 10 is the most severe symptoms possible:

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Symptoms Most severe
not at all severe symptoms possible
Severe dry eye
- Moderate dry eye symptoms
?]d dt;ym?;em ¢ symptoms partially significantly
EvES agf". ADL affecting ADL affecting ADL
ctng (requiring lubricant (special eyeware to
No symptoms (requirement of A g
- eye drops > 3 x per relieve pain) OR
symptoms lubricant eye da Al ol bl K
drops <3 x per y or punctal plugs), unable to worl
day) = WITHOUT new because of ocular
¥ vision impairment due symptoms OR loss
to KCS of vision due to
KCS
Abnormality present but explained entirely by non-GVHD documented cause (specify):
LuNGS -
Mild symptoms
No symptoms (shormess of Moderate symptoms Severe symptoms
(shortness of breath
breath after . (shortness of breath
A after wallang on flat 3 -
climbing one ound) at rest; requinng 0-)
flight of steps) £

Abnormality present but explained entirely by non-GVHD documented cause (specify):

Figura 4.2. (Continuacién). Formulario de evaluacion de EICH crénica.
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SCORE 0 SCORE 1 SCORE 2 SCORE 3
ey Tightness of arms or Contractures WITH
W;rl ; gl; u;ess °fl legs OR joint contractures,| significant decrease of
JOINTS AND FASCIA : £s. erythema thought due to | ROM AND significant
N or mild decreased L3 R
0 symptoms n G mcken fasciitis, moderate limitation of ADL
(i“l“gid) ANDugt | decrease ROM AND mild | (unable to tie shoes,
? no to moderate limitation of | button shirts, dress self
affecting ADL
ADL etc)

Abnormality present but explained entirely by non-GVHD documented cause (specify):

1 (Worst) 7 (Normal)
1 (Worst) 71Normal)
1 (Worst) 7 (Normal)
i‘ ﬂ
Wrist/finger w w “ w H ﬁ 0 Not done

1 (Worst) 4 (Normal)

O Notd
s - . . “ o
-

Abnormality present but explained entirely by non-GVHD documented cause (specify):

Figura 4.2. (Continuacioén). Formulario de evaluacion de EICH cronica.

Se realizd también un cuestionario sobre calidad de vida para determinar la mejoria o
empeoramiento subjetivo con el tratamiento. Para ello se utilizd la Escala de Lee’. Dicha
escala fue disefiada para evaluar la sintomatologia relacionada con la EICHc. El
cuestionario pregunta a los pacientes sobre el grado de molestia experimentado en 7 zonas
potencialmente afectadas por la EICH: ojos, piel y mucosa oral, respiracion, digestion,
masculos y articulaciones, energia y estrés emocional (Figura 4.3).
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ESCALA DE PUNTUACION DE LOS SINTOMAS DE LA EICH CROMICA

{Escala LEE)

Mombne:

Wisita: Fecha:

£élguna vez ha tenido alguno de los siguientes problemas en ks Gitimas X semanas?

Mada | Ligeramente | Moderadamente | Bastante | Extremadaments

FIEL
a. Color de piel
anarmal v : I 4 N
k. Erupciones o 1 ] i |
C. Piel engrosada 1] 1 4 3 4
d. Uagas en la piel o 1 2 3 4
e. P icoren la piel 1] 1 d E] 4
U 7 BOHCA
f. djos =ecos 1] 1 d E] 4
g. Mecesita usar
poias para o ojos (1] 1 Fi E | 4
con frecuencia
h. Dificultad para
WET O aran'-cr'f: v : ‘ 4 N
I. Necesita ewrtar
ciertas alimentos
dehida a v : < 4 4
daler en la boca
|. Lhceras en &
BOts o 1 Fi 3 4
k. Bedbe rutricidn
peor via
infravenosa o por o 1 2 £ 4
sondd oe
alimertacicn
RESFIRACHIN
|. Tos frecuents 1] 1 d E] 4
mi. Esputo
:-:I:-':::-: v : ‘ 4 N
n. Dificultad para
respirar can el o 1 d i 4
gjercicia
o. Dificultad para
respirar en r::l-:l:-:u a 1 £ 4 1

. Mescpsita usar
:-ng-nl:- v 1 : 4 1

Figura 4.3. Escala de Lee o de puntuacion de sintomas subjetivos para pacientes con
EICHCc.
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ESCALA DE PUNTUACION DE LOS SINTOMAS DE LA EICH CRONICA

{Escala LEE)

Mada | Ligeramente | Moderadamente | Bastante | Extremadamente

COMER Y
DMLESTION
g. Dificultad para
tragar alimentos i 1 . 3 2
sdilidios
r. Dificultad para o 1 3 3 a
tragar liguidios
5. Wamitas I 1 . 3 4
t. Férdida de peso i 1 1 E | 4
MIOSCULOS ¥
ARTHULALIONES
w. Dolores
articulares y i 1 . 3 4
mivsculares
v. Mowilidad de laz
articulaciorees i 1 . 3 4
limitada
w. Calamibres
miusculares - 1 ‘ 3 *
k. Debilidad
miuscular - 1 ‘ 3 *
EMERGIA

. Pérdida de
:nerglu B . - . =
7. Neces®a dormir
mids) dormir i 1 I E | 4
siestas
&a. Fiebre i 1 1 E | 4
MENTALTY .
EMOCIONAL B : é - -
Bo. Dvepresion I 1 2 3 2
Lc. Arsiedad L 1 . 3 -
Od. Dificubad para 0 1 3 3 .
darmir

Firma el pascienbe

Figura 4.3. (Continuacion). Escala de Lee o de puntuacion de sintomas subjetivos para

pacientes con EICHc.

69



Material y métodos

4.3.3.6 Toxicidades

En el caso de aparicion de toxicidad, se permitio el uso de farmacos apropiados
incluyendo antieméticos, antidiarreicos, etc., procurando un manejo sintomético. Todos
los efectos secundarios experimentados por los participantes en el estudio fueron
recogidos desde la infusion de linfocitos Treg hasta la visita final del estudio en el
correspondiente cuaderno de recogida de datos. La clasificacion de la toxicidad se realizo
de acuerdo a los criterios CTCAE version 5.0. Se valord la posibilidad de que los
pacientes que, tras finalizacion del estudio, continuaran presentando toxicidad
relacionada o no con el tratamiento, fueran contactados para evaluaciones adicionales

hasta resolucién de la toxicidad.

4.3.3.7 Estudios bioldgicos

Se obtuvieron muestras de sangre periférica durante todo el ensayo para evaluar los
efectos inmunoldgicos del tratamiento. Para ello se recogieron muestras en los siguientes
puntos: 2 semanas previo a la infusién de Treg, en las semanas 1, 2, 4, 6,8y 12 y en los
meses 6, 9y 12. Se realizaron los siguientes estudios:

Analisis fenotipico de subpoblaciones de linfocitos: para identificar subpoblaciones de

linfocitos fenotipicamente distintos. Se realiz6 el analisis mediante citometria de flujo.
Para ello se crearon paneles de anticuerpos para distintas poblaciones celulares como
Tregs CD4+, otras subpoblaciones de linfocitos T CD4 y CD8, linfocitos B y células NK.
El objetivo fue medir los cambios cuantitativos de las poblaciones celulares individuales

que ocurren como resultado del tratamiento.

Citoquinas plasmaticas: se midieron los niveles de IL-2, IL-7 e IL-15 en muestras de

plasma mediante ELISA. Dichas muestras fueron procesadas en el Instituto de Medicina

Molecular, Lisboa (Portugal).

Ensayos funcionales: para evaluar la funcion de los Tregs que se expanden in vivo en

respuesta al tratamiento. En estos experimentos, los Tregs se purificaron mediante sorting
y se testd posteriormente su capacidad supresora sobre linfocitos T autdlogos. Dichas
muestras fueron procesadas en el Instituto Max Planck de Genética Molecular, Berlin
(Alemania).
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Anélisis gendmicos: Se realizo secuenciacion de la cadena B del receptor TCR de los
linfocitos T para analizar la diversidad clonal. Los linfocitos se seleccionaron mediante
sorter y se congelaron para preservar la integridad celular. Dichas muestras fueron

procesadas en el Instituto Max Planck de Genética Molecular, Berlin (Alemania).

4.3.3.8 Citometria

Para el ensayo clinico, se llevo a cabo citometria y se analizaron distintos marcadores
celulares en funcion de si se tratd de la aféresis, de la muestra de producto celular
enriquecido tras la seleccion de células Treg o si fue sangre periférica para monitorizacién

in vivo.

En cuanto a la aféresis, el producto después de la deplecion, o producto celular
enriquecido, se sometié un marcaje de superficie para 10° células por cada tubo. Las
células se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se afiadieron 2
ml de Lysis Buffer por tubo y se volvid a incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizd un centrifugado y lavado con PBS, antes de resuspender y
adquirir en el citometro. Para el marcaje intracelular, también se recolect6 un total de 10°
células por cada tubo y se incubd 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente se realiz6 un lavado con PBS y centrifugado. El pellet se resuspendi6 en
1 m de PBS, al cual se le afiadi6 1 pl de Viability Dye y se incub6 a 4°C durante 30
minutos. Las células se lavaron con PBS y se centrifugaron. Tras afiadir 1 ml de Fix/Perm
Buffer (preparado 1/4 en diluyente) se incub6 a 4°C durante 35 minutos. Tras ello se lavo
con 2 ml de Permeabilization Buffer y se centrifugd. Se resuspendid nuevamente en 100
ul de Permeabilization Buffer, y se afiadieron 20 ul de anti-FoxP3-PE, tras lo cual se
incub6 durante 30 minutos a 4°C. Finalmente se lavaron las células con 2 ml de
Permeabilization Buffer, se procedio a centrifugado, resuspension en PBS y adquisicion

en el citbmetro. Los paneles empleados se muestran en la tabla 4.6.
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Linfocitos Treg+Linfocitos | Treg+FoxP3

FITC CD8 CD127 CD127

PE CD56 FoxP3
PercPCY5.5 CD4 CD4 CD45

PECy7 CD8

APC CD3 CD25 CD25
APCCy7 CD14 CD3 CD4
BV450 CD20 CD20 CD3
BV510 CD45 CD45 CD45

Tabla 4.6. Paneles de citometria utilizados en la caracterizacion del producto celular.

En cuanto a la monitorizacion in vivo para seguimiento de los pacientes se emple6 sangre
periférica obtenida en un tubo de EDTA. Para los tubos de células T y NK y Linfocitos
B se tomaron 150 ul de muestra, y se marcaron con sus respectivos anticuerpos
monoclonales (Tabla 4.7.). Se incubd 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad,
tras lo cual se afiadieron 2 ml de Lysis Buffer y se incubd durante otros 10 minutos.
Posteriormente se centrifugo durante 5 minutos a 2000 rpm, se elimind el sobrenadante y
se lavé con PBS. Tras centrifugar nuevamente, se afiadieron 4 gotas de PBS para su

adquision en el citometro.

Se realiz6 un tubo de contaje con bolas con 150 pl de muestra al que se afiadieron los
anticuerpos monoclonales. Se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad. Se afiadieron 2 pul de DAPI 5 minutos antes de finalizar los 20 minutos de
incubacidn. Posteriormente se afiadieron 2 ml de Lysis Buffer y se incub6 10 minutos, tras
lo cual se centrifugd durante 5 minutos a 2000 rpm. Se elimind el sobrenadante y se lavo
con PBS. Se centrifugd nuevamente y se afiadié 1 ml de PBS. Tras vortear bien la mezcla
de bolas se afadieron 50 pl de bolas al tubo, para proceder a adquirir en el citometro a
pocos eventos/segundos y en velocidad de adquisicion low (para evitar dobletes) y con
threshold de 200 en FSC.

Para los tubos de Treg, caracterizacion de Treg y Treg/Tcon se afiadieron 200 pl de
muestra. Se afiadieron los anticuerpos monoclonales, excepto anti-FoxP3 y anti-Ki67, y
se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Tras lavar con PBS
frio, se resuspendio en 1 ml de Fix/Perm Buffer (preparado 1/4 en Diluyente), y se incubo

35 minutos a 4°C. Se lavé con 2 ml de Permeabilization Buffer (preparado 1/10 en agua),
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y se centrifugd durante 5 minutos a 2000 rpm. Tras ellos, se resuspendié en 100 ul de
Permeabilization Buffer y se afiadieron los anticuerpos monoclonales anti-FoxP3 y anti-
Ki67. Se incub6 30 minutos a 4°C, y se lavo con 2 ml de Permeabilization Buffer. Tras
centrifugar 5 minutos a 2000 rpm, se afiadieron 4 gotas de PBS y se procedio a su

adquision en el citbmetro.

Contaje TyNK | LinfosB Treg Caracteriz. | Treg/Tcon
Treg
FITC CD45 CD8 CD27 CD25 CD25 CD25
PE BOLAS CD56 CD127 CD127 Ki67
PercPCy5.5 CD3 CD3 CD3 CD4 CD4
PE-Cy7 CD19 TCR CD19 CCR7 CD62L
APC CD4 HLADR FoxP3 FoxP3 FoxP3
APC-H7 CD14 CD31
V450 DAPI CD16 CD21 CD4 CD45RA CD45RA
V500 CD45 CD45 CD45 CD45 CD45

Tabla 4.7. Paneles de citometria utilizados en la monitorizacion de los pacientes.

4.3.3.9 Cell sorting

Para aislar las células Treg (pre-infusion, semana 2 y 12, y meses 6 y 12) se realizé un
ficoll con 30 ml de muestra de sangre periférica y se recogié la capa de células
mononucleadas. Se lavo con RPMI, y se resuspendié en 100-500 pl de PBS + SBF 1%
(segun el tamafio del pellet). Se afiadieron los siguientes anticuerpos: CD25-FITC,
CD127-PE, CD3-APC y CD4-BV450. Se incubd 20 minutos a temperatura ambiente y
se lavd con PBS. Tras ello se procedié al sorting mediante citdbmetro separador de las
celulas. Una vez realizado, las muestras obtenidas se centrifugaron 5 minutos a 2000 rpm
y se elimind el sobrenadante Se afiadieron 300 pl de RNA Protect Cell Reagent.

Posteriormente se sumergio lentamente en nitrogeno liquido y se congel6 a -80°C.

4.4  Meétodos estadisticos

Para los experimentos con cultivos celulares, ensayo de supresion y modelo murino se
empled el programa GraphPad PRISM 7.03. Los graficos representan la media y el error
estandar de la media (S.E.M). La comparacion estadistica se realizo utilizando la prueba

T de Student, y la prueba ANOVA cuando fue apropiado. Para verificar la normalidad,
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se utilizé la prueba de Shapiro Wilk. Las curvas de supervivencia se representaron
mediante el método de Kaplan Meyer y se utilizé la prueba Log-Rank para determinar las
diferencias estadisticas. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas
cuando el valor de p<0,05. Los valores p representados fueron: * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001, **** p<0,0001.

Para el estudio retrospectivo los resultados se analizaron mediante el paquete estadistico
SPSS PASW 18. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando
el valor de p fue menor de 0,05. La supervivencia global (SG) se calculo en nuestro
estudio a los 6 meses y al afio con el programa Stata / IC 15.0. Dado que el objetivo del
estudio fue meramente descriptivo y, por tanto, no existia hipdtesis por confirmar, no fue

necesaria la estimacién muestral previa al estudio.

Para la mayoria de los analisis estadisticos del ensayo clinico en el proyecto Horizonte
2020 se uso el programa IBM SPSS Statistics for Windows, Version 26.0. Armonk, NY':
IBM Corp. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando el
valor de p fue menor de 0,05. Para los graficos se empled el programa GraphPad PRISM
7.03, donde se representan la media y el error estandar de la media (S.E.M). Para la
comparacion en la evolucién de los subtipos celulares en el seguimiento de los pacientes
tras la infusion de células Treg se empleo el test general de medidas repetidas. Para medir

la caracteristicas clinicas de la poblacion evaluada se realiz6 un estudio descriptivo.
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5 Resultados

5.1 PARTE I: Estudio retrospectivo con ruxolitinib

Se analizaron un total de 79 pacientes, de los cuales 72 eran adultos y 7 pediatricos. La
mediana de edad fue de 51 afios, con un rango de 0 a 73 afios. Las caracteristicas basales
de la poblacién incluida se muestran en la tabla 5.1.

Por patologias, la enfermedad de base mas frecuente fue la leucemia mieloide aguda
(38%), seguida del linfoma no Hodgkin (16,5%) y la leucemia linfoblastica aguda
(15,2%).

Predomino ligeramente el régimen de acondicionamiento de intensidad reducida (57%).
La fuente predominante fue la sangre periférica (95%). Es de destacar que el 53% vy el
55% de los pacientes con EICH aguda y crénica, respectivamente, habian recibido tres o

mas lineas o tratamiento previo.

Caracteristicas basales N(%)
Género

Masculino 48 (60,8)

Femenino 31 (39,2)
Edad

Mediana (rango) 51 (0-73)

Patologia de base

Leucemia mieloblastica aguda 30 (38)
Leucemia linfoblastica aguda 12 (15,2)
Sindrome mielodisplasico 11 (13.9)
Mieloma multiple 3(3,8)
Linfoma de Hodgkin 2(2,5)
Linfoma no Hodgkin 13 (16,5)
Mielofibrosis 4(5,1)
Otros 4 (5,1)

Tabla 5.1. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio retrospectivo

para evaluar la eficacia y seguridad del tratamiento con ruxolitinib.
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Caracteristicas basales N(%)

Estado de la enfermedad previo al

trasplante
Remision completa 47 (59,5)
Respuesta parcial 13 (16,5)
Enfermedad estable 11 (13,9)
Otras 8 (10,1)

Tipo de trasplante

Donante emparentado HLA idéntico 33 (41,7)
Haploidéntico 7 (8,8)
Donante no emparentado 39 (49,3)

Acondicionamiento

Mieloablativo 34 (43)

Intensidad reducida 45 (57)
Fuente

Sangre periférica 75 (95)

Médula 6sea 2(2,5)

Cordén umbilical 2(2,5)

Tabla 5.1 (Continuacién). Caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio
retrospectivo para evaluar la eficacia y seguridad del tratamiento con ruxolitinib.

5.1.1 Eficacia del ruxolitinib en el tratamiento de la EICH aguda

Del total de la poblacion analizada, 23 pacientes recibieron ruxolitinib como tratamiento
para la EICH aguda refractaria. Todos los pacientes presentaban EICHa grados 2-4 y 20
pacientes (87%) presentaban grados 3-4. La mediana del nimero de lineas previas de
tratamiento fue de 3 (rango 1-5). Las caracteristicas de los pacientes con EICH aguda se

muestran en la tabla 5.2.
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EICH aguda (n = 23) N (%)
Grados
2-4 23 (100)
3-4 20 (87)

Organos afectados

Piel 16 (69,6)
Tracto digestivo 21(95.,5)
Higado 13 (59,1)

Lineas previas de tratamiento

1 4(18,2)
2 7 (31,8)
3 6 (26,1)
>3 6(27,2)

Tabla 5.2. Caracteristicas de la poblaciéon de pacientes con EICHa previo al uso de

ruxolitinib.

Cuando analizamos la tasa de respuestas tras inicio de tratamiento con ruxolitinib,
encontramos una respuesta global del 69,5% (16/23) entre los pacientes que lo recibieron
en contexto de EICHa, de lo cuéles el 21,7% (5/23) alcanz6 remision completa (tabla 5.3).
La mediana de tiempo hasta observar respuesta desde el inicio del tratamiento fue de 2
semanas (rango: 0,5-4 semanas) y la dosis mas empleada de ruxolitinib fue de 20 mg/dia

dividido en dos dosis.

En cuanto a 6rganos afectados no encontramos diferencias significativas, con unas tasas
de respuestas completas que oscilaron en torno al 20%. Ademas, el tratamiento con

ruxolitinib permitio reducir las dosis de corticoides en el 73,7% (17/23) de los pacientes.

La mediana de seguimiento de toda la serie de pacientes con EICHa fue de 78 dias (rango
4-913). La supervivencia global a los 6 meses fue del 47% (IC: 23-67%). La
supervivencia global a los 6 meses en los que respondieron frente a los que no

respondieron fue del 62% frente al 28%, respectivamente (Figuras 5.1 y 5.2).
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Respuesta al ruxolitinib en pacientes con EICHa

N° sujetos (n = 23) Respuestas globales | Remisiones completas
(%) (Y0)
Respuesta global 16/23 (69,5) 5/23 (21,7)
Respuesta en los grados 3-4 14/20 (70) 5/20 (25)
Respuesta por 6rganos
Piel 11/16 (68,8) 3/16 (18,7)
Tracto digestivo 14/21 (66,7) 4/21 (19)
Higado 9/13 (69,2) 3/13 (23)
Respuesta global en pacientes con >3
lineas de tratamiento 9/12 (75)
Con EICHa grados 3-4 8/11 (72,7) 2/11 (18,2)
Con afectacion en piel 8/10 (80) 2/9 (20)
Con afectacion en tracto digestivo 8/11 (72,7) 1/11 (9)
Con afectacion hepética 4/6 (66,7) 1/6 (16)

Tabla 5.3. Respuesta al ruxolitinib entre los pacientes con EICH aguda.

Supervivencia global en EICHa
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Figura 5.1. Supervivencia global en los pacientes con EICHa que recibieron ruxolitinib.
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Supervivencia global en EICHa por grupos
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Figura 5.2. Supervivencia global en pacientes con EICHa diferenciando entre grupo de

pacientes respondedores vs. no respondedores.

5.1.2 Eficacia del ruxolitinib en el tratamiento de la EICH crénica

Las caracteristicas de los pacientes con EICH crénica se muestran en la tabla 5.4. Del
total de la poblacion analizada, 56 pacientes recibieron ruxolitinib como tratamiento para
la EICHCc refractaria a corticoides. Todos los pacientes presentaban EICHc moderada
(50%) o grave (50%). La mediana del nimero de lineas previas de tratamiento fue de 3
(rango 1-10).

Cuando analizamos la tasa de respuestas tras inicio de tratamiento con ruxolitinib,
encontramos una respuesta global del 57,1 % (32/56) entre los pacientes que lo recibieron
en el contexto de EICHc, de lo cuales el 3,5 % (2/56) alcanzd remision completa (tabla
5.5). La mediana de tiempo hasta observar respuesta desde el inicio del tratamiento fue
de 4 semanas (rango: 1-24 semanas) y la dosis mas empleada fue de 20 mg/dia dividido
en dos dosis. Nuevamente no encontramos diferencias significativas en cuanto a las
respuestas por érganos afectados. Es de destacar que aquellos pacientes con afectacion en
piel con cambios escleroticos tuvieron una respuesta del 56%, en el 61,5% en el caso de
pacientes con afectacion pulmonar y en el 56,3% en aquellos con afectacion del tracto
digestivo. Ademas, el tratamiento con ruxolitinib permitié reducir las dosis de corticoides
en el 59,2% (32/56) de los pacientes.
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EICH cronica (n =56) N (%)
Gradacion NIH
Leve 0(0)
Moderada 28 (50)
Severa 28 (50)
Organos afectados
Piel 44 (78,5)
Cambios escler6ticos 25 (41,1)
Liguen plano 2 (3,6)
Rash 13 (23,2)
Hiper/hipopigmentacion 3(54)
Ictiosis 3(54)
Oral 33 (58,9)
Ocular 23 (41)
Tracto digestivo 16 (28,6)
Higado 10 (17,8)
Pulmon 26 (45)
Afectacion en la movilidad
articular 22 (39,4)
Tracto urinario 7 (12,5)
Membrana esoféagica 2 (3,6)
Derrame pleural/pericardico 2 (3,6)
Sindrome nefroético 1(1,8)
Neuropatia 1(1,8)
Microangiopatia 1(1,8)
Polimiositis 3(5,3)
Lineas previas de tratamiento
1 4(7,1)
2 20 (35,7)
3 11 (19,6)
>3 21 (37,6)

Resultados

Tabla 5.4. Caracteristicas de la poblacién de pacientes con EICHc previo al uso de

ruxolitinib.
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Respuesta al ruxolitinib en pacientes con EICHc Respuestas Remisiones
globales (%) completas (%)
Respuesta global 32/56 (57,1) 2/56 (3,5)
Respuesta global por grados
Moderado 17/28 (60,7) 1/28 (3,5)
Severo 15/28 (53,5) 1/28 (3,5)
Respuesta global por érganos
Piel con cambios escleroticos 14/25 (56) 0/25 (0)
Pulmén 16/26 (61,5) 2126 (7)
Tracto digestivo 9/16 (56,3) 2/16 (12)
Respuesta global en pacientes con >3 lineas de
tratamiento 17/32 (53,1) 2/32 (6,3)
Con afectacion moderada o severa 17/32 (53,1) 2/32 (6,3)
Con afectacion en piel con cambios escleréticos 8/15 (53,3) 0/15 (0)
Con afectacion pulmonar 10/14 (71,4) 2/14 (14,2)
Con afectacion en tracto digestivo 7/10 (70) 2/10 (20)

Tabla 5.5. Respuesta al ruxolitinib entre los pacientes con EICH cronica.

La mediana de seguimiento fue de 181 dias (rango 15-560). La supervivencia global al

afio fue del 81% (IC: 63-89%). La supervivencia global al afio en respondedores frente a

no respondedores fue del 83% frente al 76%, respectivamente (Figuras 5.3.y 5.4.).

Supervivencia global en EICHc
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Figura 5.3. Supervivencia global en los pacientes con EICHc que recibieron ruxolitinib.
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Supervivencia global en EICHc por grupos
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Figura 5.4. Supervivencia global en pacientes con EICHc diferenciando entre grupo de
pacientes respondedores vs. no respondedores.

5.1.3 El ruxolitinib no aumenta la reactivacion de infecciones virales respecto a la
tasa de reactivacion previa al inicio del tratamiento

En el grupo de pacientes con EICHa, la frecuencia de reactivacion de CMV fue del 52,2%

(12/23). Sin embargo, cuando analizamos la incidencia antes del inicio del tratamiento,

ésta fue también del 52,2% (12/23); por lo que no se apreci6 un aumento en la incidencia

de reactivaciones de CMV durante el tratamiento.

En el grupo de pacientes con EICHCc, la frecuencia de reactivacion de CMV fue del 19,6%
(11/56) durante el tratamiento con ruxolitinib, y del 26% (15/56) previo al mismo, por lo
que tampoco se observé aumento de reactivaciones de CMV tras el inicio del ruxolitinib.
La monitorizacién y seguimiento del CMV se realizé mediante PCR de CMV en plasma
y las reactivaciones se trataron segun la practica clinica institucional cuando el nimero

de copias por mililitro fue superior a 500.
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5.1.4 Ruxolitinib presenta un perfil de toxicidad aceptable

De forma global, 26 pacientes (32,9%) interrumpieron el tratamiento con ruxolitinib. Las
principales causas fueron falta de respuesta (14), citopenias (3 pacientes tenian
trombocitopenia, 3 anemia, 3 tenian ambas); infecciones (1); y otras causas (2).

Se observé una frecuencia del 32,9% (26/79) de pacientes que tuvieron algun tipo de
toxicidad o evento adverso relacionado con el farmaco de cualquier grado. De ellos, solo
tres pacientes interrumpieron de forma definitiva el tratamiento con ruxolitinib. Las
causas de la interrupcion del tratamiento en estos pacientes fueron la infeccion fungica,
trombocitopenia e insuficiencia hepatica. Para el resto, fue suficiente con la suspensién

temporal, la reduccidon de dosis o el manejo sintomético (Tabla 5.6).

Toxicidades y eventos adversos N=26/79 (32,9 %)
Infecciones 4 (5)
Infecciones fungicas 2
Infecciones bacterianas/virales 2
Citopenias 14 (17,7)
Anemia 3
Leucopenia 2
Trombocitopenia 5
Combinaciones 4
Otras 8 (10,1)
Disfuncion renal 3
Disfuncién hepatica 3
Hipertension 1
Edemas 1
Accion
Reduccion de dosis 14 (17,7)
Suspensién temporal 2(2,5)
Discontinuacion 33,7
Sin accién/Otras 7(8,8)

Tabla 5.6. Toxicidades y eventos adversos observados durante el tratamiento con

ruxolitinib.
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5.1.5 Ruxolitinib no disminuye el EICL
Sélo se encontrd un paciente en la poblacion analizada que sufrio recaida de su patologia
hematoldgica, y éste ademas se calificd como paciente no respondedor al tratamiento con

ruxolitinib.

En cuanto a la mortalidad, fallecieron 18 pacientes (22,8%) de forma global; 10 pacientes
(43,5%) en el grupo de pacientes con EICHa, y 8 pacientes (14,3%) en el grupo de
pacientes con EICHc. Las causas de muerte fueron: infecciones (10), EICH refractaria (6)

y otras causas (2).
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5.2 PARTE Il: Modelo preclinico
5.2.1 Modelo in vitro

5.2.1.1 Cultivos celulares

5.2.1.1.1 Ruxaolitinib favorece el ratio nTreg:Tcon in vitro a lo largo del tiempo
En nuestro modelo estudiamos el efecto del inhibidor de JAK 1y 2, ruxolitinib, sobre

células Tregs in vitro activadas previamente con anti-CD3 y anti-CD28 a los 2, 5 y 8 dias.

A los 2 dias del experimento encontramos que a proporciones crecientes de ruxolitinib,
se produjo una reduccidn en la activacion de las células T, asi como una disminucién en
el nimero de células CD25+ FoxP3"9", las cuales experimentaron una caida significativa
en el porcentaje (Figura 5.5 y 5.8A) en comparacion con aquellos pocillos que no

contenian ruxolitinib.
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Figura 5.5. La figura representa los graficos de citometria de las células mononucleadas
activadas con anti-CD3 y anti-CD28 en distintos puntos y a distintas concentraciones de
ruxolitinib, en concreto se muestran los marcadores CD25 y FoxP3 dentro de la

subpoblacion de CD4+.
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A los 5 y 8 dias del experimento volvio a realizarse la misma medicion. Los resultados
arrojaron un incremento progresivo a lo largo del tiempo en el porcentaje de células Treg
en los pocillos tratados con dosis crecientes de ruxolitinib, mientras que los no tratados
experimentaron una caida drastica en dicho porcentaje de células. En nuestros
experimentos la concentracion éptima de ruxolitinib para obtener el mayor porcentaje de

celulas Treg fue de 0,3 puM.

También se contabilizé el ratio de células Treg con respecto a células CD4 y CD8, que se

muestra en la siguiente figura (Figura 5.6).

os- CD4+ CD8+
' Hl Ruxo0pM
Bl Ruxo 0.1 uM
c 0.44
° Bl Ruxo 0.3 uM
';0.3- Bl RuxolupuM
()
- 0.2 9
2
©
x 0.14
0.0~

Figura 5.6. Cuantificacion del ratio de células CD4+ CD25+ FoxP3"9" con respecto a
células CD4+ o CD8+. Se muestra la media y el error estandar de la media (SEM) de dos

experimentos independientes.

Nuestra hip6tesis sobre este comportamiento a lo largo del tiempo es que las células
CD25+FoxP3"9" que detectamos en los pocillos no tratados con ruxolitinib se
corresponden con Treg inducidos (iTregs) generados a partir de Tcon tras la activacion
con anti-CD3 y anti-CD28, y cuyo fenotipo es mas inestable, mientras que las células
Treg detectadas en los pocillos tratados con ruxolitinib eras células Treg naturales

(nTregs) de origen timico, de fenotipo es mas estable en el tiempo.
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Para demostrar esta hipdtesis realizamos tinciones para el factor de transcripcion Helios.
Si bien la expresion de Helios es un marcador que puede expresarse tanto en células Treg
timicas como en Tregs inducidas®®, en nuestro estudio utilizamos activacion con anti-
CD3 y anti-CD28 en placas, método que se ha descrito que no incrementa la expresion
de Helios en las células Treg inducidas®. Al realizar esta tincion observamos como los
cultivos tratados con ruxolitinib presentaron mayores porcentajes de células
Helios+FoxP3"9" en comparacion a los pocillos no tratados con ruxolitinib. Dicha

diferencia se mantuvo a lo largo de todo el experimento (Figuras 5.7 y 5.8B).
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Figura 5.7. La figura representa los gréficos de citometria de las células mononucleadas
activadas con anti-CD3 y anti-CD28 en distintos puntos y a concentraciones de ruxolitinib
0y 0.3 uM. Los gréaficos de puntos muestran los marcadores CD25 y FoxP3 dentro de la
subpoblacion de CD4+. Los graficos de densidad muestran las tinciones para Helios y
PD1.

A fin de definir esta poblacion procedimos a la caracterizacion fenotipica de las células
Treg de los cultivos mediante la medicion de PD1, CTLA4, CD39 y CD45RA.
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El PD1 (promotor de muerte celular programada 1) es una proteina presente en la
superficie celular de linfocitos T implicada en la regulacion de la activacion inmune
mediante dos mecanismos, el aumento de la apoptosis en células T especificas, y la
reduccion de la apoptosis de las células Tregs®®. Por otro lado, también es un marcador
de agotamiento de las células T efectoras. En nuestros experimentos encontramos que la
expresion de PD1 fue mayor en las células Helios- FoxP3"%" comparado con las células
Treg Helios+ (Figuras 5.7 y 5.8C), mostrando una relacion inversa. Recientemente se ha
publicado que la delecion de PD1 favorece la capacidad de supresion de las células
reguladoras en ratones KO para esta proteina®. En células mononucleadas aisladas no
estimuladas, la mayoria de las células FoxP3+ son Helios+ y no existe correlacion con la

expresion de PD1 (no mostrado).

El CTLA4 (antigeno citotoxico de células T 4) es otro inhibidor de la activacion
linfocitaria que regula la respuesta inmune. CTLA4 se expresa de forma constitutiva en
las células Treg e incrementa su expresion tras la activacion celular®. En nuestros
experimentos encontramos que el ruxolitinib reduce la expresion de este inhibidor a
tiempos cortos de incubacion, pero que a mayores concentraciones, aumenta la expresion
a lo largo del tiempo (Figura 5.8D), sugiriendo que este farmaco podria potenciar la

capacidad supresora de las células Tregs.

Por otro lado, el CD39 es un marcador celular que se ha relacionado con la capacidad
supresora de las células Tregs®®®, gracias a su actividad catalitica productora de
adenosina extracelular. Su expresion se vio aumentada a lo largo del tiempo en los
cultivos en todas las condiciones experimentales (Figura 5.8E), aunque fue notablemente
mayor en las Treg tratadas con ruxolitinib en comparacion a las Treg no tratadas en todos

los puntos medidos.

Por altimo, analizamos expresion de CD45RA. Dicho marcador se presenta en los
fenotipos naive que caracteriza a las células virgenes y que se pierde progresivamente al
estimular los linfocitos para dar paso a la expresion de CD45R0, asociado a los linfocitos
T de memoria. En el caso de las Treg de sangre periférica, se utiliza para identificar una
poblacion que puede expandirse in vitro manteniendo su capacidad supresora® %, Al
analizar dicho fenotipo en nuestros experimentos, encontramos una pérdida de este

marcador en todas las células Treg, independientemente de su fenotipo Helios, indicando
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que, en nuestros cultivos, las células T pierden su fenotipo naive al activarse con anti-

CD3y anti-CD28, incluyendo las células derivadas del timo nTreg (Figura 5.8F).
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Figura 5.8. Se muestra la cuantificacion de los distintos marcadores dentro de la
subpoblacion de células CD4+ FoxP3"9". (A) Cuantificacion de células FoxP3"9"; (B)
Cuantificacion de Helios+; (C) Cuantificacion de PD1+; (D) Cuantificacion de CTLA4+;
(E) Cuantificacion de CD39+; (F) Cuantificacién de CD45RA+. Valores de p: * <0,05,
** <0,01, *** <0,001, **** <0,0001.
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5.2.1.1.2 La expresion de los receptores de quimiocinas de tubo digestivo se ve menos
afectada por ruxolitinib en Tregs que en Tcon
Otro aspecto que se valord fue la capacidad migratoria de las células Treg hacia los
organos diana afectados por el EICHc, dado que es un aspecto que podria influir en la
eficacia del tratamiento con dichas células. Para ello estudiamos los marcadores Cxcr3,
Ccr5 y Ccr9, pues la expresion de dichas moléculas se ha correlacionado con las
propiedades migratorias de las células T al intestino en condiciones patologicas®%, Se
realizaron mediciones de estos tres marcadores tanto en células Treg como en células
Tcon. Nuestros hallazgos muestran que ruxolitinib reduce la expresion de Cxcr3 y Ccr9
en Tregs y Tcon y de Ccr5 so6lo en Tregs. A pesar de que reduce la expresion de estas
moléculas en Tregs, algo indeseado en los casos de afectacion del tracto intestinal por
EICHCc, en todos los casos la expresion de dichos marcadores fue significativamente
mayor en las células Treg en comparacion a las células Tcon. Ello sugiere que ruxolitinib

podria afectar menos a la capacidad migratoria de las células Treg (Figura 5.9).
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Figura5.9. Porcentaje de células positivas Cxcr3, Ccr5 y Ccr9 en células CD4+ FoxpP3Moh
y FoxP3"" después de 48 h de estimulacion anti-CD3 / CD28. Las células se trataron con
las cantidades indicadas de ruxolitinib desde el comienzo de la estimulacion. Se
representa la media y el error estandar de la media (SEM) de 5 experimentos
independientes. Valores de p: * <0,05, ** <0,01, *** <0,001, **** <0,0001.
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5.2.1.1.3 La fosforilacion de Stat3 y Stat5 esta reducida tanto en las células Treg como
en las Tcon tras tratamiento con ruxolitinib

Se ha descrito previamente que el ruxolitinib reduce la fosforilacion de Stat3%* y Stat51%
en los linfocitos T. También se ha descrito que Stat5 es esencial en el desarrollo de las
Tregs, mientras que Stat3 no lo es. Sin embargo, no se ha abordado el efecto del
ruxolitinib en cuanto a fosforilacion de Stat3 y Stat5 sobre las células Tregs. Se ha llegado
a proponer que la fosforilacion de Stat3 depende principalmente de JAK1 y JAK2,
mientras que Stat5 depende mas de JAK2 y JAK3?%. Decidimos medir en nuestros
experimentos la influencia del ruxolitinib en la fosforilacion tanto de Stat3 como de Stat5,
tanto en células Treg como en Tcon. A las 48h de activacion celular con anti-CD3 y anti-
CD28, se evidencid una fuerte fosforilacion de Stat5 en células CD8+, CD4+ FoxP3'" y
células Treg (Figura 5.10A), que fue completamente abolido por el tratamiento con
ruxolitinib en todos los casos. Lo mismo ocurrié con la fosforilacion Stat3 (figura 5.10B).
Verificamos si habia o no alguna diferencia en las células Helios+ y Helios-, y se observd
el mismo resultado para ambas poblaciones (figura 5.10C, D).

5.2.1.2 Ensayo de supresion

5.2.1.2.1 Ruxolitinib no afecta la capacidad supresora de las células Treg

Para comprobar la capacidad supresora de las Treg tratadas con ruxolitinib, primero
analizamos la produccion de IL-10 de las células CD4+ FoxP3"9" presentes en los
cultivos de células mononucleadas tras dos dias de activacion y tratamiento con diferentes
concentraciones de ruxolitinib (Figura 5.11A, B), en comparacién con las células CD4+
FoxP3'""y CD8+.

Las primeras mostraron una mayor capacidad de produccion de IL-10 a todas las
concentraciones de ruxolitinib, a pesar de mostrar una ligera disminucién progresiva del
marcaje intracelular de IL-10 a concentraciones crecientes de ruxolitinib. Esto fue asi para
las células Helios+ y Helios- CD4+ FoxP3"9" (Figura 5.11C, D).
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CD4+ Foxp3 High
CD4+ Foxp3 Low

CD8+

Bl CD4+ Foxp3 high HELIOS+
CD4+ Foxp3 high HELIOS-
CD4+ Foxp3 high
CD4+ Foxp3 low
CD8+

Figura 5.10. (A) Cuantificacion de Fosfo-Stat5 intracelular. Las células mononucleadas

se cultivaron durante 48 h en presencia de ruxolitinib a concentraciones de 0 0 0,3 uM,

con o sin estimulacion anti-CD3 y CD28. Cuando se indica, las células no estimuladas se

estimularon con IL-2 durante 15 minutos antes de la tincion por citometria. Las células

se activaron para CD4+ FoxP3"9" CD4+ FoxP3'"" y CD8+. Se muestra el promedio y el

error estandar de la media (SEM) de la intensidad de fluorescencia media (MFI) de dos

experimentos independientes con dos réplicas técnicas cada uno; (B) Como en A, pero en

su lugar se utilizé tincion con Fosfo-Stat3. En este caso, se utiliz6 IL-6 para la

estimulacion celular; (C) Gréaficos de densidad de citometria de Fosfo-Stat5 y Helios; (D)

Como en A, pero en este caso, las células CD4+ FoxP3"9" también estan diferenciadas en

células Helios+ y Helios-. Se representan los valores p de la prueba t de Student pareada.

Valores de p: * <0,05, ** <0,01, *** <0,001, **** <0,0001.
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Figura 5.11. Cuantificacién de IL-10 intracelular. (A) Histogramas representativos de

tincién de IL-10 intracelular. Las células mononucleadas se cultivaron durante 48 h en

presencia de ruxolitinib a concentraciones de 0, 0,1, 0,3 0 1 uM, con estimulacion anti-
CD3y CD28; (B) Cuantificacién de la citometria mostrada en A. Promedio y SEM de la

intensidad de fluorescencia media (MFI) de cinco experimentos independientes; (C)

Como en A, pero las células CD4+ FoxP3"9" también se tifieron con anticuerpos contra

Helios para mostrar las poblaciones Helios+ y Helios-. Se muestran los valores p de un
ANOVA de una via. * <0,05, ** <0,01, *** <0,001, **** <0,0001; (D) Cuantificacién

de la citometria mostrada en C.



Resultados

Posteriormente realizamos mediciones de la capacidad supresora de las Tregs en
presencia de ruxolitinib en un modelo de supresion in vitro. Para ello procedimos a la
purificacion mediante separacion inmunomagnética de células Tregs (CD4+ CD25+
CD127'°"). Estas se mezclaron con células mononucleadas humanas marcadas con el
marcador de proliferacion celular CFSE en ratios diferentes y en presencia de distintas

concentraciones de ruxolitinib, y fueron activadas con anti-CD3 y anti-CD28.

El estudio mostro que a concentraciones de ruxolitinib 1 uM, independientemente de la
presencia o no de Tregs, la proliferacion de linfocitos T respondedores qued6 abolida casi
por completo. A concentraciones de ruxolitinib 0,1 uM la proliferacion de linfocitos T se
redujo de manera considerable, pero ain quedaban células CD4+ y CD8+ capaces de
proliferar en ausencia de células Treg (Figura 5.12A, B). Sin embargo, la adicion células
Tregs suprimid esta proliferacion residual y esta supresion fue mayor a mayor dosis de
dichas células. La cuantificacion de la capacidad de supresion normalizada a los controles
no tratados con ruxolitinib no Tregs mostrd el efecto aditivo de ruxolitinib y Tregs (Figura
5.12C). Maés interesante aun, cuando normalizamos al control sin Treg de cada
tratamiento, podemos observar que la capacidad de supresion de Tregs no disminuye en
presencia de ruxolitinib 0,1 uM vy, por el contrario, es incluso mayor (Figura 5.12D), lo
que sugiere un efecto sinérgico de ruxolitinib y Tregs en la supresion de la activacion.

5.2.2 Modelo murino

5.2.2.1 La terapia combinada de ruxolitinib y Treg disminuye la gravedad de la
EICH en modelo murino

Para confirmar el potencial terapéutico de una combinacion de ruxolitinib y Treg en el

tratamiento de la EICH, decidimos realizar un estudio preclinico utilizando un modelo de

raton de EICH crénico progresivo®®?,

Una vez los ratones fueron trasplantados, el dia +28 postrasplante se realizd una
aleatorizacion a distintos grupos de tratamiento. Utilizamos como punto temporal el dia
+28 postrasplante por ser el inicio de la fase cronica de la EICH. A continuacion, se

muestra el disefio del estudio (Figura 5.13):
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Figura 5.12. Ensayo de supresion. (A) Plots de citometria que representan la tincion de

CD8 y CFSE. Se realizd tincion con CFSE de las células mononucleadas activadas en

presencia de distintas concentraciones de ruxolitinib y Tregs; (B) Histograma

representativo de la tincion con CFSE de células Tcon respondedoras; (C) Se muestra el

porcentaje de supresion utilizando como control las células Tcon. El porcentaje de

supresion se calcula como {1 - (% de proliferacion en la muestra /% de proliferacion en

el control)} x 100%, siendo el control la muestra sin tratamiento; (D) Como en C, pero

en este caso la muestra control es una muestra sin Treg con ruxolitinib 0,1 uM para las

muestras tratadas con ruxolitinib. Se muestran los valores p por pares de una prueba T de
Student pareada. Valores de p: * <0,05, ** <0,01, *** <0,001, **** <0,0001. SEM =

Error estandar de la media.
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Ratén donador Semana +4
de Treg
57(H2")-GFP Aleatorizacién Semana +4 a +12
Tratamiento oral
Trasplante con
Dia 0 s
Aé Treg 3x10
5 x 400 células Mot Control
430 cGy B Grupo 1
NO Vehiculo
Treg
Tratamiento
N=18

Gl 1
Ruxolitinib 30 mg/kg dia rupo

Tratamiento
N=16 X

Grupo 2
Vehiculo
Tregs

6
2*10 esplenocitos +

6 .
5*10 células de MO N=17 Tratamiento

Ruxolitinib 30 mg/kg dia Grupo 3
S< gé
Raton ,
Ratén donante
receptor b
BALB/c(H2") C57(H2 )
Tratamiento oral
6
5*%10 células de MO
Control
Grupo 2

Vehiculo

Figura 5.13. Modelo murino de EICH. Se emplearon ratones receptores de la cepa
BALB/c. Se irradiaron con 800-860 cGy fraccionado en dos dosis con una separacion de
4 horas en el dia 0 del trasplante. Posteriormente se realizo el trasplante con la cepa
donante C57BI/6. En total, la cepa receptora recibié 5x10° células de médula 6sea y 2x10°
esplenocitos, a excepcion de un grupo que se destiné a control y que se trasplant6 con
5x10° células de médula Gsea, sin esplenocitos. El dia +28 postrasplante se llevé a cabo
la aleatorizacion en la cual los especimenes fueron asignados a cuatro grupos de
tratamiento, recibiendo: A) 3x10° Treg aislados de ratones transgénicos GFP isogénicos
del donante (C57BI/6-Tg (ACTB-EGFP) 10sb/J), B) Ruxolitinib 30 mg/kg/dia por sonda
oral, durante 5 a la semana, C) 3x10° Treg mas Ruxolitinib 30 mg/kg/dia en la misma

pauta descrita, y D) vehiculo de la infusion de ruxolitinib. MO = médula ésea.

La supervivencia (Figura 5.14) de los ratones que recibieron el tratamiento combinado
fue significativamente mayor en comparacion con los que recibieron el vehiculo (p =
0,0036) o el tratamiento Unico con ruxolitinib (p = 0,0164), y aunque no fue

estadisticamente significativa, también fue mayor que el tratamiento Gnico con Tregs.
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Figura 5.14. Representacion de la supervivencia mediante curva de Kaplan-Meier. Se
empled el Log Rank test para calcular las diferencias estadisticas entre el grupo de doble

tratamiento y el resto de grupos.

En cuanto a las puntuaciones clinicas de pérdida de peso, puntuacion en EICHa y
puntuacion en EICHc (Figura 5.15) también se encontré una mejora estadisticamente
significativa en el grupo de tratamiento combinado comparado con los brazos control y
de terapia Unica. También analizamos mediante citometria de flujo y hematimetria la
cantidad y fenotipo celular hallados en muestras de sangre periférica de los ratones en las

semanas 2, 4 y 6 tras el inicio del tratamiento.

Algunos ejemplares se sacrificaron en la semana 12 de tratamiento y se procedio a estudio
histoldgico de érganos como sangre, MO, bazo, timo, placas de Peyer e intestino delgado.
Dado que la cepa utilizada de ratén era GFP, pudimos cuantificar las células Treg GFP+.
Encontramos dichas células presentes tanto en sangre periférica como en médula 6sea a
las 18, 34, 50 y 70 semanas (Figura 5.16), momento en el cual se sacrificaron todos los

ratones seleccionados con este fin.

En resumen, el modelo murino muestra una mayor efectividad del tratamiento combinado
con ruxolitinib y Treg en la evolucion del score clinico de EICH que también se relaciona
con una mejora significativa de la supervivencia en los ratones que reciben ambos

tratamientos.

99



% de peso (+- SEM)

Score EICHc (+-SEM)

1101

-
o
o

.

©
o
M

801

701

60

= Inicio del tratamiento

Score EICHa (+-SEM)

0

T T T T ™TTT T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98

Dias después del trasplante

> Inicio del tratamiento

2.517

2.0

1.57

1.0

0.0

-0.57

T T T T T T T T T T T T T
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98

Dias después del trasplante

——p-nicio del tratamiento

)

T e el
L e e R B e e ey
7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98
Dias después del trasplante

LS B T

——

-

—

oo

{

Vehiculo (n=6)

Ruxo (n=7)

Tregs (n=7)

Treg + Ruxo (n=7)

S6lo MO (n=4)

Vehiculo (n=6)

Ruxo (n=7)

Tregs (n=7)

Treg + Ruxo (n=7)

S6lo MO (n=4)

Vehiculo (n=6)

Ruxo (n=7)

Tregs (n=7)

Treg + Ruxo (n=7)

S6lo MO (n=4)

Resultados

Figura 5.15. (A) Representacion de la pérdida de peso en los distintos grupos de

tratamiento. Se utiliz6 ANOVA de dos vias para el céalculo de los p-values; (B)

Representacion del score de EICH aguda; (C) Representcion del score de EICH crénica.
Valores de p: * <0,05; ** <0,01; *** <0,001; **** <0,0001. SEM = Error estandar de la

media.
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Figura 5.16. Citometria de biopsias de médula dsea de ratones infundidos con linfocitos
Treg GFP+. Se muestra la tincion con CD25 y GFP dentro de la poblacion CD4+.

5.2.2.2 La terapia combinada con ruxolitinib y Treg no afecta al efecto injerto
contra leucemia
Algunas publicaciones previas describen que ni el ruxolitinib ni el tratamiento con células
Treg interfieren en el EICL*®"". En nuestro modelo, también llevamos a cabo esta
verificacion mediante la infusion de células leucémicas A20 marcadas con luciferasa en
ratones BALB/c junto con esplenocitos de donantes C57BI/6 (Figura 5.17). Como se
puede apreciar en la imagen, en aquellos ratones que no recibieron esplenocitos se
produjo una proliferacion de células tumorales, mientras que en aquellos ratones que si
recibieron esplenocitos no se produjo proliferacion de las mismas en todos los grupos de

tratamiento.
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Figura5.17. Modelo murino para estudio del EICL. (A) Iméagenes de bioluminiscencia
in vivo de ratones BALB/c trasplantados con médula 6sea y esplenocitos de donantes
C57BI/6 y células leucémicas A20 que expresan la luciferasa. Las imagenes se obtuvieron
los dias +7 y +13 después del trasplante; (B) Cuantificacién de la bioliminiscencia
mostrada en A. Se representa la media y la SEM en escala logaritmica. MO = Médula

Osea, Espl. = Esplenocitos, Veh. = Vehiculo.
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5.3 PARTE IlI: Ensayo clinico con linfocitos Treg y ruxolitinib

Este ensayo clinico se enmarca dentro del proyecto de investigacion TREGeneration,
financiado por la Unidén Europea del programa Horizonte 2020, que combina siete
estudios clinicos paralelos en Europa y Estados Unidos para investigar el efecto de los
linfocitos Treg como terapia para la EICH. El consorcio esta formado por 8 colaboradores

de 6 paises europeos y un tercero en Estados Unidos.

5.3.1 Anélisis de datos clinicos

5.3.1.1 Poblacion de analisis incluida
Se reclutaron 16 pacientes, de los cuéles se infundieron un total de 14. Los pacientes
fueron asignados a 3 cohortes de dosis:

e Cohorte 1: se infundieron 3 pacientes, a dosis de 0,5x10%kg receptor de Tregs
infundidos

e Cohorte 2: se infundieron 5 pacientes, a dosis de 1x10%kg receptor de Tregs
infundidos

e Cohorte 3: se infundieron 6 pacientes, a dosis de 2x10%kg receptor de Tregs

infundidos

De los 16 pacientes analizados, la mediana de edad fue de 54 afios, con un rango de 35 a
69 afios. Las caracteristicas basales de la poblacion incluida y el nivel de afectacién de

EICH se muestran en las tablas 5.7.

Por patologias, las enfermedades de base mas frecuente fueron la leucemia mieloblastica
aguda (31,2%) y el sindrome mielodisplasico (26%). La fuente de progenitores fue la
sangre periférica (100%), ya fuera de donante emparentado (50%) o no emparentado
(50%). Todos presentaban EICHc refractaria a corticoides y con respuesta suboptima a
ruxolitinib. La mediana de lineas previas de tratamiento inmunosupresor fue de 4,5 (2-
11).
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Caracteristicas basales N (%0)
Edad 54 (35-69)
Sexo 11 hombres, 5 mujeres
Enfermedad

Leucemia mieloblastica aguda 5

Leucemia linfoblastica aguda 2

Sindrome mielodispléasico 4

Linfoma de Hodgkin 0

Linfoma no hodgkin 2

Otros 3
Lineas previas de tratamiento Mediana = 4,5 (2-11)

1 0

2 3

3 4

4 1

>5 8
Tipo de donante

Emparentado 8

No emparentado 8
Fuente de progenitores

Sangre periférica 16
Gradacion EICHc previo a la infusion

Moderado 6

Severo 9

Tabla 5.7. Caracteristicas basales de la poblacion incluida en el ensayo clinico con

ruxolitinib y linfocitos Tregs.
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5.3.1.2 La afeéresis de linfocitos del donante fue segura

En todos los casos la aféresis de linfocitos se realizé mediante una Unica aféresis, previa
firma del consentimiento informado del donante. En todos los casos se explico el caracter
investigacional y voluntario del ensayo clinico. No se notificd ninguna incidencia
relacionada con la donacion en los donantes. En total se llevaron a cabo 15

procedimientos de aféresis para recoleccion de linfocitos de sangre periférica.

5.3.1.3 Laseleccidn celular de linfocitos Treg no expandidos fue posible

Dos pacientes fueron reclutados pero finalmente excluidos del ensayo. Las causas fueron
falta de disponibilidad del donante en un caso durante el periodo de pandemia COVID; y
el exceso de contaminacion de células CD8+ en el producto elaborado en el otro caso. Es
de resaltar que el procesamiento de este Ultimo caso se realiz6 en condiciones subdptimas,
esto es, el producto de aféresis llego a nuestro centro tras mas de 48 horas de viaje y
presentaba agregados celulares de dificil eliminacion. Ademas, aunque este parametro no
estaba considerado como criterio de liberacion per se, finalmente se optd por no infundir
a criterio del investigador principal del estudio tras consulta previa. Los criterios de
liberacion del producto fueron los mismos para todos los productos celulares elaborados,
consistente en la presencia de: >70% de viabilidad celular, tincion de Gram/endotoxina
negativa, >70% de células CD4+ CD25+ y >50% de células CD4+ CD25+ CD127-/dim
en el producto. De esta forma, la elaboracién del producto celular fue posible finalmente
en 14 de 16 pacientes.

La dosis celular diana de cada cohorte se consigui6 en 9 de 14 pacientes. De los 5 que no
alcanzaron estrictamente la dosis completa, 3 se aproximaron con una variacion maxima
del 10%, y los otros 2 consiguieron una dosis en torno al 50% de la dosis objetivo. Por
este motivo los dos Gltimos pacientes fueron reasignados a la cohorte inmediatamente

inferior para su analisis.

Las caracteristicas de los productos obtenidos se describen en la siguiente tabla (Tabla
5.8):
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Dosis Dosis Alcanza | Pureza | Dosis total | Dosis total

Treg/kg Treg/kg dosis Treg CD8+ CD20+

asignada infundida diana
SAS_CHR_PO1 | 0,50x10% 0,50x10% Si 50,80 % 1,10x10% 5,50%x10%
SAS_CHR_P02 | 0,50x10% 0,50x10% Si 85,91 % 1,30x10% 5,20x10%
SAS_CHR_P03 | 0,50x10% 0,50x10% Si 58,70 % 2,60x10% 1,56x10%
SAS_CHR_P04 | 1,00x10% 1,00x10% Si 76,27 % 2,80x10% 2,80x10%
SAS_CHR_PO05 | 1,00x10% 0,90 x10% Si 61,68 % 7,00x10% 4,90x10%
SAS_CHR_PO7 | 1,00x10% 1,00x10% Si 91,66 % 1,72x10% 0
SAS_CHR_P08 | 2,00x10% 2,00x10% Si 65,50 % 2,27x10% 0
SAS_CHR_P09 | 2,00x10% 2,00x10% Si 75,79 % 1,00%x10% 0
SAS_CHR_P10 | 2,00x10% 2,00x10% Si 69,54 % 0 7,00x10%
SAS_CHR_P11 | 2,00x10% 2,00x100 Si 78,10 % 0 4,63x10%
SAS_CHR_P12 | 2,00x10% 1,33x10% No 77,38 % 2,00x10% 6,00x10%
SAS_CHR_P14 | 2,00x10% 0,84x10% No 78,20% 4,00x10% 3,10x10%
SAS_CHR_P15 | 2,00x10% 1,90x10% Si 80,30% 1,00x10% 0
SAS_CHR_P16 | 2,00x10% 1,80x10% Si 72,10% 1,4x10% 0

Tabla 5.8. Caracteristicas de los productos elaborados. Como se aprecia en la tabla,
la pureza fue >50%. Se cumplieron los criterios de liberacion en todos productos
elaborados. Sélo un producto no fue infundido por exceso de contaminacion de CD8+

(no mostrado).

5.3.1.4 La terapia combinada con ruxolitinib y linfocitos Treg permitié disminuir
el tratamiento inmunosupresor

De los 14 pacientes evaluables, se consigui6 reducir la inmunosupresion en todos. En 12
de 14 pacientes se redujeron los corticoides, si bien la desescalada de inmunosupresién
no se realizd con un solo farmaco, sino que se pudo reducir de forma paralela junto con
otros farmacos inmunosupresores a lo largo de todo el periodo de estudio (Figura 5.18).
Es importante mencionar que todos los pacientes estaban recibiendo una mediana de 3
farmacos de forma concomitante (rango 2-4), entre los que se incluyeron: ruxolitinib,
corticoides, sirolimus, tacrolimus, ciclosporina e ibrutinib. Esto supuso todo un desafio
al tratarse de una cohorte de pacientes muy tratados y severamente afectados por la
EICHc.
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Figura 5.18. Descenso de inmunosupresion en la poblacién analizada. SC = Screening;
W = Semana; M = Mes.

5.3.1.5 Respuesta de la EICHc a la terapia combinada con ruxolitinib y linfocitos
Treg

Se analiz0 la respuesta global y por 6rganos desde el momento basal hasta el ultimo

seguimiento de cada paciente (Figura 5.19 y 5.20).

En cuanto a las respuestas globales alcanzadas, se encontraron respuestas parciales en 10
de 14 pacientes (71,4%), dentro de los cuéles encontramos 4 pacientes (40%) en los que
se habia obtenido remision completa en algin 6rgano; 3 de 14 pacientes (21,4%)
presentaron respuestas mixtas y s6lo 1 paciente progreso (7,1%). El paciente que progreso
lo hizo a los 9 meses del tratamiento por lo que salié del estudio y se inici6 una nueva
linea de tratamiento. El tiempo medio desde la infusién a la méxima respuesta fue de 6

meses con mejorias progresivas a lo largo de todo el afio de seguimiento.
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Estado basal Ultimo seguimiento
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Figura 5.19. Puntuacion NIH a 1 afio de seguimiento en los distintos rganos diana desde

el momento basal hasta la Gltima fecha de seguimiento y respuesta global Resp.
Respuesta, RC = remision completa, RP = respuesta parcial, RM = respuesta mixta, P =

progresion.
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Figura 5.20. Waterfall plot que muestra las respuestas obtenidas. RC = Respuesta
completa; RP = Respuesta parcial; EE = Enfermedad estable; RM = Respuesta mixta;
Prog = Progresion.

En cuanto a la afectacion por 6rganos, la afectacion en piel, la esclerodermia, la afectacion

articular y ocular fueron los érganos mas frecuentemente afectados (Tabla 5.9).
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EICH cronica (n =14) N (%)

Gradacion NIH

Leve 0(0)
Moderada 6 (42,8)
Severa 9 (64,2)

Organos afectados

Piel 12/14 (85,7)
Esclerodermia 12/14 (85,7)
Afectacion en la movilidad articular 12/14 (85,7)
Ocular 12/14 (85,7)
Oral 6/14 (42,8)
Pulmon 4/14 (28,5)
Tracto digestivo 1/14 (7,14)
Higado 0/14 (0)

Genital 0/14 (0)

Tabla 5.9. Nivel de afectacién de los pacientes previo a la infusion de células Tregs.

Las respuestas por Organos fueron las siguientes (Tabla 5.10): 12 de 14 pacientes
presentaban afectacion en piel con mejorias de la gradacion NIH en 7 de 12 pacientes
(58,3%) al final del seguimiento; 12 de 14 pacientes presentaban esclerodermia de los
cuales mejoraron 4 de estos 12 (33,3%); 12 de 14 pacientes presentaban afectacion
articular observando mejorias en 5 de ellos (41%); 6 de 14 pacientes presentaban
afectacion oral presentando mejoria 5 pacientes (83%); 12 de 14 pacientes presentaban
afectacion ocular observando mejorias en 3 de los 12 (25%), mientras que 2 pacientes
empeoraron la sintomatologia a dicho nivel; 1 de 14 pacientes presentaba afectacion en
el tracto gastrointestinal, el cual presentd mejoria al afio de seguimiento, y otro paciente
progreso en la sintomatologia a este nivel; 4 de 14 pacientes presentaban afectacion
pulmonar de los cuales dos de ellos mejoraron la gradacion NIH (50%), el resto se

mantuvo en la misma respuesta.
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EICH crénica (n = 14)

Respuestas globales (%)

Respuestas completas (%)

Respuesta global 10/14 (71,4) 4/14 (28,5)
Respuesta global por grados
Moderado 6/6 (100) 4/6 (66,6)
Severo 4/8 (50) 0/8 (0)
Respuesta global por 6rganos
Piel 7/12 (58,3) 1/12 (8,3)
Esclerodermia 4/12 (33,3) 2/12 (16,6)
Afectacion en la movilidad
articular 5/12 (41) 1/12 (8,3)
Oral 5/6 (83,3) 3/6 (50)
Ocular 3/12 (25) 0/12 (0)
Tracto digestivo 1/1 (100) 0/1 (0)
Pulmon 2/4 (50) 0/0 (0)
Higado 0/0 (0) 0/0 (0)
Genital 0/0 (0) 0/0 (0)

Tabla 5.10. Respuesta a la infusion de Tregs entre los pacientes con EICH cronica.

Hubo un paciente que presentd un deterioro en la capacidad pulmonar coincidiendo dias

después con un ingreso hospitalario por un proceso neumonico, por lo que se entendio

disminuida en contexto del proceso infeccioso y no fue contabilizado como

empeoramiento a nivel pulmonar (paciente 9).

Se realiz6 un analisis por subgrupos para identificar factores predictores de respuesta. No

hubo diferencias significativas en términos de respuesta en relacion con los tratamientos

concomitantes (p = 0,16), lineas de tratamiento previas (p = 0,38) o la dosis recibida (p =

0,88). Si que hubo diferencias estadisticamente significativas en la respuesta en cuanto al

grado de EICH crénica previo a la infusion (p = 0,005), encontrando respuestas mejores

en aquellos pacientes con EICHc moderada con respecto a los que presentaban EICHc

severa.

111




Resultados

También se evalud la respuesta en la movilidad articular por medio de la escala
JOINT/PROM. De los 14 pacientes evaluables, 12 presentaban afectacion de la movilidad
articular; de ellos, 9 obtuvieron algun tipo de respuesta al tratamiento, y 3 empeoraron
(Figura 5.21). Es de destacar que aquellos pacientes que respondieron lo hicieron de
forma notable con cambios de méas de 2 puntos en el PROM (rango 2-8 puntos). De los
que empeoraron, 2 lo hicieron Unicamente en 1 punto, por lo que no se tradujo en un

cambio en el score NIH global en relacion a la afectacion articular®,

Estado basal Ultimo seguimiento
gl s |ea|g]g o |2 |2 > |s¢k
7 7 5 3 1 22 7 6 4 1 24 | m12 +2
7 7 7 4 0 25 7 7 7 4 0 2 | w12 0
6 5 7 3 2 21 7 7 7 3 1 24 | m12 +3
7 7 7 4 0 25 7 7 7 4 0 25 | m12 0
7 7 7 3 1 24 6 7 6 4 1 23 | m12 -1
7 7 6 3 1 23 7 7 7 4 0 25 | m12 +2
6 5 2 3 3 16 6 6 4 4 2 20 M12 +4
6 5 3 2 1 16 7 7 7 3 1 24 M6 +8
7 7 4 3 1 21 7 7 5 4 1 23 | m12 +2
6 6 4 3 1 19 7 7 7 4 1 25 | m12 +6
5 7 6 4 2 22 6 7 7 4 1 24 M12 +2
4 5 2 4 2 15 6 5 4 2 2 16 M12 +2
3 3 1 2 3 9 2 3 1 2 3 8 M9 il
7 7 6 2 3 22 5 6 6 3 1 20 M12 2

Figura 5.21. Escala JOINT/ROM a 1 afio de seguimiento.

5.3.1.6 La terapia combinada con ruxolitinib y linfocitos Treg produjo una mejora
en la sintomatologia de la EICHc

Se realizd también un cuestionario sobre calidad de vida para determinar la mejoria o

empeoramiento subjetivo con el tratamiento. Para ello se utilizo la Escala de Lee: 9 de 14

pacientes notificaron mejoria en la sintomatologia subjetiva, 2 de 14 pacientes no

reportaron cambios y 3 de 14 pacientes refirieron empeoramiento subjetivo (figura 5.22).
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Entre los pacientes que empeoraron su score subjetivo, destacamos que uno notificd
empeoramiento a nivel ocular y otro notificO empeoramiento tras notificarsele la

presencia de enfermedad minima residual.

Estado basal Ultimo seguimiento

& | Eg| ek £ |BE| 2/ 2|5 |Be| ekl £ |BEssE |, _
ID § % S % E g 2 q:) gg 2 § g g % S E 2 q: gg 2 Visita | Cambio

S | 28| S| 5 |62|8°| < | & | £8|°E| § |52|8°% <

2 3 0 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 M12 -3

1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 M12 0

4 4 4 3 3 3 2 3 3 3 2 3 2 2 M12 !

3 3 0 0 3 0 0 3 3 0 0 1 0 0 M12 2

4 4 2 3 4 0 1 4 4 4 2 3 0 0 M12 -1

1 2 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 M12 +1

3 3 2 2 0 0 3 3 3 1 3 0 0 3 M12 0

0 1 1 2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 M6 -3

0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 M12 -1

1 1 1 1 0 0 0 2 2 3 3 0 0 0 M12 +6*

3 3 2 1 1 1 1 3 3 1 2 1 1 0 M12 -1

3 4 2 2 1 3 2 3 2 3 2 2 2 0 M12 -4

4 4 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2 1 0 M9

2 2 3 3 3 0 2 3 2 3 3 3 0 2 M12 +1

Figura 5.22. Puntuacion en la escala subjetiva de sintomas. (*) Cuando se realizo el

cuestionario el paciente presentaba enfermedad minima residual positiva en sangre.

5.3.1.7 La terapia combinada con ruxolitinib y linfocitos Treg fue segura con un
perfil de toxicidad aceptable

No se alcanzd toxicidad limitante de dosis. Tras un afio de seguimiento, los eventos

adversos fueron mayoritariamente de grados 1 y 2. En cuanto a eventos adversos >3, un

paciente presentd una necrosis avascular en contexto de altas dosis de corticoides, y 3

pacientes presentaron procesos infecciosos, en un intervalo de tiempo de mas de 4 meses

desde la infusion. En la siguiente tabla se exponente los eventos adversos descritos

durante el sequimiento (Tabla 5.11).
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N° de paciente

Grado <=2

Grado >=3

SAS_CHR_P01

Enteritis por C. Jejuni (W2)
Rinorrea (W3)

Diarrea (W3)

Fiebre (W3)

SAS_CHR_P02

Dolor abdominal (W12)

SAS_CHR_P03

Astenia (W3)

Diarrea (W2)

Vomitos (W4)

Néuseas (W8)

Gastritis crénica superficial(\W8)
Gonalgia (W12)

Disfagia (M9)

Sequedad genital (M9)

SAS_CHR_P04

Sintomas gripales (W4)
Infeccion respiratoria (W12)

Muguet oral(M6)

SAS_CHR_P05

Dolor difuso musculoesquelético
(W4)

Calambres en piernas (W6)
Edemas (M9)

Parestesia g1 (M9)

Disnea moderada(M12)

Necrosis avascular (W12)

SAS_CHR_P07

Tirantez muscular (W6)
Rinorrea (M6)

Infeccion  respiratoria  tracto

superior (W12)

SAS_CHR_PO08

Calambres (W2)

SAS_CHR_P09

Rinorrea (W4)
Diarrea (W12)

Shock séptico (M6)

Muerte

SAS_CHR_P10

Pérdida de audicion (W4)

SAS_CHR_P11

Fiebre (M6)

Infeccidn respiratoria(M6)

Tabla 5.11. Eventos adversos. W = Semana; M = Mes; MS = Miembro superior.
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N° de paciente Grado <=2 Grado>=3
SAS_CHR_P12 Calambres (W2) Neumonia (M5)
Fiebre (M3) Artritis séptica (M6)
Infeccidn respiratoria (M3)
SAS_CHR_P14 Tos (M3) Neumonia (M4)
Fiebre (M3) Neumonia (M11)
Voémitos (M9) Shock séptico
, (M11)
Nauseas (M9)
Trombosis MS
Sinusitis (M12) (M11)

SAS _CHR P15 Calambres (W2) -
SAS_CHR_P16 | Calambres (W2) -

Calambres (W8)

Diarrea (M12)

Tabla 5.11 (Continuacion). Eventos adversos. W = Semana; M = Mes; MS = Miembro

superior.

5.3.1.8 La terapia combinada con ruxolitinib y linfocitos Treg no provoc6 ningdn

detrimento en la supervivencia ni el efecto injerto contra leucemia
La poblacién analizada se sigui6 durante un periodo de 12 meses o hasta progresion o
muerte. En concreto, hubo un paciente que falleci6 a los 6 meses por un proceso
infeccioso y otro que se retir6 del estudio por progresion de la EICHc a los 9 meses post-
infusion. Ningln paciente experimentd recaida de la enfermedad hematoldgica de base.
La supervivencia global de la serie fue del 92,8% y la mediana de seguimiento de 52
semanas (rango 24-52).

5.3.2 Analisis de datos biologicos

5.3.2.1 Laterapia combinada con infusion de linfocitos Treg y ruxolitinib favorece
el ratio Treg:Tcon in vivo a lo largo del tiempo

Evaluamos el efecto de la infusidn Gnica de linfocitos Treg y del tratamiento concomitante

del inhibidor de JAK 1/2, ruxolitinib, in vivo en la poblacién tratada en las semanas 1, 2,

4,6,8y12yenlosmeses6,9y12.
115



Resultados

De forma global, de 11 pacientes analizados, encontramos que el ratio Treg:Tcon fue
incrementandose a lo largo del tiempo (p = 0,03) (Figura5.23 A 'y B). Ademas analizamos
la evolucion del ratio Treg:Tcon por cohortes, observando esta misma tendencia, aunque
el analisis por cohortes no fue significativo (p = 0,38, p=0,31, p=0,058 para las cohortes

1, 2 y 3 respectivamente) (Figura 5.23 C y D).
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Figura 5.23. (A) Grafico que muestra el ratio Treg:Tcon de los 11 pacientes analizados
desde la situacion basal a los 12 meses post-infusion; (B) Se representa la mediana del
ratio Treg:Tcon de la poblacion analizada; (C) Grafico de barras que muestra la evolucion
del ratio Treg:Tcon a lo largo del seguimiento diferenciado por cohortes: 1 (Dosis Treg
0,5 x10%Kg), 2 (Dosis Treg 1x10%kg) y 3 (Dosis Treg 2 x10%Kg); (D) Se muestra la
evolucion del ratio Treg: Tcon en porcentaje y por cohortes desde la situacion basal a los

12 meses post-infusion. W = semana; M = Mes, SEM = Error estdndar de la media.
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Coincidiendo por tanto con nuestro modelo in vitro, observamos que el ruxolitinib

tampoco inhibe la capacidad de proliferacion de los linfocitos Treg in vivo, aun a pesar

de las altas dosis de tratamiento inmunosupresor y diferentes agentes empleados bajo el

que se encontraba la poblacién analizada.

Profundizando en el anélisis, este aumento progresivo del ratio Treg:Tcon también

coincidié con el aumento progresivo de las respuestas en el tiempo observadas en la

poblacién analizada y con el descenso de corticoides y resto de medicacion

inmunosupresora concomitante; si bien con el nimero de pacientes incluidos Gnicamente

se puede hablar de tendencias (Figuras 5.24 y 5.25).
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discontinuas = inmunosupresores; fondo coloreado = cambios en la gradacién EICH.
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Figura 5.25. Evolucion del ratio Treg:Tcon y el porcentaje de tratamiento
inmunosupresor con respecto al inicial. Se representa la media de los 11 pacientes
tratados de forma conjunta. Linea en negro = ratio Treg:Tcon; lineas discontinuas =
inmunosupresores (IS).

Nuestros datos sugieren una coincidencia temporal entre el aumento del ratio Treg:Tcon
y la mejora en las manifestaciones de la EICHc en la poblacion analizada. EI hecho de
que el descenso de los corticoides coincida también con el aumento de dicho ratio, alienta
a la disminucién de dicho farmaco en primer lugar al mismo tiempo que disminuye la

conocida toxicidad del mismo a largo plazo.
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5.3.2.2 No se observaron cambios significativos en las poblaciones de linfocitos
Treg ni en otros subtipos de estas

Se realizé un seguimiento mediante inmunofenotipo de las células Treg (CD4+ CD25+

CD127'°" FoxP3+). Cuando estudiamos los recuentos de linfocitos Treg, no observamos

diferencias significativas en los recuentos absolutos a lo largo del tiempo (Tabla 5.12).

Pre- S1 S2 S4 S6 S8 S12 M6 M9 M12

infusion
SAS_CHR_PO1 3,32 8,77 | 12,30 | 18,59 - 7,72 | 11,04 | 32,35 | 44,60 | 22,24
SAS_CHR_P02 22,00 53,64 | 37,20 - 73,55 | 25,58 | 20,53 | 32,57 | 95,86 | 38,67
SAS_CHR_PO03 25,62 - 19,49 | 18,02 | 44,92 | 28,86 | 15,83 | 26,67 | 21,57 | 39,39

SAS_CHR_P04 | 14,73 |32,79 | 8,46 | 512 | 24,34 | 13,70 | 11,88 | 27,37 | 21,13 | 5,86

SAS_CHR_P05 9,20 3,95 | 19,26 | 6,79 | 13,66 | 12,39 | 7,22 | 27,73 | 24,12 | 21,21

SAS_CHR_PO7 | 37,37 |12,94 | 32,85 | 29,08 | 21,32 | 30,41 | 23,30 | 4,07 | 12,29 | 11,37

SAS_CHR_P08 19,33 | 14,09 | 13,44 | 25,75 | 42,97 | 15,58 | 16,45 | 3,53 | 16,51 -

SAS_CHR_P09 2,77 6,66 | 17,31 - 2,18 | 556 | 9,86 | 15,92 - -

SAS CHR_ P10 | 33,36 |3252 | 11,81 | 13,59 | 17,05 | 16,55 | 35,66 | 17,91 | 14,91 | 17,42

SAS_CHR_P11 9,99 10,57 | 24,69 | 27,76 | 20,21 | 17,65 | 14,66 | 19,06 | 25,67 | 15,53

SAS_CHR_P12 0,02 125 | 354 | 294 | 167 | 236 | 2,52 | 1,40 | 3,02 | 6,77

Tabla 5.12. Recuentos de linfocitos Treg. Se muestran los recuentos absolutos de los
linfocitos Treg expresado en células/uL a lo largo de todo el seguimiento en los 11

pacientes analizados. Test de medidas repetidas p = 0,26. S = Semana; M = Mes.

Otro parametro analizado fueron las distintas subpoblaciones de células Treg. Estas
fueron identificadas en base a su inmunofenotipo como Treg naive (CD4+ CD25+
CD127"% FoxP3+ CD62L+ CD45RA+), Treg de memoria central (CD4+ CD25+
CD127'°" FoxP3+ CD62L+ CD45RA-), Treg efectoras (CD4+ CD25+ CD127'°" FoxP3+
CD62L- CD45RA-) y Treg efectoras terminalmente diferenciadas (CD4+ CD25+
CD127'°" FoxP3+ CD62L- CD45RA+).

De forma global, no apreciamos diferencias a lo largo del tiempo entre las distintas
subpoblaciones dentro de las Treg: naive, memoria central, efectoras y EMRA (Figura

5.26).
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Figura5.26. La figura muestra
de

subpoblaciones celulares de

la distribucién

Treg en las distintas cohortes.
Como se observa en la figura,
no se apreciaron diferencias
cuantitativas desde la infusion
12 de

células

hasta el mes
seguimiento. EM =
efectoras de memoria; CM =
células de memoria central;
EMRA = células
terminalmente diferenciadas.

W = Semana; M = Mes.

Tampoco encontramos relacion entre el ratio de células efectoras/memoria central a lo

largo del analisis y la dosis de células administrada (Figura 5.27).

También analizamos marcadores de proliferacion, en concreto el marcador Ki67; asi

como marcadores de diferenciacion timica o células TREC (CD31+)%. Dentro de estas,

también analizamos los recuentos de TREC naive y el ratio TREC/células no TREC.

Tampoco encontramos diferencias significativas entre las distintas cohortes (Figura 5.28).
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Figura 5.27. Ratio de células de memoria central/efectoras de memoria. EM = células

efectoras de memoria; CM = células de memoria central. Test de medidas repetidas de
forma global p = 0,247; y por cohortes: 1) Cohorte 1 p = 0,256; 2) Cohorte 2 p = 0,44; 3)
Cohorte 3 p =0,306. W = Semana; M = Mes.
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Figura 5.28. (A) Cambios en el porcentaje de Ki67 desde el momento de la infusion hasta

el mes 12 post-infusion. p = 0,69; (B) Cambios en el porcentaje de células TREC desde
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el momento de la infusion hasta el mes 12 post-infusion. p = 0,43; (C) Evolucién en los
recuentos celulares de las TREC naive; (D) Evolucion del ratio de células TREC/células
no TREC a lo largo del andlisis. W = Semana; M = Mes.

5.3.2.3 Laterapia combinada con infusion de linfocitos Treg y ruxolitinib no afecta

a los recuentos de linfocitos T

Analizamos los linfocitos T convencionales (Tcon) durante todo el periodo de
seguimiento de los 11 pacientes analizados mediante su inmunofenotipo por citometria
de flujo (CD3+ CD4+ CD25- FoxP3-). No encontramos diferencias cuantitativas de

forma global ni por cohortes (Figura 5.29).
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Figura 5.29. (A) Analisis de los linfocitos Tcon por cohortes; (B) Variaciéon en el
porcentaje de linfocitos Tcon durante el seguimiento por cohortes. Test de medidas
repetidas p = 0,65; por cohortes: 1) Cohorte 1: p = 0,50; 2) Cohorte 2: p=0,71; 3) Cohorte

3:p=0,68. W = Semana; M = Mes.
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Dentro de las subpoblaciones de células Tcon analizamos los distintos subtipos. Estas

fueron identificadas en base a su inmunofenotipo como Tcon naive (CD3+ CD4+ CD25-
FoxP3- CD62L+ CD45RA+), Tcon de memoria central (CD3+ CD4+ CD25-FoxP3-
CD62L+ CD45RA-), Tcon efectoras (CD3+ CD4+ CD25- FoxP3- CD62L- CD45RA-) y
Tcon efectoras terminalmente diferenciadas (CD3+ CD4+ CD25-FoxP3- CD62L-
CD45RA+).

De forma global, no apreciamos diferencias cuantitativas a lo largo del tiempo entre las

distintas subpoblaciones dentro de las Tcon (Figura 5.30).
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De manera analoga a las Treg, también analizamos el ratio de células Tcon
efectoras/memoria central a lo largo del anlisis, sin encontrar diferencias significativas

en el periodo de analisis (Figura 5.31).

Tcon CM:EM

CM:EM

Q\Q/ &'\r &’1/ @b‘ @% $‘b$,{:l/ ®(0 &é\/"v

Figura 5.31. Ratio de células Tcon memoria central/efectoras de memoria. EM =
células efectoras de memoria; CM = células de memoria central. Test de medidas

repetidas p = 0,51. W = Semana; M = Mes.

Tampoco encontramos diferencias significativas al realizar analisis de marcadores de
proliferacion (Ki67); asi como marcadores de diferenciacion timica o células TREC
(CD31+). Dentro de estas, también analizamos los recuentos de TREC naive y el ratio
TREC/células no TREC (Figuras 5.32 y 5.33).

Ki67%
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41 —&= Cohorte 3

— T T
U &t *Cb\v\& © @ ‘p'v

Figura 5.32. Cambios en el porcentaje de Ki 67. Se representan los cambios en el
porcentaje de Ki67 desde el momento de la infusion hasta el mes 12 post-infusion. p =
0,14.
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Figura 5.32. (A) Cambios en el porcentaje de células TREC desde el momento de la
infusion hasta el mes 12 post-infusion. p =0,001; (B) Evolucién en los recuentos celulares
de las TREC naive. p=0,001; (C) Evolucion del ratio de células TREC/células no TREC

a lo largo del analisis. p = 0,14. W = Semana; M = Mes.

5.3.2.4 No se observaron cambios significativos en las poblaciones de linfocitos B
Analizamos los linfocitos B convencionales durante todo el periodo de seguimiento de
los 11 pacientes analizados. No encontramos diferencias cuantitativas de forma global ni

por cohortes (Figura 5.34).
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Figura 5.34. (A) Anadlisis de los linfocitos B por cohortes; (B) Variacion en el
porcentaje de linfocitos B durante el seguimiento por cohortes. Test de medidas
repetidas global p = 0,47; y por cohortes: 1) Cohorte 1: p = 0,23; Cohorte 2: p = 0,69;
3) Cohorte 3: p =0,87. W = Semana; M = Mes.
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6 Discusion

6.1 PARTE I: Estudio retrospectivo con ruxolitinib

El desarrollo de nuevas estrategias terapeuticas para el tratamiento de la EICH refractaria
a corticoides que permitan tratar esta complicacion sin perturbar la respuesta inmune
postrasplante es una necesidad médica no cubierta. La aproximacion terapéutica actual se
basa, en términos generales, en el aumento de la inmunosupresion. En base a la
implicacion de la via JAK/STAT en la fisiopatologia de la EICH dada su naturaleza
proinflamatoria, los inhibidores de JAK se han postulado como una terapia innovadora

con potencial terapéutico en el tratamiento de la EICH.

La sefializacion JAK1 y JAK2 puede ser inhibida por ruxolitinib, aprobado inicialmente
para el tratamiento de la mielofibrosis'®. La inhibicion de la via de sefalizacion JAK1/2
no solo inhibe la proliferacion de células T y la activacion de células dendriticas, sino que
también reduce la migracion de los neutrdfilos’®. Su uso ha sido evaluado en varios
modelos preclinicos reduciendo de forma significativa la severidad de las manifestaciones
de la EICH. Estos hallazgos se asociaron a una reduccién significativa de la concentracién
de citoquinas, una reduccién en la infiltracion de linfocitos T procedentes del donante en

los 6rganos dafiados y una reduccion en la proliferacion de células T.

Existen otras drogas que también actlan sobre la via JAK/STAT. Itacitinib es un potente
inhibidor selectivo de JAK1 que ha mostrado eficacia en modelos inflamatorios como
artritis, o enfermedad inflamatoria intestinal, ademas de la EICHa'%’. Un estudio
preclinico que utilizé el itacitinib en un modelo de raton humanizado para EICHa mostré
una supervivencia superior y una reduccion en las manifestaciones de EICH en
comparacion a un grupo control. Al analizar la frecuencia de células CD4+ y CD8+, éstas
fueron inferiores en el grupo que recibia este tratamiento, mientras que el numero de
células Tregs fue superior'®. También se ha evaluado el uso de itacitinib en ensayos
clinicos de fase 1 (NCT02614612)%. La respuesta global reportada a dia +28 fue del
70,6% y 75% para pacientes refractarios a corticoides y no refractarios respectivamente.
Se describié anemia y trombopenia como los efectos adversos mas frecuentes. Sin
embargo, aunque el estudio demostrd seguridad y eficacia, los resultados estaban

limitados por el reducido tamafio muestral y la carencia de grupo control.
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Otro inhibidor de la via JAK, baricitinib, capaz de bloquear JAK1 y JAK2, ha mostrado
su eficacia como profilaxis de EICH en un modelo preclinico!’® con resultados
prometedores. No obstante, a pesar de estos resultados preclinicos, los ensayos clinicos
que evaltan el uso de baricitinib en EICH (NCT02759731) o como profilaxis
postrasplante (NCT04131738) apenas acaban de iniciar el reclutamiento de pacientes por

lo que los resultados ain no se encuentran disponibles.

Asi pues, entre los inhibidores de la via JAK/STAT disponibles, ruxolitinib parece ser el
agente que mas ha sido evaluado tanto en modelos preclinicos como en modelos clinicos
con resultados muy prometedores. Ademas, se cuenta con experiencia en su uso en otras

patologias hematoldgicas, como la mielofibrosis.

Respuestas en EICH agudo

En nuestro estudio retrospectivo encontramos una tasa de respuestas globales del 69,5%
en el caso de la EICH aguda, con una tasa de RC de 21,7%. Es interesante destacar que
la respuesta global observada en nuestro estudio en pacientes con afectacion del tubo
digestivo fue del 67%, por tanto, similar a lo descrito en otros 6rganos, lo que es
especialmente relevante considerando que se trata de un farmaco de administracion por

via oral.

A destacar que el 53% de los pacientes habian recibido 3 0 més lineas de tratamiento y
que el 87% presentaban EICHa grados 3-4. En el momento en el que iniciamos nuestro
estudio ya existian datos de otro estudio retrospectivo, del grupo aleman*®, que habia
comunicado resultados sobre 95 pacientes con EICH moderada-refractaria a corticoides.
Dicho estudio analizé poblacion de pacientes con EICHa y EICHc. Para la EICHa, reportd
unas tasas de respuesta global del 81% (44/54) y de RC del 46 % (25/54). El tratamiento
permitid la reduccion gradual de los corticoides en el 73% (17/23) de los pacientes y la

supervivencia global a 6 meses fue del 79%.

En nuestro estudio, la tasa de respuesta global y RC fueron menores, a pesar de que las

dos poblaciones de pacientes incluidos no parezcan a priori muy diferentes.

En definitiva, solo los ensayos prospectivos aleatorizados podrian confirmar o no los
resultados de estos estudios retrospectivos, aunque en ambos estudios las tasas de

respuestas descritas ya apuntaban a cierto beneficio clinico con respecto a otros enfoques
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terapéuticos disponibles’-?%28, De esta forma, nuestros datos anticiparon los datos de los
estudios REACH1 y 2324245111

El REACH1 (NCT02953678), fue un ensayo de fase Il para el tratamiento de la EICHa
refractaria que incluyd un total de 71 pacientes, de los cuéles 48 presentaban EICHa
grados I1I/1V. La respuesta global en el dia +28 fue del 54,9%, incluyendo un 26,8% de
remisiones completas, y el tiempo hasta observar la respuesta fue de 7 dias. La mejor
respuesta en cualquier momento desde el inicio del tratamiento se situ6 en el 73,2%, con
unas respuestas completas del 56,3%. En cuanto a la respuesta por Organos, se
describieron un 61,1% de respuestas en piel, 45,5% en tracto digestivo superior, 46% en
tracto digestivo inferior e higado 26,7%. La supervivencia global a los 6 y 12 meses fue
del 51% y 42,6% respectivamente, siendo menor en aquellos pacientes que presentaron
EICHa de grados I11/IV que habian recibido tratamiento de larga duracion con corticoides
previo al uso de ruxolitinib. A dia +28, fue posible la reduccion de los corticoides en el
55,8% de los pacientes en mas de un 50%. Coincidiendo con los efectos adversos
observados en los estudios retrospectivos, de nuevo la anemia (64,8%), trombopenia
(62%) y neutropenia (47,9%) fueron los mas frecuentes. Otros eventos adversos no

hematoldgicos incluyeron la hipokaliemia (49,3%) y el edema periférico (45,1%).

El REACH2 (NCT02913261), es un ensayo fase 111 randomizado en proporcién 1:1 que
compara ruxolitinib frente a la mejor terapia disponible, encontrando respuestas globales
a dia +28 del 62.3% en el grupo de ruxolitinib vs. 39.4% en el grupo control; odds ratio
2.64, 1C 95% 1,65-4,22, p<0,001. El porcentaje de pacientes con remision completa fue
del 34% en el grupo de tratamiento vs. 19% en el grupo control. También la duracion de
la respuesta a dia +56 fue superior en el brazo de ruxolitinib 39,6% vs. 21,9% en el brazo
control, odds ratio 2.38, IC 95% 1,43-3,94, p<0,001, permitiendo el descenso del
ruxolitinib en los pacientes respondedores. En base a los resultados de estos dos estudios
la FDA aprobd el uso de ruxolitinib en paciente >12 afios con EICHa refractaria a

corticoides.
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Respuestas en EICH crénico

En nuestro estudio, la respuesta global en estos pacientes fue del 57,1%, con una tasa de
RC del 3,5 %. Aungue podria considerarse que la tasa de RC fue baja, es de destacar que
nuestro estudio partio de una poblacion severamente afectada, con 50% de pacientes con
grado moderado y el 50% restante severo. Y méas importante, que dicha poblacion habia
recibido numerosas lineas de tratamiento previas. De hecho, el 55% habian recibido tres
0 maés lineas o tratamiento previo. Cuando analizamos la respuesta alcanzada por 6rganos,
cabe mencionar que la tasa de respuesta global para los casos de EICHc con afectacion
cuténea de caracteristicas escleroticas fue del 56%, muy llamativa teniendo en cuenta las
limitadas opciones terapéuticas de estos pacientes!!?. De manera similar también resultd
sorprendente la tasa de respuestas observada en los pacientes con afectacién pulmonar,
con un 61%. Finalmente, en pacientes con EICH digestivo la respuesta global fue del
56%.

En comparacion con el estudio de R. Zeiser y col., en el caso de la EICHc, la respuesta
global fue del 85% (35/41) y de RC del 7,3% (3/41). También se pudo reducir la dosis de
corticoides en el 57,1% (32/56) de los pacientes y la supervivencia global a 6 meses fue
del 97%. En nuestro estudio, la tasa de respuesta global y RC para la EICHc fueron
menores, no pudiendo atribuirse a diferencias en las caracteristicas de los pacientes. En
consecuencia, las tasas de respuestas fueron importantes en pacientes muy tratados, tanto

en nuestro estudio como en el estudio de Zeiser y col.

El REACHS3, ensayo clinico de fase 111 randomizado en proporcion 1:1 que evalu6 el uso
de ruxolitinib frente a la mejor terapia disponible en pacientes con EICHc refractaria,
incluyd en el grupo control terapias como ibrutinib y fotoaféreis extracorporea. La
respuesta global medida en la semana 24 fue del 49,7% en el grupo de ruxolitinib vs.
25,6% en el grupo control, consiguiendo unas tasas de RC del 6,7% y 3%

respectivamente.
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En definitiva, nuestros datos anticiparon los resultados de los ensayos clinicos
prospectivos. Por tanto, el ruxolitinib ha demostrado superioridad en el tratamiento de la
EICH aguda y crénica, en comparacion a las mejores opciones terapedticas disponibles.

Hay que sefialar que el ibrutinib, un inhibidor del BTK, fue aprobado en Estados Unidos

y Canada como segunda linea de tratamiento en la EICHc®

, Si bien las respuestas
reportadas son limitadas. Ademas, su eficacia no ha podido ser demostrada en un ensayo
clinico fase Ill aleatorizado, en el que se asignaron 95 pacientes a la rama
ibrutinib/prednisona y 98 a la rama placebo/prednisona al no encontrar diferencias
estadisticamente significativas en el endpoint primario (p = 0,09). Dichos datos fueron
comunicados en el congreso virtual de la European Hematology Association en junio de

2021.

Perfil de sequridad

En nuestro estudio el perfil de seguridad fue aceptable. De la poblacion analizada, el
32.9% (26/79) de pacientes presentd algin tipo de toxicidad, siendo las citopenias los
eventos adversos mas frecuentes con el 17,7% (14/79). Estas consistieron
fundamentalmente en trombopenia, anemia o combinacion de ambas. Dichos eventos
adversos fueron corroborados en todos los ensayos REACH. EI REACH1 describié como
eventos adversos mas frecuentes la trombopenia (61%), anemia (61%), y neutropenia
(56%), y el REACH3 confirmé también como principales eventos adversos la
trombopenia (15,2% vs. 10,1%) y la anemia (12,7% vs. 7,6%) para los grupos de
tratamiento y control, respectivamente. Teniendo en cuenta que el ruxolitinib es un
inhibidor de la via JAK-STAT, que es una via esencial de la hematopoyesis, no es de
extrafiar que dichos eventos adversos fueran las toxicidades mas frecuentemente
observadas no solo en nuestro estudio, sino también en los ensayos prospectivos e incluso
en otros estudios previos para mielofibrosis'4. Afortunadamente la mayoria de ellos
fueron reversibles y pudieron manejarse de forma sintomatica. En el manejo sintomatico
se incluyo la transfusion de hemoderivados (eritrocitos y plaquetas), asi como el uso de
factores de crecimiento. S6lo en un bajo porcentaje de los casos fue necesario realizar una

reduccidén de dosis del farmaco como medida efectiva para paliar las citopenias.
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Infecciones virales

Con respecto a la reactivacion del CMV se observo tanto en la EICH aguda (52,2%) como
en la cronica (19,6%). Al compararlos con la incidencia previa al inicio del tratamiento,
encontramos que ésta fue similar o incluso mayor, sugiriendo que el tratamiento con
ruxolitinib podria no aumentar el riesgo de reactivacion del CMV. Los datos del REACH
2y 3 presentaron datos de incidencia de reactivacion de CMV menores. En el caso de la
EICHa fue del 25,7% vs. el 20,7%; mientras que el caso de la EICHc la incidencia fue del
5,5% vs. 8,2% para los grupos de tratamiento y control, respectivamente. Finalmente, el
tratamiento de las reactivaciones pudo realizarse sin dificultad mediante el manejo

sintomaético.

Recaida

Otro aspecto que se analizo fue el riesgo de recaidas, dado que cabria pensar que

una mayor inmunosupresion podria conducir a un posible aumento del riesgo de recaida
de la neoplasia maligna subyacente!®:1%, En nuestro estudio, no observamos ninguna
recaida entre los pacientes que respondieron a ruxolitinib. La Unica recaida observada en
nuestra serie fue en un paciente que no respondié a ruxolitinib. En general, la frecuencia

de recaida fue muy baja (1,2%) y esto también se constato en los ensayos prospectivos?®.
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6.2 PARTE Il: Modelo preclinico

Basandonos en el hecho de que ruxolitinib favorece la proporcion de Treg: Tcon en varios
estudios, proponemos que el uso combinado de Treg y ruxolitinib podria ayudar a lograr
efectos terapéuticos con un numero menor de Treg, lo que también permitiria la reduccién
gradual del tratamiento inmunosupresor en la EICH. Hemos realizado un estudio in vitro

y un modelo de raton para evaluar esta hipotesis.

6.2.1 Modelo in vitro

6.2.1.1 Cultivos celulares

Utilizando cultivos in vitro de células mononucleadas, hemos demostrado que tras la
activacion con antiCD3 / CD28, sin tratamiento con ruxolitinib, surge una poblacion de
células CD25"9" FoxP3"9" en las primeras etapas del cultivo, que disminuye de forma
dréstica con el tiempo. Sin embargo, la adicidn de ruxolitinib retrasa la aparicién de esta
poblacion. Un andlisis més detallado de esta poblacion revela que con el tratamiento con
ruxolitinib aumenta el porcentaje de células Helios positivas. La proteina Helios es un
factor de transcripcion de la familia de Ikaros, y su expresion en linfocitos Treg se ha
asociado con una mayor capacidad supresora®'>1, La expresion de Helios se ha asociado
con el origen timico de las T reguladoras, aunque existe cierta controversia con respecto
a este aspecto, y parece que Helios puede expresarse en Treg de origen periférico en
funcion del tipo de estimulacion que reciban®. Razonamos que, en ausencia de
ruxolitinib, la hiperactivacion del cultivo conduce a la aparicion de Tregs inducidos a
partir de los Tcons activados. Por otro lado, la presencia de ruxolitinib, favorece la
expansion de las células nTregs Helios+ presentes en el cultivo. Si bien como se ha
mencionado la expresion de Helios es un marcador que puede expresarse tanto en células
Treg timicas como en Tregs inducidas®®®!, en nuestro estudio utilizamos activacion con
anti-CD3 y anti-CD28 en placas que expresan Helios en Tregs timicas pero no en
inducidas®. Esta idea también esta respaldada por la correlacion inversa de la expresion
de PD1 y Helios en estos cultivos, lo que podria indicar que la fraccion de células
CD25"9" FoxP3M9" Helios- se origina a partir del agotamiento de las Tcon, ya que PD1
es un marcador de agotamiento que se expresa en células Tcon activadas para producir la
modulacion de la respuesta inmune. PD1 tambien se expresa en otra subpoblacion de
linfocitos Treg que no expresan FoxP3’. Curiosamente, en las células mononucleadas

no activadas, no existe una correlacion negativa entre la expresion de Helios y PD1 en las
137



Discusion

células Treg CD25+ FoxP3"9", Este resultado podria explicar las aparentes discrepancias
encontradas en otros estudios anteriores. Asi, Spoerl y col.3* reportan que el ruxolitinib
aumenta la frecuencia células Tregs en bazo, colon e higado en un modelo murino bajo
tratamiento con ruxolitinib con respecto al grupo vehiculo. Para demostrar que el aumento
de la frecuencia de Tregs en el bazo de los ratones se debia directamente al efecto de la
droga, se incubaron células T CD4+ con células dendriticas alogénicas y se afiadid
ruxolitinib a concentraciones crecientes. El tratamiento con ruxolitinib indujo un aumento
significativo en el porcentaje de Treg, pero curiosamente, el mayor aumento de linfocitos
Treg en el cultivo se observo a las concentraciones mas bajas de ruxolitinib analizadas,
lo que podria indicar un diferente umbral de sensibilidad de las Treg y las Tcon al
ruxolitinib. En otro estudio, Parampalli y col.!% emplean muestras procedentes de 9
pacientes con enfermedades mieloproliferativas bajo tratamiento con ruxolitinib y
analizan las poblaciones de células T, incluyendo las Tregs. En una primera aproximacion
in vivo observan que el nimero de células Tregs circulantes en sangre periférica (definido
por la expresién de FoxP3) estd reducido en dichos pacientes, al igual que otras
subpoblaciones de células T. Por ello, realizan estudios in vitro para estudiar la capacidad
de diferenciacion de células T CD4+ naive en presencia de ruxolitinib en distintos
subtipos celulares. Para evaluar la diferenciacion a Tregs polarizan dichas células con
TGF-B e IL-2, y observan una fuerte inhibicion de la generacion de Tregs inducidas in
vitro en relacién al mismo experimento realizado en controles. Este hecho podria indicar
que el ruxolitinib afecta a la generacion de linfocitos Treg de novo a partir de linfocitos
Tcon. Consideramos que estas diferencias pueden obedecer a una cuestion dinamica, pues
en nuestro estudio observamos mayores cantidades de FoxP3 al segundo dia de cultivo
en los pocillos sin ruxolitinib, pero con la evolucion del cultivo esta tendencia se invierte
y aparecen mayores cantidades de FoxP3 a los 5 y 8 dias en los pocillos tratados con
ruxolitinib. Ademas, ambos estudios han utilizado células dendriticas y polarizacion con
TGF-p respectivamente, en lugar de activacidn con anti-CD3 y anti-CD28, lo cual podria
afectar de forma distinta a las células Treg timicas y a la diferenciacién a Treg.

Con los datos obtenidos en los tres estudios, podemos concluir que el ruxolitinib parece
inhibir la diferenciacién de Tcon hacia Treg, Sin embargo, concentraciones bajas de
ruxolitinib, inhiben la proliferacién de linfocitos Tcon sin afectar a la expansion de Treg
ya determinados. A mayores concentraciones de ruxolitinib, este efecto diferencial parece

perderse, y los Treg podrian afectarse en la misma medida que los Tcon.
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En cuanto a otros marcadores importantes para la funcionalidad de los linfocitos Treg,
encontramos que el ruxolitinib aumenta la expresion de CD39, que también esta
implicado en la inmunomodulacion a través de la produccion extracelular de adenosina.
CD39 y CD73 son dos ectoencimas que se secretan al exterior de la célula. CD39
(ectonucleosido trifosfato dihidrolasa-1) cataliza la conversion de ATP y UTP a AMP y
UMP. Posteriormente, CD73 una ecto-5’-nucleosidasa, produce la liberacion de la
adenosina en el espacio pericelular de la célula Treg. Las células Tcon expresan el
receptor de la adenosina A2A, que produce un efecto inmunomodulador en las células T
activadas®®. Las células CD39+ presentan una mayor estabilidad en la expresion de FoxP3

asi como una mayor capacidad supresora que las células Treg CD39-%,

Por otro lado, el antigeno de linfocitos T citotoxicos 4 o CTLA4 por sus siglas en inglés
es otra molécula de punto de control inmunolégico importante, cuya expresion se induce
en linfocitos Tcon en respuesta a la activacion, y que compite con la moléculas de
coestimulacion CD28 por la unién a CD80/CD86 expresado en las células presentadoras
de antigenos*'®. En el caso de las Treg se ha descrito como uno de los factores principales
por los que se produce la supresion de la respuesta inmune. EI CTLA4 expresado por las
Tregs permite la formacién de la sinapsis inmune entre los Tregs y la célula presentadora
de antigeno, lo que deriva en el secuestro de CD80 y CD86 en esta ultima y su
disminucion por un mecanismo de trogocitosis'®. En nuestros experimentos, CTLA4
parece estar regulada a la baja por ruxolitinib, aunque se recupera a lo largo del cultivo
con en las muestras tratadas con concentraciones mas altas de ruxolitinib. El hecho de
que ruxolitinib reduzca la expresion de CTLA4 podria suponer un impacto negativo sobre

la capacidad supresora mediante este mecanismo.

Otra molécula interesante en la biologia de los Treg es CD45RA. El antigeno CDA45,
expresado en todas las células inmunes, es una proteina de membrana expresada en todas
las células hematopoyéticas con un dominio tirosina fosfatasa intracelular, y un dominio
extracelular que puede presentar distintas isoformas?°. En el caso de los linfocitos T, la
isoforma CD45RA esta asociada a un fenotipo naive, mientras que la isoforma CD45R0O
se expresa en linfocitos de memoria'?l. El grupo de Mathias Edinger, en Ratishbona,
describié que sélo los linfocitos Treg CD45RA mantenian el fenotipo regulador de
manera estable cuando se expanden en cultivo®”. Por ese motivo quisimos estudiar que

ocurria con este marcador en nuestros cultivos. Lo que observamos sin embargo es una
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dréstica caida de este marcador a lo largo del cultivo en todas las condiciones estudiadas.
Esto probablemente esté reflejando que todos los linfocitos naive presentes en el cultivo,

al ser activados adquieren un fenotipo de memoria.

Otro aspecto que se valoro fue la capacidad migratoria de las células Treg hacia los
organos diana de la EICHc. Se ha demostrado recientemente que existe un acimulo
preferente de células Tregs sobre células T efectoras en los 6rganos afectos, y que éste
puede estar mtivado por diferencias en las sefiales del entorno. De hecho, hay diversos
estudios que han analizado el acimulo de las Tregs en el contexto inflamatorio. Duffner
y col.}?  establecen en su modelo murino que existe una migracion de las células T del
donante a los 6rganos diana de la EICH, como el intestino, y que ésta depende de la
expresion de Cxcr3 y contribuye significativamente al dafio de la EICH y a la mortalidad
general. Wysocki y col*?®, demuestran en su modelo murino que las células Tregs que
carecen de expresion de Ccr5 fueron menos efectivas en la prevencion de la letalidad de
EICHa. Por su parte, otros estudios también han sugerido el rol de Ccr9 en la migracion
al tracto gastrointestinal’?#'?> mediante la deteccion de esta molécula en un modelo de
tratamiento EICHa con acido retinoico en contexto de afectacion gastrointestinal. Dado
que la migracion de las células Tregs hacia los érganos diana es un aspecto que podria
influir en la eficacia del tratamiento con dichas células, se estudio su capacidad mediante
los marcadores de migracion al tubo digestivo Cxcr3, Ccr5 y Ccr9 tanto en células Treg
como en células Tcon. Los resultados mostraron que las células CD4+ FoxP3"9" expresan
mayores niveles de dichos marcadores que las células FoxP3'°", y el tratamiento con
ruxolitinib afect6 a esta expresion de manera menos dréastica en los Treg que en los Tcon.
Ello sugiere que las células Treg podrian conservar mejor sus propiedades migratorias al
nicho digestivo bajo tratamiento con ruxolitinib, en comparacion con las Tcon,
favoreciendo un mayor ratio de las primeras con respecto a las segundas en este 6rgano.
Seria necesario comprobar esta hipdtesis mediante ensayos de migracién in vitro o in

vivo.

La sefializacién del receptor de IL-2 es esencial para el desarrollo de los linfocitos Treg.
Los linfocitos Treg son estrictamente dependientes de la IL-2 producida por otros
linfocitos, ya que la expresion de IL-2 esta reprimida en este tipo celular'?®. La unién de
IL-2 al receptor de alta afinidad de IL-2 activa la via JAK/STAT. Jak1 y Jak3 se unen al

receptor de IL-2 y fosforilan a Stat5A/B. Stat5 fosforilado a su vez controla la expresion
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de FoxP3y otros factores, 1o que hace esta via esencial para el desarrollo de los linfocitos
Treg'?’, como se demuestra con la delecion de Stat5 en ratones, que elimina la
diferenciacion a linfocitos Treg*?®. No ocurre asi con la delecion de Stat3, otra molécula
de la via de JAK/STAT que en este caso se encuentra aguas abajo del receptor de 1L-6,

cuya sefial se transmite principalmente via Jak1, y en menor medida Jak2'?°.

Se ha descrito previamente que el ruxolitinib reduce la fosforilacion de Stat5'°! y de
Stat3%* en los linfocitos T. Sin embargo, no se ha abordado el efecto del ruxolitinib en
cuanto a fosforilacion de Stat3 y Stat5 sobre las células Tregs. En nuestras condiciones
experimentales, ruxolitinib abolié de manera similar la fosforilacion de Stat5 y Stat3 en
las células CD4+ FoxP3"9" que en las células CD4+ FoxP3"°" y CD8. Esto también
ocurrio en las células Helios+ y Helios- FoxP3+. Sin embargo, dicho resultado no
descarta que en otras condiciones mas fisiologicas la fosforilacion de Stat5 pueda verse
afectada de manera diferente en Tregs en comparacion con Tcon. Por otro lado, la
fosforilacion de Stats es importante para la generacion de Tregs, a través de su papel en
la regulacion transcripcional de FoxP3'®, pero podria ser prescindible para su funcion
una vez que las Tregs ya estén determinadas. La realizacion de un estudio con mutantes
de delecién condicional o el silenciamiento de Stat5 en linfocitos Treg ya determinados
podrian ayudar a arrojar luz sobre el papel de la fosforilacion de Stat5 en la capacidad

supresora de los Treg.

6.2.1.2 Ensayo de supresion

Dados los resultados obtenidos hasta el momento, donde comprobamos que el ruxolitinib
afecta a algunas de las moléculas implicadas en la funcionalidad de los Treg, de manera
negativa, como el caso de la expresion de CTLA4 o la fosforilacion de Stat5, mientras
que en otras el efecto es el contrario, como es el caso de Helios o CD39, consideramos
importante realizar ensayos funcionales que permitieran discernir el efecto global del
ruxolitinib sobre los Tregs. Por ello, desarrollamos ensayos de supresidn usando cultivos
mixtos de linfocitos Treg y Tcon activados con anti-CD3 y anti-CD28, en presencia de
ruxolitinib. Nuestros ensayos de supresion in vitro indican que la capacidad supresora no
se reduce con el tratamiento con ruxolitinib, e incluso podria aumentar, produciendo mas
que un efecto aditivo. Este resultado, junto con el hecho de que ruxolitinib favorece la
proporcién de Treg:Tcon tanto in vitro como in vivo, sugiere un efecto sinérgico para el

tratamiento de la EICH en modelos in vivo.
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6.2.2 Modelo murino

Algunos estudios preclinicos han demostrado el papel de las células Treg en la biologia
de laEICH. Coheny col.”* inoculan 10x10° células T totales junto con 5x10° células Treg,
y observan que la adicion de células Treg en el momento de la infusion retrasa e incluso
previene la aparicion de EICH en el grupo de tratamiento con respecto al grupo control.
En otros estudios, como el de Hannon y col.’®, utilizan también un modelo murino con
dosis menores de linfocitos Treg obtenidos de 6 voluntarios humanos en un modelo
xenogenico. De forma anéloga, realizan 6 experimentos independientes con 6 grupos de
ratones a los que infunden en fresco 2x10° células mononucleadas, 2x10° células
mononucleadas mas 1x10° linfocitos Treg, y otro grupo con 1x10°8 linfocitos Treg. Cada
grupo presentd dosis y ratios diferentes tanto de células mononucleadas como de células
Treg. La infusion de la doble combinacién retraso la aparicion de EICH y mejoré la

supervivencia en 5 de los 6 grupos de ratones.

La infusion de linfocitos Treg reguladores expandidos también ha sido evaluada en
modelos preclinicos. Taylor y col.” describen que las células Treg tienen una capacidad
modesta para regular la activacion de células CD4+ alorreactivas in vivo debido a su baja
frecuencia en sangre periférica. Por ello emplean la infusion de linfocitos Treg
expandidos in vitro. El experimento consistio en trasplantar 3 grupos de ratones con 2x10°
células T naive, que posteriormente fueron aleatorizados en tres grupos: uno control, otro
al que se le afiadieron 2x10° células T CD4+ CD25-, y un tercer grupo al cual se le afiadio
2x10° células T CD4+ CD25+. La supervivencia fue claramente superior en el grupo de
ratones tratados con una infusién adicional de Treg. Como contraargumento, sefialan que
presentaron problemas en el método de expansion de dichas células, y sugieren que los
distintos métodos de expansion empleados podrian resultar en distintas subpoblaciones
celulares con diferente potencial supresor/efector. En definitiva, los modelos preclinicos
muestran la efectividad de la infusion de las células Treg para reducir la EICH vy la
mortalidad asociada a la misma. Aunque los estudios existentes han probado la infusion
de células Tregs aisladas o junto con la infusién de células Tcon, ninguno hasta el
momento habia estudiado la combinacion de células Tregs con otras drogas para tratar de

mejorar las respuestas obtenidas y explorar posibles efectos sinérgicos.

Por otro lado, se han descrito modelos murinos que abogan por el uso de ruxolitinib en el

contexto de la EICH. Spoerl y col. reportan en su modelo murino el descenso en la
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severidad de la EICHa y mejoria de la supervivencia en el grupo de ratones tratados con
ruxolitinib®®. En un andlisis mas detallado, argumentan que la inhibicion de la via JAK
resulta en una reduccion en la proliferacion de linfocitos T efectores, la supresion en la
produccién de citoquinas proinflamatorias, y el aumento en el nimero circulante de
células Treg favoreciendo la tolerancia inmunologica. Siguiendo el mismo argumento,
otros autores demuestran también que el uso de inhibidores de la via JAK1/2 reduce la
EICH vy preserva el EICL®*%, Carniti explora el efecto del ruxolitinib sobre las vias
JAK1/2 en un modelo murino de ratones BALB/c trasplantados a los que posteriormente
se inocularon células tumorales a dosis de 0,5 y 2 x10°, respectivamente. En su estudio
demuestran que la inhibicion de dichas vias resultd en una mejora en la supervivencia

global y en el score de EICHa en los érganos afectados, ademas de preservar el EICL.

En nuestro estudio utilizamos un modelo murino para confirmar el potencial terapéutico
de la combinacion de ruxolitinib y Treg en el tratamiento de la EICH. Nuestro modelo
refleja el curso de la enfermedad en el entorno clinico, con una fase aguda con afectacion
intestinal, pérdida de peso y alta mortalidad en las primeras etapas seguida de una
recuperacion y posterior desarrollo de una fase cronica en el que ademas de los anteriores,
aparecen sintomas como la fibrosis cutanea o la afectacion ocular, mas caracteristicos de
la EICH crénical®. A diferencia de la mayoria de los estudios preclinicos con ruxolitinib
o Tregs mencionados anteriormente, no hemos iniciado el tratamiento de forma
simultanea al trasplante de médula 6sea y esplenocitos, sino una vez pasada la fase aguda
en nuestro modelo y cuando la fase cronica ha comenzado a mostrar signos clinicos, por
tanto, un modelo de tratamiento, no de “profilaxis”. El hecho de que la EICH ya esté en
progresion en el momento de iniciar el tratamiento dificulta el modelo y la obtencién de
resultados positivos y, por tanto, en nuestra opinion, hace que los hallazgos de nuestro
estudio sean mas relevantes. Ademas, hemos utilizado dosis reducidas de ruxolitinib (30
mg/kg de peso corporal por dia, en comparacién con la dosis estandar de 60 mg/kg) y una
relacién Treg:esplenocitos 1:6, en lugar de una proporcion de 1:1 o 1:2 utilizada en la
mayoria de los estudios. Hemos utilizado estas dosis méas bajas para detectar el posible
efecto aditivo o sinérgico de ambos tratamientos, y para demostrar que una reduccion de
ambos tratamientos en el entorno combinado podria ser beneficiosa para los pacientes,
disminuyendo los efectos secundarios de cada tratamiento por si solo y facilitando la
obtencion de suficiente Tregs. Con estos parametros, hemos podido determinar que el

tratamiento combinado en la EICH con ruxolitinib y Tregs, comenzando con la
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enfermedad que ya estd en progresion, puede superar a los tratamientos individuales,
logrando una supervivencia significativamente més alta, mejores puntuaciones clinicas y

una menor pérdida de peso, sin afectar al efecto injerto contra leucemia.

Otro aspecto que se valord fue la persistencia de las células Treg una vez infundidas,
simulando las mismas condiciones de la enfermedad por EICH. Ello fue posible gracias
al empleo de ratones GFP. En nuestro modelo, hemos podido detectar las Treg GFP+
infundidas hasta 70 semanas (16 meses) despues de la infusion en la médula dsea de los

ratones tratados con Treg, lo que demuestra su persistencia a largo plazo.

Un aspecto fundamental en este tipo de modelos es la demostracion de que la eficacia del
procedimiento evaluado en cuanto al tratamiento de la EICH no afecta el EICL. Ya
existen publicaciones previas que describen que ni el ruxolitinib ni el tratamiento con
células Treg por separado interfieren en el EICL*®7’, En base a estos resultados, algunos
investigadores argumentan que las células Treg inhiben la proliferacion, pero no la
activacion de las Tcon. Era pues importante comprobar que la combinacion de ambos
tratamientos no tenia un efecto negativo sobre el EICL. Por ello en nuestro modelo
llevamos a cabo un experimento infundiendo células leucémicas A20 marcadas con
luciferasa en ratones BALB/c junto con esplenocitos de donantes C57BI/6. En aquellos
ratones que no recibieron esplenocitos se produjo una proliferacion de células tumorales,
mientras que en aquellos ratones que si recibieron esplenocitos no se produjo
proliferacion de las mismas, eliminandose préacticamente la sefial a los 14 dias de la
infusion de los esplenocitos, independientemente de la administracion o no de ruxolitinib
y/o Treg. Esto indica que el tratamiento combinado no esta produciendo un detrimento

en la capacidad del implante de eliminar las células tumorales.

En resumen, el modelo murino muestra una mayor efectividad del tratamiento combinado
con ruxolitinib y Treg en del tratamiento de la EICH que cada uno por separado y se
traduce en una mejora significativa de la supervivencia. Demostramos la persistencia a
largo plazo de las Treg infundidas con el tratamiento combinado, y que la infusion de

Treg en fresco en combinacion con el tratamiento con ruxolitinib preserva el EICL.
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6.3 PARTE Ill: Ensayo clinico con linfocitos Treg y ruxolitinib

Diversos estudios ponen de manifiesto déficits cuantitativos o cualitativos de los Treg en
pacientes con EICH®"™, Las células Treg son criticas para el mantenimiento de la
homeostasis inmune Yy la tolerancia postrasplante. Aunque los factores que contribuyen a
la reduccion en los recuentos de células Treg no estdn completamente elucidados, dichos
estudios apuntan hacia la recomposicion del pool circulante de dicha poblacion celular
como una estrategia terapettica innovadora®. Entre las ventajas que se anticipan se
encuentra la induccion a largo plazo de imunotolerancia que obviaria la necesidad del uso

de drogas inmunosupresoras y su potencial para la reparacion tisular®3!,

Diversas estrategias para aumentar el nimero circulante de células Treg y su funcion han
sido exploradas de estudios preclinicos y estdn mostrando un creciente potencial en la
clinica. A continuacién se muestra una tabla con los principales ensayos clinicos activos

actualmente (fuente: www.clinicaltrials.gov) (Tablas 6.1y 6.2).

Los estudios que evaltan el uso de las células Treg para tratamiento de EICH descritos
por Trzonkowski®**?, asi como los siguientes estudios fase I/Ib, realizados en el &ambito
de la profilaxis de la EICH demuestran la factibilidad y seguridad de la terapia adoptiva
con células Treg. Los primeros estudios para profilaxis de EICH fueron los reportados
por los grupos de la Universidad de Minesotta®® y Di lanni’®. En el primero, se evalu6 la
seguridad de infundir Treg de cordon umbilical expandidos ex vivo con anti-CD3 y anti-
CD28, e IL-2 a 23 pacientes sometidos a doble trasplante de cordon umbilical. Los
pacientes recibieron una dosis de 0,1-30x10° células Treg/kg después del trasplante. No
se observaron toxicidades post-infusion. En comparacion con 108 controles historicos
tratados de forma idéntica sin infusién de Treg de corddn, hubo una menor incidencia de
EICH aguda de grado 1I-1V (43% frente a 61%, p=0,05) sin efectos nocivos sobre la
infeccion, la recaida o la mortalidad temprana. El segundo grupo, liderado por Di lanni,
estudio el efecto de la infusion de células Treg en el contexto del trasplante haploidéntico
como profilaxis de EICH en 28 pacientes. Cuatro dias después de la infusién de los Treg,
se realizé la infusion de células CD34+ seleccionadas acompariada de células Tcon del
donante. No se observo toxicidad con la infusion de hasta 4x10° células enriquecidas en

Treg/kg, a pesar de la infusion posterior de hasta 2x10° células Tcon/kg.
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Estudio/Centro | Fase Reclut./ Trasplante/IS | Indicacién | Producto Resultados
planeado celular/Dosis
NCT01634217/ || 16/16 HLAId Profilaxis iTregs 12 cohorte:
Universidad de MMF/Siro, EICH expandidas SP | 100% grado 3
Minnesota, n=2 Escalada de EICHa
EE.UU. MMF/Csa, dosis: 22 cohorte:
n=14 3-300 x10%kg | 20% grado >2
EICHa
NCT02423915/ | | 5/5 Doble CU, Profilaxis | Treg 100% > grado
MD Anderson, n=2 EICH fucosiladas de | 2 EICHa
EE.UU. DNE SP, n=3 Cu
MMF/Siro 1-10 x108/kg
NCT01660607/ | /1l 12/24 DNE/DE Profilaxis | Tregsy Tcons | 12 cohorte:
Stanford, SinlS, n=5 EICH en fresco 40% > grado 2
EE.UU. Tac/Siro, n=7 Tregs: 1-3 EICHa
x108/kg 22 cohorte: sin
Tcons: 1 EICH
x10%/kg- 3
x107/kg
NCTO01795573/ | I 38/48 DE Profilaxis | Tregs No reportado
Moffitt Cancer IS no EICH expandidas
Center, EE.UU. especificada con células
dendriticas del
donante
Dosis no
especificada
2012-002685- | 9/9 No Profilaxis | Tregs en Seguro; no
12/ Ratishona, especificado EICH fresco disefiado para
Alemania Hasta 5 eficacia
x108/kg
01/08 | 28/28 Haploidéntico | Profilaxis | Tregsy Tcons | 15% >grado 2
Perugia, Italia Sin IS EICH en fresco EICHa
Tregs: 2-4 5% recaida
x108/kg
Tcons: 0.5-2
x108/kg
NCT00602693/ | I 11/11 Doble CU Profilaxis | Tregs 9% >grado 2
Universidad de MMF/Siro EICH expandidas de EICHa
Minnesota, CuU 5% recaida
EE.UU. 3-300 x108/kg
NCT04678401/ | I NA/10 Haploidéntico | Profilaxis | Tregs Sin resultados
Dana Farber Sin IS EICH enriquecidas
Cancer Institute, Dosis no

EE.UU.

especificada

Tabla 6.1. Principales ensayos clinicos disponibles que emplean los linfocitos Tregs en

la EICH en profilaxis. Abreviaturas: Reclut.= Reclutamiento, HLAIid = HLA idéntico,

EICHa = Enfermedad injerto contra huésped aguda, CU = Corddén umbilical, Siro =

sirolimus, DNE = donante no emparentado, SP = sangre periféerica, IS = inmunosupresion,

DE = Donante emparentado, Tcons = células T convencionales, MMF = Micofenolato,

CF = Ciclofosfamida.
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Estudio/Centro | Fase Reclut./ | Trasplante/ | Indicacién | Producto Resultados
planeado | IS celular/Dosis
NCT01903473/ | 1l NA/35 Cualquiera EICHCc Tregs en Sin resultados
Universidad de fresco + Siro +
Lieja, Bélgica IL-2
0.5 x108kg
NCT01937468/ | | NA/25 Cualquiera EICHCc Tregs en Sin resultados
Dana Farber fresco SP
Cancer Institute, Dosis no
EE.UU. especificada
NCTO02385019/ | /1l NA/22 Cualquiera EICHc Tregs en Sin resultados
Portugal fresco SP
0.5-3 x10%/kg
NCT01911039/ | I NA/20 Cualquiera EICHc Tregs no Sin resultados
Stanford, especificadas
EE.UU. 0.1-15
x108/kg
NCT02749084/ | I/l NA/20 Cualquiera EICHc Tregs SP de Sin resultados
Bolonia, Italia multiples
donantes
17-6.6
x10%/kg/
mensual x3
EK206082008/ | I 5/5 Cualquiera EICHc Tregs Respuesta,
H. Carl Gustav expandidas SP | n=2
Carus, 0.5-4.4 Enf. Estable,
Alemania x106/kg n=3
NCTO03683498/ | I 16/16 Cualquiera EICHc Tregs en Sin resultados
H. Virgen del fresco SP
Rocio, Espafia
NKEBN/ | 2/2 DE EICHa Tregs EICHa:
458-310/2008 EICHc expandidas mejoras
Universidad de EICHa: 3 transitorias
Gdansk, Polonia x10%/kg EICHc:
EICHc: 1 Reduccion IS
x10%kg
NCT01453140/ | I/l 3/15 Cualquiera EICHa Tregs Sin resultados
John Theurer expandidas SP
Cancer Center, con CF + Siro
EE.UU. +/- azacitidina
Dosis no

especificada

Tabla 6.2. Principales ensayos clinicos disponibles que emplean los linfocitos Tregs en

la EICH para tratamiento. Abreviaturas: Reclut.= Reclutamiento, HLAid = HLA idéntico,

EICHa = Enfermedad injerto contra huésped aguda, CU = Cord6n umbilical, Siro =

sirolimus, DNE = donante no emparentado, SP = sangre periférica, IS = inmunosupresion,

DE = Donante emparentado, Tcons = células T convencionales, Enf. = Enfermedad.

So6lo dos pacientes desarrollaron EICH aguda y ningun paciente desarrollé EICH cronica.

Ademas, la recuperacion inmunitaria de los pacientes fue rapida, con un aumento precoz

en las subpoblaciones de células T y su repertorio.
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En el contexto del uso de la terapia adoptiva de Treg como tratamiento de la EICH, los
ensayos disponibles son escasos Yy los resultados estan, en muchos casos, pendientes de
publicacién. El primer ensayo clinico descrito para tratamiento de la EICH se realizé
utilizando Tregs expandidas ex vivo. En este estudio se incluyeron 2 pacientes, uno con
EICHc en el que se describié un alivio sintomatico, y otro que obtuvo una mejoria
transitoria de la EICHa®®3. En otro estudio, liderado por Theil y col.!3, la terapia adoptiva
con Tregs expandidos ex vivo permitio alcanzar algun tipo de respuesta en 2 de 5 pacientes
con EICHc. Los otros 3 pacientes mostraron enfermedad estable tras un periodo de

seguimiento de hasta 21 meses.

De forma general, estos estudios han demostrado que la terapia adoptiva con células Treg
es posible y segura y podria ser eficaz en el contexto de la EICH. Sin embargo, la mayoria
de las publicaciones se han centrado en la prevencion en lugar del tratamiento de la EICH,
en la expansion ex vivo y en el contexto del trasplante haploidéntico, y en buena parte de
ellos, en el uso de Tregs obtenidas a partir de cordon umbilical. En el momento en el que
iniciamos nuestro estudio existia, por tanto, una carencia de estudios prospectivos
centrados en el tratamiento de EICH crénica con Treg obtenidos ex vivo mediante
seleccion inmunomagnética a partir de sangre periférica. Por todo ello, propusimos
estudiar especificamente este método de seleccidn en pacientes con EICHc refractario, y
ademas realizarlo en combinacion con tratamiento con ruxolitinib, planteando un posible
potencial efecto sinérgico, teniendo en cuenta que en el escenario actual el ruxolitinib se
iba consolidando como la opcién méas habitual de tratamiento tras fallo a corticoides v,
por tanto, los pacientes susceptibles de recibir Treg estarian expuestos a este farmaco. La
combinacion de ruxolitinib y los linfocitos Treg podria actuar de manera sinérgica
inhibiendo la activacion linfocitaria y preservando/aumentando los linfocitos Treg
circulantes, esenciales para el mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica y el
desarrollo de la EICHc. Nuestro ensayo clinico explora por primera vez la combinacion

de ruxolitinib y linfocitos Treg en el ambito clinico como tratamiento de la EICHC.

En nuestro estudio el perfil de seguridad fue aceptable no alcanzandose toxicidad
limitante de dosis incluso en las dosis més altas. La mayoria de eventos adversos fueron
de grado <2 y pudieron ser manejados sin dificultad. Un total de 4 de 14 pacientes
presentaron eventos adversos grado >3, y en ningun caso se relaciond con el tratamiento
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administrado. Un paciente presentd una necrosis avascular en contexto de altas dosis de
corticoides, y 3 pacientes presentaron procesos infecciosos, en un intervalo de tiempo de
mas de 4 meses desde la infusion. En este contexto, nuestros datos de seguridad coinciden
con la mayoria de estudios disponibles que han empleado las células Treg en la EICH,
observandose una baja toxicidad post-infusion y un perfil de seguridad muy aceptable.
Tampoco la frecuencia de infecciones post-infusion se ha visto alterada comparada con
otros estudios en el postrasplante alogénico que no han empleado células Treg. Asi, la
literatura reporta una incidencia de infecciones bacterianas que oscila entre el 20-50%'%,

136

y de neumonia entre el 15-25% de los pacientes*° por lo que, en nuestro ensayo, tampoco

se observo aumento de las mismas con respecto a lo previamente reportado.

Con respecto al aislamiento y pureza de las células Treg, éstas suponen un desafio
importante dado que la proporcion de linfocitos Treg en sangre periférica se encuentra en
torno al 5-10% de los linfocitos T CD4+. Por este es necesario recurrir a técnicas
especificas de seleccién celular. Cabria pensar que esto pudiera suponer una limitacion
en si misma, pues para llevar a cabo dichos procesos de purificacion se precisa de personal
altamente cualificado. En nuestro ensayo clinico, se elaboraron con éxito un total de 14
de 15 productos obtenidos de aféresis para su uso como tratamiento de la EICHc. Sélo un
producto no fue infundido por exceso de linfocitos CD8+ tras la purificacion, si bien este
no era un criterio de liberacion del estudio. En cuanto a la dosis celular diana de cada
cohorte se consiguid en 9 de 14 pacientes. De los 5 que no alcanzaron estrictamente la
dosis completa, 3 se aproximaron con una variacion maxima del 10%, y los otros 2
consiguieron una dosis en torno al 50% de la dosis objetivo. De ellos, 4 pertenecian a la
cohorte de mayor dosis (2x10%/kg), y solo 1 a la segunda cohorte (1x10%/kg). Por este
motivo, los 2 pacientes cuya dosis se hall6 en torno al 50% fueron reasignados a la cohorte
2 para su analisis, acorde a una dosis final mas cercana a 1x10%/kg. Entre los principales
factores que consideramos que podrian haber influido en el éxito de la recoleccién de un
namero suficiente de Treg, destacamos en primer lugar la dosis Treg de partida del
producto de aféresis, en segundo lugar la dosis objetivo, y en tercer lugar otras variables
como el mayor peso del receptor o la recuperacion de Treg tras el proceso de seleccion.
No obstante, nuestros datos sugieren que la dosis mayor de linfocitos Treg infundidos,
2x10%/kg, podria ser suficiente para el tratamiento de la EICHc y asienta la base para la
realizacion de ensayos clinicos que exploren méas profundamente la eficacia clinica con

esta dosis. Como alternativa a la seleccién celular, otros grupos estan investigando
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métodos de expansion ex vivo de linfocitos Treg obtenidos de sangre periférica o cordon
umbilical®#2137 Incluso aunque con dichas técnicas de expansion pudiera obtenerse un
namero de células superior, a menudo dichos estudios se han encontrado con limitaciones
en cuanto a nimero conseguido y pureza del producto obtenido®®. Quiza proximamente,
cuando la generacién de linfocitos Treg haya sido optimizada o las aproximaciones in
vivo sean mas eficaces, el nimero de linfocitos Treg infundidos no sea considerado tan

relevante como su relativa eficacia y/o persistencia en sangre periférica.

En nuestro estudio el tratamiento con la doble terapia permitié el descenso de la
inmunosupresion en los 14 pacientes, llegando incluso al descenso paralelo de varios
farmacos en hasta 12 de 14 pacientes, lo cual supone un objetivo en si mismo en el
tratamiento de pacientes severamente afectados por la EICHC y expuestos a diversos
inmunosupresores. Esto fue posible gracias a la mejoria en la gradacion NIH global
observada en 10 de 14 pacientes infundidos, con una tasa de respuesta global del 71,4%.
Hay que mencionar que en nuestro estudio, el tiempo medio desde la infusion hasta la
méaxima respuesta fue de 6 meses con mejorias progresivas a lo largo de todo el afio de
seguimiento, y que ademas dichas respuestas fueron duraderas en el tiempo. Los
resultados de otros ensayos clinicos que han empleado la infusién de células Tregs como
tratamiento de la EICHc aln estan por reportar. Los datos disponibles hasta la fecha son
los resultados de Trzonkowski y cols™*3, que describen una mejoria de sintomas en un
paciente tratado con EICHc; y Theil'®, que describe respuestas clinicas en 2 de 5
pacientes con EICHc. En comparacion con otras aproximaciones que han planteado un
aumento in vivo del niamero de células Treg circulantes sin llegar a la seleccion o
expansion de células Treg, destacan el liderado Koreth y col®®., que arrojan respuestas del
50% en una poblacion de 23 pacientes a los que se administraron bajas dosis de IL-2

diarias durante 2 meses.

En cuanto a la afectacion y respuesta por 6rganos, la afectacion en piel, la esclerodermia,

la afectacion articular y ocular fueron los érganos mas frecuentemente afectados. Al

analizar las respuestas, se objetivo un mayor porcentaje de respuesta en aquellos pacientes

con afectacion oral, en piel y articular, con hasta un 83%, 58,3% y 41% de respuestas

respectivamente. En la mayoria de las ocasiones estas respuestas también se acompafiaron

de una mejor puntuacion en la escala subjetiva de sintomas de EICHc o escala de Lee. En
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cuanto a la respuesta articular, se evaluo a traves de la escala JOINT/PROM. Hasta 10 de
12 pacientes presentaron mejoria en dicha escala, con respuestas variadas en la
profundidad de entre 1 y 8 puntos en el score PROM total. Este hallazgo es significativo,
pues la afectacion articular es considerado hoy por hoy una de las manifestaciones de
EICHc més complicadas de tratar. Ademas, dos de los tres pacientes que empeoraron, lo
hicieron en solo 1 punto del score PROM sin llegar a empeorar el score NIH, lo cual

indica estabilidad pero no progresiont®,

El analisis por subgrupos permitio la identificacion de los posibles factores relacionados
con el grado de respuesta alcanzado tras finalizar el seguimiento. Si bien no hubo
diferencias significativas en la respuesta en cuanto al tipo de tratamiento inmunosupresor
(p = 0,16), lineas de tratamiento previas para la EICHc (p = 0,38) o la dosis de Tregs
recibida (p = 0,88), si que la hubo en cuanto al grado de EICHc previo a la infusion (p =
0,005), encontrando respuestas significativamente mejores en aquellos pacientes con
EICHc moderada con respecto a los que presentaban EICHc severa. Esto sugiere que el
tratamiento precoz de los pacientes con EICHc es clave para tratar de revertir los cambios
fibroticos y esclerdticos de las formas més severas, mucho mas dificiles de revertir en el

tiempo.

Otro aspecto que se analizo fue el riesgo de recaidas, dado que cabria pensar que

una mayor inmunosupresion podria conducir a un posible aumento del riesgo de recaida
de la neoplasia maligna subyacente tal y como también apuntdbamos en el estudio
retrospectivo con ruxolitinib!®%, No se constatd ningln caso de recaida postrasplante
de la enfermedad de base, aunque uno de los pacientes presentdé inmunofijaciones
positivas en el proteinograma con estudio medular negativo. Es mas, como apuntadbamos
anteriormente fue posible el descenso de la inmunosupresion en todos los pacientes. A
este respecto se han descrito otras aproximaciones recientes, como el uso de lenalidomida
postrasplante. Si bien dicho farmaco se ha mostrado efectivo en el tratamiento de los
pacientes con mieloma maultiple postrasplante, no es efectivo para reducir la incidencia
de EICH ni los eventos adversos hematoldgicos derivadas de su uso*®. Comparado con
otros estudios que avalan el uso de linfocitos Treg, nuestros resultados coinciden con la
baja incidencia de recaida observada®. Tampoco encontramos un detrimento en cuanto a

la supervivencia, documentandose un fallecimiento en toda la serie, lo cual asemeja de
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manera similar la incidencia normal de supervivencia postrasplante sin encontrarse mayor

mortalidad?.

La aféresis al donante fue segura, sin notificarse ninguna incidencia relacionada con el
proceso de donacion. El hecho de que la aféresis de linfocitos pudiera llevarse a cabo por
via periférica supone una ventaja con respecto a otros métodos de obtencion, como el
cordon umbilical, ya que representa una forma de méas fécil acceso y no requiere la
peticion de unidades a centros o bancos de tejidos. El tiempo de seleccion o produccion,
que comprende desde la aféresis hasta la infusion del producto elaborado vario entre las
48 y 72 h. Este plazo de tiempo es corto comparado con otras terapias, como la infusién
de celulas TCAR donde el tiempo de produccion se sitGa en 2-4 semanas, por lo que la
probabilidad de que los pacientes progresen en sus manifestaciones de EICHc son
practicamente nulas, siendo por tanto un tratamiento que puede conseguirse en
relativamente poco tiempo. Si bien es cierto que el uso de donantes no emparentados y su
evaluacion requiere un tiempo algo mayor, esto también ocurre con el empleo de las
células TCAR, en las cuales la preparacion previa a la aféresis demora la misma de forma

adicional un plazo de 2-4 semanas hasta la dicha aféresis'*°.

En cuanto a la identificacion de parametros bioldgicos con valor pronostico, encontramos
que el ratio Treg:Tcon fue incrementandose a lo largo del tiempo en 11 de los 14 pacientes
analizados; este ratio fue superior en la tercera cohorte de dosis con respecto a las otras
dos. Coincidiendo, por tanto, con nuestro modelo preclinico, observamos que el
ruxolitinib no afecta los recuentos de los linfocitos Treg in vivo, a pesar de las altas dosis
de tratamiento inmunosupresor y diferentes agentes empleados en la poblacion analizada.
Ademas, dicho incremento coincidi6 con el aumento progresivo de las respuestas clinicas
a lo largo del afio de seguimiento y con la reduccion de los corticoides. Otros parametros
bioldgicos medidos no presentaron tendencias relevantes. En cuanto al analisis de las
distintas subpoblaciones de linfocitos Treg, tampoco se encontraron otros cambios
estadisticamente significativos, incluyendo el ratio de células de memoria
central/efectoras, expresion de Ki67 o el origen timico medido mediante la expresion de
CD31. Lo mismo sucedidé con el andlisis de otras poblaciones celulares como los

linfocitos T convencionales o los linfocitos B. Estos datos sugieren que quiza el

152



Discusion

tratamiento con la doble terapia no afectaria a la homeostasis general de otras poblaciones

sanguineas, aunque se necesitarian mas estudios que confirmaran estos hallazgos.

En lo que respecta a los resultados descritos en este estudio en comparacién con otras
estrategias terapéuticas evaluadas recientemente en diversos ensayos clinicos, es
interesante sefialar que la tasa de respuestas globales del 71,4% se compara
favorablemente con la descrita en estudios como el ROCKstar (NCT03640481), en el que
se analiza la eficacia de belumosudil en pacientes con EICHc tras 2-5 lineas de
tratamiento obteniendo respuestas globales del 73% (68% respuestas parciales, 5%
respuestas completas)*!, y que llevd a su aprobacion recientemente por la FDA?’. Otras
novedades terapéuticas empleadas en pacientes con EICHc refractaria a >2 lineas de
tratamiento han incluido el uso de ofatumumab en combinacién con prednisona,
consiguiendo respuestas globales en torno al 62,5%%; axatilimab, describiendo
respuestas del 68%, glasdegib con respuestas de 60%, y abatacept, con respuestas del
49% (estos ultimos, resultados publicados en el congreso ASH de 2021). Por tanto, los
resultados de eficacia de nuestro estudio arrojan respuestas nada despreciables con

respecto a otros estudios clinicos en marcha.

En resumen, en la ultima década hemos avanzado en el conocimiento de la biologia de
las células Tregs y su mecanismo de induccion a la tolerancia en el postrasplante
alogénico. Los estudios preclinicos y ensayos clinicos han permitido esclarecer el
potencial de la terapia celular basada en el uso de células Tregs como una terapia
alternativa al uso de drogas inmunosupresoras. Sin embargo, aunque los primeros
resultados de los ensayos clinicos han confirmado la factibilidad y seguridad de su uso,
dicha terapia aun no ha entrado en la practica clinica debido a algunos obstaculos
remanentes como la obtencion del nimero adecuado de células Tregs para su uso a escala
clinica o la necesidad de ajustar el resto de tratamientos inmunosupresores que esté
recibiendo el paciente para evitar potenciales antagonismos, como sucede con los
inhibidores de la calcineurina. Con este estudio hemos pretendido arrojar luz a algunas
de estas cuestiones aln no resueltas y avanzar en la optimizacion del tratamiento de
pacientes con EICHc, con una nueva estrategia terapéutica que incluye también a los
inhibidores del JAK1/2 como posible terapia concomitante para potenciar las respuestas
obtenidas, permitiendo acotar el nimero de células Treg a infundir asi como reducir el

resto de farmacos inmunosupresores que podrian ejercer efectos deletéreos hacia las
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Tregs. Todo ello elaborado desde el ambito cientifico y basado en un modelo preclinico

que ha dado soporte fundamental a nuestro modelo clinico.
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7 Conclusiones

1. El estudio retrospectivo realizado en el contexto del GETH demuestra que el
tratamiento con ruxolitinib tiene un perfil de eficacia y seguridad aceptable en el

tratamiento de la EICH aguda y crdnica.

2: En este estudio, no se han hallado caracteristicas clinicas y/o bioldgicas concretas que

puedan predecir respuesta al tratamiento.
3: Enestudios in vitro, el ruxolitinib incrementa el ratio nTreg:Tcon a lo largo del tiempo.

4: La capacidad supresora de las células Treg no se ve afectada en por el tratamiento con

ruxolitinib in vitro.

5: En un modelo murino de EICH, el tratamiento combinado con ruxolitinib y células T
reguladoras mejord la supervivencia y los sintomas clinicos de la enfermedad, superando
a cada uno de los tratamientos por separado y sin afectar al efecto contra leucemia del

trasplante.

6: La seleccion de linfocitos T reguladores mediante separacion inmunomagnética es
factible, obteniéndose productos ajustados a los criterios de liberacion en todos los casos

menos uno, y consiguiéndose la dosis objetivo en el 85,7% de los casos.

7: La terapia combinada con ruxolitinib y linfocitos Treg fue segura con un perfil de
toxicidad aceptable en todas las dosis estudiadas, no alcanzandose la toxicidad limitante
de dosis al menos hasta la dosis mas alta evaluada en este estudio, de 2 millones de Treg

por kg de peso.

8: La terapia combinada con ruxolitinib y linfocitos Treg permite obtener unas tasas de
respuestas globales del 71%, permitiendo ademas la reduccion de la inmunosupresion
sistémica, sin incrementar el riesgo de recaida. Se precisa un mayor numero de pacientes

para extraer conclusiones definitivas en relacion con la eficacia del procedimiento.

9: La frecuencia de infecciones post-infusion potencialmente mortales es similar a la de

otros estudios empleados en el postrasplante alogénico.

10: La terapia combinada con infusién de linfocitos Treg y ruxolitinib favorece el ratio
Treg:Tcon in vivo a lo largo del tiempo, observandose de forma paralela una mejora en

las respuestas clinicas.
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