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1. SIGLAS' Y ABREVIATURAS

Alo-TPH
Auto-TPH
BHE

CAR

CE

cLs

CNI

Cr

EASIX
EASIX-dO
EASIX-d100
EASIX-d30
EASIX-F
EASIX-FC
EASIX-GVHD
EASIX-pre
EICR

EMA

FDA

FMO

FVYW
G-CSF
HAD
HCT-CI
HLA

IFN-gamma
IL-1
IL-6

Trasplante de progenitores hematopoyéticos alogénico
Trasplante de progenitores hematopoyéticos autdlogo
Barrera hematoencefalica

Chimeric antigen receptor

Célula endotelial

Capillary leak syndrome

Inhibidor de la calcineurina

Creatinina

Endothelial activation and stress index
EASIX-dia O

EASIX-dia 100

EASIX-dia 30

EASIX-Ferritina

EASIX-Ferritina y PCR

EASIX-Graft versus host disease
EASIX-pretrasplante

Enfermedad injerto contra receptor
European Medicines Agency

Food and Drug Administration

Fallo multidrgano

Factor de Von Willebrand

Factor estimulante de colonias granulociticas
Hemorragia alveolar difusa

Hematopoietic Comorbidity Index

Human Leukocyte Antigen

Incidencia acumulada

Intervalo de confianza

Intercellular Cell Adhesion Molecule 1
Immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome
Irradiacién corporal total

Immune effector cell

Interferon gamma

Interleucina 1

Interleucina 6
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IPS

LAL-B
LBDCG
LCM
LDH

LF
LNH-B
MAT
m-EASIX
MM

MO
MRT
NMA
NRM
PRES

RC

RMN

RP
s-EASIX
SG

SI

SLC

SLE

SOSs

SP

ST2

TCA

™
TNF-alfa
TPH
VCAM-1

Idiopathic pneumonia syndrome
Intensidad reducida

Leucemia aguda linfoblastica B
Linfoma B difuso de células grandes
Linfoma de células del manto

Lactato deshidrogenasa

Linfoma folicular

Linfoma no Hodgkin B
Microangiopatia trombética

EASIX modificado

Mieloma multiple

Médula Osea

Mortalidad relacionada con el trasplante
No mieloablativo

Mortalidad no relacionada con recaida
Posterior reversible encephalopathy syndrome
Remisidon completa

Resonancia magnética nuclear
Remisién parcial

EASIX simplificado

Supervivencia global

Sindrome del implante

Sindrome de liberacién de citocinas
Supervivencia libre de enfermedad
Sindrome de obstruccién sinusoidal
Sangre Periférica

Supresor de tumerogénesis 2

Terapia celular adoptiva
Trombomodulina

Factor de necrosis tumoral alfa
Trasplante de progenitores hematopoyéticos

Vascullar Cell adhesion molecule 1
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2. MOTIVACION DE LA TESIS

Puede que en ocasiones no seamos capaces de ver nuestro futuro, por ello,
siempre hay otras personas que nos acompafian y que, por suerte, nos visionan
dentro de unos afios y nos motivan a lo largo del recorrido. Mi tesis empezd en
noviembre de 2016 mientras rotaba de observer en el Memorial Sloan Kettering
Cancer Center (MSKCC) de Nueva York y el Dr. Perales me preguntd si queria
volver alli para pasar unos afos investigando con ellos. En ese momento no fui
consciente, pero desde aquella entrevista, tuve la inquietud constante por

regresar.

Gracias al Servicio de Hematologia del Hospital Marqués de Valdecilla, dos afios
mas tarde yo estaba alli, investigando en uno de los hospitales mas importantes del
mundo, viviendo en Nueva York de nuevo, ciudad a la que siempre volveré. Sin
embargo, mi interés en el trasplante de médula 6sea empezd mucho antes, en el
ultimo afio de carrera, durante mis practicas, en las que tuve la suerte de poder
conocer la unidad de trasplante del Hospital Morales Meseguer (Murcia). Ellos son
los culpables de que, a dia de hoy, siga viendo pacientes trasplantados en mi dia a

dia.

Mi amor por la hematologia se lo debo a mis compafieras de servicio, en especial a
Arancha, a todo el personal de “La 102 planta” de Valdecilla y a nuestros pacientes.
Durante mi residencia fui aprendiendo todo lo que pude sobre trasplante de
médula, de la mano de la Dra. Bermudez y la Dra. Yafiez, pude también aprender a
manejar bases de datos, a escribir mis primeros abstracts y a participar en los
primeros congresos. Las preguntas durante los pases de planta del Dr. Richard

también hicieron lo suyo.

Gracias al contrato post-MIR Lépez-Albo-Wenceslao del instituto de investigacion
Valdecilla (IDIVAL) pude desarrollar durante dos afios mi labor como investigadora
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clinica en el hospital MSKCC y después en mi hospital, Valdecilla. Bajo la
supervision del Dr. Perales y la Dra. Yafiez, pude participar en diferentes trabajos
de investigacidén durante mi estancia en Nueva York, todos ellos en pacientes post-
trasplante o post-terapia CAR-T, que en ese momento (2018) empezaba a utilizarse

fuera de nuestro pais.

El desarrollo de estrategias de mejora en la terapia celular nos ofrece un mejor
conocimiento y manejo de las complicaciones asociadas a estos tratamientos,
entre las cuales se incluyen el daiio endotelial y sus distintas manifestaciones.
Poder ser capaces de mejorar el prondstico de nuestros pacientes conociendo
mejor sus complicaciones fue uno de los principales motivos que hicieron posible

los trabajos desarrollados en esta tesis doctoral.

Espero ser capaz de plasmar en las siguientes paginas mi pasion por el trasplante

y la terapia celular, y poder agradecer de esta forma todo el conocimiento que

mis mentores han compartido conmigo.

16



3. INTRODUCCION AL TEMA

3.1. TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS (TPH)

3.1.1. Historia del trasplante

Para empezar a hablar de trasplante necesitamos conocer al Profesor Edward
Donnall Thomas (Mart, Texas 1920 — Seattle, Washington, 2012) considerado el
“padre del trasplante de médula”. Sus primeros estudios, desarrollados en
modelos caninos®, supusieron los inicios del trasplante de médula 6sea. No
obstante, el camino no seria facil, dado que aun desconocian la importancia de la
compatibilidad genética entre receptores y donantes definida a finales de los afios
50 gracias al descubrimiento del sistema de compatibilidad del antigeno
leucocitario humano (HLA)*? lo cual le valié a B. Benacerraf, J. Dausset y G. Snell* el

premio Nobel de Fisiologia y Medicina”.

Los primeros trasplantes hasta los afios 80 fueron extremadamente complicados y
se asociaron a una alta mortalidad por multiples causas. El Profesor ED. Thomas
recibié el Nobel en 1990 por su investigaciéon en el campo del trasplante de
médula, a los 70 afios de edad, ya retirado de la atencién a los pacientes6'8. A partir
de los afios 70, la supervivencia tras el trasplante fue incrementandose (de un 10-
15% hasta un 60-70%) sobre todo tras conseguir una mejor seleccion de los
pacientes candidatos al procedimiento (menor carga tumoral y mejor estado
basal)®. Posteriormente, se han publicado estudios que demuestran cdmo ha ido
mejorando la probabilidad de sobrevivir a un trasplante de médula gracias no sélo
a la mejor seleccién del paciente sino a la adaptaciéon de cada trasplante a las

caracteristicas del paciente y de su enfermedad® (figura 1).
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Figura 1: Probabilidad de supervivencia tras un trasplante alogénico.

Fuente: Gooley, T. A et al. Reduced mortality after allogeneic hematopoietic-cell

transplantation. The New England journal of medicine, 363(22), 2091-2101°.

En 2010 se publica un estudio del hospital Fred Hutchinson Cancer Research Center
(FHCRC), centro pionero en el trasplante de médula®(figuras 1y 2). En este estudio
se analizaron 1148 pacientes que recibieron un primer trasplante alogénico en el
centro y se dividieron en 2 periodos: 1993-1997 y 2003-2007. Realizaron un analisis
de mortalidad comparando ambos periodos temporales, objetivando un claro
descenso de la mortalidad (figura 2), junto con un descenso de las infecciones y las

tasas de EICR.
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Figura 2: Probabilidad de muerte no relacionada con la recaida (NRM) al dia 200 del trasplante

alogénico.

Fuente: Gooley, T. A et al. Reduced mortality after allogeneic hematopoietic-cell

transplantation. The New England journal of medicine, 363(22), 2091-2101°.
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Durante estas décadas, multiples cambios en el trasplante han contribuido a
mejorar los resultados del procedimiento. Los mas importantes han sido, ademas
de una mejor seleccidn del paciente como ya se ha comentado, una reduccion en la
intensidad de los regimenes de acondicionamiento ajustando las dosis de farmacos
como la ciclofosfamida y limitando las dosis de radioterapia. Ademas, se ha
avanzado en un mejor conocimiento de las complicaciones relacionadas con el
trasplante como son la enfermedad injerto contra receptor (EICR) o las

infecciones®.

3.1.2. Tipos de trasplante de médula

En cuanto a los tipos de TPH, en funcidn del origen de las células hematopoyéticas
se establecen principalmente dos tipos: los que utilizan células del propio paciente:
TPH autélogo (Auto-TPH); y los que requieren de la seleccion de un donante para la
recoleccidon de las células: TPH alogénico (Alo-TPH). La seleccién de la fuente de
progenitores hematopoyéticos (médula ésea [MO] o sangre periférica [SP]), el
grado de compatibilidad con el donante seleccionado (familiar, no emparentado,
idénticos o dispares), la intensidad del acondicionamiento pre-trasplante
(mieloablativo, no mieloablativo o de intensidad reducida [IR]) y la profilaxis frente
a la EICR utilizados, son los principales factores a tener en cuenta para el éxito del

TPH como estrategia curativa®.

En 2012 se publica un importante estudio que compara las principales fuentes de
progenitores en el trasplante alogénico (MO y SP)*. Se analizaron un total de 551
pacientes en 48 centros americanos sin observar diferencias en cuanto a la
supervivencia en funcién de la fuente de progenitores. En los andlisis exploratorios
se observo que la fuente de SP podria reducir el riesgo de fallo de implante y que la
MO podria reducir la aparicion de EICR crénica. En el Alo-TPH ademas de la
seleccion de la fuente es importante la seleccion del mejor donante compatible

12,1 oy
13 podemos tener donantes familiares o donantes no

para el paciente
emparentados, estos Ultimos proceden de los registros de donantes de médula, en

nuestro pais se encuentra el Registro de Donantes de Médula (REDMO).
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3.1.3. Trasplante en la actualidad

En las dltimas décadas, el uso del TPH se ha incrementado progresivamente
posiciondndose como la Unica estrategia curativa para multiples enfermedades
hematoldgicas. Durante el aiio 2019 se reportaron datos de 51 paises de Europa y
paises colaboradores, registrados por EBMT (European Society for Blood and
Marrow Transplantation)”(figura 3). En 2019 se realizaron un total de 48.512
trasplantes en 43.581 pacientes, 19.798 trasplantes alogénicos (41%) y 28.714
trasplantes autdlogos (59%). Las principales indicaciones fueron enfermedades
hematoldgicas mieloides 10.764 (25%), linfoides 27.895 (64%), y enfermedades no
neoplasicas 3173 (7%). Desde 1990 a 2019, se observd un significativo aumento en

el nimero de centros que reportaron datos a EBMT (143 vs. 700)*.

28,000
= Allogeneic HCT === Autologous HCT
24,000

20,000

16,000

N. Patients

12,000

8000

4000

0
90 92 94 96 98 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18

Year

Figura 3: Datos de TPH del registro EBMT desde 1999 hasta 2019. Nimero de pacientes que

reciben un trasplante autélogo o alogénico.

Fuente: Passweg, J. R et al. Hematopoietic cell transplantation and cellular therapy survey of the
EBMT: monitoring of activities and trends over 30 years. Bone marrow transplantation, 56(7),

1651-1664".
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En cuanto a los datos de la ultima revisién del CIBMTR (Center for International
Blood and Marrow Transplant Research) en el afio 2021 se realizaron mas de 8.000
trasplantes alogénicos y en torno a 12.000 trasplante autdlogos (figura 4).
Comparando los datos con el siglo anterior, vemos que se ha multiplicado por dos

el nimero de Alo-TPH y casi por tres el nimero de Auto-TPH™.

Number of 1st HCTs reported to CIBMTR in the U.S.
-+Allogeneic HCT =e-Autologous HCT

14000

5]

& 12000 /‘AY=

@ 10000

£ 8000 / TN

'_

s /

) 6000 /\ ¥ /r

E 4000

= il

2000 —
0 lmrrrer st
RS I N A IS I N IS I P I A

& CIBMTR 3

Figura 4: Datos anuales en TPH del CIBMTR.

Fuente: Annual report CIBMTR 2022"

En cuanto a los resultados del trasplante, la ultima actualizacion del CIBMTR
muestra un claro incremento no sélo en las cifras de trasplantes realizados sino
también en las tasas de supervivencia, tanto en pacientes adultos como en

pacientes pedidtricos y adultos jovenes™.

3.1.4. Retos del trasplante

A pesar de los avances en el TPH, hay una tasa de pacientes que fallece tras el
mismo, principalmente debido a recaida o progresion de la enfermedad
hematoldgica o por muerte relacionada con el trasplante (MRT) o mortalidad no

. , 1
relacionada con recaida (NRM)>’

. Los intentos por mejorar el manejo de las
diferentes complicaciones post-TPH van enfocados principalmente a disminuir la
tasa de recaida y MRT o NRM, mejorando las estrategias de profilaxis antibiética,

anticipacion del tratamiento de algunas infecciones (citomegalovirus o
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aspergilosis), manejo riguroso de las toxicidades asociadas a farmacos
(microangiopatia, dafio renal o cardiotoxicidad) y mejoras en el manejo y el

tratamiento de la enfermedad injerto contra receptor (EICR) en su forma aguda o

9,13

cronica™ " (figura 5).

\-w @ Trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH)
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SD PERMEABILIDAD

OTROS...

Figura 5: Retos del TPH

Fuente: Realizada por la Dra. Sanchez Escamilla, adaptado de: E. Carreras, C. Dufour, M. Mohty,
and N. Kréger, “The EBMT Handbook,” Hematop. stem cell Transplant. Cell. Ther., pp. 1-688,
2019".

Otro de los retos del trasplante alogénico es la disponibilidad de un donante
compatible con el paciente. En la mayoria de casos, el paciente puede disponer de
un donante familiar (idéntico o haploidéntico) o de lo contrario, podria disponer de
un donante no emparentado (compatible o dispar)ls. En el caso de los pacientes
con diversidad racial, la busqueda de un donante compatible suele ser mas
complicada que en el resto de situaciones. No obstante, estos pacientes, cada vez
pueden acceder a mejores prestaciones sanitarias lo cual conlleva un aumento en
el niumero de trasplantes realizados. El empleo de plataformas de trasplante con
donantes alternativos como es el caso del trasplante haploidéntico y el uso de la
ciclofosfamida post-trasplante, ha supuesto una mejora en la accesibilidad al

trasplante para muchos pacienteslg.
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3.2. CELULAS CAR-T

3.2.1. Desarrollo y aparicion de la terapia CAR-T

En los ultimos afios, los avances en ingenieria celular nos han permitido modificar
genéticamente a los linfocitos T del propio paciente para que estos puedan atacar
a las células tumorales. Los linfocitos son seleccionados y modificados en el
laboratorio para expresar en su membrana celular el receptor de antigeno
quimérico (CAR, chimeric antigen receptor) especifico, contra un determinado
antigeno tumoral. Con este tratamiento los resultados en diferentes enfermedades
hematoldgicas refractarias han supuesto una revolucién en este campo.
Actualmente las células CAR-T estdn aprobadas y financiadas en nuestro pais para
pacientes con leucemias agudas linfoblasticas B (LAL-B) o linfomas no Hodgkin B
(LNH-B). En un futuro préximo se prevé la aprobacion también para otras
enfermedades hematoldgicas como el mieloma multiple (MM). No obstante, la
manipulacidon del sistema inmune secundaria al tratamiento con células CAR-T
ocasiona efectos secundarios que, en algunos casos, amenazan la vida del paciente.
Estos efectos secundarios son fundamentalmente el sindrome de liberacién de
citocinas (SLC) y el ICANS por sus siglas en inglés (Immune effector cell-associated

neurotoxicity syndrome)zo.

3.2.2. CAR-T en la actualidad

A finales del afo 2017, las agencias reguladoras de medicamentos en Europa y
Estados Unidos (European Medicines Agency [EMA] y Food and Drug Agency [FDA])
aprobaron el uso de los primeros dos medicamentos CAR-T comerciales.
Tisagenlecleucel (Kymriah®, Novartis) estad indicado para pacientes de hasta 25
afios con LAL-B en recaida o refractaria a mds de 2 lineas de tratamiento o en
pacientes mayores de 18 afios con LNH-B en recaida o refractarios a mas de 2
lineas de tratamiento, los resultados del ensayo clinico ELIANA? dieron lugar a su
aprobacién en LAL-B y los del ensayo JULIET?? a su aprobacién en LNH-B. Por otra

parte, axicabtagene ciloleucel (Yescarta®, Kite-Gilead) recibid la indicacion también
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para pacientes mayores de 18 afios con LNH-B (incluyendo linfoma mediastinico

primario) en recaida o refractarios a mas de 2 lineas de tratamiento, en base a los

resultados del ensayo ZUMA-1%. Tras los dos primeros medicamentos CAR-T

aprobados, fueron apareciendo mas estudios positivos para aprobacién de

diferentes tipos de CAR-T en otras enfermedades hematoldgicas como el MM

24,25

(tabla 1).
Farmaco Tisa-Cel Axi-Cel Liso-Cel Brexu-Cel Ide-Cel Cilta-Cel
Diana CD19 CD19 CD19 CD19 BCMA BCMA
L, LAL-By LBDCG y LCM vy LAL- . .
Indicacion ] LBDCG Mieloma Mieloma
LBDCG Folicular B
. ELIANA ZUMA-1 ZUMA-2
Ensayo pivotal TRANSCEND KARMMA | CARTITUDE
JULIET ZUMA-5 ZUMA-3
Transduccion . . . . .. .
., Lentivirus | Retrovirus Lentivirus Retrovirus | Lentivirus Lentivirus
Transfeccion
Dominio
CD8a CD28 CD28 CD28 CD8a CD8a
transmembrana
Dominio co-
. R 4-1BB CD28 4-1BB CD28 4-1BB 4-1BB
estimulatorio
Dominio de
L CD3 CD3 CD3 CD3C CD3C CD3
activacion
AEMPS AEMPS
i EMA EMA EMA EMA
Autorizacion EMA EM
FDA FDA FDA FDA
FDA FDA

Tabla 1: Tipos de CAR-T comerciales aprobados por AEMPS/EMA/EMA en el tratamiento de

diferentes enfermedades hematoldgicas.

Fuentes:

- Articulos (Locke et al. The lancet 201926, Jacobson et al. The Lancet 2021

2728

, Locke et al,

NEJM 202229, Abramson et al. The Lancet 2020 30, Kamdar et al. The Lancet 202031, Wang et

al. NEJIM 202032, Shah et al. The Lancet 202133, Maude et al NEJM 201821, Schuster et al NEJM

201922, Fowler et al. Nat Med 202234, Munshi et al. NEJM 2021** y Berdeja et al. Lancet

2021%)

- Péaginas Web (https://www.aemps.gob.es/ , https://www.ema.europa.eu/en ,

https://www.fda.gov/ ).
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En el afio 2016 el CIBMTR inicié un registro de datos de todos los pacientes
tratados con terapia CAR-T con el objetivo de obtener un registro similar al de TPH
y poder analizar asi los resultados de estos pacientes a largo plazo™ (figuras 6 y 7).
A dia de hoy, existen seis CAR-T comerciales aprobados en Estados Unidos (EEUU)
para el tratamiento de cinco enfermedades hematoldgicas (linfoma B difuso de
células grandes [LBDCG]***"*° linfoma de células del manto [LCM]*?, linfoma

folicular [LF]****, LAL-B*"*° y MM**?°).

Number of CAR T cell infusions: 2016-2021 (CIDR)
(6,343 patients and 6,624 infusions) R RO ERAP GAT SR

7000 2500
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1000

0
2016 2017 2018 2019 2020 2021

" ciB M TR Cumulative Data Incomplete for 2020 & 2021 5

Figura 6: Numero de infusiones CAR-T de 2016 a 2021 en EEUU.

Fuente: Current uses of CAR T cell Therapies in the US: CIDR summary slides, 2021. Available at:

http://www.cibmtr.org®

Dentro de las neoplasias hematoldgicas, las CAR-T comerciales tienen en el LNH-B
su principal indicacién a dia de hoy, no obstante, se ha evidenciado un auge
sobretodo en LCM y LF debido a las nuevas aprobaciones de esta terapia. En el afio
2021 se realizaron en EEUU mas de 2000 infusiones de células CAR-T. El
incremento exponencial que se observa en las figuras 6 y 7 es sélo el inicio de la
terapia CAR-T en la medicina moderna, dado que a dia de hoy estos tratamientos
se empiezan a utilizar también en otras especialidades fuera de la hematologia

como son la oncologia o la reumatologia.
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Commercial CAR T cell Indications (CIDR)
Annually: 2017-2021
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Figura 7: Indicacién por tipo de enfermedad de la terapia CAR-T.

Fuente: Current uses of CAR T cell Therapies in the US: CIDR summary slides, 2021. Available at:

http://www.cibmtr.org35

3.2.3. Retos de la terapia CAR-T

A pesar de haber supuesto una revolucién médica, la terapia CAR-T aun se trata de
un tratamiento con menos de dos décadas de experiencia y con varios retos que
van a condicionar el desarrollo de estos tratamientos en los préoximos afios. En
primer lugar, las tasas de respuesta obtenidas en muchos casos no consiguen ser
duraderas en el tiempo, provocando que el paciente recaiga tras el tratamiento y
probablemente fallezca a causa de la enfermedad. En este caso, el desarrollo de
nuevos modelos de CAR-T de tercera y cuarta generacion, esta suponiendo un reto
de investigacién que pronto podria dar resultados clinicos en este tipo de

enfermedades®”3,

Por otro lado, la terapia CAR-T no esta exenta de complicaciones como el SLC y el
ICANS que en ocasiones pueden ser graves e incluso mortales para los pacientessg.
Por lo tanto, intentar anticiparnos al desarrollo de complicaciones graves en estos

tratamientos es fundamental para mejorar el pronéstico de nuestros pacientes.
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3.3. DANO ENDOTELIAL

3.3.1. Endotelio y disfuncion endotelial

El endotelio estd compuesto por una fina capa mononuclear de células endoteliales
(CE) que tiene como objetivo separar el torrente sanguineo de los otros tejidos
celulares. El endotelio de los vasos sanguineos atraviesa cada uno de los tejidos
realizando funciones estructurales Unicas. Esto refleja la gran heterogeneidad que
presentan la superficie endotelial de nuestro organismo y convierte al endotelio en

un sistema muy complejo®.

El endotelio es un drgano resiliente, debido a su constante capacidad de
adaptacion a los cambios del entorno, modulando el tono vascular, regulando el
balance homeostatico y participando en las diferentes reacciones inflamatorias™.
La disfuncién del endotelio ha sido asociada a multiples enfermedades como por

ejemplo la obesidad®, la enfermedad renal crénica® o la sepsis“’.

Durante el TPH las CE pueden verse dafadas por la quimioterapia previa al
trasplante o durante el régimen de acondicionamiento, por citocinas
proinflamatorias producidas en tejidos dafiados, por translocacidn de endotoxinas
bacterianas a través del tracto intestinal inflamado y por algunos farmacos
utilizados durante el trasplante (como el factor estimulante de colonias de
granulocitos [G-CSF], los inhibidores de la calcineurina o los inhibidores de

mTOR)**(figura 8).
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Figura 8: Factores que provocan daiio del endotelio durante el trasplante alogénico.

Fuente: Shono, Y., van den Brink, M. Gut microbiota injury in allogeneic haematopoietic stem cell

transplantation. Nat Rev Cancer 18, 283-295 (2018)46.

3.3.2. Activacion y daiio de las células endoteliales en el TPH

Gracias al analisis de los factores de la coagulacién, marcadores solubles o
moléculas de adhesion, CE circulantes y microparticulas, diferentes grupos de
investigacion han sido capaces de evidenciar el dafio del endotelio en el contexto
del TPH*(figura 9). Los marcadores mas frecuentemente evaluados han sido el
factor de Von Willebrand (FVW), la trombomodulina soluble (TM), el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), el inhibidor tipo 1 del activador de plasmindégeno y
otros marcadores solubles como: E-selectina, la molécula de adhesidn intercelular

(ICAM-1) y la molécula de adhesién vascular (VCAM-1)*’.
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Figura 9: Descripcidn de los biomarcadores que influyen en el dafio endotelial.

Fuente: E. Carreras and M. Diaz-Ricart BMT 2011"'.

El dafio endotelial actualmente se considera fundamental en el mantenimiento de
la salud de los vasos sanguineos. La interaccion entre las plaquetas y el endotelio
tiene una importante funcién en este proceso. Las plaquetas se han considerado
tradicionalmente las encargadas del mantenimiento de la correcta hemostasia en
el organismo. En estudios recientes, se ha demostrado su importante funcién en

. N . " .z . 4
los mecanismos de inflamacién, vasoconstriccidén y desarrollo de ateroesclerosis 8,

Las concentraciones séricas elevadas de lactato deshidrogenasa (LDH) en las
complicaciones de origen endotelial son atribuibles a la liberacidn de ésta por parte
de las células endoteliales dafiadas y de las células circulantes al torrente

sanguineo49.

La microvasculatura renal esta formada por complejas uniones intercelulares que
interrelacionan continuamente con el microambiente lo cual ocasiona cambios en
funcién de la oxigenacion y la osmolaridad desde la corteza hasta la regién medular

del rifion’°. El estrés y la disfuncién endotelial contribuyen a la insuficiencia renal,
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la glomerulonefritis y la glomerulonefropatia del trasplante, proporcionando un

ascenso directo de los niveles de creatinina™’.

3.3.3. Causas

Durante el proceso del trasplante existen multiples factores capaces de afectar la
integridad de la barrera endotelial. El dafio inicial ocurre previo al trasplante y
tiene su origen en el régimen de acondicionamiento. Incluso bajas dosis de

132 Otra de las

radioterapia han demostrado in vitro e in vivo dafio de las CE
causas que mas dafia al endotelio es el fendmeno de EICR, iniciado mediante un
proceso de angiogénesis y consecuencia del fendmeno inflamatorio asociado a la
propia EICR, existe un reclutamiento celular en los drganos diana afectos por esta
complicacién®*>*. La profilaxis de la EICR con farmacos como la ciclofosfamida a
dosis altas o los inhibidores de la calcineurina, también ocasionan un dafio
endotelial®.

Otra razén de dano de las CE durante el desarrollo de la EICR se debe al
reconocimiento directo de moléculas HLA en las CE del receptor por las células T
del donante. Existen estudios realizados en modelos murinos que objetivan mayor
cantidad de CE circulantes coincidiendo con el desarrollo o progresion de la EICR®.
El dafio endotelial se ha confirmado de manera histolégica en biopsias de pacientes

con EICR intestinal, mostrando areas con lesiones de las CE que ocasionaron

hemorragia pericapilar’’.
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4. PRINCIPALES COMPLICACIONES
DE ORIGEN ENDOTELIAL

4.1. COMPLICACIONES POST TRASPLANTE

4.1.1. Complicaciones de origen endotelial post-TPH

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) es la Unica opcién curativa
para muchas enfermedades hematoldgicas. Sin embargo, este procedimiento no
estd exento de toxicidades a corto y largo plazo, que ocasionan un aumento de la
morbi-mortalidad asociada al TPH. Existe un grupo de complicaciones post-TPH que
tienen su origen a nivel del endotelio vascular y que, por sus caracteristicas clinicas,
son dificiles de diferenciar, englobandose dentro de los llamados sindromes de

origen endotelial post-TPH (figura 10)*’.

Estos sindromes ocurren después del trasplante y tienen en comun las siguientes

caracteristicas:

- Rapida aparicion, generalmente entre el dia 0 y el dia 100.

- Diagnéstico complejo, ya que, comparten similitudes clinicas y existe un
solapamiento clinico que en ocasiones dificulta separar unos sindromes de
otros.

-  Todos ellos parecen tener un origen a nivel de los capilares sanguineos, de
manera sistémica o bien de manera localizada en un érgano.

- Pueden evolucionar hacia un fallo multiérgano (FMO) con elevada

probabilidad de fallecimiento.
El Barcelona Endothelium Team es uno de los grupos de investigacion mas

importantes a nivel internacional en el dafio endotelial producido dentro del

. . epre . , 1
contexto del TPH y establece la siguiente clasificacion para estos sindromes®>:
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. Sindrome de obstruccion sinusoidal (SOS): Sindrome clinico consistente en
ganancia de peso, retencion hidrica con ascitis, hepatomegalia e ictericia
observadas en el post-TPH, causado por la toxicidad de la terapia de
acondicionamiento sobre las células endoteliales del sinusoide hepatico y los
hepatocitos®®*°.

Sindrome de hiperpermeabilidad capilar o capillary leak syndrome (CLS): Se
manifiesta con ganancia de peso (mas del 3% del peso basal en 24 horas),
edemas generalizados con mala respuesta a tratamiento diurético e
hipotensidn que puede derivar en un shock distributivo con fracaso respiratorio
y pre—renaleo'62

Sindrome del implante (SI) o del peri-implante: Se caracteriza por la aparicion
de fiebre, general mente bien tolerada y de origen no infeccioso, rash cutaneo
(mayor del 25% de la superficie corporal) asociado a hipoxia o diarrea en las 24

horas tras la recuperacién granulocitaria®*®*

. Generalmente aparece tras el TPH
autdlogo™.

. Hemorragia alveolar difusa (HAD): Signos radiogréficos y clinicos de
hemorragia alveolar de origen no infeccioso con infiltrados multilobulillares en
la prueba de imagen, en el contexto del post-TPH®.

Microangiopatia trombdtica asociada al trasplante (MAT-AT): Sindrome
caracterizado por el aumento de esquistocitos en sangre periférica,
trombocitopenia de nueva aparicion o progresiva, elevacién de LDH y descenso
de la hemoglobina y las haptoglobinas; en el contexto del TPH®®7,

Sindrome de leucoencefalopatia posterior reversible o posterior reversible
encephalopathy syndrome (PRES): Sindrome caracterizado por cefalea aguda o
subaguda vy alteracion del estado mental, convulsidn, alteraciones en la vision o
déficits neurolégicos; mostrando un edema vasogénico bilateral subcortical en

las pruebas de imagen®®. Se asocia a encefalopatia hipertensiva y tratamiento

inmunosupresor post-TPH.
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Inicialmente, también se consideré al sindrome de neumonia idiopatica o
Idiopathic pneumoniae syndrome (IPS) dentro de este grupo, sin embargo, parece
que el dafio endotelial no ha demostrado ser el factor mas relevante en su
desarrollo. Por dltimo y con cada vez mas evidencias de pertenecer a esta

clasificacién, la enfermedad injerto contra receptor (EICR).

Radioterapia
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Quimioterapia . bacteriana

g Citocinas Farmacos
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Figura 10: Factores que ocasionan daiio del endotelio durante el trasplante y principales

complicaciones de origen endontelial. SOS: Sindrome de obstruccion sinusoidal; Bb: Bilirrubina; HAD:

Hemorragia Alveolar Difusa; IPS: Idipoathic Pneumoniae Syndrome; PRES: Posterior reversible
encephalopathy syndrome; RMN: Resonancia Magnética Cerebral; MAT: Microangiopatia Trombdtica; Cr:
Creatinina; LDH: Lactato Deshidrogenasa; CLS: Capillary Leak Syndrome ; SI: Sindrome del Implante; EICR:
Enfermedad Injerto contra Receptor; SLC: Sindrome de Liberacion de Citocinas

Fuente: Imagen realizada por Dra. Sanchez Escamilla. Adaptada de E. Carreras, and M. Diaz-

Ricart, Bone Marrow Transplant 20117,

4.1.2. Fisiopatogenia de los sindromes de origen endotelial

La fisiopatogenia de este conjunto de sindromes es debida a una activacién y dafio
mantenidos sobre las células del endotelio durante el procedimiento del

trasplante, debido a una gran multitud de factores como (figura 11)*’:

- El tratamiento de quimio o radioterapia de acondicionamiento.

- La produccién de citocinas pro-inflamatorias derivada del dafio organico.
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La translocacidn de microbacterias a través de la ruptura de barreras mucosas.
El empleo de farmacos que ocasionan dafio directo sobre el endotelio vascular
(factor estimulante de colonias granulociticas [G-CSF] o inhibidores de la
calcineurina [CNI]).

El complejo proceso de prendimiento de las células hematopoyéticas.
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Figura 11: Sindromes de origen endotelial post-TPH

Fuente: E. Carreras et al, Bone Marrow Transplantation 20117,
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4.2. COMPLICACIONES POST TERAPIA CAR-T

La terapia celular adoptiva (TCA) ha cambiado el paradigma de la hematologia y de
la terapia celular en los ultimos afos y se basa en el uso de células del propio
paciente, modificadas genéticamente para expresar el receptor de antigeno
quimérico o CAR, definido previamente, en su membrana, capaz de reconocer a las
células malignas y provocar la unién y activaciéon de los linfocitos T del propio

paciente, desencadenando la eliminacidén de las células malignas.

No obstante, las células CAR-T no estan exentas de complicaciones graves, siendo
las mas frecuentes el sindrome de liberacién de citocinas (SLC) y la neurotoxicidad
o sindrome de neurotoxicidad asociado a células inmunoefectoras (ICANS por sus
siglas en inglés)®®. Ambas toxicidades presentan una fisiopatogenia no del todo
conocida y en investigacién. Se postulan diversas teorias entre las que cobra
también especial importancia la presencia de dafio en el endotelio vascular que

ocasione mayor frecuencia y gravedad de ambas complicaciones70.

Sabemos que los pacientes que reciben tratamiento con células CAR-T vy
desarrollan SLC e ICANS graves (= grado 3) presentan alteraciones hemodinamicas
y tendencia a la coagulopatia con activacidon endotelial evidente y aumento de la
permeabilidad de la barrera hemato-encefalica’. Multiples marcadores pro-
inflamatorios se han identificado y correlacionado con la aparicién de SLC y/o

ICANS grave (interferon-gamma, interleucina-6, interleucina-1, interleucina-10,

)7 1-74

angiotensina-2,... . Ademds, marcadores bioquimicos usados en la rutina

también se han asociado con la gravedad del SLCy el ICANS’Y727>778

4.2.1. Sindrome de liberacién de citocinas (SLC)

El SLC es el efecto adverso mas frecuente tras el tratamiento con células CAR-T. La

incidencia de SLC en pacientes con LAL-B y LNH-B tratados con tisagenlecleucel es

21,22,79

del 77% y 57% respectivamente . Por otro lado, en los pacientes con

23,26,27

axicabtagene ciloleucel, la incidencia de SLC es del 93% . Las diferencias entre
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ambos productos no se pueden comparar ya que utilizaron sistemas de medida

distintos®’.

Clinicamente, el SLC se caracteriza por la aparicion de fiebre tras la infusién del
CAR-T de manera precoz (rango de 1-12 dia con su pico maximo en torno al dia 2-3
post-infusion)®'. Ademds de la fiebre, pueden aparecer diferentes sintomas como
cuadro pseudogripal, fatiga, cefalea, mialgias, artralgias y malestar general. En
funcién de la aparicion de hipotensién o hipoxia y su evolucién, se decidira la
severidad del SLC segun los criterios de la American Society Transplant and Cellular
Therapy (ASTCT)®. El tratamiento del SLC se basa en tocilizumab (inhibidor del

receptor de la interleucina-6 [IL-6]) y corticoides®.

El mecanismo fisiopatolégico del SLC se divide fundamentalmente en dos fases. En
primer lugar existe una interaccion entre la célula CAR-T y su diana celular
provocando una activacién y expansién del CAR-T, lo cual ocasiona en un primer
lugar una lisis directa de las células tumorales®’. Durante esta primera fase tras la
infusién del producto se genera un aumento de citocinas pro-inflamatorias en
sangre periférica lo cual provoca una respuesta inflamatoria sistémica en el
organismo generando hipoxia y dano tisular, y a su vez, daifio de las células

endoteliales de forma directa®>.

Dentro de las citocinas que aumentan durante el SLC se ha estudiado que las mas
frecuentes son la interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa) e interferén gamma (IFN-gamma). En segundo lugar, la
combinacidn de esta activacion vy liberacion de citocinas provoca el reclutamiento
de monocitos y macréfagos al torrente sanguineo para promover la lisis tumoral.
La activacion macrofdgica continda aumentando en sangre los niveles de
interleucinas y otros mediadores inflamatorios lo cual provoca la progresiéon del

SLC a grados mas severos.
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Posteriormente, para finalizar, se produce la fase de resolucion de los sintomas en
la mayoria de los casos gracias al descenso del nivel de citocinas en sangre lo cual
frena la respuesta inflamatoria sistémica permitiendo una tedrica persistencia de

“células CAR-T memoria” en el organismo (figura 12)%.
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Figura 12: Diferentes fases del sindrome de liberacidn de citocinas.

Fuente: Imagen realizada por la Dra. Sanchez Escamilla y adaptada de *Morris, E.C. et al. Cytokine
release syndrome and associated neurotoxicity in cancer immunotherapy. Nat Rev

Immunol 22, 85-96 (2022)

4.2.2. Neurotoxicidad

La neurotoxicidad asociada al CAR-T o ICANS, tiene una incidencia del 0 al 87% en
funcién del tipo de CAR-T utilizado y las caracteristicas de los pacientes.
Frecuentemente aparece tras el desarrollo de un SLC, aunque hasta en un 10% de
pacientes el ICANS puede aparecer en ausencia de SLC previo (figura 13)%"3. Los
pacientes con frecuencia desarrollan ICANS en los dias posteriores al SLC, los
primeros sintomas de ICANS suelen ser la bradipsiquia, alteraciones en el lenguaje,
temblores, debilidad transitoria de alguna extremidad, alteraciones del

comportamiento, ataxias y disgrafia’®’#%®. En

los casos mads graves, la
sintomatologia puede evolucionar a crisis epilépticas localizadas o generalizadas e

incluso edema cerebral agudo focal o difuso®.
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Figura 13: Fases temporales y solapamiento entre el SLC e ICANS. Citocinas proinflamatorias

aumentadas debido a estas complicaciones tras la infusidon del CAR-T.

Fuente: Morris, E.C. et al. Cytokine release syndrome and associated neurotoxicity in cancer

immunotherapy. Nat Rev Immunol 22, 85-96 (2022)*.

En cuanto a la fisiopatologia del ICANS, aunque la neurotoxicidad post-CAR-T no
estd del todo bien explicada en los diferentes estudios, se postula un afo directo
del parénquima y células neuronales ocasionado por el CAR-T como consecuencia
de una alteracién en la barrera hematoencefalica (BHE)’"’®. Ademads, sabemos que
el ICANS grave es mas frecuente en pacientes que han tenido un SLC grave previo,

lo cual se asocia a una mayor disfuncion sistémica del endotelio vascular’®.
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La BHE esta formada por multitud de células endoteliales formando los capilares
cerebrales que se encuentran rodeados por la matriz extracelular (ldmina basal),
los pericitos, la microglia y los astrocitos. El dafo en la BHE asociado con el
aumento de determinadas citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-alfa) y con
angiotensina 1 (ANG1) y angiotensina 2 (ANG2)®¥™°. Estos factores, que también
estan relacionados con la aparicién de SLC grave” y la disfuncién endotelial tras el
TPH*"*>°, junto con otras moléculas que causan la activacién y expansion de las
células CAR-T, monocitos y macroéfagos; y otras sustancias neurotdxicas como el

glutamate el acido quinolinico, se han relacionado con formas graves de ICANS’®.

Neurons

Astrocyles_\ Y ) Microglia

Endothelial cells

=N OI Do W=E
‘ Pericytes

Lamina basal

Figura 14: Mecanismo de dafo endotelial en el ICANS: Modelo de neurotoxicidad secundaria al

dafio tras la infusién CAR-T propuesto por Gust et al™

Fuente: Yaiiez L, Sanchez-Escamilla M, Perales MA. CAR T Cell Toxicity: Current Management and

Future Directions. HemaSphere, 2019%.
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5. IMPACTO DE LA FORMULA EASIX
EN EL TRASPLANTE Y LA TERAPIA
CELULAR

5.1. FORMULA EASIX (Endothelial Activation and Stress Index)

5.1.1. Origen de la formula

El grupo de investigacion del Dr. Thomas Luft>®, se propuso identificar a aquellos
pacientes con alto riesgo de desarrollar EICR refractaria a corticoides con el
objetivo de poder mejorar las estrategias de profilaxis de la EICR y los tratamientos
de inmunosupresidon post-trasplante. Su teoria postula que el daifo del endotelio
puede contribuir al desarrollo de EICR cortico-refractaria al perpetuar
inflamacién y el dafio orgdnico, a pesar de tener un control efectivo sobre la

actividad de los linfocitos T alo-reactivos.

Por otro lado, diferentes grupos de investigacion, destacando el grupo de la Dra.
Sophie Paczesny® (figura 15), han estudiado y validado el uso de biomarcadores en
la prediccion de diferentes complicaciones de origen endotelial postrasplante94. No
obstante, no existe por el momento ningun panel de uso estandarizado y de
momento no son lo suficientemente coste-efectivos para poder implantarse en la

practica clinica habitual.
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Conditioning aGVHD \ ¢GVHD J
LI | I | | | I -
Pre-HSCT HSCT 7 14 21 28 5é 100 180 3460 720 Days
HLA 5085: L- aGVHD: 5T2, IL2Ra, cGVHD: CXCL?, CXCL10,
Ficolin, HA,  TNFR1, TIM3, 512, OPN, MMP3, BAFF,
GWAS VCAM, 572, angiogenic factors IL2Ra, sCD163, IL-17a,
ST2 SNPs ANG2 Reg3a (GI-GVHD) CX3CL1, CCL22, CCL4,
IPS: 572, Elafin (skin GVHD) cetis
IL&, TNFR1
TMA: 5T2 Tregs, Th1/Tc1, Tregs, Tregs/Teff,
PTDM: CD144+CCR5* T cells Activated B cells,
glucose, Th17/Tc17, CD144*CCR5+
5T2 T cells, CD38* T cells,
TFH, TFR,
IFN + and TLR* monocytes
a
A A A A A A A
| | 1 1 1 1
Genomics aGVHD Biomarker risk screen eGVHD Biomarker risk screen
Donor selection Preemptive trial Preemptive trial

Figura 15: Biomarcadores validados en el post-trasplante

Fuente: S. Paczesny, Blood 2018”

Por todo esto y con el objetivo de tener una herramienta facil de utilizar, el grupo
de T. Luft desarrollé la féormula EASIX basada en 3 parametros bioquimicos
utilizados en el diagnéstico de la MAT y de uso frecuente en la practica clinica

habitual®.

EASIX = LDH (U/L) x Creatinina (mg/dL)

Cifra de plaquetas (10° células por L)

5.1.2. Estudios que analizan EASIX en la prediccion del dafio endotelial

El primer estudio publicado por T. Luft et al®, demuestra que la férmula EASIX
calculada en el momento de la aparicion de EICR aguda (EASIX-GVHD) predice
mortalidad no relacionada con recaida (NRM) en una cohorte de pacientes
sometidos a trasplante de intensidad reducida (IR) que habian desarrollado EICR

aguda de cualquier grado.
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En el siguiente trabajo publicado, T. Luft et al.®® evaltan la capacidad de EASIX
calculado previo a la terapia de acondicionamiento del TPH (EASIX-PRE) de predecir
MAT, NRM o SG. En el andlisis univariante EASIX-PRE se asocio significativamente
con mayor riesgo de desarrollar MAT (univariante: HR=1.24, p=0.03). Ademas, el
incremento en EASIX-PRE, también se asocié de manera significativa con un
aumento en la NRM (univariante: HR 1.22, p<0.001, multivariante: HR 1.22,

p=0.001) tras el TPH alogénico.

Recientemente, un nuevo estudio publicado por el grupo de T. Luft”’, demuestra la
asociacion entre EASIX calculado en el dia O del TPH alogénico (EASIX-dO) y el
desarrollo de SOS post-trasplante. Se demostré a su vez que EASIX-dO también
mostraba asociacion con un aumento en la NRM y un descenso en la SG post-

trasplante.

5.2. EASIX EN LA PREDICCION DE EICR Y DE LOS RESULTADOS POST-

TRASPLANTE ALOGENICO

5.2.1. Justificacion del manuscrito numero 1

El primer trabajo que se presenta en esta tesis doctoral parte de la necesidad de
responder a dos preguntas. Dado que la formula EASIX es una herramienta que se
ha mostrado eficaz en la prediccion de MRT y SG en el momento de la aparicion del
EICR agudo®™ ;puede tener utilidad como indicador precoz de dichas
complicaciones en diferentes momentos del TPH independientemente de la
aparicion o no de EICR aguda? Y, ;puede el EASIX calculado al momento de

aparicion de EICR predecir la respuesta al tratamiento corticoide?
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5.3. EASIX EN LA PREDICCION DE SINDROME DE LIBERACION DE CITOCINAS E

ICANS

5.3.1. Justificacion del manuscrito nimero 2

El segundo trabajo que presento se origina unos meses después del primero y
busca conocer si el calculo del EASIX puede ser Util a la hora de predecir los efectos

secundarios mas precoces de la terapia con células CAR-T, CRS e ICANS.

La finalidad ultima de ambos trabajos es encontrar una herramienta predictora
que nos permita identificar precozmente a aquellos pacientes que van a
desarrollar una mayor morbi-mortalidad con el fin de que, a futuro, podamos
realizar cambios en las estrategias de seguimiento y prevencidn, disminuyendo la

MRT y mejorando la SG de los pacientes que reciben un TPH o un CAR-T.
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6. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
ESPECIFICOS DE LOS ESTUDIOS

6.1. MANUSCRITO 1: LA FORMULA EASIX PREDICE UNA MENOR
SUPERVIVENCIA TRAS EL TRASPLANTE DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS.

La hipdtesis planteada en el primer articulo de la presente tesis doctoral se basa en
la capacidad de la férmula EASIX calculada en diferentes momentos pre y post-TPH
de predecir la aparicion de EICR aguda y los resultados globales del procedimiento
(supervivencia global [SG], mortalidad no relacionada con la recaida [NRM] y

recaida post-TPH).

Los objetivos especificos del trabajo fueron:

1. Analizar EASIX en diferentes momentos pre- y post-trasplante alogénico y
correlacionarlo con los resultados del trasplante en cuanto a supervivencia
(SG) y mortalidad (NRM).

a. EASIX previo al trasplante (EASIX-pre) y en el dia 30 y 100 post-TPH
(EASIX-d30 y EASIX d100).

b. EASIX en el momento de aparicion de EICR aguda post-TPH (EASIX-
GVHD).

Objetivos secundarios:

1. Evaluar la capacidad de EASIX-GVHD para predecir la respuesta de la EICR al
tratamiento con corticoides.

2. Evaluar la aparicién de microangiopatia trombética (MAT) post-TPH vy la
capacidad de EASIX para predecirla.

3. Evaluar la recaida post-TPH y la capacidad de EASIX para predecirla.

4. Evaluar las causas de muerte post-TPH dividiendo a la poblacién en cuartiles en

funcion de EASIX-d30.
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6.2. MANUSCRITO 2: EASIX MODIFICADO PREDICE EL SINDROME DE
LIBERACION DE CITOCINAS GRAVE Y LA NEUROTOXICIDAD TRAS
EL TRATAMIENTO CON CELULAS CAR-T.

Nuestra hipdtesis se basa en que la formula EASIX, como marcador de dafio
endotelial, puede ser predictor de la aparicion de SLC grave y/o de ICANS en los
pacientes que reciben terapia CAR-T. La elevacién de creatinina, una de las
variables de EASIX, tiene un papel limitado como biomarcador para la toxicidad
relacionada con las células CAR-T elevandose en una minoria de pacientes que
desarrollan sintomas de SLC gravegs. Por este motivo, analizamos 2 férmulas EASIX
con modificaciones: EASIX-simplificado (s-EASIX) que excluye la variable creatinina;
y EASIX-modificado (m-EASIX) que cambia la creatinina por la proteina C reactiva
(PCR) para una mejor estimacion del riesgo de desarrollar SLC grave e ICANS tras la
infusion de las células CAR-T. Por lo tanto, el calculo de EASIX/s-EASIX/m-EASIX se
realizd6 en diferentes momentos pre y post-infusion de las células CAR-T

investigando su asociacion con el desarrollo de SLC e ICANS.

El objetivo especifico del trabajo fue:

1. Evaluar la capacidad de EASIX/s-EASIX/m-EASIX de predecir SLC o ICANS
grave.

Objetivos secundarios:

1. Explorar la correlacién de EASIX/s-EASIX/m-EASIX con la obtencion de remision
completa (RC) y la mejor respuesta observada (ORR) tras la infusién del CAR-T.

2. Seleccionar la férmula con mejor poder de prediccion para el objetivo primario
(SLC o ICANS grave).

3. Evaluar la férmula seleccionada con mejor poder predictivo en los subgrupos

segun la enfermedad (LAL-B y LBDCG).
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7. RESULTADOS

Como resultado del trabajo de investigacion llevado a cabo durante el desarrollo

de esta tesis doctoral se han publicado los siguientes articulos originales:

Articulo 1: Sanchez-Escamilla, M., Flynn, J., Devlin, S.M., Maloy, M., Fatmi, S.A.,
Alarcon Tomas, A., Escribano-Serrat, S., Ponce, D., Sauter, C.S., Giralt, S.A., Scordo,
M. and Perales, M.A. EASIX score predicts inferior survival after allogeneic

hematopoietic cell transplantation. Bone Marrow Transplantation, (2023), 1-8.

Articulo 2: *Pennisi, M., *Sanchez-Escamilla, M., Flynn, J. R., Shouval, R., Alarcén
Tomas, A., Silverberg, M.L., Batlevi, C., Brentjens, R.J., Dahi, P.B., Devlin, S.M.,
Diamonte, C., Giralt, S., Halton, E.F., Jain, T., Maloy, M., Mead, E., Palomba, M.L.,
Ruiz, J., Santomasso, B., Sauter, C.S., Scordo, M., Shah, G.L., Park, J.H., ¥Yanez San
Segundo, L. and ¥Perales, M.A. Modified EASIX predicts severe cytokine release
syndrome and neurotoxicity after chimeric antigen receptor T cells. Blood

advances, (2021), 5(17), 3397-3406. *MP and MSE contributed equally to this study. ¥LYSS and

MAP contributed equally to this study.

7.1. 7.1. LA FORMULA EASIX PREDICE UNA MENOR SUPERVIVENCIA
TRAS EL TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

7.1.1. Diseiio del estudio:

Se incluyeron un total de 152 pacientes con enfermedades linfoides mayores de 18
afos, que recibieron un primer Alo-TPH entre abril de 2008 y mayo de 2017 en el

hospital Memorial Sloan Kettering.

Todos los pacientes recibieron regimenes de acondicionamiento de intensidad
reducida (IR) o no mieloablativos (NMA) segun criterio médico, con los siguientes
esquemas: ciclofosfamida (50mg/kg un dia) y fludarabina (25mg/m? cinco dias);

ciclofosfamida (50mg/kg un dia), fludarabina (25mg/m? cinco dias) e irradiacién
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corporal total (ICT, 200 cGy); ciclofosfamida (50mg/kg un dia), fludarabina
(30mg/m2 cinco dias), tiotepa (5mg/kg dos dias) e ICT (200cGy dos dias); melfalan
(70mg/m” dos dias) y fludarabina (30mg/m? cinco dias); rituximab (375mg/m?),
ciclofosfamida (50mg/kg), fludarabina (25mg/m2 cinco dias) e ICT (200 cGy);
fludarabina (30mg/m?’cuatro dias) y busulfan (0.8mg/kg dos dias); fludarabina
(30mg/m? cuatro dias), busulfan (0.8mg/kg dos dias) y rituximab (375mg/m?).
Todos los pacientes recibieron de forma uniforme profilaxis con sirolimus y
tacrélimus desde el dia -3 y metotrexato a dosis bajas (5mg/m? los dias +1, +3 y +6)

como profilaxis de la EICR.

La EICR se diagnostico clinicamente y fue confirmada histolégicamente sélo cuando
fue posible. La clasificacién de EICR se realizd segun los criterios IBMTR. Se
desestimaron los pacientes que recayeron o recibieron infusidn de linfocitos del
donante (ILD) para el calculo de la EICR. También se clasificé la EICR segun los
criterios redefinidos de Minnesota® en el momento de aparicién de cualquier
grado de EICR aguda y se evaluaron las respuestas a la primera linea de
tratamiento (corticoides) al dia 28 de su inicio. La MAT se evalud segun los criterios

de Ruutu®’.

Se realizé el cdlculo de la féormula EASIX (LDH [U/L] x Creatinina [mg/dL]/
plaquetas (10°células/L)) previo al trasplante (entre el dia -30 y -10, previo al inicio
de la terapia de acondicionamiento [EASIX-pre]) y posterior al trasplante (en el dia
30 [EASIX-d30] y en el dia 100 [EASIX-d100]). También se realizo el calculo de EASIX
al momento de aparicién de EICR aguda (EASIX-GVHD).

7.1.2. Analisis estadistico
Para todas las evaluaciones temporales de EASIX post-TPH se realizé un analisis de
puntos de referencia (landmark) para cada punto temporal correspondiente. Se
aplicé una transformacion logaritmica utilizando la base 2 (log2) a todas las
variables de EASIX con el objetivo de reducir sesgos y también para poder
comparar los resultados con el articulo original de Thomas Luft®. Asi pues, un

aumento en una unidad en log2 de EASIX se asocia con una duplicacién (aumento
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de una vez) de EASIX en la escala original. Los resultados de EASIX se han
representado por cuartiles debido a que aun no disponemos de un punto de corte

establecido para esta formula.

Se utilizaron los analisis de Kaplan-Meier para evaluar la SG y los de incidencia
acumulada (lIA) para estimar la NRM, la recaida y la EICR aguda. Se utilizaron
modelos de riesgos proporcionales de Cox para cada criterio de valoracién con el
fin de evaluar todas las covariables, utilizando cocientes de riesgo (hazard ratio)
especificos para la NRM, la recaida y la EICR. La recaida sola o la recaida y la muerte
se consideraron riesgos competitivos para los criterios de valoracion de NRM vy
EICR, respectivamente. La muerte en ausencia de recaida se utilizd como evento
competitivo para la valoracién de recaida. Todos los andlisis se realizaron con la

version 3.5.1 de R.

7.1.3. Resultados:
a) Caracteristicas de la serie

La mediana de edad al trasplante fue de 55 afios (rango, 24-79 afios). Todos los
pacientes tenian enfermedades hematoldgicas linfoides, en su mayoria (67%)
linfomas no Hodgkin. Al trasplante, la mayoria de los pacientes presentaba una
enfermedad quimiosensible: 78 pacientes (57%) estaban en remisién completa
(RC) y 46 pacientes (34%) en remisién parcial (RP); los 12 pacientes restantes (9%)

tenian una enfermedad estable o en progresion.

En cuanto a las comorbilidades especificas relacionadas con disfuncion endotelial,
10 pacientes tenian comorbilidades cardiacas (cardiomiopatia en 5, enfermedad
coronaria arterial en 5), y un paciente tenia enfermedad vascular periférica. Ningun

paciente tenia disfuncion renal moderada o severa previo al trasplante.

La mediana (rango) de EASIX-pre para cada cuartil fue de 0.57 (0.39-0.78) para el
primer cuartil (Q1), 1.02 (0.81-1-19) para el segundo cuartil (Q2), 1.37 (1.21-1.72)
para el tercer cuartil (Q3) y 3.00 (1.79-27.83) para el cuarto cuartil (Q4). Al
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comparar las caracteristicas basales de los pacientes de los 4 cuartiles no se

encontraron diferencias.

b) Incidencia de EICR aguda

Ochenta y ocho pacientes desarrollaron EICR aguda tras el trasplante. La incidencia
acumulada a 1 afio de EICR aguda grado 1-4, 2-4 y 3-4, fue de un 56.6% (intervalo
de confianza [IC] del 95%, 48.3-64.1), 44.1% (IC 95%, 36.0-51.8) y 10.5% (IC 95%,
6.3-16.0), respectivamente. Al agrupar a los pacientes segun los criterios
redefinidos de Minnesota, 65 pacientes (73.8%) fueron clasificados en el grupo de
riesgo estandar y 23 (26.1%), en el grupo de alto riesgo, respectivamente. Las
respuestas analizadas al dia 28 tras el inicio del corticoide en ambos grupos fueron

mayores en el grupo de riesgo estandar (72.6% vs. 47.8%).

c) Desarrollo de MAT

Trece pacientes (2.5%) desarrollaron una MAT post-trasplante. En los 9 de ellos
(69%) que ademds habian desarrollado EICR aguda, no se obtuvo una remisién
completa de la EICR tras el inicio del corticoide. Siete de los pacientes con MAT
fallecieron, siendo la EICR la causa mas frecuente de muerte (n=3), seguida de la

recaida (n=2), y del fracaso organico (n=2).

d) Supervivencia global, recaida y mortalidad no relacionada con la recaida

Con una mediana de seguimiento de 5.4 afios (rango, 0.8-10 afios), laSG a 1 afio y
3 afios fue del 84.2% (IC 95%, 77.3-89.1) y del 67.9% (IC 95%, 59.6-74.8),
respectivamente. La incidencia acumulada de recaidas a 1 y 3 afios fue del 19.1%
(IC 95%, 13.3-25.7) y del 27.4% (IC 95%, 20.5-34.8), respectivamente. Al ultimo
seguimiento, 62 pacientes habian fallecido. La NRM a 1 y 3 anos fue del 7.9% (IC
95%, 4.3-12.9) y 16.4% (IC 95%, 10.9-22.8), respectivamente. Las principales causas
de muerte fueron la recaida o progresion de la enfermedad en 28 pacientes
(45.2%), EICR en 26 pacientes (41.9%), toxicidad orgdnica en 5 pacientes (8.1%) y

otras en 2 (3.2%), respectivamente.
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e) El EASIX pre-TPH y posteriores se asocio con la mortalidad del TPH

Se observd la relacion entre los resultados del TPH y el cdlculo de EASIX en
diferentes momentos del trasplante.

En el analisis univariante, EASIX-pre se asocid significativamente con mayor NRM
(HR=1.60 [IC 95%, 1.15-2.23], p=0.008) y con EICR aguda grado 1-4 y 2-4 (HR=1.33
[IC 95%, 1.08-1.64], p=0.006; y HR=1.32 [IC 95%, 1.05-1.67], p=0.019,
respectivamente), pero no se observé asociacion con EICR aguda grado 3-4 o SG.
EASIX-d30 y EASIX-d100, se asociaron de forma significativa en el analisis
univariante con mayor NRM (HR=1.76 [IC 95%, 1.38-2.25], p<0.001 y HR=1.61 [IC
95%, 1.27-2.03], p<0.001; respectivamente).

También se observd asociacion significativa entre HCT-CI23 y mayor NRM (HR=2.81
[IC 95%, 1.17-6.75], p=0.044). HCT-CI=3 también se asocié con menor SG (HR=3.35
[IC 95%, 1.71-6.58], p<0.001). El uso de ICT en el acondicionamiento se asocio
significativamente con mayor SG (HR=0.52 [IC 95%, 0.30-0.91], p=0.027). En el
analisis multivariante, EASIX-pre se asocid significativamente con mayor NRM
(HR=1.64, p=0.009) y menor SG (HR=1.33, p=0.046). A su vez, EASIX-d30 y EASIX-
d100 se asociaron con mayor NRM (HR=1.65, p<0.001; y HR=1.65, p<0.001) y
menor SG (HR=1.27, p=0.018; y HR=1.49, p<0.001), independientemente del HCT-
Cl, la enfermedad o el régimen de acondicionamiento. Se evalud la relacién entre
los cuartiles de EASIX-GVHD vy la tasa de respuestas de la EICR aguda a los
corticoides en el dia 28 del tratamiento. Al dia 28 la tasa de respuestas completas a
los corticoides fue del 42% en los pacientes del primer cuartil (Q1) en comparacion
con el 5% en los pacientes del cuarto cuartil (Q4). También se evaluaron las causas
de muerte en funcién de los cuartiles de EASIX-d30, observando que la mayoria de
muertes ocurria en los pacientes del cuarto cuartil (Q4) principalmente por EICR

(50%) o recaida (27%).

Los resultados de esta parte del trabajo de investigacion fueron publicados en
forma de articulo original en la revista “Bone Marrow Transplantation”.

A continuacidn, se aporta una copia del trabajo tal y como fue publicado.
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The Endothelial Activation and Stress Index (EASIX) is a prognostic tool that uses common clinical laboratory values and has been
shown to predict non-relapse mortality (NRM) and overall survival (OS) at the onset of acute graft-versus-host disease (GVHD) after
allogeneic hematopoietic cell transplantation (HCT). We hypothesized that EASIX calculated at different time points pre- and post-
HCT may predict NRM and OS, and that EASIX calculated at onset of GVHD may predict response to steroids. We evaluated the

EASIX score pre- and post-HCT in 152 patients with lymphoid malignancies undergoing unmodified reduced intensity conditioning
(RIC) alloHCT with uniform GVHD prophylaxis. In multivariate analysis, EASIX calculated pre-HCT was significantly associated with
higher NRM (HR = 1.64, p = 0.009) and lower OS (HR = 1.33, p = 0.046). Furthermore, EASIX calculated at day 30 and at day 100 was
associated with increased NRM (HR = 1.65, p < 0.001; and HR = 1.65, p < 0.001) and decreased OS (HR = 1.27, p=0.018; and

HR = 1.49, p <0.001), independent of HCT-CI, disease and conditioning regimen. Our study shows that high EASIX scores at various
time points pre- and post-HCT are significantly associated with poorer overall outcomes. EASIX provides an independent and easily
accessible tool to predict outcomes that can be complementary to other measures of risk stratification for patients undergoing HCT.

Bone Marrow Transplantation; https://doi.org/10.1038/541409-023-01922-8

INTRODUCTION

Endothelial damage has been linked to numerous complications
early after allogeneic hematopoietic cell transplantation (HCT) that
lead to higher morbidity and non-relapse mortality (NRM) [1], such
as sinusoidal obstruction syndrome (SOS) [2], thrombotic micro-
angiopathy (TMA) [3], diffuse alveolar hemorrhage [4] and graft-
versus-host disease (GVHD) [5-7]. Acute GVHD remains the main
cause of non-relapse mortality (NRM) after HCT, particularly in
patients with steroid-refractory acute GVHD who have a dismal
prognosis [8]. Steroid-refractory GVHD has been linked to TMA, a
microvascular disorder characterized by renal injury in combina-
tion with hemolytic anemia and microthrombosis with platelet
consumption that is associated with high mortality rates [9-12]. In
recent years, both clinical tools and circulating biomarkers have
helped identify patients with a higher risk of steroid refractory
GVHD [13-17], in order to more accurately predict or mitigate
post- transplantation acute toxicities.

With the aim to develop an easy tool that could be used in
clinical practice to predict endothelial dysfunction and TMA after
HCT, Luft and colleagues developed the Endothelial Activation
and Stress Index (EASIX) based on routine laboratory parameters
(high creatinine, high lactate dehydrogenase [LDH] and low
thrombocyte counts) that links endothelial damage, TMA, and
steroid-refractory GVHD [18-20]. Endothelial dysfunction contri-
butes to renal failure, glomerulonephritis, and transplantation-

related glomerulonephropathy, providing a link to creatinine
levels [21]. Elevated serum LDH in the setting of endothelial injury
is related to direct release from endothelial cells and circulating
blood cells [22]. Furthermore, endothelial activation is also
associated with clotting and low platelet counts [22-24]. EASIX
calculated pre-HCT (EASIX-pre) has been significantly associated
with a diagnosis of TMA, increased NRM, and poorer overall
survival (OS) after HCT [18]. In addition, EASIX calculated at onset
of any grade of acute GVHD (EASIX-GVHD) in patients who
underwent reduced intensity conditioning (RIC) HCT, has been
significantly associated with increased NRM and inferior OS [18].
Recently, EASIX-pre has been established as a predictor of
individual risk of mortality after HCT independently from
established clinical criteria in a large cohort of patients [19].

In the present study, we examined the EASIX score at different
time points pre- and post-HCT in patients with lymphoid
malignancies undergoing reduced intensity HCT with uniform
GVHD prophylaxis in order to expand on prior studies by
validating the ability of the score to predict HCT outcomes such
as NRM and OS, as well as examining EASIX as a predictor of
response in acute GVHD.

MATERIAL AND METHODS
This retrospective study includes consecutive patients with lymphoid
malignancies aged over 18 years who underwent a first unmodified HCT at
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Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC) between April 2008 and
May 2017 using a uniform GVHD prophylaxis of sirolimus/tacrolimus and
low/dose methotrexate [25]. HLA typing was done using high-resolution
DNA sequence-specific oligonucleotide typing for the HLA-A, -B, -C, -DRB1,
and -DQB1 loci. Written informed consent for treatment was obtained from
all patients and donors. Approval for this retrospective review was
obtained from the Institutional Review and Privacy Board.

All patients were treated with one of the following previously described
RIC or non-myeloablative (NMA) conditioning regimens [26], at the
discretion of the treating physician: cyclophosphamide (50 mg/kg once)
and fludarabine (25 mg/m? daily for 5 days); cyclophosphamide (50 mg/kg
once), fludarabine (25 mg/m2 daily for 5 days) and total body irradiation
(TBI, 200 cGy); cyclophosphamide (50 mg/kg once), fludarabine (30 mg/ml
daily for 5 days), thiotepa (5 mg/kg daily for 2 days) and TBI (200 cGy daily
for 2 days) TBI [27]; melphalan (70 mg/m? daily for 2 days) and fludarabine
(30 mg/m? daily for 5 days); rituximab (375 mg/m? pre-conditioning),
cyclophosphamide (50 mg/kg), fludarabine (25 mg/m? daily for 5 days) and
TBI (200 cGy); fludarabine (30mg/m?® daily for 4 days) and busulfan
(0.8mg/kg daily for 2 days); fludarabine (30 mg/m?® daily for 4 days),
busulfan (0.8 mg/kg daily for 2 days), and rituximab (375 mg/m?). GVHD
prophylaxis consisted of sirolimus and tacrolimus that were started on day
-3, followed by MTX 5 mg/m2 on days +1, +3 and +6 [25]. Doses were
adjusted to maintain target serum trough levels of 3-12 and 5-10 ng/mL
for sirolimus and tacrolimus, respectively. Tapering of sirolimus and
tacrolimus on an alternating schedule typically began at day 60 in the
absence of GVHD or relapse, with the goal of complete discontinuation by
6 months, or earlier in patients not in complete remission (CR) at the time
of transplantation.

All patients received standard supportive care for prevention of
sinusoidal obstruction syndrome and opportunistic antimicrobial prophy-
laxis according to standard institutional guidelines. Granulocyte colony-
stimulating factor was initiated on day +7 and continued until absolute
neutrophil count recovery. Comorbidities pre-HCT were assessed using the
HCT-specific comorbidity index (HCT-Cl) [28]. Cause of death was
determined using a standard algorithm [29].

GVHD and TMA assessment
GVHD was diagnosed clinically, confirmed pathologically whenever
possible, and classified according to standard criteria [30, 31].

Patients who engrafted were evaluable for acute GVHD. Patients who
relapsed or received donor lymphocyte infusions were censored for GVHD
at that time. We also assessed the refined Minnesota risk classification at
onset of any grade of acute GVHD and responses to first line treatment of
acute GVHD [17]. Responses to treatment were determined comparing the
initial acute GVHD stage and grade in each organ to the best recorded
stage and grade at day 28 (+7 days) after treatment was started. Complete
response (CR) was defined as the complete resolution of acute GVHD
manifestation in all organs, without need for secondary GVHD therapy.
Partial response (PR) was defined as improvement in GVHD stage in any
initially affected organ, without resolution in all organs, worsening in any
other organ or need for secondary GVHD therapy. No response (NR) was
defined as the same severity of GVHD in any organ or death, or the
addition of secondary GVHD therapy before day 28. A flare of acute GVHD
before day 28 and requirement of secondary therapy were also considered
to have NR. Progression was defined as worsening of GVHD in at least 1
organ. Assessment of TMA was made retrospectively based on published
diagnostic criteria [20].

EASIX formula and time points

The EASIX formula (LDH [U/L] X CREAT [mg/dL)/ platelet (107 cells/L)) was
calculated at different time points pre and post-HCT. EASIX prior to HCT (EASIX-
pre) was calculated from day —30 to day —10 before the start of the
conditioning regimen. EASIX post-HCT was calculated on the closest day to day
30 and day 100 post-HCT (EASIX-d30 and EASIX-d100). We also calculated
EASIX at onset of any grade of acute GVHD post-HCT (EASIX-GVHD).

Biostatistics

A log transformation using base 2 (log2) was applied to all EASIX variables
to reduce skew and to ease interpretation so that a one-unit increase in
log2 EASIX is associated with a doubling (one-fold increase) of EASIX on
the original scale. Baseline clinical and demographic variables, as well as
platelet transfusion values were compared across log2 EASIX quartiles
using Kruskall Wallis rank sum tests and Fisher's exact tests. Kaplan-Meier
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analysis was utilized to evaluate OS, and cumulative incidence (Cl) analyses
were used to estimate NRM, relapse and acute GVHD. For all EASIX
assessments post-HCT, a landmark analysis was implemented at given time
points: day 30 and day 100. Cox proportional hazards models were used
for each endpoint to evaluate all covariates, using cause specific hazard
ratios for NRM, relapse and acute GVHD. Relapse alone or relapse and
death were considered competing risks for the endpoints of NRM and
acute GVHD, respectively. Death in the absence of relapse was used as a
competing event for the relapse endpoint. All analyses were conducted
using R version 3.5.1.

RESULTS

Patients’ characteristics and evolution of EASIX during time
Patients’ characteristics for the whole population and based on
EASIX-pre quartiles are shown in Table 1. The median age at
transplantation was 55 years (range, 24-79 years). All patients
were treated for lymphoid malignancies, with 67% non-Hodgkin
lymphoma, 16% chronic lymphocytic leukemia, 15% Hodgkin
lymphoma, and 3% acute lymphoblastic leukemia. At time of
transplantation, most patients had chemosensitive disease: 78
patients (57%) were in CR and 46 patients (34%) were in PR; the
other 12 patients (9%) had stable or progressive disease. All
patients except two received peripheral blood stem cells as
allograft source. Fifty-nine patients (43%) received a transplanta-
tion from an HLA-identical sibling donor, while the remaining 77
patients received an unrelated donor transplantation (HLA-
matched in 66 [49%] patients, and HLA-mismatched in 11 [8%]
patients). The HCT-Cl was 0 in 44 patients (32%), 1-2 in 34 patients
(25%) and =3 in 58 patients (43%). Regarding specific co-
morbidities that may be associated with endothelial dysfunction,
10 patients had cardiac dysfunction (cardiomyopathy: N=15;
coronary artery disease: N=5), and one patient had peripheral
vascular disease. No patients were noted to have moderate-severe
renal dysfunction. Forty-four patients had received a prior
autologous-stem cell transplantation. Other characteristics are
shown in Table 1.

The median (range) of EASIX-pre score for each quartile was
0.57 (0.39-0.78) for quartile 1 (Q1), 1.02 (0.81-1.19) for quartile 2
(Q2), 1.37 (1.21-1.72) for quartile 3 (Q3) and 3.00 (1.79-27.83) for
quartile 4 (Q4). When comparing baseline and treatment
characteristics, there were no significant differences noted
between patients in the four quartiles. In particular, the graft
dose ranged from 0.78-15.2 CD34/kg and there was no significant
difference in CD34 dose between the 4 quartiles. Furthermore, we
did not find a significant correlation between CD34 dose and
EASIX at day 30 (p = 0.09).

Since the platelet count is part of the EASIX formula, we next
examined the number of platelet transfusions patients received.
One hundred and ten patients had a transfusion before day 100,
and 108 patients had a transfusion before day 30. We found that
the number of transfusions received by day 30 was associated
with the EASIX score at day 30. The median EASIX score (IQR) was
1.6 (1.1, 2.5) in patients who received no transfusion (n = 44), 2.1
(1.5, 4.9) in those receiving one (n=24), 2.3 (1.4, 3.8) in those
receiving 2-4 (n=50) and 4.4 (2.0, 10.1) in those receiving >5
(n = 34; p <0.001). Furthermore, when examining transfusions by
EASIX quartiles, patients in the 4th quartile had significantly more
transfusions (3.0; IQR 2.0, 4.0) than those in the other 3 quartiles
(1.0 [0.0, 3.8], 1.0 [0.2, 4.0], and 1.0 [0.0, 3.8], for Q1, Q2 and Q3,
respectively; p =0.007). These findings are consistent with a
higher degree of thrombocytopenia in patients with higher EASIX
scores despite receiving transfusions.

Acute graft-versus-host disease (GVHD)

Eighty-eight patients developed acute GVHD (Table 2). The 1-year
cumulative incidences of grades 1-4, 2-4, and 3-4 acute GVHD
were 56.6% (95% Cl, 48.3-64.1), 44.1% (95% Cl, 36.0-51.8) and
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Q2 Q3 Q4 Overall cohort
n (%)
35 33 34 1528
54.1 586 55.6 54
(24-68) (27-58) (28-78) (23-78)
25 22 25 104 (68)
S 7 6 24 (16)
5 4 2 20 (13)
= .. 1 403
21 16 17 84 (55
1 16 10 51 (34)
1 == 2 4 (3)
2 1 5 13 (9)
17 10 8 49 (32)
7 9 8 41 (27)
1 14 18 62 (41)
22 23 25 106 (70)
13 10 9 46 (30)
19 13 11 64 (42)
14 14 21 74 (49)
2 6 2 14 (9)
24 27 26 112 (74)
11 6 8 40 (26)
11 7 8 38 (25)
13 20 17 72 (47)
6 4 3 27 (18)
4 -- 3 8 (5)
1 2 3 75
13 20 17 74 (49)
22 13 17 78 (51)
35 33 33 150 (99)
-- -- 1 2(1)
8 8 17 46 (30)
1.02 1237 3.00
(0.81-1.19) (1.21-1.72) (1.79-27.83)

Table 1. Patients’ characteristics for whole population and based on EASIX pre- transplantation.
Patient characteristics Q1
Sample size 34
Median age at transplantation, years (range) 535
(23-75)

Disease (%)

NHL 19
CLL 3

HD 9
ALL 3
Status at transplantation (%)

CR 24

PR 9

SD --

PD 1
HCT-Cl score (%)

0 9

1-2 10

>=3 15
Sex (%)

Male 24

Female 10
Donor type (%)

HLA-identical related 15

HLA-matched unrelated 18

HLA-mismatched unrelated 1
Conditioning Regimen (%)

NMA 23

RIC n
Conditioning Regimen® (%)

Cy/Flu/TBI 8
Cy/Flu/TBI/Rituximab 15

Mel/Flu 10
Cy/Flu/Thio/TBI 1
Other --
Rituximab (%)

Yes 15

No 19
Stem Cell Source (%)

PBSC 34

BM --

Prior autologous transplantation (%) 1

Median EASIX score (range) 0.57

(0.39-0.78)

NHL non-Hodgkin lymphoma, CLL chronic lymphocytic leukemia, HD Hodgkin disease, ALL acute lymphoid leukemia, CR complete remission, PR partial
remission, SD stable disease, PD progression of disease, NVA non-myeloablative, RIC reduced intensity, Cy cyclophosphamide, Flu fludarabine, TB/ total-body-
irradiation, Mel melphalan, Thio thiotepa, PBSC peripheral blood stem cell, BM bone marrow.

216 patients were n/a for pre HCT EASIX.

10.5% (95% Cl, 6.3-16.0), respectively. When grouped according to
the refined MN grading system, 65 patients (73.8%) were classified
as standard-risk (SR-GVHD) and 23 (26.1%) as high-risk (HR-GVHD).
The day 28 response rate (CR-+PR) was 726% in SR-GVHD
patients and 47.8% in HR-GVHD.
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Th micr giopathy (TMA)

Thirteen patients (2.5%) developed TMA. In the nine patients
(69%) who also developed acute GVHD, none achieved a CR after
first line GVHD treatment (PR=4, NR=2 and progression = 3).
Seven patients with TMA died, with GVHD the most common
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Table 2. Acute GVHD stage and grade.

(a) GVHD Organ Stage in 88 Patients at Onset of Treatment

GVHD organ Stage at onset of diagnosis 1
Skin 28 (18%)
Liver 4 (3%)
Lower GI 17 (11%)
Upper GI 28 (18%)
(b) GVHD Clinical Grade in 88 Patients at Onset of Treatment

A
| 20
] )
n 0
1\ 0

Some patients experienced more than 1 event.

2 3 4
17 (11%) 6 (4%) 0
0 2 (1%) 0
13 (85%) 2 (1%) 5 (3%)
B C D
12 0 0
28 6 0
12 5 0
0 0 5

Table 3. Univariate and multivariate analysis.

L Ivei
Yy

Multivariate analysis

0s NRM Acute GVHD 0s NRM
HR (95% CI) HR (95% CI) Grade HR (95% CI) HR (95% CI) HR (95% CI)
p-value p-value p-value p-value p-value
Pre-EASIX 1.28 (0.98, 1.66) 0.074 1.60 (1.15, 2.23) 0.008 1-4 1.33 (1.08,1.64) 0.006 1.33 (1.01,1.74) 0.046 1.64 (1.14,2.34) 0.009
2-4 1.32 (1.05-1.67) 0.019
3-4 1.14 (0.70-1.85) 0.588
EASIX d30 1.39 (1.15, 1.68) 0.001 1.76 (1.38, 2.25) 1.27 (1.04,1.54) 0.018 1.65 (1.29,2.11) <0.001
<0.001
EASIX d100 1.49 (1.22,1.81) <0.001 1.65 (1.282.12) <0.001

1.39 (1.16, 1.67) 1.61 (1.27, 2.03)
<0.001 <0.001

Other factors

C. Regimen
78! 0.52 (0.30, 0.91) 0.60 (0.26, 1.35)
0.027 0.233
HLA
Mistmatched 3.75 (1.29, 9.87)
0.063
HCT-CI
1-Feb 1.76 (0.80, 3.87) 1.52 (0.55, 4.19)
23 3.35 (1.71, 6.58) 2.81 (117, 6.75)
<0.001 0.044

cause of death (n=3), followed by relapse (n=2), and organ
failure/toxicity (n = 2).

Overall survival, relapse and non-relapse mortality

With a median follow-up in surviving patients of 5.4 years
(range, 0.8-10), the 1 year and 3-year OS rates were 84.2% (95%
Cl, 77.3-89.1) and 67.9% (95% Cl, 59.6-74.8), respectively.
Cumulative incidence of relapse at 1 and 3 years was 19.1%
(95% Cl, 13.3-25.7) and 27.4% (95% Cl, 20.5-34.8), respectively.
At last follow up, 62 patients had died. The NRM rates at 1 and 3
years were 7.9% (95% Cl, 4.3-129) and 16.4% (95% Cl,
10.9-22.8), respectively. Three patients died before day 100
(treatment toxicity = 1, disease progression = 1; and acute
GVHD = 1). The primary causes of death were relapse/progres-
sion of disease in 28 patients (45.2%), GVHD in 26 patients
(41.9%), organ failure/toxicity from treatment in 5 patients
(8.1%), and other in 2 (3.2%).
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0.71 (0.34, 1.47)

0.363
268 (0.91, 7.90)
0.175
1.21 (049, 2.97) 1.04 (0.34, 3.17)
3.36 (1.66, 6.79) 2.32 (0.94, 5.69)
<0.001 0.094

EASIX and outcomes

We looked at associations between HCT outcomes and EASIX
determined at different time points. In univariate analysis, EASIX-
pre was significantly associated with increased NRM (HR = 1.60
[95% Cl, 1.15-2.23], p = 0.008) and grade 1-4 and 2-4 acute GVHD
(HR=1.33 [95% Cl, 1.08-1.64], p = 0.006; and (HR = 1.32 [95% Cl,
1.05-1.67], p = 0.019, respectively), but not with grade 3-4 acute
GVHD (HR = 1.14 [95% Cl, 0.70-1.85], p = 0.588) or OS (HR =1.28
[95% Cl, 0.98-1.66], p = 0.074) (Table 3). Furthermore, EASIX-pre
was not associated with risk of TMA (HR = 1.43 [95% Cl, 0.93-2.21],
p=0.107) or relapse (HR=0.78 [95% Cl, 0.54, 1.14], p =0.192).
EASIX-d30 and EASIX-d100, were also significantly associated in
univariate analysis with higher NRM (HR = 1.76 [95% Cl, 1.38-2.25],
p<0.001 and HR=1.61 [95% Cl, 1.27-2.03], p<0.001; respec-
tively) and lower OS (HR = 1.39 [95% Cl, 1.15-1.68], p = 0.001 and
HR = 1.39 [95% Cl, 1.16-1.67], p < 0.001; respectively) (Fig. 1). The
other risk factor significantly associated with higher NRM only on
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Fig. 1 Non-relapse mortality and overall survival analysis based on EASIX-pre. EASIX-pre, at day 30 and at day 100 predict higher NRM (a)

and lower OS (b).

univariate analysis was HCT-Cl > 3 (HR = 2.81 [95% Cl, 1.17-6.75],
p=0.044). HCT-Cl = 3 was also associated with lower OS (HR=
335 [95% Cl, 1.71-6.58], p<0.001). The use of TBI in the
conditioning regimen was significantly associated with higher

GVHD steroids respones by day 28 based on EASIX-GVHD quartiles
120%

100%

05 (HR = 0.52 [0.30-0.91], p = 0.027). .

In multivariate analysis, EASIX calculated pre-HCT was signifi- 80%
cantly associated with higher NRM (HR = 1.64, p =0.009) and % 14%
lower OS (HR = 1.33, p = 0.046). Furthermore, EASIX calculated at 60% 1o
day 30 and at day 100 was associated with increased NRM 21% 32%
(HR=1.65, p<0.001; and HR = 1.65, p <0.001) and decreased OS 40% 48%
(HR=1.27, p=0.018; and HR = 1.49, p <0.001), independent of 57%
HCT-Cl, disease and conditioning regimen. 20%

We next analyzed the relationship between EASIX and day 28 .
GVHD responses to EASIX-GVHD quartiles (Fig. 2). The day 28 CR 0% 5%
rate was 42% among 19 patients in EASIX-GVHD quartile 1 (Q1) in %ﬁs'&(fV'”g? %:'(’L‘ivgl)’ ?;:"N‘i"z":? %‘*:'(’;;(EV:'[)’
contrast to 5% among 21 patients on EASIX-GVHD quartile 4 (Q4). x K B -

We also assessed causes of death by EASIX-d30 quartiles (Fig. 3). WO MR W N Popession

Most deaths occurred in the EASIX-d30 Q4 group (22 of 38 patients
died) and were primarily due to GVHD (50%) or relapse (27%).

DISCUSSION

In a single center cohort of patients with lymphoid malignancies
treated with reduced intensity conditioning and a uniform GVHD
prophylaxis, we examined the EASIX score at various time points
pre and post HCT by dividing patients into 4 quartiles based on
their score and showed that most patients in EASIX-pre quartile 1

Bone Marrow Transplantation

Fig. 2 GVHD steroid responses by day 28 based EASIX-GVHD
quartiles. EASIX was calculated at onset of acute GVHD and patients
were divided in 4 quartiles. GVHD responses to treatment were
assessed at day 28.

(Q1) or quartile 4 (Q4) remain in the same quartile over time (day
30 and day 100). In contrast, patients in EASIX-pre Q2 and Q3 tend
to vary more between different quartiles during transplantation.
Furthermore, we showed that higher values of EASIX-pre, EASIX-

SPRINGER NATURE

57




M. Sanchez-Escamilla et al.

Causes of death Q1

Causes of death Q2

2 100n Causes of death % s 2 100% 9
S %7 £ 75% | @ jure
g o - Sl ]
E Other & L i — Toxicly
2 50% = a0 g 2 50% ‘
s i 3 25% g {
3 — . E g
E 3 3
8§ TS Y17+ © 0% el R | D 0kt e —. |
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 0 6 12 18 24 30 38 42 48 54 60 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Time from transplant (months) Time from transplant (months) Time from transplant (months)
At risk Atrisk At risk
subjects: subjects: subjects:
Cauises of death O3 Causes of death Q4
z s 2 100% o
£ 75% 1 v el £ o‘fgnmnme
€ S Other
o | E Relapse/POD
2 2 50%"
3 25% k]
5 £
O Nl 1111 06 0%
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Time from transplant (months) Time from Transplant (months)
Atrisk At risk
subjects: 3 22 20 4 subjects:

Fig. 3 Causes of death. Causes of death by EASIX-d30 quartiles.

d30 and EASIX-d100 were all independently associated with lower
0OS and higher NRM. Finally, we showed a difference in responses
to 1st line therapy in patients with acute GVHD based on EASIX-
GVHD.

Our data concur with previous analyses showing that EASIX is an
independent predictor for NRM and inferior survival. In the original
study by Luft et al. [18], EASIX evaluated at one timepoint, EASIX-
GVHD, was a predictor of higher NRM and lower OS. EASIX-pre has
also been validated as a predictor of lower OS after alloHCT [18], and
associated both with high-grade fluid overload and OS [32]. This
suggests that EASIX can be considered a dynamic variable that may
have unique implications along the pre- and post-HCT time course.
Furthermore, we and others have now expanded the application of
the EASIX score to treatment with chimeric antigen receptor T cells
and shown that it can predict severe cytokine release syndrome and
neurotoxicity [33, 34].

Our study also showed that EASIX-pre was significantly
associated with development of acute GVHD grade 1-4 and
2-4 in the univariate analysis. In the last few years, a number of
potential biomarkers have been proposed for acute-GVHD and
validated in a number of cohorts [13-16]. The biomarker that
seems the most promising in the setting of acute GVHD is ST2
(suppression of tumorigenicity 2). ST2, calculated at day 7 and at
day 14 post-AlloHCT, alone [35-37] or in combination with TIM3
(T-cell immunoglobulin mucin-3) [36-38], is a prognostic marker
for acute GVHD and NRM. Reg3a (regenerating islet-derived 3-a)
and TIM3 have also been validated as prognostic biomarkers of
acute GVHD, measured at day 7 and 14 post-AlloHCT (39, 40]. In
the setting of TMA, ST2 was shown to be a reliable early
biomarker of TMA diagnosis independent of acute-GVHD in
several cohorts [41, 42]. However, none of these biomarkers or
panels of biomarkers have been validated for routine clinical
practice. Furthermore, in the study by Luft et al, ST2 did not
correlate with EASIX-pre [43]. However, correlations at other
time points, and at onset of GVHD in particular were not studied.
The EASIX formula represents an easily accessible tool that can
be used outside of the clinical trial setting and could be used in
the future to develop new risk-adapted GVHD diagnosis and
treatment strategies in AlloHCT. The use of EASIX in this setting
will require further validation in well-designed prospective
clinical trials.

Our study did have some limitations, the main one being the
retrospective nature of the study. While this is a single center
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study, our results are consistent with and expand on the results
from several other centers. We also chose to study a uniform
population in terms of disease and GVHD prophylaxis to
decrease potential variability in the study cohort. Finally, some
outcomes in particular, such as TMA, had a low event rate in our
series and the study was therefore underpowered to detect any
association with EASIX. However, a recent study by Luft and
colleagues reported an association between EASIX-pre and TMA
[43].

Overall, our study confirms the main utility of the EASIX formula
approach based on the use of routinely available standard clinical
laboratory parameters. While these parameters are non-specific
and there may be many confounding factors, such as transfusions,
infections or cytotoxic therapies that may affect each individual
parameter, the score has now been validated across multiple
centers and datasets. In the current study, we further expand on
this work and illustrate the dynamic aspects of EASIX over time
during the HCT journey as well as showing that the score retains
its predictive value over time.

DATA AVAILABILITY
All data underlying the results are available as part of the article and no additional
source data are required.
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7.2. EASIX MODIFICADO PREDICE EL SINDROME DE LIBERACION DE CITOCINAS
GRAVE Y LA NEUROTOXICIDAD TRAS EL TRATAMIENTO CON CELULAS CAR-T.

7.2.1. Diseiio del estudio

Este estudio retrospectivo incluye un total de 118 pacientes con LAL-B tratados en
el MSKCC con el CAR-T 1928z dentro del ensayo clinico fase | (#NCT01044069) de
2010 a 2016, y con LBDCG tratados consecutivamente en el mismo centro con los
CAR-T comerciales disponibles axicabtagene ciloleucel (axi-cel, Yescarta,
Kite/Gilead) o tisagenlecleucel (tisa-cel, Kymriah, Novartis), desde su aprobacion
por la FDA en febrero de 2018 hasta agosto de 2019, descritos previamente por

Wudhikarn et al*®,

Las caracteristicas demogréficas, clinicas y datos analiticos, fueron recogidos
retrospectivamente de las historias clinicas. El SLC y el ICANS fueron graduados
segln los criterios ASTCT® y fueron considerados graves si el grado era superior o
igual a 3. Dado que los pacientes con LAL-B fueron tratados previo a la publicaciéon
de los criterios ASTCT, se realizd una revision retrospectiva para recodificar el
grado de SLC e ICANS en esta cohorte®. Para el célculo de EASIX/s-EASIX/m-EASIX,
se recogieron los datos disponibles de LDH, PCR, creatinina y plaguetas desde el dia
-14 al dia +14 de la infusién del CAR-T para cada paciente. Se obtuvo aprobacion

para este estudio por parte de las entidades reguladoras del MSKCC.

7.2.2. Andlisis estadistico

Tal y como esta publicado en el articulo original de Thomas Luft®, para todas las
evaluaciones de EASIX/s-EASIX/m-EASIX se realizd un andlisis de puntos de
referencia (landmark) para cada punto temporal correspondiente. Se aplicd una
transformacién logaritmica utilizando la base 2 (log2) a todas las variables de EASIX
con el objetivo de reducir sesgos y también para poder comparar los resultados
con el articulo original de Thomas Luft. Asi pues, un aumento en una unidad en
log2 de EASIX se asocia con una duplicacién (aumento de una vez) de EASIX en la

escala original. Las formulas EASIX/s-EASIX/m-EASIX fueron calculadas en
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diferentes momentos considerando la relevancia clinica de los mismos en la
estimacion y manejo de las posibles toxicidades asociadas a la terapia CAR-T: pre-
infusidn, al inicio de la linfodeplecidn, el dia -1 pre-infusion (o el dia de la infusién si

no estaba disponible), y los dias +1, +3 y al inicio del SLC post-infusidn.

Los resultados de EASIX se han representado por cuartiles debido a que adn no
disponemos de un punto de corte establecido para esta férmula. Las respuestas
globales fueron evaluadas entre el dia +30 y el dia +90 tras la infusién. Para los
pacientes con LBDCG, la respuesta fue evaluada por PET-TAC o biopsia, en funcion
de la indicacién clinica y de acuerdo a los Criterios de Lugan0101. Los pacientes con
LAL-B que obtuvieron una RC morfoldgica con persistencia de enfermedad minima
residual (EMR) por citometria de flujo multiparamétrica, fueron incluidos en el
grupo de RC. La definicién de EMR negativa por citometria fue de menos de 0.01%

de blastos en médula 6sea.

La regresion logistica univariante fue utilizada para evaluar la asociacién entre los
posibles factores predictores y la aparicion de SLC e ICANS grave. Asimismo, la
regresion logistica multivariante fue utilizada en funcién del resultado del estudio
univariante y de la relevancia clinica: enfermedad (LAL-B vs. LBDCG), edad como
variable continua, carga tumoral (alta vs. baja). La regresion logistica se utilizd
también para el resultado de RC, para analizar qué férmula EASIX se asocié mejor
con la obtencidn de respuesta al CAR-T. Se utilizaron curvas ROC y areas bajo la
curva (AUC) para seleccionar la férmula con mayor capacidad discriminatoria.

Todos los andlisis se realizaron con la version 3.6.2 de R.

7.2.3. Resultados
a) Caracteristicas de los pacientes y frecuencia de aparicion de SLC e ICANS

Se incluyeron un total de 118 pacientes: 53 con LAL-B, habiendo recibido el CAR-T
1928z (#NCT01044069)"" y 65 con LBDCG, 44 (68%) habian recibido Axi-cel y 21
(32%) Tisa-cel, segun la preferencia del médico responsable. Las caracteristicas

demograficas y clinicas de los pacientes se muestran en la tabla 1. La mediana de
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edad a la infusién del CAR-T fue de 58 afios (rango 20-86), 44 (rango 22-74) y 54
afios (rango 20-86) en todos los pacientes, pacientes con LAL-B y pacientes con
LBDCG, respectivamente. El ECOG previo a la infusion fue de 0-1 en el 93% de los
pacientes de la cohorte global y en el 100% y 86% de los pacientes con LAL-B y
linfoma, respectivamente. Mas de la mitad de los pacientes (66%) tenian una alta

carga tumoral previo a la infusién del CAR-T.

En el suplemento del articulo original, la tabla 1 recoge las tasas de SLC e ICANS
segln los grados ASTCT, estratificando por tipo de enfermedad y producto CAR-T
administrado. Ochenta y tres pacientes desarrollaron SLC de cualquier grado. EI SLC
grado 23 ocurrid en el 19% de los pacientes. Cuarenta y siete por ciento de la
poblacién global desarrollé algin grado de ICANS, siendo grado 23 en el 36% de los
pacientes. La mediana de aparicidon de SLCL e ICANS fue de 2 dias (RIC 1-4, rango O-
12) y 6 dias (RIC 4-8, rango 1-21), respectivamente. La mediana de apariciéon de SLC
grave fue de 4 dias (RIC 2-7, rango 0-12). Los datos para calcular la mediana de
aparicion de ICANS grave sélo estaba disponible en un pequefio grupo de pacientes

por lo cual no se incluyé este dato en el estudio.

b) Asociacién de EASIX/s-EASIX/m-EASIX con el desarrollo y gravedad del SLC e
ICANS

EASIX, s-EASIX, y m-EASIX fueron calculados para cada paciente en diferentes
momentos pre y post-infusion del CAR-T. La mediana de las diferentes férmulas
EASIX en funcién de la aparicién o no de SLC se muestra en la tabla 2 del material
suplementario. Nuestro estudio observé que las 3 férmulas de EASIX calculadas
previo a la infusién (al inicio de la linfodeplecién y el dia -1) se asociaron con el
desarrollo de SLC en cualquier grado (suplemento Tabla 3) y, mucho mads
importante, con el desarrollo de SLC grave (ver Figura 1). Sin embargo, ninguna de
las férmulas calculadas pre-infusion se asociéd con el desarrollo de ICANS. Al
observar los resultados de EASIX/s-EASIX/m-EASIX calculados precozmente post-
infusién (dia +1 y +3), se encontrd una asociacién significativa entre las 3 formulas

y el desarrollo de SLC e ICANS en cualquiera de sus grados (suplemento Tabla 3).
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Las 3 férmulas se asociaron a su vez con el desarrollo de SLC e ICANS grave (ver

Figural).

c) El descenso de la cifra de plaquetas y el aumento de la PCR se asociaron con la
aparicion de SLC e ICANS

Para investigar la contribucién de manera individual de cada variable incluida en las
férmulas EASIX, se explord la asociacién entre creatinina, LDH, cifra de plaquetas y
PCR en el momento de aparicidn de SLC e ICANS (Tabla 2). El incremento en la cifra
de PCR en cualquiera de los momentos analizado, sea asocio con el desarrollé de
SLC e ICANS grave. Cifras mds altas de plaquetas se asociaron a una menor
toxicidad en cualquier momento. De lo contrario, no se observd asociacidon entre

las cifras de LDH o creatinina y la aparicion de SLC e ICANS grave.

d) Seleccién de la formula m-EASIX como la mejor predictora de complicaciones
tras la infusion CAR-T

Se realizd un andlisis de curvas ROC estimando las AUC para EASIX/s-EASIX/m-
EASIX calculados en los diferentes momentos del analisis observando una
asociacioén significativa en el andlisis de regresién lineal con el desarrollo de SLC o
ICANS grave (Figura 2). Las 3 férmulas confirmaron ser buenas predictoras de SLC
grave al inicio de la linfodeplecién (AUC 77.3%, 82.1%, 80.4%, respectivamente), al
dia -1 (AUC 71.8%, 74.5%, 73%, respectivamente), al dia +1 (AUC 72.4%, 76.4%,
75.4%, respectivamente), y al dia +3 post-infusion (AUC 79.7%, 80.9%, 80.2%,
respectivamente) (Figura 2, a-b-c-d). Los valores de m-EASIX al dia +3 post-
infusion, mostraron la mayor capacidad de discriminacién para detectar ICANS
grave (AUC 68%, 68.4%, 73% para EASIX, s-EASIX, m-EASIX, respectivamente)
(Figura 2, f). Dado que en el andlisis ROC ninguna de las féormulas mostrd
superioridad y considerando que la cifra de plaquetas y la PCR mostraron las
mayores asociaciones con la prediccion de SLC e ICANS grave en el analisis
individual, y teniendo en cuenta que m-EASIX en el dia +3 mostré la mayor
asociacién con la predicciéon de ICANS grave en comparacidon con el resto de

formulas, seleccionamos la formula m-EASIX (que incluye PCR en lugar de
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creatinina) como el mejor predictor temprano de toxicidad grave en pacientes

tratados con células CAR-T.

e) m-EASIX como biomarcador precoz de SLC e ICANS grave

A continuacioén, el estudio se centra en el andlisis de la formula m-EASIX. La Figura
3 muestra la distribucion de m-EASIX analizada en todos los pacientes en los
diferentes momentos pre y post-infusidn, mostrando un incremento progresivo de
los valores medios para los pacientes que presentaron: ningun sintoma, sintomas
leves (SLC o ICANS grado 1-2) o sintomas graves (SLC o ICANS grado 3-5) de SLC e
ICANS.

Ademads, se exploré la asociacién entre m-EASIX y las caracteristicas de los
pacientes. En cualquiera de los momentos del analisis, valores mas bajos de m-
EASIX se asociaron con baja carga tumoral, mientras que la aparicién de fiebre
durante los 14 dias previos a la infusidon del CAR-T se asocié con valores mas altos
de m-EASIX. No se mostrd asociacion entre la edad, el diagndstico (LAL-B vs.
LBDCG) y el ECOG (0-1 vs. 22) y la férmula m-EASIX (Tabla 4 del suplemento). En el
anadlisis multivariante para la prediccion de SLC grave, tras ajustar por otros
factores de riesgo pre-infusiéon de desarrollo de SLC grave (tipo de enfermedad,
carga tumoral, edad) m-EASIX pre-infusidn persistié como predictor significativo de
SLC grave (al inicio de la linfodeplecidn: OR 1.38, 95%IC 1.11-1.85, p=0.01; en el dia
-1: OR 1.21, 95%IC 1.00-1.48, p=0.05). La féormula m-EASIX mostrd la mayor area

bajo la curva para asociacidén con SLC grave al inicio de la linfodeplecidn.

f) Subanalisis de m-EASIX y SLC e ICANS grave por tipo de enfermedad (LAL-B y
LBDCG)

Finalmente, se analizd el impacto de m-EASIX en el desarrollo de SLC e ICANS grave
segun el tipo de enfermedad (Tabla 5 del suplemento). De los 53 pacientes con
LAL-B, 15 pacientes (28%) desarrollaron SLC grave y 24 (45%), ICANS grave,
respectivamente. m-EASIX permanecié como predictor significativo de SLC grave
en cualquiera de los momentos analizados. De los 65 pacientes con LBDCG, los
efectos adversos graves fueron menos frecuentes (7 pacientes desarrollaron SLC

grave y 14 pacientes ICANS grave). Sélo se mantuvo la significacién estadistica con
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m-EASIX calculado en el dia +3 de la infusion para la prediccion de SLC e ICANS

grave.

g) Asociacion de m-EASIX con la eficacia del CAR-T

Todos los pacientes fueron evaluados para la respuestas al tratamiento salvo uno
que fallecié por SLC grado 5 en el dia +5. De los 117 pacientes analizados, 89
pacientes (76%) obtuvieron respuesta al tratamiento entre el dia 30 y el dia 90, 79
de ellos (67%) obtuvieron una RC como mejor respuesta. De los pacientes con LAL-
B, 44 (83%) obtuvieron una RC, con EMR negativa en 35 pacientes (66%). Treinta y
cinco pacientes (54%) con LBDCG obtuvieron una RC al dia 90 de la infusién. Al
explorar la asociaciéon de las 3 férmulas EASIX con la obtencion de RC como mejor
respuesta, encontramos que valores mas altos de m-EASIX se asociaron con
menores odds para la respuesta al CAR-T, sugiriendo que los pacientes con valores

mas altos de m-EASIX obtenian peores respuestas al tratamiento (Tabla 3).

Los resultados de esta parte del trabajo de investigacion fueron publicados en

forma de articulo original en la revista “Blood Advances”.

A continuacidn, se aporta una copia del trabajo y del material suplementario, tal y

como fue publicado.
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Patients who develop chimeric antigen receptor (CAR) T-cell-related severe cytokine
release syndrome (CRS) and immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome
(ICANS) exhibit hemodynamic instability and endothelial activation. The EASIX (Endothe-
lial Activation and Stress Index) score (lactate dehydrogenase [LDH; U/L] X creatinine
[mg/dL]/platelets [PLTs; 10° cells/L]) is a marker of endothelial damage that correlates
with outcomes in allogeneic hematopoietic cell transplantation. Elevated LDH and low
PLTs have been associated with severe CRS and ICANS, as has C-reactive protein (CRP),
while increased creatinine is seen only in a minority of advanced severe CRS cases. We
hypothesized that EASIX and 2 new modified EASIX formulas (simplified EASIX, which
excludes creatinine, and modified EASIX [m-EASIX], which replaces creatinine with CRP
[mg/dL]), calculated peri-CAR T-cell infusion, would be associated with development of
severe (grade = 3) CRS and ICANS. We included 118 adults, 53 with B-acute lymphoblastic
leukemia treated with 1928z CAR T cells (NCT01044069) and 65 with diffuse large B-cell
lymphoma treated with axicabtagene ciloleucel or tisagenlecleucel. The 3 formulas
showed similar predictive power for severe CRS and ICANS. However, low PLTs and high
CRP values were the only variables individually correlated with these toxicities. More-
over, only m-EASIX was a significant predictor of disease response. m-EASIX could dis-
criminate patients who subsequently developed severe CRS preceding the onset of severe
symptoms (area under the curve [AUC] at lymphodepletion, 80.4%; at day —1, 73.0%; and
at day +1, 75.4%). At day +3, it also had high discriminatory ability for severe ICANS
(AUC, 73%). We propose m-EASIX as a clinical tool to potentially guide individualized
management of patients at higher risk for severe CAR T-cell-related toxicities.

Deidentified individual participant data will be available by specific e-mail request to
the corresponding author: peralesm@mskcc.org.

The full-text version of this article contains a data supplement.

©2021 by The American Society of Hematology
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Introduction

The Endothelial Activation and Stress Index (EASIX) score (lactic
dehydrogenase [LDH; U/L] X creatinine [mg/dL]/platelets [PLTs;
10° cells/L]) has emerged as a marker of endothelial damage and
predictor of survival in patients with acute graft-versus-host-disease
after allogeneic hematopoietic cell transplant (allo-HCT).! EASIX
assessed pre-HCT has also been shown to predict significant fluid
overload after transplant and increased risk of acute graft-versus-
host-disease and to be associated with non-relapse mortality and
overall survival after allo-HCT.*®

Patients who develop chimeric antigen receptor (CAR) T-cell-related
severe cytokine release syndrome (CRS) and immune effector
cell-associated neurotoxicity syndrome (ICANS) exhibit hemodynamic
instability and coagulopathy, with evidence of endothelial activation
and increased blood-brain barrier permeability.® Several inflammatory
cytokines and markers of coagulopathy have been shown to correlate
with the onset of severe CRS and/or ICANS, such as interferon-y,
interleukin-6 (IL-6), IL-1, IL-10, monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1), and angiotensin-2 (Ang-2).%® Among routinely available lab-
oratory tests, LDH, C-reactive protein (CRP), fibrinogen, PLTs, and fer-
ritin have been associated with severe CRS and severe
neurotoxicity.> 71013

We hypothesized that the EASIX score, as a marker for endothelial
damage, would be able to predict the onset of severe CRS and/or
ICANS in patients receiving CAR T cells. Creatinine, one of the
components of EASIX, however, plays a limited role as a biomarker
of CAR T-cell-related toxicities, with elevation in a minority of
patients who have already developed severe symptoms of CRS.'*
Therefore, we further hypothesized that 2 modified EASIX formulas,
the simplified EASIX (s-EASIX), which excludes creatinine, and the
modified EASIX (m-EASIX), which replaces creatinine with CRP
(mg/dL), would better estimate the risk of developing severe CRS
and ICANS after CAR T-cell infusion. Therefore, we calculated
EASIX/s-EASIX/m-EASIX scores at different time points before and
early after infusion in recipients of CAR T cells in order to investigate
their association with CRS and ICANS.

Methods
Study population and data collection

This retrospective analysis included adult patients with B-cell
acute lymphoblastic leukemia (B-ALL) enrolled at our center in a
phase 1 trial of 1928z CAR T cells from 2010 through 2016
(#NCT01044069),'? and consecutive patients with non-Hodgkin
large B-cell lymphoma (LBCL) treated at our center with commer-
cially available axicabtagene ciloleucel (Yescarta, Kite/Gilead) or
tisagenlecleucel (Kymriah, Novartis), starting after US Food and
Drug Administration approval from February 2018 through August
2019, as recently described by Wudhikarn et al.'® All patients
received CAR T cells after lymphodepleting chemotherapy,
according to the Food and Drug Administration's recommenda-
tions for LBCL, and protocol directed for B-ALL, as previously
described.'? Demographic, clinical, and laboratory data were retro-
spectively extracted from electronic medical records. CRS and
ICANS were graded according to the American Society for Trans-
plantation and Cellular Therapy (ASTCT) grading system'® and
were considered severe if grade = 3. CRS and ICANS data
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were collected prospectively for patients with LBCL. Since the
B-ALL cohort was treated before the introduction of the ASTCT
grading, a chart review was conducted to retrospectively grade
CRS and ICANS, as previously described.'” For patients with
lymphoma, disease burden was evaluated based on the last imag-
ing before CAR T-cell infusion. This was preformed after treatment
in 43 of 44 patients who received bridging therapy. One patient
with progressive stage 4 disease received a brief course of steroids
and was considered as having high disease burden in the absence
of reimaging. To calculate EASIX/s-EASIX/m-EASIX formulas, we
collected all available LDH, CRP, creatinine and PLTs values starting
from day — 14 to day +14 after CAR T-cell infusion for each patient.
Written informed consent for treatment was obtained from all
patients. Approval for this retrospective review was obtained from
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center's Institutional Review and
Privacy Board. The study was conducted in accordance with the
Declaration of Helsinki.

Aims of the study

The study's primary objective was to investigate if the EASIX/
s-EASIX/m-EASIX formulas would predict severe CRS or ICANS.
The secondary objectives included (1) exploration of the correlation
of EASIX/s-EASIX/m-EASIX scores with the rates of complete
response (CR) and best overall response rate (ORR) to CAR T-cell
therapy, (2) selection of the formula with the best predictive power
for the primary outcome, and (3) assessment of the selected formula
to predict severe CRS and ICANS in disease subgroups (B-ALL
and LBCL).

Statistical analysis

As published in the original report, a log transformation using base
2 (log2) was applied to all the EASIX/s-EASIX/m-EASIX scores to
reduce skewness. A 1-unit increase in log2 EASIX was associated
with a doubling (onefold increase) of EASIX on the original scale.
EASIX/s-EASIX/m-EASIX scores were calculated at specific time
points considered clinically relevant for estimating and managing the
risk of toxicities: preinfusion, at start of lymphodepletion, and day
—1 (or day 0, if not available); and postinfusion, days +1 and +3,
and onset of CRS symptoms. Best overall response was assessed
between day +30 and day +90 after infusion. For patients with
LBCL, response was assessed by positron emission tomography/
computed tomography or biopsy, based on clinical indication, and
reported according to the Lugano criteria.'® Patients with B-ALL
who achieved morphologic CR with persistence of minimal residual
disease (MRD), as assessed by multiparameter flow cytometry,
were included in the CR group. The threshold for MRD negativity
was defined as <0.01% of bone marrow (BM) blasts."?

Univariate logistic regression was performed to investigate the asso-
ciation between predictors of interest and the outcomes of severe
CRS and ICANS. Multivariate logistic regression was performed
based on univariate significance and clinical judgment: disease sub-
type (B-ALL vs LBCL), age as a continuous variable, and burden of
disease (high vs low). Logistic regression was also used for the
endpoint of CR to evaluate which EASIX formula was associated
with response. Receiver operating characteristic (ROC) curves
were built and areas under the curve (AUCs) were evaluated to
select the formula with the highest discriminatory ability. Comparison
of AUCs at specific time points was performed with ROC tests. All
analyses and graphics were produced using R version 3.6.2.
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Results

Patient characteristics and CRS-ICANS rates

A total of 118 patients were included (53 with B-ALL, who received
1928z CAR T cells [NCT01044069],'> and 65 with LBCL);
44 patients (68%) were treated with axicabtagene ciloleucel and
21 patients (32%) were treated with tisagenlecleucel based on physi-
cian's preference. Demographic and clinical characteristics of the
patients at time of CAR T-cell infusion are outlined in Table 1. Median
age was 58 (range, 20-86), 44 (range, 22-74), and 64 (range, 20-86)
years in all patients, patients with B-ALL, and patients with LBCL,
respectively. The preinfusion ECOG score was O to 1 in 93% of
patients in the overall cohort and in 100% and 86% of patients with
B-ALL and lymphoma, respectively. More than half of the population
(66%) had a high disease burden before CAR T-cell infusion, defined
as BM blasts percentage >5% for B-ALL (62% of cases) and stage
3to 4 and/or bulky disease for patients with LBCL (69% of cases).

Supplemental Table 1 summarizes the rates of CRS and ICANS by
ASTCT grading, stratified by disease subtype and CAR T-cell prod-
uct received. Eighty-three percent of patients had CRS of any
grade. Grade = 3 CRS occurred in 19% of patients. Forty-seven

Table 1. Patient characteristics

Patients Overall (118) B-ALL (53) LBCL (65)
Age (y), median (range) 58 (20-86) 44 (22-74) 64 (20-86)
Sex (male), n (%) 84 (71) 39 (74) 45 (89)
ECOG preinfusion, n (%)

0-1 109 (93) 53 (100) 56 (86)

24 7 (8) 0 7(11)

Not available 2(1) 0 2(3)
Disease burden preinfusion, n (%)

High 78 (66) 33(82)°  45(69)'

Low 37 (31) 20 (38)' 17 (28)*

N/AT 3(3) 0 3(5)
IPI preinfusion, n (%)

Low/intermediate low (0-2) - - 39 (60)

High/intermediate high (3-5) - - 22 (35)

Not available - - 3(5)
Fever before/during lymphodepletion, n (%) 23 (19) 10 (19) 13 (20)
Lymphodepleting chemotherapy, n (%)

Fludarabine/cyclophosphamide 72 (61) 10 (19) 62 (95)

High-dose cyclophosphamide 43 (36) 43 (81) =

Bendamustine 3@ = 3(5)
CAR T-cell product, n (%)

©D19282z 53 (45) 53 (100) 0 (0)

Axicabtagene ciloleucel 44 (37) 0 (0) 44 (68)

Tisagenlecleucel 21 (18) 0 (0) 21 (32)

CR, complete response; ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group; IPI,
International Prognostic Index; N/A, not applicable.

"BM blasts > 5%.

" Stage 3 to 4 and/or buky >6 cm.

'BM blasts < 5%.

“Stage 1 or 2.

YPatients in CR at infusion
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percent of the overall population developed ICANS of any grade,
with 36% of patients developing grade = 3 ICANS. Median onset
of CRS and ICANS symptoms was 2 days (interquartile range
[IQRY], 1-4; range, 0-12) and 6 days (IQR, 4-8; range, 1-21), respec-
tively. Median onset of severe CRS symptoms was 4 days (IQR,
2-7; range, 0-12). Data to calculate time of median onset of severe
symptoms of ICANS was available only in a minority of patients and
was thus not reported.

EASIX/s-EASIX/m-EASIX are associated with onset
and severity of CRS and ICANS

EASIX, s-EASIX, and m-EASIX were calculated for each patient at
(1) preinfusion time points (start of lymphodepletion and day —1),
(2) early post-infusion time points (day +1 and +3), and (3) day of
onset of CRS. As primary outcome, we investigated the association
between the different EASIX scores calculated at various time
points and the onset of CRS and ICANS and severe CRS and
ICANS. Median scores at different time points stratified by occur-
rence or nonoccurrence of CRS are shown in supplemental
Table 2.

We found that all 3 formulas, when calculated preinfusion (start of
lymphodepletion and day —1), were associated with the occur-
rence of any grade of CRS (supplemental Table 3) and, more
importantly, with severe CRS (Figure 1; eg, at day —1, per log2
increase: EASIX: OR, 151; 95% Cl, 1.12-2.09; P = .008; s-
EASIX: OR, 1.6; 95% CI, 1.19-2.23; P = .003; m-EASIX: OR,
1.26; 95% Cl, 1.07-150; P = .009). Conversely, EASIX/s-EASIX/
m-EASIX scores at preinfusion time points were not associated
with the onset of ICANS (supplemental Table 3). When we looked
at early time points postinfusion (day +1 and +3), a significant
association was found between all 3 EASIX scores and CRS of
any grade and ICANS of any grade (supplemental Table 3). More-
over, all 3 formulas were associated with the onset of both severe
CRS (eg, at day +1, per log2 increase: EASIX: OR, 1.56; 95%
Cl, 1.15-2.18; P = .006; s-EASIX: OR, 1.65; 95% Cl, 1.22-2.34;
P = .002; m-EASIX: OR, 1.31; 95% CI, 1.10-1.60; P = .004)
and severe ICANS (eg, at day +3, per log2 increase: EASIX: OR,
1.5; 95% Cl, 1.17-1.96; P = .002; s-EASIX: OR, 1.55; 95% ClI,
1.20-2.04; P = .001; m-EASIX: OR, 1.36; 95% ClI, 1.15-1.65;
P < .001) (Figure 1).

Lower PLT counts and higher CRP are associated
with onset of severe CRS and ICANS

To investigate the contribution of the individual variables included in
the formulas, we explored the association of creatinine, LDH, PLTs,
and CRP with the onset of severe CRS and ICANS (Table 2).
Increased CRP levels at all time points were associated with the
onset of severe CRS (eg, per log increase, at start of lymphodeple-
tion: OR, 1.87; 95% CI, 1.21-3.18; P = .01) and severe ICANS
(eg, per log increase, at day +3: OR, 2.19; 95% Cl, 1.44-3.63;
P < 0.001). Higher PLT counts were associated with reduced tox-
icity; at all time points, higher PLTs values were associated with a
lower odds of severe CRS (eg, per 10-U increase, at start of lym-
phodepletion OR, 0.87; 95% Cl, 0.80-0.94, P < .001), and of
severe ICANS (eg, per 10-U increase, at day +3: OR, 0.85; 95%
Cl, 0.78-0.92: P < .001). In contrast, no association was found
between LDH or creatinine levels and severe CRS and ICANS.
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Figure 1. Association of EASIX/s-EASIX/m-EASIX with severe CRS and severe ICANS. This figure shows a Forest plot for odds ratios (ORs) and 95% confidence
intervals (Cls) for prediction of severe CRS (top) and ICANS (bottom) by EASIX/s-EASIX/m-EASIX calculated at preinfusion (lymphodepletion and day —1) and postinfusion

(days +1 and +3) time points.

ROC curve analysis and selection of the
m-EASIX formula as the best predictor of
CAR T-cell outcomes

To evaluate the model's performance, a ROC curve analysis was
conducted with an estimation of the AUCs for EASIX/s-EASIX/
m-EASIX scores calculated at all the time points that showed a sig-
nificant association with severe CRS or ICANS in the logistic regres-
sion analysis (Figure 2). The EASIX/s-EASIX/m-EASIX scores were
confimed to be good predictors for severe CRS at start of lympho-
depletion (AUCs 77.3%/82.1%/80.4%), at day —1 (AUCs 71.8%/
74.5%/73%), day +1 (AUCs 72.4%/76.4%/75.4%), and day +3
(AUCs 79.7%/80.9%/80.2%) (Figure 2A-D). m-EASIX values at day
+3 showed the highest discriminatory ability for severe ICANS
(AUCs 68%/68.4%/73% for EASIX/s-EASIX/m-EASIX, respec-
tively) (Figure 2F). No clear superiority of one formula over the others
emerged when comparing AUCs at all time points (Figure 2A-F).

Since the ROC curve analysis did not identify a superior formula,
and considering that PLTs and CRP levels were shown to have the
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most relevant individual role in the prediction of both severe CRS
and severe ICANS in the single variable analysis and that m-EASIX
on day +3 had the strongest association with severe ICANS com-
pared with the other formulas, we selected the m-EASIX score
(which includes CRP) as the most comprehensive formula for the
early prediction of severe CRS and ICANS in patients treated with
CART cells.

m-EASIX as an early biomarker of severe CRS
and ICANS

For the remainder of the analysis, we focused on the m-EASIX for-
mula. Figure 3 displays the distribution of m-EASIX values at differ-
ent time points across all patients, showing a progressive increase
in median values for patients presenting with no symptoms or mild
(CRS or ICANS grade 1-2) or severe (CRS or ICANS grade 3-5)
symptoms of CRS and ICANS.

To better characterize the selected formula, we explored the associ-
ation between m-EASIX and baseline patient characteristics. At all
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Table 2. A of individual variables included in EASIX
scores and severe CRS/ICANS
Variable Median (range) N OR 95% ClI  Pvalue
Severe CRS
At start of lymphodepletion
LDH' (UL) 297 (110, 8255) 112 1.17 0,55, 2.24 7
Creatinine (mg/dL) 0.80 (0.30,2.00) 118 0.05 0.00, 0.49 018
PLTs" (k/pL) 14 (1, 49) 118 087 0.80,0.94 <.001
CRP’ (mg/l) 1.3 (0.0, 28.5) 84 187 121,318 .01
At day — 1
LDH' (UL 232 (106, 4110) 112 1.66 0.81, 3.30 15
Creatinine (mg/dL) 0.70 (0.30,1.60) 118 0.22 0.02, 1.68 2
PLTs" (Wpl) 12 (1, 44) 118 087 0.80, 0.94 001
CRP’ (mg/L) 2.0 (0.0,28.1) 103 1.64 1.13, 251 014
At day + 1
LDH’ (UL) 207 (95, 2645) 112 1.63 0.75, 3.42 2
Creatinine (mg/dL) 0.70 (0.30,1.60) 118 0.29 0.03, 2.35 3
PLTs” (/L) 11 (1, 38) 118 0.84 076,092 <.001
CRP’ (mgil) 2.2 (0.1, 27.0) 104 183 1.20,298 009
Severe ICANS
At day + 1
LDH’ (U/L) 207 (95, 2645) 112 1.39 0.71, 270 3
Creatinine (mg/dL) 0.70 (0.30,1.60) 118 0.3 0.04, 1.70 2
PLTs® (k/pL) 11 (1, 38) 118 091 085,097 .004
CRP’ (mg/L) 22(01,27.0) 104 154 1.11,221 013
At day +3
LDH" (UIL) 202 (96, 1810) 103 1.17 0.54, 2.46 7
Creatinine (mg/dL) 0.70 (0.30,1.80) 118 091 0.21, 352 9
PLTs' (jul) 8 (1, 34) 118 085 078,092 <.001
CRP’ (mg/L) 7 (0, 33) 105 219 1.44, 363 <001

“Log transformation of raw LDH and CRP values was applied to calculate the OR s.
'PLT values were scaled by 10 units to calculate the ORs. Bold indicates statistically
significant values.

time points, lower m-EASIX levels were correlated with low disease
burden (eg, at start of lymphodepletion: B-coefficient, —3.4; 95%
Cl, —4.9, —1.9: P < .001), while occurrence of fever during the 14
days preceding CAR T-cell infusion was associated with higher
m-EASIX levels (eg, at day —1: B-coefficient, 3.5; 95% Cl; 2.1, 5.0;
P < .001). No consistent association was found with age, diagnosis
of B-ALL vs LBCL, and ECOG 0-1 vs = 2 (supplemental Table 4).
In a multivariate analysis for prediction of severe CRS, after adjust-
ing for other preinfusion risk factors for severe CRS (disease type,
disease burden, and age) m-EASIX calculated at preinfusion time
points remained a significant predictor of severe CRS (at day of
lymphodepletion: OR, 1.38; 95% ClI, 1.11-1.85; P = .01; at day
—1: OR, 1.21; 95% Cl, 1.00-1.48; P = .05). m-EASIX achieved
the highest AUC for the association with severe CRS at the start of
lymphodepletion. At that time point, an m-EASIX cutpoint of 6.2,
where specificity was 76% and sensitivity 80%, showed a negative
predictive value of 96.43% for prediction of CRS grade 3 or above.

We further compared m-EASIX with clinical variables, including
CRP and fever. m-EASIX on day —1 preinfusion was superior to
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CRP alone in predicting severe CRS (ROC comparison for
m-EASIX vs CRP 0.025). No difference with CRP, however, was
seen at the start of lymphodepletion (ROC comparison, 0.059).
When comparing with fever, m-EASIX on days +1 and +3 postin-
fusion was not superior to fever in predicting severe CRS or ICANS
(ROC comparison for severe CRS: m-EASIX vs fever days +1 and
+3, 0.284 and 0.367, respectively; ROC comparison for severe
ICANS: m-EASIX vs fever days +1 and +3, 0.237 and 0.492,
respectively). However, in 42 patients who developed fever on day
+1, only 12 developed severe CRS and 23 severe ICANS. There-
fore, day +1 fever did not necessarily translate into severe
symptoms.

Subanalysis for m-EASIX and severe CRS and
ICANS by disease type (B-ALL and LBCL)

Lastly, we explored the impact of m-EASIX scores on severe CRS
and ICANS risk by disease type (supplemental Table 5). Among the
53 patients with B-ALL, 15 (28%) had severe CRS and 24 (45%)
had severe ICANS. m-EASIX remained a significant predictor of
severe CRS at all time points (eg, per log2 increase, at start of lym-
phodepletion: OR, 5.33; 95% Cl, 1.77-62.1; P = .043; at day —1:
OR, 1.45; 95% CI, 1.08-2.12; P = .027) and of severe ICANS at
day +3 (per log2 increase, at day +3: OR, 1.5; 95% Cl, 1.10-
2.21; P = .02). In the 65 patients with LBCL, severe events were
less frequent (7 cases of severe CRS and 14 of severe ICANS).
Only m-EASIX calculated at day +3 retained statistical significance
for predicting severe CRS and severe ICANS (per log2 increase,
OR, 1.34; 95% CI, 1.03-1.86; P = .045 and OR, 1.25; 95% ClI,
1.03-1.58; P = .038).

m-EASIX, but not EASIX or s-EASIX, is associated
with CAR T-cell efficacy

Al patients were evauable for disease response assessment,
except for 1 patient who died with grade 5 CRS on day +5. Out of
117 patients, 89 patients (76%) responded to treatment between
days 30 and 90, with 79 (67%) achieving a CR as the best
response. Among patients with B-ALL, 44 (83%) achieved a CR,
which was MRD negative in 35 patients (66%). Thirty-five patients
(54%) with non-Hodgkin lymphoma achieved a CR by day 90 after
infusion.

When we explored the association of the 3 scores with achieving a
CR as best overall response, we found that higher m-EASIX levels
were associated with a reduced odds of response to CAR T cells
(per log2 increase, at day —1: OR, 0.81; 95% Cl, 0.69-0.93; P =
.004; at day +1: OR, 0.82; 95% Cl, 0.70-0.94; P = .007; at day
+3: OR, 0.84; 95% Cl, 0.72-0.98; P = .031; at the first day of
CRS: OR, 0.67; 95% Cl; 0.52-0.84; P = .001), suggesting that
patients with higher m-EASIX scores were less likely to achieve a
CR (Table 3). Based on the AUCs, m-EASIX scores in our popula-
tion were shown to have a moderate discriminatory power for
achieving a CR (AUCs of 62.2%, 68.1%, 66.8%, and 66.8% at the
start of lymphodepletion, day —1, +1, and +3, respectively). No
clear association with disease response was found for EASIX and
s-EASIX scores.

Discussion

In this study, we explored the role of the EASIX formula (LDH X
creatinine/PLT), a biomarker for endothelial damage in allo-HCT
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Figure 2. Prediction of severe CRS and ICANS by EASIX/s-EASIX/m-EASIX. ROC curves are shown at all pre- and postinfusion time points for severe CRS (A-D)
and ICANS (E-F). AUCs are calculated for all curves and compared in pairs with ROC tests at all time points.
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recipients,’ in predicting severe CRS and ICANS in patients with
LBCL and B-ALL treated with CAR T cells. In addition to EASIX,
we tested 2 new revised formulas: s-EASIX, which excludes creati-
nine, and m-EASIX, which replaces creatinine with CRP (mg/dL).
We found that all 3 formulas were associated with severe CRS
prior to CAR T-cell infusion (at day of lymphodepletion and day —1)
and early postinfusion (days +1 and +3), preceding the onset of
severe symptoms. Early postinfusion, the 3 formulas also had a
moderate discriminatory ability for severe ICANS. When we
assessed the individual role of each variable included in the formu-
las, low PLTs and high CRP levels at all pre- and postinfusion time
points emerged as the variables most correlated with the develop-
ment of severe CRS and ICANS.

Thrombocytopenia is a result of endothelial damage and complement
activation in many diseases. In patients treated with CAR T cells, low
PLTs can be multifactorial, related to higher disease burden, heavy
pretreatment including autologous or allogeneic transplant, and sys-
temic inflammatory syndrome.'®"° In patients with both B-ALL and
aggressive lymphomas treated with various CAR T-cell products, a
lower PLT nadir has been shown to be independently correlated with
higher grades of CRS."® In other reports, PLT counts at time of CAR
T-cell infusion were shown to be significantly lower in patients who
then developed severe neurotoxicity compared with those who had
mild symptoms.'"'® At CAR T-cell peak expansion, endothelial activa-
tion represented by high Ang-2 levels and Ang-2/Ang-1 ratio has been
associated with severe CRS."° Similarly, high Ang-2 levels and Ang-
2/Ang-1 ratio have been reported 1 week after CAR T-cell infusion
and also before the start of lymphodepletion in patients who subse-
quently developed high-grade neurotoxicity, suggesting that a proen-
dothelial damage state can precede CAR T-cell infusion.® As PLTs are
one of the few sources of the endothelial stabilizing cytokine Ang-1,
patients with severe thrombocytopenia before and early after CAR
T-cell infusion might be more prone to CRS- and ICANS-related endo-
thelial activation and damage.?®

High CRP levels have previously been reported in patients with severe
CRS and ICANS. Early elevation of CRP after CAR T-cell infusion was
associated with grade 4 to 5 CRS in patients with B-ALL and other
lymphoid neoplasms; however, its utility as an early biomarker of
severe CRS has not been proven.”'® While in one report, peak CRP
levels were shown to be higher in patients who experienced high-
grade neurotoxicity, in another, CRP levels peaked in all patients
before the development of neurologic symptoms but failed to discrimi-
nate between patients with mild vs severe symptomsa" % In our popu-
lation, CRP levels at all time points were significantly associated with
the development of both severe CRS and severe ICANS.

Conversely, unlike Karschnia et al, who reported elevated (=400 U/L)
LDH levels at baseline in 69% of patients with severe neurotoxicity,
we did not find a correlation between LDH levels and severe CRS or
ICANS."® Endothelial activation leads to release of LDH from endo-
thelial cells as well as to a higher tumover of circulating cells, such as
PLTs and leukocytes, resulting in elevated LDH serum levels.?' LDH
is also a marker for neoplastic cells proliferation and high disease bur-
den, which have been implicated in the development of severe CRS

and ICANS."®"2 High LDH has also been correlated with decreased
survival after CAR T-cell infusion.'®2%2® The absence of an associa-
tion between LDH and CAR T-cell-related toxicities in our sample
might be a result of the small sizes of the 2 populations involved.

Based on our findings, we chose the m-EASIX as the most clinically
relevant formula for the prediction of severe toxicities. At present,
several laboratory parameters, cytokines, and clinical characteristics
have been associated with the development of CRS and ICANS.
However, no specific biomarker has been identified for use in clini-
cal practice as an effective predictor. The use of currently known
biomarkers has been limited by the fact that the majority of studies
involve non-routinely available cytokines. A clear strength of the
m-EASIX is that it includes laboratory parameters that are ubiqui-
tously available and often routinely assessed in clinical practice for
patients treated with CAR T cells. Besides, the formula can be eas-
ily calculated at the bedside. Moreover, the m-EASIX proved to
effectively correlate with severe CRS and ICANS at clinically action-
able time points, before and early after CAR T-cell infusion. Increas-
ing m-EASIX scores calculated preinfusion (at lymphodepletion and
day —1) were predictive of CRS grade 3 or above, with an
m-EASIX cutpoint of 6.2 at start of lymphodepletion showing a
96.43% negative predictive value for severe CRS. In the clinical set-
ting, patients with m-EASIX values <6.2 at the start of lymphodeple-
tion might be considered for outpatient treatment as their risk of
developing severe symptoms is predicted to be low. Conversely, a
higher preinfusion m-EASIX score might help in selecting patients
requiring inpatient admission on the day of infusion for careful moni-
toring or patients who might be candidates for clinical trials of pro-
phylactic or preemptive treatment of toxicities. In our population,
CRS median onset was day +2, with severe symptoms occurring
at a median of day +4, in line with previous reports.>*? Early after
infusion (days +1 and +8), higher m-EASIX values were associated
with both severe CRS and severe ICANS, and this could be used
for similar interventions. The fact that only postinfusion m-EASIX lev-
els are associated with severe ICANS might be because most
patients develop neurologic symptoms only after having experienced
some degree of CRS. However, it is not clear if higher grades of
CRS are more predictive of ICANS; thus, the m-EASIX might help
to identify those patients at higher risk.

The selection of the m-EASIX as the best score was also guided by
the fact that it was the only formula that included CRP and was
also associated with CR. Recently, CRP levels on day 0 have been
shown to correlate with response to axicabtagene ciloleucel.® Inter-
estingly, higher m-EASIX levels were associated with severe CRS
and ICANS and conversely with lower chances of achieving a CR.
This highlights the potential role of CRP as a marker of disease bur-
den besides systemic inflammation. Higher disease burden and
presence of fever before CAR T-cell infusion were in fact associated
with higher m-EASIX levels at all time points. In general, disease
burden is known to be a risk factor for CRS, and patients with
higher disease burden are also at higher risk of not responding. Fur-
thermore, patients who develop mild or no CRS have been shown
to effectively respond to CAR T cells. Therefore, experiencing CRS
might not necessarily be a requirement for a good response to CAR

Figure 3. Distribution of m-EASIX levels across CRS and ICANS subgroups. The boxplots summarize median and IQR of m-EASIX levels at day of lymphodepletion
(A), day —1 (B), day +1 (C), and day +3 (D) for patients presenting with no symptoms (red) or mild (blue) or severe (green) CRS and at day +1 (E) and day + 3 (F) for
patients with no symptoms (red) or mild (blue) or severe (green) ICANS. CRS and ICANS were defined mild if grade 1 or 2 and severe if grade 3 to 5.
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Table 3. Correlation of m-EASIX and achievement of CR

Formula N OR 95% CI P value
At lymphodepletion

EASIX i 0.87 0.67, 1.12 3

s-EASIX m 0.87 0.67, 1.12 3

m-EASIX 81 0.9 0.78, 1.03 13
At day -1

EASIX m 0.77 0.59, 1.00 .053

s-EASIX m 0.79 0.61, 1.02 078

m-EASIX 97 0.81 0.69, 0.93 .004
At day +1

EASIX 111 0.79 0.61, 1.02 .078

s-EASIX 111 081 0.62, 1.04 4

m-EASIX 97 0.82 0.70, 0.94 .007
At day +3

EASIX 102 0.84 0.65, 1.07 2

s-EASIX 102 0.83 0.85, 1.06 14

m-EASIX 92 0.84 0.72, 0.98 .031
At day of CRS

EASIX 88 0.81 0.60, 1.08 2

s-EASIX 88 0.82 0.61, 1.09 2

m-EASIX 78 0.67 0.52, 0.84 .001

Patients achieving CR = 79. CR, complete response for B-ALL, including patients with
positive MRD as assessed by flow cytometry.

T cells. The association between m-EASIX and response suggests
that the combination of disease/patient/pretreatment factors, such
as LDH and PLTs, and markers of inflammation due to disease,
such as CRP, provides a better prediction of ultimate disease
response than the factors in isolation.

Our study has some limitations. The sample size is in line with recent
single-center retrospective reports on patients treated with CAR T
cells. However, it is limited by combining patients affected by 2 differ-
ent diseases and treated with different products, which might repre-
sent confounding factors. As such, while the results from the whole
population were confimed in the B-ALL subgroup analysis, we were
not able to prove the same for the LBCL patients, likely related to the
paucity of CRS/ICANS events in this subgroup. Finally, further valida-
tion in external cohorts is warranted. To conclude, we propose that
the m-EASIX score should be further investigated as an early bio-
marker of severe CRS and ICANS in larger datasets. The m-EASIX
could provide a clinical tool for discriminating patients at higher risk
for severe toxicities at clinically actionable time points (before or early
after infusion) to guide differential individualized management.
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Supplemental Table 1. CRS and ICANS rates overall and by disease and product

Global

n (%)
Overall (118) 97 (83)
B-ALL (53) 46 (87)
LBCL (65) 51 (79)

Axi-cel (44) 38 (86)
Tisa-cel (21) 13 (62)

Severe
n (%)

22 (19)
15 (28)

7(11)
5(11)
2 (10)

CRS

Onset
median
(range)

2 (0-12)
2(0-12)
2 (0-11)
2 (0-11)
2 (0-11)

Severe onset
median
(range)

4(0-12)
6 (1-12)
4 (0-11)
4(0-11)
4 (0-11)

Global
n (%)

55 (47)
29 (55)

26 (40)
21(47)
5 (24)

ICANS

Severe
n (%)

42 (36)
24 (45)

14 (22)
12 (27)
2 (10)

Onset
median
(range)

6 (1-21)
6 (1-11)
5 (1-21)
5 (1-14)
4 (1-21)

B-ALL, B-cell Acute Lymphoblastic Leukemia; LBCL, Large Cell B-cell Lymphoma; Axi-cel,

Axicabtagene Ciloleucel; Tisa-cel, Tisagenlecleucel; CRS, Cytokine Release Syndrome; ICANS,
Immune-Effector-Cell-Associated-Neurotoxicity-Syndrome; IQR, Interquartile range
Severe CRS and ICANS were defined as CRS and ICANS grades >3 by ASTCT grading.
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Supplemental Table 2.

Median EASIX/s-EASIX/m-EASIX scores at all timepoints

At lymphodepletion

at day -1

at day +1

at day +3

at day of CRS

Formula

EASIX

Missing values
s-EASIX

Missing values
m-EASIX

Missing values
EASIX

Missing values
s-EASIX

Missing values
m-EASIX

Missing values
EASIX

Missing values
s-EASIX

Missing values
m-EASIX

Missing values
EASIX

Missing values
s-EASIX

Missing values
m-EASIX

Missing values
EASIX

Missing values
s-EASIX

Missing values
m-EASIX

Missing values

No CRS, N = 21
median (IQR)*
1.06 (0.88, 1.77)
15(1.0,20)
1(0,3)
1.1(09, 1.6)
14(10,22)
1(0,2)
1.1(06, 1.4)
1.6(1.1,1.8)
1(1,3)

1(1,2)

2(1,3)

2(1, 6)
15(15,1.5)
3(3,3)

5 (5, 5)

20

20

20

CRS, N=97
median (IQR)*
1.88 (0.94, 3.86)
2.1(12,5.2)
3(1,23)

1.7 (1.0, 4.1)
2.0 (1.3, 5.5)
6 (1, 31)
2.0(1.0, 3.8)
2.3(14,5.7)
7 (2, 28)
3(1,8)
4(2,12)

21 (11, 126)
21(11,4.7)
3(2,7)

11 (5, 45)

16

12

12

20

19

*scores are reported as raw values (before log2 transformation)
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Supplemental Table 3. Association of EASIX/s-EASIX/m-EASIX pre- / post-infusion and onset of CRS
and ICANS

Patients 118 Any CRS Any ICANS
n=97 n=55
Formula n OR 95% ClI p. OR 95% ClI p.
At lymphodepletion
EASIX 112 1.82 1.18,3.06 0.013 1.12 0.88,1.45 0.4
s-EASIX 112 1.74 1.14,2.90 0.021 1.19 0.94, 1.56 0.2
m-EASIX 81 1.28 1.06, 1.60 0.02 1.05 0.92,1.20 0.5
At day -1
EASIX 112 1.75 1.18,2.79 0.011 1.24 0.97,1.62 0.09
s-EASIX 112 1.95 1.27,3:30 0.006 1.32 1.03,1.74 0.035
m-EASIX 98 1.49 1.20,1.93 0.001 1:14 0.98, 1.27 0.11
At day +1
EASIX 112 2.19 1.37,3.85 0.003 1.43 1.10,1.92 0.01
s-EASIX 112 2.26 1.39,4.15 0.003 1.48 1.13,1.99 0.006
m-EASIX 98 1.43 1.16, 1.84 0.002 1.19 1.04,1.38 0.014
Atday +3
EASIX 103 1.97 1.32,3.24 0.003 1.54 1.20,2.03 0.001
s-EASIX 103 1.97 1.30,3.34 0.004 1.52 1.19,2.01 0.002
m-EASIX 93 1.53 1.24,1.96 <0.001 1.32 1.14,1.57 <0.001
At day of CRS
EASIX 89 1.51 043,124 0.6 1.26 0.96, 1.71 0.11
s-EASIX 89 1.27 0.40,8.70 0.8 1.32 1.00, 1.80 0.06
m-EASIX 79 1.17 0.55,2.72 0.7 1:13 0.96, 1.36 0.2

OR = Odds Ratio, Cl = Confidence Interval, p.= p-value
CRS, cytokine release syndrome; ICANS, immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome
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Supplemental Table 4. Correlation between m-EASIX and baseline patients' characteristics

At lymphodepletion Atday - 1 At day +1 Atday +3
Variable N Beta % p. [N Beta %2 p. | N Beta %2° p | N Beta %2

Age 81 004 0o 0082 (88 001 Po> o5 |® oo P o5 | 001 P o7
Ei{?fsfs. B- 81 051 23 06 |98 018 |2 08 |98 052 o 04 |93 -18 S5 0004
e o1 34 By 00 |5 28 32 <0001 o5 26 3% <0001 [0 27 A% <000
Low vs. High

e,y 8 11 8 o5 e 22 OV ooes |9 23 %00 005 o1 13 1) 03
Gvet400 81 52 35 <0001 |8 35 2L <0001 |98 32 % <0001 (e 2 %7 oom
Yes vs. No

Beta = Beta Coefficient; Cl = Confidence Interval; p. = p-value
LBCL, large B-cell lymphoma; B-ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia
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Supplemental Table 5. Association of m-EASIX and severe CRS and ICANS in disease subtypes

B-ALL

LBCL

Onset of Severe CRS (n events =15)

m-EASIX N OR 95% ClI p-value
ptatof 21 533 177,621 0043
ymphodepletion
At day -1 37 145 1.08,212 0.027
At day +1 36 1.67 1.14,285 0.023
Atday +3 37 207 1.33,392 0.007
Onset of Severe ICANS (n=24)
m-EASIX N OR 95% ClI p-value
At day +1 36 121 0.94,1.64 0.2
Atday +3 37 1.5 110,221 0.02

OR = Odds Ratio, Cl = Confidence Interval

Onset of Severe CRS (n events =7)

m-EASIX

N OR 95% CI p-value
Q/tmspt)?]r;;;pletion 60 118 094,151 0.5
Atday -1 61 121 097,154 0.092
Atday +1 62 1.23 0.98,157 0.074
Atday +3 56 1.34 1.03,1.86 0.045

Onset of Severe ICANS (n=14)

m-EASIX N OR 95% CI p-value
Atday +1 62 119 1.00, 145 0.056
Atday +3 56 125 1.03,1.58 0.038

B-ALL, B-cell acute lymphoblastic leukemia, LBCL, large B-cell ymphoma; CRS, cytokine release
syndrome; ICANS, immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome
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8. DISCUSION

En el contexto del Alo-TPH se han producido mejoras importantes durante los ultimos
afios, sobretodo en relacion a la selecciéon del paciente en funcion de sus
comorbilidades, a la eleccidn del mejor donante compatible y la adaptacion de la
intensidad de la terapia de acondicionamiento en funciéon de cada caso concreto. No
obstante, la mortalidad del procedimiento sigue siendo un problema importante a

pesar de haber mejorado durante las uUltimas décadas.

Las complicaciones de origen endotelial constituyen un grupo variado de sindromes
clinicos bien conocidos y estudiados tras el trasplante alogénico que conllevan un
aumento de la morbi-mortalidad asociada al procedimiento. Por tanto, disponer de
estrategias de deteccidén precoz de los pacientes mas vulnerables a padecer estas
complicaciones o a poder detectar aquellos casos con mayor probabilidad de muerte
tras el trasplante es crucial para anticiparnos y poder continuar mejorando los

resultados de este procedimiento.

En los ultimos afos, hemos incorporado el uso de células CAR-T en nuestra practica
clinica habitual para aquellos pacientes que no consiguen alcanzar una respuesta a los
tratamientos convencionales de quimio y radioterapia. Esta terapia no estd exenta de
complicaciones y conlleva una importante organizacidon logistica y un trabajo
multidisciplinar para el manejo de las mismas. Recientemente hemos conocido mejor
la fisiopatologia del SLC y el ICANS, principales complicaciones precoces de la terapia

CAR-T y con un mas que probable origen en la disfuncién de las células endoteliales.
Por tanto, nuestro estudio de la férmula EASIX como predictor de mortalidad tras el

trasplante y complicaciones de origen endotelial tras la terapia CAR-T supone una

importante mejora en el conocimiento de ambos procedimientos y nos ayudara a
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poder mejorar las estrategias de anticipacién y tratamiento de las complicaciones

asociadas a los mismos.

8.1. SOBRE EL PRIMER MANUSCRITO DE LA TESIS

En el primero de los trabajos de esta Tesis Doctoral se evalua el impacto de la
formula EASIX como marcador de daino endotelial, en los resultados tras un
trasplante alogénico en una cohorte de pacientes con enfermedades linfoides
tratadas con acondicionamientos de intensidad reducida y profilaxis de EICR

uniforme.

Hemos analizado la férmula EASIX en varios momentos del pre y post TPH dividiendo
en 4 cuartiles a los pacientes en funcién de los resultados obtenidos y hemos o
observado que la mayoria de pacientes pertenecientes al cuartil 1 de EASIX-pre o al
cuartil 4 de EASIX-pre, permanecian en el mismo cuartil a lo largo del trasplante
(EASIX-d30 y EASIX-d100). Por otro lado, pacientes de los cuartiles 2 y 3 para EASIX-

pre, parecen variar mas durante el trasplante.

Observamos que EASIX-pre, EASIX-d30 vy EASIX-d100 elevados, se asocian

independientemente con descenso de la SG y mayor NRM post TPH. También

observamos diferencias en las respuestas obtenidas a los corticoides en pacientes con

EICR en funcién de EASIX-GVHD (pacientes con EASIX-GVHD mas altos [cuartil 4]

obtienen menores respuestas completas a los corticoides). Nuestros resultados validan

los estudios previos del grupo de T.Luft, mostrando EASIX como predictor

independiente de mayor NRM y menor supervivencia al analizarlo en los diferentes

momentos pre y post TPH. EASIX-pre ha sido validado en estudios previos como

102

predictor de menor SG tras el Alo-TPH™" y con mayor sobrecarga de fluidos y menor

mortalidad®®.
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Nuestro estudio muestra ademds la asociacidn significativa entre EJASIX-pre v la

aparicién de EICR grado 1-4 y grado 2-4 en el andlisis multivariante. En los ultimos

aflos, un importante numero de biomarcadores han sido propuestos para el
diagndstico y estratificacion de la EICR y se han validado en diferentes cohortes de

99,104-106

pacientes . El biomarcador que parece mas prometedor en el contexto de EICR

aguda es ST2 (supresor de tumerogénesis 2), calculado en el dia 7 y en el dia 14 del

107,108 108,109

trasplante, sélo 0 en combinacion con otros biomarcadores . Sin embargo,
ninguno de estos biomarcadores se ha podido validar en la practica clinica habitual y
en el estudio de T.Luft, ST2 no se correlaciond con EASIX-pre%. Nuestro estudio tiene
limitaciones, la mayor es su naturaleza retrospectiva. Es un estudio unicéntrico por lo

gue consideramos importante validar nuestros resultados en otros centros.

Se confirma que la formula EASIX es una herramienta que puede utilizarse
rutinariamente en la prediccion de los resultados post-TPH. La férmula EASIX ademas
es accesible y facilmente utilizable en la practica clinica habitual fuera de ensayos
clinicos y podria utilizarse en un futuro para poder definir mejor el riesgo de EICR
refractario al tratamiento de primera linea. Se precisan de mdas estudios de

validacion de EASIX en estudios prospectivos y dentro de ensayos clinicos.

8.2. SOBRE EL SEGUNDO MANUSCRITO DE LA TESIS

En el segundo de los trabajos de esta Tesis Doctoral, evaluamos el impacto de la
formula EASIX como predictor de SLC e ICANS en pacientes con LNH-B y LAL-B
tratados con células CAR-T. Ademads de la férmula EASIX original, se han evaluado
dos nuevas formulas, EASIX simplificada (s-EASIX), que excluye el valor de creatinina;

e EASIX modificado (m-EASIX), que recambia creatinina por PCR (mg/dL).

Encontramos que las 3 formulas se asociaron de manera significativa con SLC grave,

calculadas previo a la infusidn, (en el dia de inicio de la linfodeplecién y en el dia -1), vy

precozmente post-infusion (dia +1 y dia +3), prediciendo la aparicion de sintomas

graves. Precozmente post-infusién, las 3 fdérmulas tuvieron también impacto

discriminatorio para predecir ICANS grave. Al analizar el papel individual de cada
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variable incluida en cada una de las férmulas, la cifra baja de plaquetas y las cifras
elevadas de PCR en todos los momentos analizados pre y post-infusion, se

correlacionaron con el desarrollo de SLC e ICANS grave.

La trombocitopenia aparece en muchas enfermedades como resultado del dafio
endotelial y la activacién del complemento. En los pacientes que reciben células CAR-T,
la apariciéon de trombopenia tiene un origen multifactorial, en relaciéon con la carga
tumoral alta, los tratamientos previos (incluyendo trasplante autélogo o alogénico), y

6980, 10LU0HL  Eh os pacientes con LAL-B vy

el sindrome de inflamacidén sistémica
linfomas agresivos tratados con diferentes productos CAR-T, un bajo nadir de
plaquetas se ha relacionado con mayor grado de SLC’. En otros estudios, la cifra de
plaquetas al momento de infundir el CAR-T se mostro significativamente mas baja en
pacientes que desarrollaron neurotoxocididad grave en comparacién con los que

76-78

tuvieron sintomas mas leves . Por tanto, los pacientes con trombocitopenia grave

previo al CAR-T y tras la infusidon del CAR-T podrian ser mas propensos a desarrollar SLC

e ICANS en relacién a mayor dafio y activacién del endotelio*?,

Los niveles elevados de PCR también han sido relacionados previamente con el
desarrollo de SLC e ICANS grave. Elevacion precoz de PCR tras la infusion del CAR-T se
asocié con SLC grados 4-5 en pacientes con LAL-B y otras neoplasias linfoides; sin
embargo, su uso como biomarcardor precoz de SLC grave adn no se habia testado’*".
En un estudio, el pico de PCR se mostré mas elevado en pacientes que experimentaron
grados mas altos de neurotoxicidad, y en otro estudio, los pacientes que
experimentaron grados mas graves de neurotoxicidad mostraron picos elevados de

78,92
.E

PCR, no obstante, sin discriminar entre pacientes con sintomas leves vs. graves En

nuestra poblacion, los niveles de PCR elevados en cualquier momento analizado, se

asociaron significativamente con el desarrollo de SLC e ICANS grave.

Al contrario que en otros estudios (Karschnia et al’®) nosotros no encontramos una
correlacién entre los niveles de LDH y la apariciéon de SLC o ICANS grave. La activacién
del endotelio provoca un aumento de la LDH circulante procedente de las propias

células endoteliales asi como de otras células circulantes del torrente sanguineo como
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las plaquetas o los leucocitos®. La LDH ademas es un marcador de células neoplésicas
relacionado con cargas tumorales altas, lo cual ha sido también relacionado con el

desarrollo de SLC e ICANS grave” . La ausencia de asociacion entre LDH y toxicidad

tras la terapia CAR-T en nuestro estudio se puede deber al escaso tamano muestral de

las poblaciones analizadas.

Basandonos en nuestros resultados, elegimos m-EASIX como la féormula mas
relevante en la prediccion de toxicidades graves tras la terapia CAR-T. Hasta el
momento, multiples parametros analiticos, citocinas, y caracteristicas clinicas se han
asociado con el desarrollo de SLC e ICANS. Sin embargo, ninguiin biomarcador especifico
ha sido utilizado en la practica clinica habitual como un predictor efectivo de toxicidad.
El uso actual de los biomarcadores tiene bastantes limitaciones en relacién al hecho de
gue la mayoria de estudios no estan disponibles de forma rutinaria en los laboratorios.
Uno de los puntos fuertes de m-EASIX es que incluye parametros de laboratorio que
estan disponibles en la gran mayoria de centros y que se utilizan de manera habitual
en la practica clinica. Ademas, la formula se puede calcular de manera sencilla a pié
de cama del propio paciente. A su vez, m-EASIX se ha correlacionado de manera
significativa con el desarrollo de SLC e ICANS grave en diferentes momentos

clinicamente relevantes pre y post-infusion de las células CAR-T.

8.3. ESTUDIOS DE VALIDACION DE EASIX Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

Durante los ultimos afios hemos observado como diferentes grupos han validado la

96,113-118

férmula EASIX en pacientes que habian recibido un trasplante o habian sido

119-121

tratados con un CAR-T . A continuacion comentaremos los estudios de EASIX

mas relevantes en relacién a este trabajo de tesis doctoral.

En primer lugar, nuestro grupo también analizé la férmula EASIX de manera continua
previo al trasplante y durante el primer afio post-trasplante en dos cohortes de
pacientes (pacientes con un TPH de intensidad reducida o no mieloablativos vy

115

pacientes con un TPH mieloablativo con seleccién positiva de células CD34) ™. En total

se analizaron 509 pacientes adultos observando una evolucién de EASIX tras el TPH
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con un pico marcado en el dia +8 para posteriormente descender hasta el dia +33 del
trasplante. Ademads, la discriminacién de EASIX para predecir aumento de NRM fue
mas alta en el dia +180 en ambas cohortes analizadas. En comparaciéon con EASIX
calculado pre-trasplante, este estudio concluye que EASIX post-trasplante puede
correlacionarse mejor con el riesgo de NRM debido a dafio endotelial secundario a la

toxicidad del procedimiento.

El grupo de T.Luft ha continuado analizando el uso de EASIX en diferentes momentos
del trasplante, correlacionando la férmula con aumento de mortalidad tras el
trasplante%, ya comentado previamente en esta tesis, y también han correlacionado
EASIX calculada al dia O (EASIX-dO) con la aparicién de SOS™* o EASIX-pre con el riesgo
de sepsis’™. En cuanto a las diferentes modalidades de trasplantes, la férmula EASIX
ha sido analizada en pacientes con TPH haploidénticoslls, TPH de cordén umbilical*’ o

118

en pacientes pediatricos con talasemia sometidos a un Alo-TPH""". En todos los casos,

EASIX se relacioné con aumento de mortalidad asociada al procedimiento.

Por otro lado, varios estudios han demostrado también la utilidad de EASIX o variantes
de la férmula en la prediccion de complicaciones graves tras la terapia CAR-T. En
concreto, se ha analizado EASIX combinando la férmula original con la PCR y la ferritina
(EASIX-FC) o sdlo con la ferritina (EASIX-F) observando la relacidn entre valores altos de
EASIX-FC y aparicion de ICANS grados 2-4 y valores altos de EASIX-F con la aparicién de
SLC grados 2-4'° g grupo de T.Luft también analizd6 EASIX-pre en una cohorte de
pacientes que habian recibido terapia CAR-T y validé la férmula para la prediccion de

SLC e ICANS graves™°.

Fuera del trasplante o la terapia CAR-T, la formula se ha analizado también en

122 3

poblacién con MM, sindromes mielodisplasicos’*® o LBDCG'**, correlacionandose
con peores supervivencias globales o supervivencias libres de progresion.

Diferentes estudios han extrapolado el uso de EASIX fuera del ambito hematolégico
analizando la férmula en pacientes con infeccién por COVID-19"*  fallo hepatico

grave128 o cancer de pulménm.
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La formula EASIX se ha consolidado en los ultimos anos, tal y como demuestran los
estudios comentados, como una herramienta util en la prediccion de complicaciones
de origen endotelial, toxicidad y mortalidad relacionada con diferentes
procedimientos o enfermedades, suponiendo una ayuda para el clinico en la

discriminacion de la gravedad y el prondéstico de los pacientes.
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9. CONCLUSIONES

9.1. MANUSCRITO NUMERO 1

e Valores elevados de EASIX, calculados pre y post trasplante (al dia 30 y al dia
100), se asocian de forma significativa con menor supervivencia global y mayor
mortalidad no relacionada con la recaida.

e EASIX, calculado previo al trasplante, se asocia significativamente con aparicién
de EICR aguda grados 1-4 y 2-4 en el analisis univariante.

¢ Nuestro trabajo valida los resultados originales del grupo de T. Luft.

e La féormula EASIX es una herramienta facil, accesible y se puede calcular de
manera rutinaria en la practica clinica habitual.

e Los datos derivados de nuestro trabajo plantean la opcidn de expandir EASIX a

pacientes que reciben terapia CAR-T evaluando la prediccion de sindrome de
liberacion de citocinas y neurotoxicidad.

9.2. MANUSCRITO NUMERO 2

e Las formulas (EASIX, m-EASIX, s-EASIX), calculadas previas a la infusién y
precozmente post-infusion (dia +1 y dia +3) de la terapia CAR-T, predicen la
aparicion de sindrome de liberacion de citocinas grave.

e Las formulas (EASIX, m-EASIX, s-EASIX), calculadas en el dia +1 y +3 tras la
infusion del CAR-T, predicen el desarrollo de neurotoxicidad grave.

e La cifra baja de plaquetas y las cifras elevadas de proteina C reactiva en los
momentos analizados pre y post-infusion del CAR-T, se correlacionan con el
desarrollo de sindrome de liberacion de citocinas y neurotoxicidad grave. Al
contrario que en otros estudios, no encontramos una correlacion entre los
niveles de LDH y la gravedad de estas complicaciones.

e Basandonos en nuestros resultados, elegimos m-EASIX como la formula mas
relevante en la prediccion de toxicidades graves tras la terapia CAR-T.

e Laférmula m-EASIX calculado prey precozmente tras la infusion de las células
CAR-T se correlaciona de manera significativa con el desarrollo de sindrome de
liberacion de citocinas y neurotoxicidad graves.
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11.FIGURAS Y TABLAS

FIGURAS
Figura 1: Probabilidad de supervivencia tras un trasplante alogénico.

Figura 2: Probabilidad de muerte no relacionada con la recaida (NRM) al dia 200 del

trasplante alogénico.

Figura 3: Datos de TPH del registro EBMT desde 1999 hasta 2019. Numero de

pacientes que reciben un trasplante autdlogo o alogénico.

Figura 4: Datos anuales en TPH del CIBMTR.

Figura 5. Retos del TPH.

Figura 6. NUmero de infusiones CAR-T de 2016 a 2021 en EEUU.

Figura 7. Indicacion por tipo de enfermedad de la terapia CAR-T.

Figura 8: Factores que provocan dafo del endotelio durante el trasplante alogénico.
Figura 9. Descripcion de los biomarcadores que influyen en el dafio endotelial.

Figura 10: Factores que ocasionan dafio del endotelio durante el trasplante y

principales complicaciones de origen endontelial.
Figura 11: Sindromes de origen endotelial post-TPH.
Figura 12: Diferentes fases del sindrome de liberacién de citocinas.

Figura 13: Fases temporales y solapamiento entre el SLC e ICANS. Citocinas

proinflamatorias aumentadas debido a estas complicaciones tras la infusion del CAR-T.

Figura 14: Mecanismo de daifo endotelial en el ICANS: Modelo de neurotoxicidad

secundaria al dafio tras la infusién CAR-T propuesto por Gust et al.
Figura 15: Biomarcadores validados en el post-trasplante.
TABLAS

Tabla 1: Tipos de CAR-T comerciales aprobados por AEMPS/EMA/EMA en el

tratamiento de diferentes enfermedades hematoldgicas.
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“Me pinto a mi misma porque soy a quien mejor conozco”

Frida Kahlo

“Todo el mundo necesita un si, tres minutos de complicidad”

“Y en mitad del relampago llegé el mal de altura”

Vetusta Morla
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