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“Y aun asi siempre luchando, siempre reafirmando,

siempre retomando su marcha en el camino que estaba iluminado por la luz;
a menudo deteniéndose, vagabundeando, extraviandose, retrasandose,
volviendo, pero jamas siguiendo otro camino”.

T. S. Elliot
“La Roca”. Coros.
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RESUMEN

Los pacientes oncohematolégicos han sido una poblacidn especialmente susceptible ala COVID-19
desde el inicio de la pandemia. Esto ha motivado un interés especial en asegurar en ellos una pronta
vacunacion frente a la COVID-19, si bien se desconocia la eficacia que se podria obtener en individuos
severamente inmunodeprimidos y que habian sido excluidos de los ensayos clinicos de las vacunas.

El propdsito de esta tesis, presentada por compendio de 4 articulos, es describir la respuesta in-
mune humoral y celular de 211 individuos con neoplasias oncohematoldgicas, divididos en cohortes
bien definidas por tipo de enfermedad y tratamiento. Para ello realizamos un seguimiento durante
16 meses estudiando, en distintos momentos de la vacunacién, titulos de anticuerpos, capacidad de
neutralizacién, subpoblaciones citotéxicas y de linfocitos B, estudios de inmunidad celular directa
sobre células epiteliales infectadas con SARS-CoV-2 e inmunidad celular dependiente de anticuer-
pos. El objetivo es proporcionar una vision lo mas cercana posible a la respuesta inmune real de
estos individuos a lo largo del proceso de vacunacién.

Nuestros resultados muestran que pacientes oncohematolégicos que se someten a un trasplante
de médula 6sea tras recibir su pauta de vacunacién convencional frente a la COVID-19, o haberse
infectado de forma natural, van a presentar de forma basal (previa al trasplante) una respuesta tanto
humoral como celular inferior a individuos inmunocompetentes. Si bien esta respuesta puede pro-
porcionar cierta proteccion en el periodo post-trasplante hasta poder reiniciar la revacunacion, la
tendencia es que disminuya progresivamente en el tiempo.

Por otro lado, los pacientes con Leucemia Mieloide Crénica que inician su pauta vacunal van a pre-
sentar una excelente respuesta humoral y celular tras la primera dosis, al contrario que lo que sucede
pacientes con Leucemia Linfocitica Cronica, que presentaran muy baja tasa de seroconversion (<20%),
propia de la severa disfuncion de linfocitos B de estos pacientes. Sorprendentemente, en ellos se ob-
serva una discrepancia entre la respuesta humoral, claramente insuficiente, con una respuesta celular
eficiente, basada en poblaciones citotéxicas efectivas, que puede contrarrestar este déficit humoral.
Los pacientes con Mieloma Multiple y aquellos que inician la primera dosis de la vacuna tras recibir un
trasplante alogénico presentan unos datos de seroconversion y citotoxicidad celular intermedios, con
una disfuncién en la reactividad de las poblaciones citotéxicas que se compensa con un aumento en su
numero, permitiendo un control apropiado de la replicacidn viral en células infectadas por SARS-CoV-2.

Por ultimo, analizamos el efecto de la dosis de refuerzo o booster en pacientes tratados con ritu-
ximab, que presentan una baja seroconversién por el efecto anti-CD20 del rituximab sobre la linea
de linfocitos B. Nuestros resultados confirman que el booster mejora los resultados de respuesta
humoral en pacientes que se encuentran en el periodo de recuperacion de la aplasia B, tras casi 12
meses sin recibir rituximab.

Los resultados de infeccion de brecha durante el seguimiento reflejan una clara mejoria en el pro-
noéstico de los pacientes respecto a los datos obtenidos antes de la aprobacién de las vacunas, con
una mortalidad inferior al 1.5% e infecciones leves en su mayoria.

En conclusiodn, los resultados de la vacunacion frente a la COVID-19 en pacientes oncohematolé-
gicos varia mucho en funcién del tipo de neoplasia o tratamiento, pero es efectiva. La vacunacion
frente al SARS-CoV-2 es recomendable para estos pacientes, habiendo un claro beneficio clinico
incluso en ausencia de seroconversion, probablemente debido a una respuesta celular subyacente.



ABSTRACT

Oncohematologic patients have been a population especially susceptible to COVID-19 since
the beginning of the pandemic. This has motivated a special interest in ensuring early vaccination
against COVID-19 in them, although the efficacy that could be obtained in severely immunosuppres-
sed individuals who had been excluded from clinical trials of vaccines was unknown.

The purpose of this thesis, presented as a compendium of 4 articles, is to describe the humoral
and cellular immune response of 211 individuals with oncohematological malignancies, divided into
well-defined cohorts by type of disease and treatments. For this purpose, we conducted a 16-months
follow-up, studying antibody titers, neutralization activity, B-lymphocyte and cytotoxic subpopula-
tions, direct cellular immunity studies on epithelial cells infected with SARS-CoV-2 and antibody-de-
pendent cellular immunity, at different times of vaccination. The aim is to provide a view as close as
possible to a real immune response in these individuals through the vaccination process.

Our results revealed that oncohematological patients who have received their conventional CO-
VID-19 vaccination regimen or who have been naturally infected and subsequently undergo a bone
marrow transplant will have a lower baseline humoral and cellular response than immunocompetent
individuals. Although this response may maintain some protection during the post-transplant phase
until revaccination can be restarted, the tendency is for it to progressively decrease through time.

On the other hand, patients with Chronic Myeloid Leukemia starting their vaccination regimen will
present an excellent humoral and cellular response after the first dose, contrary to what happens in
patients with Chronic Lymphocytic Leukemia, who will present a very low seroconversion rate, due to
the severe B lymphocyte dysfunction that these patients present. Surprisingly, in them a discrepancy
is observed between the humoral response, clearly insufficient, with an efficient cellular response
based on effective cytotoxic populations that may counteract this humoral deficit. Patients with
Multiple Myeloma and those who initiate the first dose of the vaccine after receiving an allogeneic
transplant present intermediate seroconversion and cellular cytotoxicity data, with a dysfunction in
the reactivity of cytotoxic populations that is compensated by an increase in their number, allowing
an appropriate control of viral replication in cells infected with SARS-CoV-2.

Finally, we analyzed the effect of the booster dose in patients treated with rituximab, who present
a low seroconversion due to the anti-CD20 effect of rituximab on the B lymphocyte line. Our results
confirm that the booster improves humoral response outcomes in patients in the recovery period of
B-cells aplasia, after almost 12 months without receiving rituximab.

Breakthrough infection results during follow-up reflect a clear improvement in patient prognosis
compared to data obtained prior to vaccines approval, with mainly mild infections and less than a
1.5% mortality rate.

In conclusion, the results of vaccination against COVID-19 in oncohematological patients vary
greatly depending on the type of neoplasm or treatment, but it is effective. Vaccination against CO-
VID-19 is recommended for these patients, with a clear clinical benefit even in the absence of sero-
conversion, probably due to an underlying cellular response.
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1.1. VIRUS SARS-CoV-2

1.1.1. Historia del virus SARS-CoV-2

El 31 de diciembre de 2019 la Comisién Municipal de Salud y Sanidad de Wuhan (provincia de
Hubei, China) informé sobre una agrupacion de 27 casos de neumonia de etiologia desconocida
[1,2]. EI nimero de casos en la provincia continud creciendo, observandose una aparente asociacion
con un mercado mayorista de Wuhan, que fue cerrado el 1 de enero de 2020 [3]. Durante la primera
quincena de enero se identificé que el agente causante era un nuevo betacoronavirus, cuyo genoma
fue compartido por las autoridades chinas el 12 de enero [4].

El nuevo coronavirus se expandié rapidamente por el pais, causando miles de infectados diarios.
El 30 de enero de 2020 el Comité de Emergencias del Reglamento Sanitario Internacional (RSI, 2005)
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaro el brote del nuevo coronavirus una Emergencia
de Salud Publica de Importancia Internacional (ESPII) [5].

A pesar de las estrictas medidas que se tomaron en China para frenar la transmisién, el nuevo co-
ronavirus, renombrado “Sindrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus 2" (“SARS-CoV-2") por el
Comité Internacional de Taxonomia de Virus [6], se transmitié exponencialmente por todo el mundo,
dando lugar a una pandemia mundial en los meses posteriores. La infeccion, conocida como CO-
VID-19, era asintomatica o leve en la mayoria de los casos, pero por razones desconocidas muchos
individuos desarrollaban un sindrome respiratorio agudo severo (SARS) de alta morbimortalidad,
que, unido a la incidencia masiva y creciente de casos, llevé a la toma de medidas sin precedente
en muchos paises ante la emergencia y el colapso sanitario. En Espaia, el 14 de marzo de 2020 se
declaré el estado de alarma ante la situacién sanitaria, que se extendié durante mas de 3 meses 'y
trajo consigo una cuarentena nacional conocida como “confinamiento”[7].

Desde el inicio de la pandemia la comunidad cientifica se ha volcado en aumentar el conocimien-
to sobre el nuevo virus y en encontrar tratamientos efectivos y vacunas, a pesar de lo cual se han
confirmado mas de 665 millones de casos y 6,5 millones de fallecidos desde el inicio de la pandemia
hasta enero de 2023 [8].

1.1.2. Estructura del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus RNA monocatenario, del género betacoronavirus, perteneciente a la
familia Coronaviridae. Comparte el 79.5% de su genoma con el SARS-CoV, causante de una epidemia
a principios del siglo XXI, si bien de menor repercusion que la actual [9].

La cadena de RNA posee 14 marcos abiertos de lectura (ORF, Open Reading Frame), que codifican
29 proteinas virales. La mayor parte del terminal 5" del genoma del virus codifica dos poliproteinas
(pplay pplab) que, tras la accion de proteasas, dan lugar a 16 proteinas no estructurales (PNS) que in-
tervienen en acciones de replicacion y transcripcion del virion. Cuatro ORF del dominio 3’ codifican las
cuatro proteinas clasicas estructurales: las proteinas de la nucleocapside (N), superficie (S), envoltura
(E) y membrana (M); que son responsables del ensamblaje del virién y participan en la supresion de la
respuesta inmune [10] (Figura 1A). Proteinas accesorias como ORF3a y ORF7a también intervienen en
la estructura del virion. El resto de las proteinas son codificadas por genes intercalados entre los genes
estructurales, siendo en su mayoria proteinas accesorias que intervienen regulando la infeccion [11].
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En relacién con las proteinas estructurales:

« La proteina S es una proteina transmembrana anclada en la superficie de la membrana del
virus. Esta compuesta por dos subunidades: S1 cuya funcién consiste en la unién al receptor
de la célula huésped, y S2, que se encarga de la fusiéon de la membrana del virus con la célula
que infecta [11,12].

+ La proteina E es un canal iénico de membrana que regula la lisis de la estructura viral y la li-
beracion del genoma tras la entrada en la célula huésped. Ademas participa en el ensamblaje
de los nuevos viriones [11,13].

+ La proteina N es la Unica proteina estructural que se encuentra en el interior del virién. Tiene
como funcién proteger y empaquetar el genoma RNA ademas de presentar funciones supre-
soras sobre la respuesta inmune del huésped [11].

*+ Laproteina M es una glicoproteina transmembrana fundamental para la morfogénesis viral y
la interaccidon con el resto de proteinas estructurales [14].

Figura 1. Estructura y patogénesis del SARS-CoV-2. 1A) Los viriones SARS-CoV-2 se componen de las siguientes proteinas es-
tructurales: la proteina de la nucleocapside (N), superficie (S), envoltura (E) y membrana (M). 1B) Durante la infeccion de la célula
huésped, la subunidad S1 de la proteina S se une al receptor ECA2 (paso 1); la proteina transmembrana TMPRSS2 del huésped se
adhiere a la subunidad S2 (paso 2) y la activa al realizar la protedlisis (paso 3) permitiendo la fusién de ambas membranas lipidi-
cas (paso 4). Creado con Biorender.com y basado en Lamers, MM, et al. Nature Review of Microbiology. 2022 [30]
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1.1.3. Patogenia del SARS-CoV-2

Los coronavirus residen predominantemente en animales, que actian como reservorio. Algunos
de estos virus adquieren la capacidad de infectar al ser humano, como es el caso del MERS-CoV, el
SARS-CoV y, mas recientemente, el SARS-CoV-2. Se cree que el SARS-CoV-2 proviene de los mur-
ciélagos, que son reservorio principal de diversos virus, ya que se ha demostrado que su genoma
comparte un 96,2% con el virus RaTG13, un coronavirus presente en estos animales [15,16]; si bien
es probable que haya encontrado reservorios animales intermedios antes de llegar al ser humano, lo
que justificarian las mutaciones presentes actualmente en el virus [17].

La transmisién principal del SARS-CoV-2 es de humano a humano, a través de la inhalacién, por una
persona susceptible, de gotas o aerosoles secretadas por un sujeto infectado. Otras vias de transmi-
sién, como a través de fomites en objetos contaminados, via vertical, etc, son improbables [18].

Tras su entrada en la cavidad respiratoria el virus invade las células ciliares del endotelio de la
cavidad nasal. Para ello, SARS-CoV-2 se une al receptor de la enzima convertidora de la angioten-
sina 2 (ECA2) a través de la unidad S1 de la proteina S del virus [4,19]. En el dominio C-terminal de
la subunidad S1 se identifica una regién llamada RBD (Receptor Binding Domain) que es clave para
la entrada del virus en la célula, asi como diana de neutralizacién para los anticuerpos. Esta region
difiere levemente de la que presenta el virus SARS-CoV, que también se adhiere al ECA2 para infectar
la célula, diferencia que permite una mayor afinidad y fuerza en la unién al receptor ECA2 por parte
de SARS-CoV-2 [20,21]. Una vez unido a su receptor, el virus precisa de la protedlisis de la proteina
S para activar la fusiéon de la membrana lipidica viral y la del huésped. Esto se lleva a cabo a través
de la accidén de proteasas como las catepsinas B y L o la serina proteasa celular de transmembrana
2 (TMPRSS2) [19] sobre la subunidad S2 (Figura 1B). Tanto ECA2 como TMPRSS2 presentan una alta
expresion en las células epiteliales de la via respiratoria, lo que justifica el tropismo del virus por
estos tejidos [18,22].

Tras la liberacion del RNA viral en el citoplasma celular, los ribosomas del huésped traducen las
poliproteinas ppla y pplab, que son procesadas en las 16 PNS a través de dos proteasas virales:
Mpro y PLpro. Estas PNS activan el complejo de replicacién y transcripcion del RNA viral. Las nue-
vas moléculas de RNA, junto con las proteinas estructurales, inician el proceso de ensamblaje y los
nuevos viriones son exocitados para iniciar un nuevo ciclo infeccioso [11].

Una vez infectada la via respiratoria superior, el SARS-CoV-2 se disemina por la via respiratoria in-
ferior a través de la microaspiracién de particulas desde la orofaringe o por inhalacién directa hasta
los bronquios [18].

11.4. Tormenta de citoquinas e hiperinflamacion secundaria a
infeccion por SARS-CoV-2

La manifestacion clinica de la COVID-19 es muy variada, siendo en su mayoria leve o asintoma-
tica. Sin embargo, por razones aun desconocidas, algunos pacientes desarrollan una infeccién se-
vera, que se manifiesta como una insuficiencia respiratoria progresiva que puede llevar a un SARS,
un fallo multiorganico e incluso la muerte [23]. Como factores de riesgo asociados a desarrollar una
COVID-19 severa estan la edad, el sexo masculino y comorbilidades previas (hipertension, diabetes,
obesidad, patologia pulmonar...) [24,25]. Estudios recientes indican que en estos pacientes se des-
encadena una tormenta de citoquinas durante la infeccién que lleva a un estado hiperinflamatorio
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incontrolable y que, sin embargo, resulta ineficaz para frenar la infeccion viral [26,27]. Este estado es
responsable de fendmenos caracteristicos de la COVID-19, como aumento de los niveles circulantes
de citoquinas, marcadores de inflamacidn (ferritina, PCR), linfopenia, trombopenia, trombosis...[27]

Si bien no estan claros los factores que llevan al desencadenante de esta tormenta de citoquinas,
las fases precoces de la enfermedad pueden tener una gran influencia en su desarrollo. Tras la infec-
cién de las primeras células epiteliales en la nasofaringe y traquea, en la mayoria de los pacientes
la infeccion se resuelve a los pocos dias, fruto de una fuerte respuesta a base de interferén (IFN) de
tipo | y lll, ademas de células T y B. Una pobre secrecion de IFN en estos momentos (frecuente en
pacientes de elevada edad) puede favorecer un mal control del foco y la expansién de la infeccién a
las células ciliadas de la via respiratoria inferior [28,29].

En el alveolo, las células alveolares tipo Il (AT2) son susceptibles a la infeccién por SARS-CoV-2,
ya que expresan tanto ECA2 como TMPRSS2. Al ser infectadas, estas células pierden parcialmente
su capacidad de diferenciacién y con frecuencia presentan disminucién de sus microvellosidades y
su capacidad de produccion de surfactante pulmonar [18,30], lo que dificulta la expulsion de estas
particulas virales del alveolo. Ademas, estas células, a su vez, aumentaran la sintesis de IFN tipo |
y lll para posteriormente entrar en apoptosis ante su incapacidad para controlar la infeccién viral.

Hirano et al [31] propone que la tormenta de citoquinas se expande con el incremento de angioten-
sina Il (Agll) circulante; esto sucede debido a la disminucién de los receptores ECA2 en la superficie
celular tras su endocitosis junto con el virion SARS-CoV-2 durante la infeccion de la célula, y por el
efecto inhibitorio que tiene el dafno y la inflamacién pulmonar sobre la expresiéon de ECA2. Los recep-
tores ECA2 sonresponsables de la degradacién de Agll, por lo que, tras disminuir en el pulmén durante
la infeccién, aumentan los niveles plasmaticos de Agll. La Agll inicia la via Angiotensina II- Receptor
de la angiotensina tipo 1 (Agll-AT1R), que activa el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NF-kB), media en la sintesis del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Tanto EGFR como TNFa son a su vez
potentes estimuladores de NF-kB [32], asi como del receptor soluble de la interleuquina 6 (Rs-IL-6). El
complejo IL-6-Rs-IL-6 activa el transductor de seial y activador de la transcripcién 3 (STAT3) que junto
con NF-kB es capaz de activar el “amplificador IL-6", un mecanismo de hiperactivacién tanto de NF-kB
como STAT3, asi como de muchas otras citoquinas proinflamatorias, como el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1), TNFa, IL-8 o IL-6, entre
otras. Varios estudios de pacientes con SARS-CoV-2 han asociado niveles mas elevados de estas
citoquinas en pacientes con COVID-19 severa respecto a la leve o moderada [33,34].

Este ambiente proinflamatorio facilita el reclutamiento de células linfoides y mieloides, que se-
cretan mas citoquinas perpetuando la tormenta. A pesar del reclutamiento celular, se han descrito
datos de que la respuesta llevada a cabo por estas células es ineficaz, como es la disminucién en
la funcion de los macréfagos, perfiles de agotamiento en el estudio fenotipico de las células citoté-
xicas y un aumento de receptores inhibitorios como NKG2A en células NK'y PD-1 en células T CD8+
[35,36], junto con una expresién disminuida de marcadores de degranulaciéon, como el CD107a [36].

Los macréfagos y las células dendriticas sufren una disminucién de su capacidad para presentar
antigenos a las células T debido a la reduccién de la expresiéon de HLA-DR en sus membranas [30],
pero ademads contribuyen a la hiperinflamacioén tras ser también infectadas por el virus y liberar cito-
quinas y quimioquinas durante la piroptosis [37]. Estas citoquinas reclutan mas células citotoxicas,
pero también son responsables de su agotamiento y de la accién inhibitoria sobre células hemato-
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poyéticas que conducen a la linfopenia y la trombopenia [36,38,39]. Sin embargo, es frecuente la
presencia de neutrofilia, con desviacion izquierda y rasgos de inmadurez y activacién [18]. Tanto la
profundidad de la linfopenia como la ratio linfopenia/neutrofilia son marcadores pronésticos de la
infeccion por SARS-CoV-2 [34,40].

Al mismo tiempo, el factor de crecimiento tumoral beta (TGF-B) es secretado como respuesta al
dano pulmonar, con funcién de reparar y resolver la lesiéon. En la COVID-19 severa la estimulacién de
TGF-B es excesiva, lo que favorece un estado pro-fibrético que también se ve favorecido por el dano
persistente de la ventilaciéon mecanica, necesaria en muchos de estos pacientes [18].

Dado que una respuesta citotéxica eficaz es esencial para el control de la infecciéon por SARS-
CoV-2 [26,41], la linfopenia junto a la funcionalidad subdptima de las células citotoxicas conduce a
una inmunodeficiencia progresiva que lleva consigo una incapacidad para eliminar células infecta-
das por SARS-CoV-2.

1.1.4.1. Hipercoagulabilidad

La hipercoagulabilidad, que guarda una estrecha relacién con la tormenta de citoquinas, es otra
consecuencia frecuente en la COVID-19, manifestdndose en una elevada incidencia (21-69%) de
trombosis en pacientes con COVID-19 severa [42]. La fisiopatologia completa es todavia desconoci-
da, pero si esta clara la asociacién con un dafo endotelial, producido por la inflamacién, que lleva
a la expresion del factor tisular del endotelio y desencadena la via extrinseca de la coagulacién y la
activacion del factor Xl durante la infeccion (por la exposicién de colageno de los vasos dafiados,
RNA extracelular, etc) [30,43,44]. Como consecuencia, observamos un aumento en los productos de
degradacién de la fibrina, como es el Dimero D, la formacion de trombos [45,46] y la trombopenia por
consumo [30]. En el pulmdn esto conduce a la formacion de membranas hialinas, que trata de frenar
el edema pulmonar ante la disrupcién del endotelio vascular, y la microangiopatia trombética a nivel
alveolar, evidenciada en estudios histoldgicos [47]; todo ello favorece la hipoperfusion pulmonar e
hipoxia de un pulmén ya danado por la inflamacion, la infeccién y la fibrosis.

1.1.4.2. Sindrome respiratorio agudo severo

En resumen, tras la disrupcion del endotelio vascular por el dafio alveolar que ejerce directamente
el virus e indirectamente la tormenta de citoquinas, se produce la fuga de fluidos del vaso sanguineo
al alveolo, ademds de la activacion de la cascada de la coagulacién que favorece la formacién de
microtrombos de fibrina y membranas hialinas, en un intento por frenar esta fuga. Estos parches de
fibrina dificultaran aun mas el intercambio gaseoso ya disminuido por el edema alveolar. Al mismo
tiempo, las citoquinas liberadas por las células infectadas facilitan la quimiotaxis de células infla-
matorias al pulmén, favorecidas por una vasodilatacion sistémica inducida por el 6xido nitroso (NO)
y otras citoquinas. La hiperinflamacidn se retroalimenta con los mecanismos descritos junto a un
aumento de la hipertensién pulmonar fruto de la micro/macroangiopatia trombética en el pulmén, la
disminucion de la distensibilidad (“compliance”) por la falta de sintesis de surfactante ante el dafo
alas células AT2 y el inicio de la fibrosis pulmonar [30].

El estudio histolégico de los pulmones de los pacientes con SARS-CoV-2 y SARS muestra un
dano alveolar difuso, que se caracteriza por una fase inicial exudativa, con edema, apoptosis celular,
membranas hialinas e infiltrado inflamatorio. La microangiopatia es frecuente, con microtrombos
ocluyendo los capilares alveolares. Esto continlda con una fase proliferativa, con cogestién capilar
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e hiperplasia de las AT2 en un intento de regenerar el alveolo. Si el dano ha sido prolongado en el
tiempo es frecuente observar fenémenos de fibrosis en el septo alveolar [18,30,48].

Este cuadro se conoce clinicamente como SARS, no es exclusivo del SARS-CoV-2 y se expresa cli-
nicamente con infiltrados pulmonares bilaterales e hipoxemia como consecuencia de un aumento de
la permeabilidad alveolocapilar. Son cuadros con una mortalidad del 35-45%, y muy heterogéneos a
pesar del intento de estandarizacién bajo una Unica definicién, conocida como “definicién de Berlin”,
que ademas establece grupos de riesgo basados en la gravedad de la hipoxemia (Tabla 1). Sin embar-
go, esta definicién exige tratamiento con ventilacién mecanica, lo que deja fuera muchos cuadros
que, sin precisarla, son clinicamente compatibles, como se ha podido observar de forma dramatica
durante la pandemia [49-51].

+ Inicio agudo (dentro de los 7 dias posteriores a una agresion clinica conocida o sintomas respiratorios nuevos
0 que empeoren)

+ Opacidades bilaterales en la radiografia que no puedan explicarse claramente como derrame, atelectasias,
nédulos o masas

+ Hipoxemia arterial definida como:
+ Leve: 200 < Pa02/Fi0O2 ratio < 300 mmHg, con CPAP o PEEP =5 cm H20 (mortalidad 27%)
+ Moderada: 100 < Pa02/FiO2 ratio < 200 mmHg, con PEEP = 5 cm H20 (mortalidad 32%)
+ Severa: Pa02/Fi0O2 ratio < 100 mmHg, con PEEP > 5 cm H20 (mortalidad 45%)

+ Factor de riesgo identificado para SARS (si no hay claro factor de riesgo, excluir insuficiencia cardiaca como
causa).

* No explicado exclusivamente por causas cardiacas.

CPAP: presion positiva continua; FiO2: fraccion de oxigeno inspirado, Pa02: presién parcial de oxigeno; PEEP:
presion positiva al final de la espiratoria.

Tabla 1. Definicion de Berlin para SARS. Adaptada con el permiso de Meyers, et al. Lancet. 2021 [50].

1.1.5. Clasificacion de la gravedad de la infeccion COVID-19

Se han propuesto distintos parametros para clasificar la gravedad de la COVID-19, dada la inmen-
sa variabilidad de las presentaciones clinicas con las que se puede manifestar. Es por esta multitud
de clasificaciones diferentes que, en ocasiones, puede ser dificil comparar resultados entre articulos
de distintos grupos.

Se calcula que alrededor del 17-20% de los infectados permanecera asintomatico durante toda
la infeccion [52,53]. Entre los pacientes sintomaticos, una clasificacidn bastante aceptada es la que
sigue la OMS en su guia de manejo clinico (Tabla 2) [54]. Se calcula que el 80% de los pacientes ten-
dra una enfermedad leve o moderada, y el 15% una enfermedad grave, probablemente necesitando
oxigenoterapia. El 5% restante son enfermos en estado critico que presentan complicaciones tales
como insuficiencia respiratoria, SDRA, shock séptico, tromboembolia o fallo multiorganico.
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Enfermedad Pacientes sintomaticos que se ajustan a la definicion de caso de COVID-19 pero
leve no presentan neumonia virica ni hipoxia.

Signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea, taquipnea) pero sin signos de

neumonia grave, en particular SpO2 = 90% con aire ambiente.

Aunque el diagndstico pueda realizarse con base en criterios clinicos; las técni-
Neumonia cas de diagndstico por laimagen (radiografia, TAC o ecografia de térax) pueden

ayudar al diagnéstico y a reconocer o descartar complicaciones pulmonares.

Precaucién: El umbral de saturacion de oxigeno del 90% para definir la COVID-19

grave es arbitrario y debe interpretarse con cautela.

Enfermedad
moderada

Signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea, taquipnea) mas alguno de
los siguientes: frecuencia respiratoria > 30 inspiraciones/min; disnea grave: o
Sp02 < 90% en aire ambiente.

Enfermedad Neumonia
grave grave

SDRA Ver tabla 1.

Disfuncion organica aguda y potencialmente mortal causada por una desregula-
cion de la respuesta del huésped a una infeccion presunta o demostrada. Signos
de disfuncién organica: alteracion del estado mental (delirio confusional), disnea
o taquipnea, Sp02 baja, oliguria, taquicardia, pulso débil, extremidades frias o
Enf('ermedad hipotension arterial, piel jaspeada, datos de coagulopatia en las pruebas de labo-
critica ratorio, trombocitopenia, acidosis, hiperlactatemia o hiperbilirrubinemia.

Sepsis

Adultos: lactato sérico > 2 mmol/I e hipotensién persistente que, pese a la re-
Shock séptico posicion de la volemia, necesita vasopresores para mantener una TA media >

65 mm Hg.
Trombosis Tromboembolia venosa aguda (es decir, embolia pulmonar), sindrome corona-
aguda rio agudo, accidente cerebrovascular agudo.

Tabla 2. Clasificacion de la gravedad del COVID-19 en adultos. Adaptada con el permiso de la OMS. 2022 [54]

1.2. PACIENTES ONCOHEMATOLOGICOS Y
COVID-19

Los pacientes oncohematolégicos son individuos severamente inmunodeprimidos tanto por las
alteraciones inmunes propias de la enfermedad como por las derivadas de los tratamientos recibi-
dos, lo que les confiere un alto riesgo para desarrollar una COVID-19 severa. La mortalidad en estos
pacientes previamente a la vacunacion no es facil de determinar, ya que son estudios habitualmente
limitados a las dos primeras olas, en las que muchos pacientes asintomaticos o leves fueron infra-
diagnosticados, pero se estima superior al 30% [55-58]. Sin embargo, dentro de las enfermedades
oncohematoldgicas encontramos un variadisimo grupo de patologias con terapias muy diversas
que implican una susceptibilidad muy diferente a la infeccién por SARS-CoV-2. Algunas de estas
patologias son:

1.2.1. Pacientes con Leucemia Linfocitica Cronica (LLC)

La LLC es una enfermedad con una presentacion clinica muy diversa. La mayoria de los pacientes
se mantendran asintomaticos y sin complicaciones a lo largo de toda la enfermedad, sin precisar de
ninguna terapia, en un protocolo de observaciéon que conocemos como “watch and wait” (WW). En
los pacientes que si precisan tratamiento, los farmacos disponibles han sufrido una revolucién en
los ultimos 10 afos. En primer lugar, la aprobacién inicial del ibrutinib, un inhibidor oral de la Tirosin
Kinasa de Bruton (BTKi) con un perfil de toxicidad y tolerancia favorable, y posteriormente su posi-
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cionamiento como farmaco de primera linea en LLC [59], supuso un cambio radical en el tratamiento
de estos pacientes, con frecuencia de avanzada edad, frente a los clasicos esquemas de inmunoqui-
mioterapia. Tras la aprobacién de ibrutinib fueron surgiendo nuevos farmacos, como otros BTKi o
inhibidores de BCL2 (venetoclax), en monoterapia o combinacién, que compiten con los esquemas
clasicos paralaLLC.

En relacién con el SARS-CoV-2, los pacientes con LLC y COVID-19 presentan mayor tasa de hospi-
talizacion que individuos inmunocompetentes, con una mortalidad préxima al 35% [55,60,61]. Aquellos
recibiendo tratamiento para la LLC, especialmente con BTKi presentan mayor riesgo para desarrollar
una COVID-19 severa frente a aquellos que se encuentran sin tratamiento, bajo protocolo de WW [61].

1.2.2. Pacientes con Leucemia Mieloide Crénica (LMC)

Desde la aprobacion del imatinib en 2001, los inhibidores de Tirosin Kinasa (ITKs) se han con-
solidado como tratamiento de primera linea en los pacientes con LMC, suponiendo un punto de
inflexién en la historia de esta enfermedad por el cambio drastico en el prondstico y manejo de
estos pacientes. Fruto de la eficacia de estos farmacos, capaces de mantener respuestas molecu-
lares prolongadas en estos pacientes, y su efecto inmunomodulador, se plantea desde hace poco
mas de una década [62] la posibilidad de suspender el tratamiento en pacientes que lo han recibido
durante varios afos manteniendo una respuesta molecular profunda prolongada, y que los pacien-
tes permanezcan con la enfermedad controlada. Los estudios al respecto han sido prometedores,
con respuestas mantenidas tras la discontinuacién en aproximadamente un 50% de los pacientes
[63,64]; tanto es asi que la European Leukemia Net (ELN) contempla la discontinuacién en pacientes
que lleven al menos 5 afos en tratamiento con ITKs y que hayan mantenido una respuesta molecular
mayor profunda (= RM4) durante al menos 2 [65].

De este modo, los individuos con Leucemia Mieloide Crénica presentan un prondstico bastante
bueno frente a la COVID-19, con una mortalidad del 5.5-13%, sin que parezca que haya diferencias
relevantes entre pacientes recibiendo tratamiento con ITKs y aquellos que lo discontinuaron [66,67].
En un estudio multicéntrico con 217 pacientes con LMC y COVID-19, que incluia un 11% que habia dis-
continuado ITK, tnicamente 47 individuos (21,4%) requirieron hospitalizacion, estando todos ellos
recibiendo tratamiento activo con ITKs [66].

1.2.3. Pacientes con Mieloma Multiple (MM)

El tratamiento de eleccidn en pacientes jovenes (“fit") con MM consiste habitualmente en un tra-
tamiento de induccidn siguiendo un esquema basado en bortezomib, usando combinaciones triples
o cuadruples que incluyan un inmunomodulador (habitualmente lenalidomia o talidomida). En los
pacientes quimiosensibles, la induccién se continda con una consolidacién, que suele consistir en
un trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos (TASPE) y una terapia de mantenimiento.
Sin embargo, muchos de los pacientes presentan una edad avanzada en el momento del diagnéstico
del MMy no seran candidatos a recibir un TASPE. En estos casos el esquema cambia, con una com-
binacién de farmacos adaptada a la situacion funcional seguida de un mantenimiento [68].

Alrededor del 48% de los pacientes con Mieloma Muiltiple (MM) infectados con SARS-CoV-2 re-
quirieron hospitalizaciéon, con una mortalidad del 24-34%. El impacto de haber recibido un trasplante
autdlogo previamente no esta claro y probablemente es dependiente del tiempo transcurrido desde
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el trasplante, asi como de otras terapias concomitantes. El pronéstico es significativamente peor en
pacientes con enfermedad activa o en progresién con respecto a enfermedad en respuesta parcial o
completa (RP y RC respectivamente) [69-71].

1.2.4. Pacientes que reciben un trasplante alogénico de médula
osea (Alo-TPH)

El trasplante alogénico es el tratamiento de consolidacion de eleccion para muchas enferme-
dades oncohematolégicas, si bien también es un procedimiento que se realiza en algunas enfer-
medades genéticas (como inmunodeficiencias o enfermedades innatas del metabolismo), diversas
enfermedades con insuficiencia de médula ésea, enfermedades autoinmunes...

Constituye una terapia muy agresiva, con una altisima morbimortalidad, tanto durante el propio
procedimiento, en el que los pacientes reciben altas dosis de quimioterapia seguidas de la infusion
de progenitores hematopoyéticos alogénicos, en un proceso que implica una pancitopenia profunday
prolongada, con los riesgos que esto conlleva; como en el post-trasplante, en el que se mantiene una
inmunosupresidn severa, tanto por el propio procedimiento como por los farmacos que intentan pre-
venir una de las complicaciones mas severas del TAPH: la enfermedad injerto contra receptor (EICR).

Los pacientes sometidos a un Alo-TPH presentan también un alto riesgo de desarrollar una CO-
VID-19 severa, con un 28,4% de ingresos en unidades de vigilancia intensiva (UVI) y 22,5% de morta-
lidad. Entre otros, factores relacionados con un mal prondstico para la COVID-19 son haber transcu-
rrido menos de un afio desde el trasplante y mantener tratamiento inmunosupresor activo [72].

1.2.5. Pacientes que reciben un trasplante autélogo de médula
Osea (TASPE)

El trasplante autélogo es también un procedimiento habitual como consolidacién de algunas
enfermedades oncohematoldgicas. Ya hemos visto que se incluye dentro del tratamiento de prime-
ra linea en el MM (ver apartado 1.2.3), pero también forma parte de la consolidacién de la segunda
linea de muchos linfomas de alto grado, e incluso se puede plantear en primera linea en linfomas
particularmente agresivos y en algunos tumores sélidos. La inmunosupresién relacionada con este
procedimiento es la consecuencia de unaintensa quimioterapia de acondicionamiento, que trae con-
sigo una aplasia profunda, y una recuperacion medular posterior tras la infusiéon de células madre
autélogas con una reconstituciéon inmune lenta que puede ademas verse alterada por la asociacion
con farmacos inmunomoduladores o citotéxicos como terapia complementaria tras el trasplante.
Por este motivo, son pacientes muy vulnerables a las infecciones, especialmente durante el primer
ano tras la infusion. En el caso del COVID-19, los estudios arrojan una mortalidad del 23-28%, siendo
mayor en los trasplantados recientes [72,73].

1.2.6. Pacientes que reciben tratamiento con rituximab

La aprobaciéon de rituximab, un anticuerpo monoclonal anti-CD20, por la EMA en 1998 supuso
un cambio importantisimo en el tratamiento de las neoplasias de estirpe B, con una mejora radical
en el pronéstico de los pacientes al afadir rituximab a los esquemas de quimioterapia clasicos; o
usarlo en monoterapia, tanto para esquemas de mantenimiento como de tratamiento de sindromes
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linfoproliferativos crénicos o de bajo grado. El rituximab también se encuentra aprobado en algunas
enfermedades autoinmunes como el pénfigo vulgaris, la artritis reumatoide y algunas vasculitis. Sin
embargo, la aplasia de células B tras el tratamiento es profunda y prolongada, con una recuperacion
de la estirpe B que no inicia hasta 6-9 meses después de interrumpir el tratamiento, lo que implica
un aumento del riesgo infeccioso en estos pacientes.

La mortalidad asociada a la COVID-19 en individuos que han recibido terapia con rituximab se
estima en un 21-32%, siendo inferior en pacientes que lo reciben por una indicacién reumatolégica
que en aquellos con enfermedades oncohematolégicas [55,74,75].

1.3. VACUNACION FRENTE A LA COVID-19

En junio 2020, la Comision Europea presenta la Estrategia Europea de Vacunacion. La Comisién
centraliza la negociaciéon de compra de vacunas, aun en desarrollo, a través de los Acuerdos de
Adquisicion Anticipada (APA), con el fin de asegurar un acceso equitativo y seguro en el proceso de
compra y distribucién de vacunas dentro de la Unién Europea [76].

1.3.1. Vacunas frente a la COVID-19 comercializadas en Espana

En esta linea, la Agencia Europea del Medicamento (EMA) aprueba entre diciembre de 2020 y
marzo de 2021 la comercializacién de cuatro vacunas que progresivamente son distribuidas a los
estados miembros:

1.3.1.1. Comirnaty (BNT162b2 mRNA, Pfizer-BioNTech)

Primera vacuna autorizada por la EMA frente a la COVID-19 el 21 de diciembre de 2020. Se trata
de una vacuna RNA mensajero (mRNA), compuesta por tozinameran, una molécula de mRNA mo-
nocatenario producido in vitro que se introduce en la célula huésped con ayuda de nanoparticulas
lipidicas presentes en la vacuna y codifica la proteina S del virus SARS-CoV-2 en conformacién de
pre-fusién. Este mRNA utiliza los ribosomas de la célula huésped para traducir la proteina S, que se
presenta en la membrana celular modificada para mejorar su antigenicidad y desencadena una res-
puesta inmune dirigida [77] (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de accion de las vacunas mRNA. El mRNA que codifica la proteina S modificada se introduce en la célula
con la ayuda de nanoparticulas lipidicas presentes en la vacuna. Este mRNA se traduce en los ribosomas de las células huésped
en la proteina S modificada, que se expresara en la superficie celular desencadenando la respuesta inmune. Reproducido con el
permiso de Polack, F, et al. New England Journal of Medicine. 2020 [78], Copyright Massachusetts Medical Society.

Los resultados del ensayo clinico arrojaron una eficacia del 95% para prevenir COVID-19 sin-
tomatico (Intervalo de confianza al 95% (95% Cl): 90,3-97,6%) en mayores de 16 anos tras dos
dosis [78].

Actualmente se encuentra autorizada para individuos mayores de 6 meses con una posologia
gue consiste en dos dosis separadas 3 semanas y recomendacion de administrar una dosis de re-
fuerzo al menos 3 meses después de la ultima. Esta dosis se puede acortar a sélo 28 dias en caso
de pacientes severamente inmunodeprimidos [77].

Posteriormente se han autorizado variantes de Comirnaty original, que asocian tozinamerdan
con otras moléculas mRNA (riltozinameran y famtozinameran) para mejorar la respuesta frente a
nuevas variantes del SARS-CoV-2 [79].

1.3.1.2. Spikevax (MRNA-1273, Moderna)

La vacuna de Moderna fue autorizada por la EMA el 6 de enero de 2021. Se trata también de una
vacuna mRNA que contiene un compuesto llamado elasomeran, que funciona de forma similar al
tozinameran de Comirnaty [80].

Actualmente se encuentra autorizada para individuos mayores de 6 meses con una posologia que
consiste en dos dosis separadas 28 dias y recomendacién de administrar una dosis de refuerzo al
menos 3 meses después de finalizar la pauta inicial, excepto en pacientes severamente inmunode-
primidos, que podran adelantarla a 28 dias.

La eficacia de Spikevax en mayores de 18 afios tras la administracion de las 2 dosis para prevenir
COVID-19 sintomatico era del 94,1% (95% CI: 89,3-96,8%) [81].

Aligual que con Comirnaty, se han autorizado variantes de Spikevax que asocian elasomeran con
otras moléculas mRNA (imelasomeran y davesomeran) para mejorar la respuesta frente a nuevas
variantes del SARS-CoV-2 [82].
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1.3.1.3. Vaxzevria (ChAdOx1 nCoV-19, AstraZeneca)

Vaxzevria fue aprobada por la EMA el 29 de enero 2021 y se compone de un vector Unico de
adenovirus de chimpancé (ChAd), que se ha modificado para que contenga el gen que codifica la
glicoproteina S del SARS-CoV-2 en conformacion de pre-fusién. Tras la vacunacion, este adenovirus
recombinante y sin capacidad de replicacién, infecta a la célula huésped, transcribe su genomay
expresa la glicoproteina S en la membrana celular de la célula huésped de manera transitoria, lo que
desencadena una respuesta inmune especifica [83] (Figura 3).

Figura 3. Mecanismo de accion de vacunas con virus modificados. Un adenovirus modificado, que contiene el gen de la proteina S
en su DNA, infecta la célula e integra su DNA con el de la célula huésped. Este DNA, que incluye el gen de la proteina S, transcribe
y traduce la proteina S, que serd expresada en la superficie celular desencadenando la respuesta inmune. Reproducido con el
permiso de Sadoff, J. New England Journal of Medicine. 2021 [84], Copyright Massachusetts Medical Society.

Vaxzevria se encuentra autorizada para mayores de edad con una posologia que consiste en una
pauta de dos dosis separadas entre 4 y 12 semanas, con recomendacion de administrar una dosis
de refuerzo al menos 3 meses después de completar la vacunacién primaria.

La eficacia para prevenir COVID-19 sintomatico tras dos dosis separadas 4 semanas en mayores
de 18 anos fue del 64,3% (95% Cl: 56,1-71,0%) [85]. Sin embargo, no se registraron casos de COVID-19
severa en los pacientes vacunados en el ensayo clinico.

1.3.1.4. Jcovden (Ad26.COV2-S, Janssen)

Jcovden fue aprobada por la EMA el 11 de marzo 2021 y se compone de un vector tnico de ade-
novirus tipo 26 humano (Ad26), que se ha modificado para que contenga el gen que codifica la glico-
proteina S del SARS-CoV-2, funcionando de forma similar a Vaxzevria (Figura 3).

Aligual que Vaxzevria se encuentra autorizada para mayores de edad, sin embargo, la posologia con-
siste en una dosis Unica que se puede reforzar con una nueva dosis 6 meses después si la primera fue
también una dosis de Jcovden, y 3 meses si la pauta previa fue con una vacuna mRNA o Vaxzevria [86].
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La eficacia tras 28 dias de recibir una Unica dosis en mayores de 18 afos fue del 66,1% (95% CI:
55,0- 74,8%) en prevenir la infeccion y 85,4% (95% Cl: 54,2-96,9%) en prevenir COVID-19 severa [84].

Otras vacunas como VidPrevtyn Beta (Sanofi Pasteur), Vaccine Valneva (Valneva) y Nuvaxovid
(Novavax) fueron aprobadas posteriormente al inicio del trabajo de investigacion que se presenta y
no seran discutidas.

1.3.2. Campana de vacunacion frente al SARS-CoV-2 en Espania:
vacunacion de pacientes hematoloégicos.

Tras la aprobacion de Comirnaty por la EMA a través de un Procedimiento de Emergencia (Emer-
gency Use Listing Procedure, EUL) [87] se inicia en Espaia la campaia de vacunacién el 27 de
diciembre de 2020. Se realiza una priorizacién de la vacunacién de los individuos segun grupos de
riesgo que situa a los pacientes oncohematolégicos y aquellos en tratamiento inmunosupresor o
citotdxico en el grupo 7 [88]. Estos pacientes, si bien priorizados dado su alto riesgo de desarrollar
una COVID-19 severa o fatal, se habian excluido de los ensayos clinicos de todas las vacunas aproba-
das en el momento [78,81,84,85], por lo que se desconocia la eficacia de estas en pacientes con un
sistema inmune deteriorado y en los que si estaba descrita una respuesta limitada a otras vacunas.

A pesar de la falta de informacidn, el alto riesgo de estos pacientes durante los periodos mas
activos de la pandemia hizo que muchas sociedades hematoldgicas [89-91], incluida la Sociedad
Espafola de Hematologia y Hemoterapia (SEHH), recomendara una vacunacién precoz. Dado que los
virus vivos atenuados pueden reproducir la enfermedad en paciente inmunodeprimidos, estas socie-
dades recomendaron evitar las vacunas de virus atenuados o que usen vectores virales, priorizando
la administracion de vacunas mRNA [92].

1.3.3. Eficacia de las vacunas frente a las nuevas variantes

Durante los meses posteriores al inicio de la pandemia fueron surgiendo pequefias mutaciones
en el genoma del SARS-CoV-2. La mayoria de estos cambios no tuvieron impacto sobre las propie-
dades del virus ni su virulencia al infectar, pero otros afectaron a su capacidad de transmisién, la
eficacia de las vacunas o la gravedad de la enfermedad.

De esta forma, en junio de 2020 la OMS forma el Grupo de Trabajo sobre la Evolucién Viral, que ca-
tegorizaba las diferentes variantes, segun el riesgo que suponian para la salud publica, en: variantes
de interés (VOI), variantes preocupantes (VOC) y variantes bajo vigilancia (VUM).

En Espana la presencia de las diferentes variantes ha seguido un patrén similar al del resto de
Europa. Con el transcurso del tiempo, nuevas variantes han ido apareciendo, algunas de ellas con
ventajas evolutivas que les han permitido prevalecer transitoriamente en nuestro territorio (Figura
4A) y condicionar un nuevo pico en la incidencia de COVID-19 (Figura 4B). A partir de diciembre de
2020 y junio 2021, las variantes alfa y delta, provocaron sendas nuevas “olas” en la pandemia, que,
sin embargo, fueron significativamente menores que el pico inducido por la variante 6micron, que
empieza a dominar en Espafa a partir de enero de 2022.
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Figura 4. Variantes predominantes en Espaiia e infecciones reportadas de septiembre de 2020 a mayo de 2022. 4A) Representa-
cion de las variantes del SARS-CoV-2 predominantes en Espafia desde septiembre 2020 a mayo 2022. 4B) Infecciones reportadas
en Espaiia desde septiembre 2020 a mayo 2022. Adaptada con el permiso de GISAID [93] y Ministerio de Sanidad [94].

Este aumento de los casos en individuos correctamente vacunados con una pauta completa pro-
voco el desasosiego ante la posibilidad de que nuevas variantes del virus fueran resistentes a la
inmunidad lograda con las vacunas, especialmente tras el aumento de las infecciones de brecha
durante la aparicion de la variante dmicron. Diversos estudios confirmaron una pérdida progresiva
de la inmunidad durante los meses posteriores a la recepcion de las dos primeras dosis, con una
disminucion de la eficacia frente a la infeccién leve, si bien se mantiene una adecuada proteccion
que evita la infeccion severa hasta 6 meses después de recibir la pauta completa [95,96]. Ademas,
la incorporacion posterior de la dosis booster parece ampliar la cobertura también para infeccion
sintomatica leve [97-100].

Frente a la variante delta, la eficacia contra la infeccién sintomatica tras recibir 2 dosis de ChA-
dOx1 nCoV-19 era del 82,8% durante el primes mes tras la vacunacién, pero iba cayendo en picado
hasta alcanzar el 43,5% 25 semanas después de la Ultima dosis. En las vacunas mRNA la proteccién
era discretamente superior (90-95%), pero también disminuia hasta el 63-80% tras los primeros 6
meses. En todos los casos la eficacia aumentaba por encima del 90% tras recibir un booster con
cualquier tipo de vacuna [101].
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En el caso de la variante dmicron, la situacién fue ain mds dramatica, sin encontrarse apenas
proteccion en los individuos vacunados con ChAdOx1 nCoV-19 5 meses después de recibir la pauta'y
unicamente en alrededor del 15% entre los vacunados con vacunas mRNA. El efecto booster, si bien
beneficioso, presentaba eficacias limitadas al 40-60% tras el seqgundo mes [101].

Aunque los resultados para prevenir infeccion sintomatica eran pobres, la respuesta para prevenir
COVID-19 severa era buenay mas prolongada. En un estudio amplio multicéntrico en Estados Unidos
(EEUU) durante el pico de la variante delta, el 38,2% de los individuos no vacunados que acuden a
los servicios de Urgencias por COVID-19 precisa hospitalizacion frente al 2,6% de los individuos que
han recibido 3 dosis de vacunas. Durante el pico de dmicron el porcentaje de hospitalizacion fue del
37,8% y 4,7% para no vacunados y vacunados respectivamente [102] (Figura 5). Del mismo modo, y
también en los EEUU, la mortalidad durante el periodo predominante delta fue de 11,4/100.000 ha-
bitantes/semana en individuos no vacunados frente a 0,7 en individuos vacunados. En el caso del
pico 6micron, Unicamente en el mes de diciembre de 2021, la mortalidad fue del 9,7/100.000 frente
a 0,5/100.000 habitantes respectivamente [103].

Figura 5. Hospitalizaciones en EEUU durante el periodo de la variante delta y 6micron para pacientes vacunados y no vacunados.
Reproducida con el permiso de Morbidity and Mortality Weekly Report (Centers for disease Control and Prevention)
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1.4. RESPUESTA INMUNE A OTRAS
VACUNAS EN PACIENTES CON NEOPLASIAS
ONCOHEMATOLOGICAS.

A pesar de la ausencia de datos sobre la eficacia de estas vacunas en pacientes oncohemato-
l6gicos, la experiencia con otras vacunas si que auguraba una respuesta diferente a la poblacién
inmunocompetente. Sin embargo, la enorme variabilidad entre las diferentes enfermedades oncohe-
matoldgicas y sus tratamientos dificulta poder generalizar resultados y, por tanto, realizar recomen-
daciones a los pacientes.

Actualmente, las guias para MM aconsejan la vacunacion estacional contra influenza y neumococo,
asi como un programa de vacunaciéon completo después del trasplante autélogo o alogénico, evitando
las vacunas vivas atenuadas. A pesar de ello, los datos revelan que la respuesta a la vacunacién en
estos pacientes es menos efectiva que en la poblacion general. Tanto la respuesta celular como la
humoral se ven comprometidas por: i) los efectos inmunosupresores de la enfermedad, tales como
hipogammaglobulinemia, el reemplazo de células plasmaticas no clonales por células plasmaticas
tumorales y la linfopenia y la neutropenia causadas por la infiltraciéon de la médula ésea; ii) la inmuno-
senescencia, ya que la mediana de edad de diagnéstico es superior a los 60 anos y iii) los tratamientos
que interfieren con una respuesta inmune eficaz [104]. De hecho, los estudios clinicos muestran que
la seroconversion tras la vacunacion frente a la influenza en pacientes con MM es del 19-49% después
de una dosis, mientras que en pacientes con otros tipos de cancer puede alcanzar el 70-80% [105].
Con respecto a la vacuna contra el neumococo, se detectaron niveles de anticuerpos en el 33% de los
pacientes con MM que reciben la vacuna conjugada (PCV13) antes del autotrasplante, con tasas mas
altas en pacientes en RC del mieloma. Sin embargo, los titulos de anticuerpos parecen disminuir a los
pocos meses y los titulos de IgG e IgM después de la vacunacién no se correlacionan con una capaci-
dad neutralizante adecuada, que es esencial para una respuesta eficaz ante bacterias encapsuladas
[106]. Ningun estudio ha abordado especificamente el impacto de los distintos tratamientos utilizados
(daratumumab, lenalidomida...) en pacientes con MM y la respuesta inmune tras las vacunas, siendo
particularmente interesante el efecto, ya sea potenciador o inhibidor, que pueda tener los inmunomodu-
ladores frecuentes en los esquemas de tratamiento del MM, sobre el sistema inmune.

En los pacientes con LLC el conocimiento sobre sobre el impacto potencial del tratamiento sobre
la respuesta inmune después de las vacunas son muy limitados. En general, se ha descrito una res-
puesta humoral subdptima tras la vacunacién [107]. En los ultimos afos, agentes novedosos, como
los BTKi, han cambiado el panorama del tratamiento de la LLC, pero se ha informado que la serocon-
version después de la vacuna contra la influenza estacional en pacientes que recibieron ibrutinib
(BTKi) fue del 7% en un estudio que evaludé la vacuna con dosis estandar y del 26% en otro estudio en
el que una proporcion de pacientes recibio una dosis mas alta [108,109]. Las respuestas seroldgicas
con las vacunas recombinantes contra la hepatitis B (HepB-CpG) y el herpes zdster (RZV) se han
evaluado en pacientes con LLC sin tratamiento previo y en aquellos que reciben BTKi. Se observé
una diferencia significativa en la respuesta de anticuerpos anti-HepB-CpG entre las cohortes sin
tratamiento previo (28%) y BTKi (3,8%) 6 meses después de la vacunacion. Por el contrario, al evaluar
la respuesta de anticuerpos de recuerdo con la vacuna RZV no hubo diferencia en la respuesta se-
rolégica entre los dos grupos. Dada la falta de respuesta humoral “de novo” a la vacuna HepB-CpG
en la cohorte BTKi, se sugiere que la vacunaciéon contra nuevos antigenos debe considerarse antes
de iniciar la terapia con estos farmacos [110]. Ademas, Yri et al demostraron que, de 67 pacientes
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en tratamiento con rituximab y vacunados contra influenza, ninguno presenté titulos de anticuerpos
protectores tras recibir una dosis en comparacion con el 82% de los controles [111].

Larespuestainmune en pacientes con LMC tratados con ITKs se evalué después de la vacunacién
contra el virus influenza y no se encontraron diferencias significativas en la respuesta de las células
T de memoria en comparacion con los sujetos sanos. En cambio, la respuesta humoral y la poblacion
de células B de memoria fueron significativamente menores en los pacientes que recibieron la vacu-
na antineumocdcica [112]. Nuestro grupo ha demostrado recientemente que los pacientes con LMC
tratados con ITKs presentan niveles elevados de anticuerpos contra patégenos ubicuos vacunables,
como el sarampidn y el virus de la varicela-zéster, y no vacunables, como el citomegalovirus, el her-
pes simple de tipo 1 o el virus de Epstein Barr, asi como que el uso de ITKs podria mejorar el efecto
antiviral sobre el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) [113]. También se ha objetivado que la
respuesta inmune en pacientes con LMC puede modularse positivamente por el tratamiento con los
ITKs, facilitando la posibilidad de suspender el tratamiento en pacientes con esta patologia [114]. Se
desconoce la implicaciéon que puede tener la suspension del tratamiento en pacientes con LMC y la
respuesta inmunitaria frente a patégenos.

Por dltimo, en receptores de TASPE o Alo-TPH, la recomendacién es reiniciar el calendario va-
cunal tras el trasplante, independientemente del estado serolégico previo del receptor o donante.
La respuesta a la vacuna del neumococo se estima entre 64-98% tras recibir 3 dosis de la vacuna
conjugada PCV7 en receptores alogénicos [115] de 3 a 9 meses tras el trasplante. La vacuna poli-
sacarida (PS) obtiene peores resultados durante el primer afio, pero si se han objetivado resultados
aceptables (mayor al 80%) si es administrada después del primer aino, tras recibir previamente 3
dosis de PCV7 [116]. En relacidn con la vacuna del Haemophilus influenza y la del tétanos y difteria,
las respuestas seroldgicas parecen ser buenas, superando el 80% tras dos o tres dosis, mientras que
son bastante bajas tras la vacuna de los distintos tipos de meningitis en los escasos estudios que
se han publicado [115]. La seroconversién con la vacuna del virus influenza también es subdptima
[115,117,118], aunque parece que se obtiene un beneficio clinico incluso en ausencia de seroconver-
sién, con una disminucion en la gravedad de los casos en las infecciones de brecha [119], proba-
blemente debido a una respuesta celular T eficiente a la vacuna [117]. Muchas de estas respuestas
estardn matizadas por otros factores relacionados con el trasplante, como puede ser la presencia de
EICR, hipogammaglobulinemia, diferentes tratamientos inmunosupresores o terapias adyuvantes.

En conclusioén, el estudio de la respuesta a la vacunacién en pacientes oncohematolégicos es
muy limitado, y especialmente reducidos a la valoracién de la respuesta humoral a través de la
medicion de anticuerpos especificos, con poca atencidn a la respuesta celular, probablemente por
la complejidad que ahaden estos estudios. También resulta importante realizar un seguimiento a
largo plazo de estos resultados, ya que para mantener esta proteccién en el tiempo es necesario el
desarrollo de linfocitos de memoria, que puede estar también limitado en estos pacientes. Si parece
evidente que la respuesta a las vacunas depende mucho de la enfermedad y el tratamiento recibido.

Es necesario, por tanto, estudios inmunolégicos que intenten proporcionar una vision mas com-
pleta de lo que sucede en la respuesta inmune “in vivo” en los sujetos tras la vacunacion frente a
la COVID-19, describiendo no Unicamente una respuesta seroldgica sino también incorporando los
efectos de las vacunas sobre la inmunidad celular. Al mismo tiempo, es preciso crear cohortes de
pacientes bien definidas, con caracteristicas clinicas similares que nos permitan identificar las dife-
rencias en la respuesta inmune que surgen del impacto de las diferentes enfermedades oncohema-
tolégicas y sus tratamientos.
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JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La pandemia del SARS-CoV-2 ha supuesto un punto de inflexién en nuestra historia. Las conse-
cuencias que tuvo este desconocido virus en nuestras vidas hubieran sido impensables tan solo
unas semanas antes de su llegada a Espana. Nadie pudo imaginar una expansién mundial tan rapida
ni las terribles consecuencias sociales, econémicas y, especialmente, sanitarias que hemos vivido.
En cuestion de dias los hospitales, centros sanitarios y residencias se encontraron colapsados con
pacientes infectados por un microorganismo desconocido, sin apenas medios con los que atender-
los ni conocimientos para poder tratarlo. Fue la época conocida como “primera ola” (aun ignoraba-
mos que vendrian mas), que duré hasta junio 2020.

La respuesta social y, especialmente de la comunidad cientifica, fue abrumadora. Empresas, fa-
bricas e individuos se volcaron por contribuir con lo que estaba a su alcance. La comunidad cientifi-
ca, independientemente de especializaciones o cargos, se unié con el objetivo de acelerar al maximo
el estudio de este nuevo virus y optimizar el tratamiento ofrecido a los pacientes.

En este contexto, el servicio de Hematologia del Hospital Ramén y Cajal (HRyC), como tantos
otros, se unié a la Unidad Macrocovid, dedicada exclusivamente a atender a los pacientes con CO-
VID-19, que en aquel momento constituian mas del 95% de un hospital que ya hacia tiempo habia al-
canzado el maximo de su capacidad de ocupacion. Al igual que muchos otros profesionales, atender
diariamente decenas de pacientes con COVID-19 nos permitié ganar experiencia e identificar carac-
teristicas clinicas de distintos pacientes con mayor riesgo de desarrollar una enfermedad grave (dias
de evolucion de sintomas, antecedentes personales...). Pero esto no era suficiente, el SARS-CoV-2 se
resistia a desvelar, entre otras muchas cosas, la respuesta a lo que quiza se convirtié en la pregunta
mas angustiosa: la razén por la cual algunos pacientes empeoraban hasta el punto de acabar en la
UVI en cuestién de dias, mientras que otros permanecian practicamente asintomaticos.

Afortunadamente, previamente a la pandemia habiamos trabajado con el Instituto de Salud Car-
los 1l (ISCIII), en concreto con su Unidad de Inmunopatologia del sida, en diversos proyectos sobre
respuesta inmune en pacientes con LMC. También esta unidad del ISCIIl, como estaba sucediendo
al mismo tiempo en innumerables centros de investigacion en todo el mundo, dejé en segundo pla-
no sus proyectos particulares al inicio de la pandemia para sumarse al esfuerzo comun por generar
conocimiento sobre el SARS-CoV-2. De este interés compartido por conocer y mejorar la atencién a
los pacientes, y la relacion entre las dos instituciones, surge esta colaboracion y posterior creacion
de este grupo de investigacion, que inicia su andadura buscando factores predictores de gravedad
en los pacientes con COVID-19 [26,120], intentando describir caracteristicas que permitan identificar
aquellos pacientes con mayor riesgo de desarrollar un cuadro grave. Ademas,a través del estudio de
la respuesta inmune una vez que el paciente ya presenta una COVID-19 severa, buscamos también
factores que permitan diferenciar aquellos que van a evolucionar a una COVID-19 critica [121]; esto
nos permite conocer la correlacion entre una respuesta inmune y su cuadro clinico y las diferencias
gue se encuentran en las respuestas inmunes de pacientes con cuadros clinicos de distinta gravedad.

Una vez superado el impacto inicial de las primeras semanas de la primera “ola”, surge en el equipo
la urgencia por conocer el verdadero alcance de esta infeccién en nuestros pacientes, los oncohe-
matoldgicos, conociendo el altisimo riesgo que para ellos suponen otras infecciones. Tras un estu-
dio preliminar entre los pacientes de nuestro servicio, estimamos una mortalidad superior al 30%,
identificaAndose el estado de la enfermedad hematoldgica (progresién, RP, RC), el ECOG, la edad y el
desarrollo de SRAS como factores predictivos de mortalidad [58]. Asumiendo que la razon de esta
evolucion tan desfavorable se debe a una respuesta inmune deteriorada e ineficaz por la enfermedad
y los tratamientos; conociendo que esta es la misma razén por la que la respuesta a las vacunas con-
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tra otros patdgenos también se encuentra disminuida en estos pacientes, y habiendo sido aprobadas
recientemente varias vacunas contra la COVID-19 que habian excluido en sus ensayos a pacientes
oncohematolégicos, nuestro grupo decidié centrar su estudio en la respuesta inmune desarrollada en
pacientes oncohematolégicos tras la infeccién o la vacunacion frente a la COVID-19.

Reclutamos a pacientes con diferentes enfermedades oncohematolégicas con el objetivo de crear
varias cohortes de pacientes y evaluarlos en diferentes momentos a lo largo del calendario vacunal.

En primer lugar, estudiamos a pacientes receptores de TASPE. El objetivo de este estudio radica
en que estos pacientes debian esperar al menos 3 meses para iniciar la vacunacion frente a la CO-
VID-19 tras la infusién de las células madre hematopoyéticas, ya que se habian adoptado las mismas
medidas que para otro tipo de vacunas, a pesar de la falta de evidencia. Dada la alta incidencia de
COVID-19 que habia en la Comunidad de Madrid en ese momento, estos pacientes presentaban un
alto riesgo de contagio hasta cumplir los 3 meses establecidos. Muchos de estos pacientes se ha-
bian contagiado de SARS-CoV-2 previamente al trasplante, por lo que la premura de este estudio radi-
caba en saber si estos pacientes, que ya habian presentado una infeccién con COVID-19, mantenian
cierta inmunidad que pudiera ser protectora hasta que pudieran iniciar su vacunacién. Ademas, este
estudio respaldaria las recomendaciones de vacunacidn frente a la COVID-19 en estos pacientes,
para quienes se habian adoptado las referentes a otras vacunas. Los resultados se recogen en el ca-
pitulo 5.1: “Strong cellular immune response, but not humoral, against SARS-CoV-2 in oncohematological
patients with Autologous Stem Cell Transplantation after Natural Infection” [122].

En la misma linea, publicamos el articulo “Early cellular and humoral responses developed in on-
cohematological patients after vaccination with one dose against COVID-19"[123], recogido en el capitu-
lo 5.2. En este articulo intentamos estudiar si los pacientes oncohematoldgicos presentaban alguna
respuesta inmune, aunque fuera parcialmente protectora frente a la COVID-19, tras recibir una Unica
dosis de la vacuna, confiados en que esto pudiera prevenir al menos la infeccion severa en estos
pacientes durante las 3 o0 4 semanas que debian demorar hasta recibir la segunda dosis (0 mas de 3
meses en los que habian recibido Vaxzevria).

Siguiendo el camino iniciado con el capitulo 5.1, “Persistent immunity against SARS-CoV-2 in indivi-
duals with oncohematological diseases who underwent autologous or allogeneic stem cell transplantation
after vaccination” [124], recogido en el capitulo 5.3, estudia si los pacientes que reciben un trasplante
tras haber completado su pauta de vacunacion frente a la COVID-19 mantienen cierta inmunidad que
pudiera resultar protectora en los 3-6 meses que tienen que esperar para ser revacunados.

Por ultimo, un grupo de pacientes que generé gran inquietud tras aparecer los primeros resultados
sobre la respuesta de pacientes oncohematoldgicos a las vacunas fueron los que habian recibido
rituximab en el Ultimo afo, ya que la aplasia de células B de estos pacientes es prolongada y limita,
cuanto menos, una buena respuesta humoral de anticuerpos, con bajisimas tasas de seroconver-
sion. Estos pacientes fueron priorizados para recibir una vacuna booster, con el objetivo de que esta
mejorara los resultados obtenidos, si bien tampoco habia informacién que permitiera recomendarlo
con demasiada evidencia. El objetivo de “Strong humoral but not cellular immune responses against
SARS-CoV-2 in individuals with oncohematological disease who were treated with rituximab before recei-
ving a vaccine booster” [125], en el capitulo 5.4, es evaluar el beneficio de este booster en este grupo
especifico de pacientes, valorando no sélo resultados de seroconversion, sino estudiando si estos
pacientes pueden desarrollar una respuesta celular efectiva contra el SARS-CoV-2 sin necesidad de

presentar seroconversion.



JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

En resumen, el objetivo ultimo de esta tesis es proporcionar un conocimiento mas exhaustivo y
global de la respuesta inmune de pacientes con neoplasias hematoldgicas tras la vacunacion frente
ala COVID-19, como contribucién a la definicion de recomendaciones dirigidas a este grupo tan par-
ticular y especifico de pacientes.
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MATERIAL Y METODOS

Hipotesis

Nuestra hipotesis es que la respuesta a la vacuna frente a la COVID-19 estard mas disminuida
en individuos con patologias oncohematoldgicas que en la poblacién inmunocompetente evaluada
en los ensayos clinicos que dieron lugar a la aprobacion de las vacunas. También presuponemos
que esta respuesta variara entre diferentes grupos de pacientes oncohematolégicos por las carac-
teristicas especificas que tienen cada una de las patologias y sus tratamientos, que condicionaran
disfunciones particulares y diversas.

Objetivo principal

Evaluar la calidad de la respuesta inmunitaria de tipo humoral y celular desarrollada tras recibir la
vacunacion frente a la COVID-19 en pacientes con enfermedades oncohematoldgicas.

Objetivos secundarios:

a. Generar cohortes de pacientes con enfermedades oncohematoldgicas y de controles sanos.

+ Bloque I: Determinacion de la respuesta inmune celular y humoral de pacientes con neo-
plasias hematoldgicas que se someten a un TASPE tras padecer una infeccién natural por
COVID-19.

« Bloque Il: Determinacién de la respuesta inmune celular y humoral temprana de pacientes
con LMC, MM, LLC y Alo-TPH tras la primera dosis de la vacuna frente a la COVID-19.

« Bloque lll: Determinacién de la respuesta inmune celular y humoral de pacientes vacunados
para la COVID-19 que se someten posteriormente a un trasplante.

« Bloque IV: Determinacion de la respuesta inmune celular y humoral tras el booster para la
COVID-19 en pacientes tratados previamente con rituximab.

b. Estudio de la respuesta inmunitaria humoral en estas cohortes.

b.1. Caracterizacion fenotipica de subpoblaciones de linfocitos B

b.2. Cuantificacién de niveles de IgG anti-SARS-CoV-2 en plasma

b.3. Determinacidn de la capacidad neutralizante del suero

b.4. Determinacion de la actividad citotéxica dependiente de anticuerpos
c. Estudio de la respuesta inmunitaria celular en estas cohortes

c.1. Caracterizacion fenotipica de poblaciones citotdxicas.

c.2. Andlisis de la actividad citotéxica directa

d. Determinar la incidencia de infecciones de brecha durante el seguimiento
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4. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo, de caracter observacional y longitudinal, que se ha realizado
como colaboracién del servicio de Hematologia y Hemoterapia del HRyC y la Unidad de Inmunopa-
tologia del sida del ISCIII.

Reclutamos 6 cohortes de pacientes con distintos tipos de neoplasias hematoldgicas y trata-
mientos del servicio de Hematologia del HRyC de Madrid. Se extrajeron muestras de sangre previa-
mente al inicio de la vacunacién y posteriormente en distintos momentos tras las siguientes dosis
para valorar la evolucion de la respuesta inmune a lo largo del tiempo (Figura 6). Los pacientes reci-
bieron la vacuna que les correspondia segun las indicaciones del Ministerio de Sanidad.

*La mayoria de los pacientes se trasplantaron después de recibir las dos primeras dosis de la vacuna

Figura 6. Diseiio del estudio. Se representa en qué momento de la vacunacidn de los pacientes se realizé cada uno de los estudios
que recogen los articulos presentados en la memoria de la tesis.

4.2. GRUPOS POBLACIONALES

Reclutamos 211 pacientes con diferentes enfermedades oncohematoldgicas. Ninguno de los pa-
cientes habia padecido la COVID-19 antes de la vacunacion a excepcion de los 9 pacientes en los que
se evalula la respuesta inmune tras someterse a un TASPE [122].

Leucemia Linfocitica Cronica (LLC)

El grupo LLC, compuesto por 40 pacientes se dividié en varios subgrupos:
+ 16 pacientes en protocolo de WW.

« 13 pacientes en tratamiento con ibrutinib en monoterapia.

« 11 pacientes con un tratamiento que no fuera un BTKi, incluyendo venetoclax u otros esque-
mas de inmunoquimioterapia.

Leucemia Mieloide Crénica (LMC)

Reclutamos 37 pacientes con LMC en dos grupos:

« 27 en tratamiento con ITKs que presentan una respuesta molecular mayor.

+ 10 que habian discontinuado ITKs tras alcanzar remisién profunda prolongada.
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Mieloma Multiple (MM)

Al reclutar los 40 pacientes con MM incluimos:

+ 20 pacientes con tratamiento de mantenimiento tras recibir un TASPE.
+ 20 pacientes no candidatos a TASPE en tratamiento de primera linea.

Trasplante alogénico de médula ésea (Alo-TPH)

Para este grupo de altisimo riesgo seleccionamos 47 pacientes que habian recibido un Alo-TPH
en los ultimos dos afos o en los Ultimos tres si continuaban recibiendo tratamiento para la EICR:

36 pacientes que iniciaron la vacunacion tras haber recibido el trasplante.

+ 11 pacientes que se sometieron al Alo-TPH tras haber recibido al menos una dosis de la vacuna.

Trasplante autélogo de médula 6sea (TASPE)
En este caso se reclutaron 27 pacientes que habian recibido un TASPE:

* 9 pacientes que habian pasado una COVID-19 leve y posteriormente recibieron un TASPE, inclu-
yendo 6 pacientes con un MM (excluidos del grupo de MM por haber pasado la COVID previa-
mente), 2 pacientes con un Linfoma de Hodgkin (LH) y otro con un Linfoma No Hodgkin (LNH).

+ 18 pacientes que se sometieron al TASPE tras haber recibido al menos una dosis de la
vacuna.

Rituximab

El sexto grupo consiste en 20 pacientes que habian recibido tratamiento con al menos 4 dosis de
rituximab, la Ultima de ellas no mas de 12 meses antes. Participaron 18 pacientes con un Linfoma No
Hodgkin (LNH), una Trombopenia Inmune (Tl) secundaria a un Lupus eritematoso sistémico (LES) y
una anemia hemolitica autoinmune (AHAI) refractaria a varias lineas.

4.3. ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNE

El estudio de la respuesta inmune, tanto humoral como celular, se realizé en el ISCIII.

4.31. Procesamiento de las muestras

La muestra de sangre se procesoé creando un gradiente de Ficoll-Hypaque (Pharmacia Corpora-
tion, North Peapack, NJ, EE. UU) en una proporciéon 1:1 y centrifugando a 1800rpm durante 35 min.
Se recuperé el plasma y las células mononucleares (peripheral blood mononuclear cells, “PBMCs")
se criopreservaron para su posterior analisis.

La linea celular Raji (ATCC CCL-86) fue proporcionada por el ISCIII. Estas células son linfocitos B
que derivan de células del linfoma de Burkitt y, por tanto, expresan CD20, por lo que fueron diana del
rituximab en el estudio de la respuesta celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

La linea celular Vero E6 (rinén de mono verde africano) (ECACC 85020206) fue proporcionada
por el Dr. Antonio Alcami (CBM Severo Ochoa, Madrid, Espafia). Las células Vero E6 son células que
expresan el receptor ACE2 y sirvieron como diana al SARS-CoV-2.
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Las células HEK-293T (embrionarias de rindn humano) provenian de la coleccion del ISCIII. Es-
tas células son faciles de cultivar y transfectar, lo que se hizo con el vector pNL4-3Aenv_Ren que
expresa: i) el genoma del VIH-1 sin el gen env (gen de la envoltura), ii) el gen de la luciferasa Renilla
como reportero de la replicacidn viral [126]; y el vector pcDNA3.1-SARS-CoV-2-SA19, que expresa la
glicoproteina glicoproteina S (variante G614) del SARS-CoV-2 sin los ultimos 19 aminoacidos [127].
De esta forma se crea un SARS-CoV-2 pseudotipado, de ciclo Unico, que se recubre con una membra-
na que expresa la proteina “S” del SARS-CoV-2 y emite luminiscencia cuando se replica. Otra ventaja
adicional de este virus pseudotipado es, que al trabajar con ADN, es sencillo introducir por mutagé-
nesis dirigida variantes del SARS COV-2.

Se cultivaron células Vero E6 y HEK-293T (National Institute for Biological Standards and Control
(NIBSC), Potters Bar, Reino Unido) en DMEM suplementado con 10 % de FCS, 2 mM de L-glutamina'y
100 unidades/mL de penicilina y estreptomicina (Lonza, Basilea, Suiza).

4.3.2. Subpoblaciones linfocitarias de estirpe B

El fenotipo de los linfocitos B (CD3-CD19+) se estudié mediante citometria de flujo definiendo la
expresion de los marcadores de superficie CD10, CD27 y CD21: células inmaduras o de transicion
(CD10+ CD27-), células naive (CD10-CD27-CD21high), células de memoria agotadas parecidas a las
tisulares de memoria (CD10-CD27-CD21low), células de memoria en reposo (CD10-CD27+ CD21high),
células de memoria activadas (CD10-CD27+CD21low) y plasmablastos (CD27++ CD20-CD21low) [128].

Los anticuerpos CD3-PE, CD10-BV421, CD19-BV711, CD20-AlexaFluor700, CD21-FITC y CD27-PercP-
Cy5.5 se adquirieron de BD Biosciences (San José, CA, EE. UU.). La adquisicién de datos se realizé en
un citometro de flujo BD LSRFortessa X-20 con el software FACS Diva (BD Biosciences, San Jose, CA,
EE. UU.). Se utiliz6 el software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, EE. UU.) para el andlisis de datos.

4.3.3. Respuesta serologica de SARS-CoV-2

Para medir las IgGs contra la proteina S del SARS-CoV-2 se analiz6 el plasma, criopreservado pre-
viamente, mediante el ensayo ELISA Euroimmun Anti-SARS-CoV-2 (Euroimmun, Liibeck, Alemania).
Los resultados se analizaron con el software EUROLabWorkstation ELISA y la interpretacién de los
resultados se realizé de manera semicuantitativa, obteniendo la relacién de la extinciéon de cada
muestra de plasma sobre el calibrador. Los resultados se consideraron positivos cuando el titulo de
IgG fue > 1,1, los valores de 0,8 a 1,1 se consideraron indeterminados y los valores < 0,8 se conside-
raron negativos. Los datos limite se consideraron positivos.

4.3.4. Capacidad neutralizante de los anticuerpos

Para este experimento se hizo uso del virus SARS-CoV-2 pseudotipado descrito previamente.
Se preincubaron durante 1h a 37 °C estos pseudovirus pNL4-3Aenv_SARS-CoV-2-SA19(G614)_Ren
pseudovirus (10 ng p24 Gag por pocillo) con diluciones en serie (de 1/32 a 1/8192) de plasma des-
complementado de aquellos pacientes con titulo de IgG positivo (ratio >1,1) [129]. A continuacion,
se ahadieron un cultivo de células Vero 6 y se incuba durante 48h. Posteriormente se lisaron las
células Vero E6 y se evauo la infectividad viral midiendo la actividad de la luciferasa Renilla (Renilla
Luciferase Assay, Promega, Madison, WI, EE. UU.) con el luminémetro Centro XS3 LB 960 (Berthold
Technologies, Baden-Wiirttemberg, Alemania).
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Si los anticuerpos no neutralizaban el virus, este infecta la célula Vero E6 tras la unién de su pro-
teina S al receptor ECA2 celular y expresaba la luciferasa al replicarse dentro de la célula (Figura 7).

Los titulos de anticuerpos neutralizantes se representaron como una dosis inhibidora del 50 %
(ID50) mediante regresién no lineal en GraphPad Prism Software (GraphPad, Inc., San Diego, CA, EE.
UU.). Esta es la dilucién de plasma mas alta que dio como resultado una reduccién del 50% de la
actividad de la luciferasa en comparacién con el control sin suero, usando una regresién no lineal.

Figura 7. Determinacion de la capacidad neutralizante del plasma. 1) Se aislan las PBMCs y el plasma de los sujetos creando un
gradiente de Ficoll-Hypaque. 2) El SARS-CoV-2 pseudotipado de ciclo Unico se incuba durante 1h con el plasma descomplemen-
talizado de los sujetos con serologia positiva para SARS-CoV-2. 3) Se anade un cultivo de células Vero E6, que expresan ECA2,
receptor para la infeccion de los virus SARS-CoV-2. Los virus no neutralizados por los anticuerpos infectan las células vero E6.
4) Tras la infeccidn el virus replica su genoma, expresando la luciferasa Renilla que es detectada por luminiscencia tras lisar las
células. Creado con Biorender.com
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4.3.5. Respuesta celular citotoxica dependiente de anticuerpos
(ADCC)

Brevemente, las células Raji, que expresan CD20, sirven de diana al rituximab, un anticuerpo mo-
noclonal anti-CD20. El rituximab que cubre la membrana celular de la célula Raji constituira el anti-
cuerpo que desencadenara la ADCC cuando sean cultivados con los PBMCs de los pacientes.

Asi, la linea celular Raji se us6 como objetivo para medir la capacidad de ADCC de las PBMC de
individuos oncohematoldgicos, como se describié anteriormente [130]. Las células Raji se marcaron
previamente con PKH67 Green Fluorescent Cell Linker (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y luego
se cultivaron con rituximab (50 pg/mL) (Selleckhem, Houston, TX, EE. UU.) durante 4h. Se co-cultiva-
ron células Raji marcadas con PBMCs (proporcién 1:2) durante 18h y se determiné la apoptosis celu-
lar midiendo la expresion de anexina V por citometria de flujo, previo marcaje con Anexina V conju-
gada con ficoeritrina (PE) (Immunostep, Salamanca, Espaina). Los datos se adquirieron y analizaron
en un citémetro de flujo BD LSRFortessa X-20 (BD Biosciences) utilizando el software FlowJo_V10
(TreeStar Inc., Ashland, OR, EE. UU.)) (Figura 8).

Figura 8. Respuesta celular citotéxica dependiente de anticuerpos (ADCC). 1) Las células Raji, que expresan CD20+, se incuban
con rituximab, un anticuerpo monoclonal anti-CD20. 2) Se aislan las PBMCs del paciente creando un gradiente de Ficoll-Hypaque.
3) Se co-cultivaron los PBMCs con las células Raji, recubiertas por rituximab, tras la unién antigeno (CD20) con el anticuerpo. 4)
Se determina la expresidon de Anexina V en la muestra por citometria, marcador de apoptosis celular. Creado con Biorender.com
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4.3.6. Respuesta celular citotoxica directa

Para el analisis de la DCC se infectaron células Vero E6 con el pseudovirus (100 ng p24 Gag/pocillo)
en placas de 48 pocillos. Después de 48h, las células Vero se co-cultivaron durante Th con PBMCs de
los individuos. Las células Vero E6 se separaron de la monocapa con una soluciéon de tripsina-EDTA
(Sigma Aldrich-Merck, Darmstadt, Alemania) y se determiné su muerte celular a través de la actividad
de Caspasa-3 mediante luminiscencia, usando el sistema Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega) (Figura 9).

El sobrenadante del cultivo se retiré para realizar marcajes de superficie de las PBMCs con el
objetivo de caracterizar las diferentes poblaciones celulares implicadas en la respuesta antiviral.

Figura 9. Respuesta celular citotéxica directa (DCC). 1) El SARS-CoV-2 pseudotipado de ciclo tnico se incubé con las células Vero
E6, que expresan el receptor ECA2, receptor para lainfeccion de SARS-CoV-2. 1) Se aislaron las PPBMCs y el plasma de los sujetos
creando un gradiente de Ficoll-Hypaque. 3) Las células Vero E6 infectadas se incubaron durante Th con las PBMCs de los sujetos.
4) Se determind la expresion de caspasa-3 por luminiscencia, marcador de muerte celular. 5) Se determinaron las poblaciones
citotéxicas del sobrenadante por citometria de flujo. Creado con Biorender.com

4.3.7. Caracterizacion de poblaciones citotoxicas: linfocitos T,
células NK y células NKT

El sobrenadante de la incubacién de las Vero E6 infectadas y las PBMCs del individuo se retiré
para realizar marcajes de superficie de las PBMCs con el objetivo de caracterizar las diferentes po-
blaciones celulares implicadas en la respuesta antiviral (Figura 9).

Se analizaron poblaciones de células citotdéxicas como NK, NKT y TCRyd+ mediante citometria de
flujo utilizando anticuerpos conjugados especificos: CD3-PE, CD56-BV605, CD16-PercP, CD8-APC_
H7 y TCRyd-FITC (BD Biosciences). Los datos se adquirieron y analizaron en un citémetro de flujo BD
LSRFortessa X-20 (BD Biosciences) usando el software FlowJo_V10 (TreeStar).
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4.4. INFECCIONES DE BRECHA

Durante el periodo de estudio (febrero 2021-mayo 2022) se realizé un seguimiento clinico de los
pacientes a través de la historia clinica hospitalaria, el Horus para la informacién de Atencién Primaria
y llamadas telefénicas periddicas para registrar las infecciones de brecha. Definimos infeccién de bre-
cha como infeccion por COVID-19 objetivada por RT-qPCR o test de antigeno para SARS-CoV-2, sea en
un centro hospitalario o en domicilio, tras haber iniciado la vacunacién para la COVID-19. Registramos
fecha de diagndstico y resolucidn, asi como gravedad de la infeccion segun los criterios de la OMS.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé utilizando GraphPad Prism. Las diferencias estadisticas entre
dos poblaciones se calcularon con la prueba U no paramétrica de Mann-Whitney. Se utilizé la prueba
no paramétrica de rangos con signo de Wilcoxon para comparar dos poblaciones de un conjunto de
muestras emparejadas antes y después del tratamiento. Los valores de p (p) de <0,05 se considera-
ron estadisticamente significativos.

4.6. ASPECTOS ETICOS Y FINANCIACION

Se reclutaron individuos con enfermedad oncohematoldgica del Servicio de Hematologia del
HRyC (Madrid, Espafia). Se reclutaron donantes sanos del Centro de Atencién Primaria de Salud Doc-
tor Pedro Lain Entralgo (Madrid, Espaia). Todos los individuos dieron su consentimiento informado
por escrito para participar en el estudio. La confidencialidad y el anonimato estan garantizados por
las Leyes de Proteccion de Datos espaiiolay europea vigentes. El protocolo para el estudio se realizé
de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por los Comités de Etica del Hospital Uni-
versitario Ramén y Cajal (Informe favorable nimero 053-21) y la Comisién Central de Investigacion
de la Consejeria de Salud (Comunidad de Madrid, Espaina) (Informe favorable 20210008).

El estudio esta financiado por los Proyectos de Investigacion en Salud (AES 2021) del ISCIII, como
proyecto FIS (P121/00877).







RESULTADOS






RESULTADOS

5.1. “STRONG CELLULAR IMMUNE RESPONSE,
BUT NOT HUMORAL, AGAINST SARS-COV-2

IN ONCOHEMATOLOGICAL PATIENTS WITH
AUTOLOGOUS STEM CELL TRANSPLANTATION
AFTER NATURAL INFECTION"

Este capitulo se corresponde con los resultados y discusién del articulo:

Vigon, L.; Sanchez-Tornero, A.; Rodriguez-Mora, S.; Garcia-Perez, J.; Corona de Lapuerta, M.; Pe-
rez-Lamas, L.; Casado-Fernandez, G.; Moreno, G.; Torres, M.; Mateos, E.; et al. Strong Cellular Inmune
Response, but Not Humoral, against SARS-CoV-2 in Oncohematological Patients with Autologous Stem Cell
Transplantation after Natural Infection. J Clin Med 2022, 11, d0i:10.3390/jcm11082137.
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5.1.0. PRESENTACION

En este articulo presentamos 9 pacientes con diferentes enfermedades oncohematoldgicas (6 MM,
2 LHy 1 LNH) que reciben un TASPE después de haber pasado una infeccién natural por SARS-CoV-2.
Todos ellos tuvieron una COVID-19 asintomatica o leve, al igual que los 10 donantes sanos que actian
como controles. Ni pacientes ni donantes habian recibido ninguna dosis de la vacuna frente a la CO-
VID-19 en el momento del estudio.

Realizamos una caracterizacion de la respuesta inmune humoral y celular de los pacientes, tanto
antes del trasplante, para determinar cual es la respuesta basal de estos pacientes tras la infeccion,
como después (Figura 10), para determinar el efecto que tiene el trasplante sobre esta respuesta.

Este estudio aporta informacién para poder establecer recomendaciones sobre la vacunacién de
la COVID-19 después del TASPE en pacientes oncohematoldgicos. Ademas, era primordial saber, en
momentos de mucha incidencia de COVID-19, si una infeccién pasada conferia proteccion frente a la
reinfeccidn o reinfeccién grave en estos pacientes, que, habiendo sido ya infectados, tenian que espe-
rar a vacunarse por el trasplante.

Figura 10. Diseiio del estudio del capitulo 5.1.

5.1.1. RESULTS

5.1.1.1. Patient Cohorts

An observational, cross-sectional study that included nine patients with an oncohematological di-
sease that required ASCT after being diagnosed with COVID-19 was conducted (Table 3). Six individuals
were diagnosed with multiple myeloma (MM), two patients with Hodgkin's lymphoma (HL), and one
patient with diffuse large B cell lymphoma (DLBCL). Most individuals were males (77.8%) and the me-
dian age was 64 years (interquartile range (IQR): 57.0 to 70.5). All individuals had mild or asymptoma-
tic COVID-19. Forty-four percent of participants did not receive chemotherapy before COVID-19. After
COVID-19 and prior to ASCT, all participants received chemoimmunotherapy. The median time from
diagnosis of COVID-19 to ASCT was 5.0 months (IQR 3.9 to 8.8), whereas the median time from ASCT to
sampling was 3.4 months (IQR 1.3 to 6.7).
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Time from Time from

Post-
Pre- PCR+ Transplant
Patients Oncohema Age  covip-1g CSOVID-19 COVID-19 to Pre- to Post-
tological Gender Treatment,
Code - (Years) Treatment - Symptoms Transplant Transplant
Disease * Prior to
R ASCT ** Sample Sample
(Months) (Months)
1 MM Male 64 None VRD Asymptomatic 77 2.7
2 HL Male 58 '%?/VBD BV-B Asymptomatic 37 1.2
Mild
3 MM Male 70 None VRD respiratory 9.6 1.6
infection
4 MM Male 71 VRD VRD Asymptomatic 1.6 4
5 HL Male 85 ABVD BV-ESHAP  Asymptomatic 4.4 6.6
Mild
6 DLBCL Male 71 R-CHOP PBR respiratory 4.7 7
infection
Mild
7 MM Female 64 VRD VRD respiratory 5.3 6.7
infection
Mild
8 MM Male 58 None VTD respiratory 3.1 1.0
infection
9 MM Female 56 None VRD Asymptomatic 9.2 1.0
Control's Gender Age CoVID-19 COVID-19  Comorbidities Time from PCR+ to
Code (Years) Symptoms Treatment K Sample (Months)
1 Female 58 Asymptomatic None None 2.4
2 Female 41 Mllq resp!ratory None None 2.8
infection
3 Male 29 M'k.j respiratory None None 29
infection
4 Female 26 Mllq resp!ratory None None 29
infection
5 Male 62 U I EL ) HCQ None 27
infection
6 Male 46 LA R3pI HCQ DL 25
infection
7 Female 54 IR None HTA ud
infection
8 Female 30 RS respiratory None None 29
Infection
9 Female 71 I AIEI ) None DL/HTA 3.2
infection
10 Male 70 Asymptomatic None HTA ud

* DLBCL, diffuse large cell B lymphoma; HL, Hodgkin lymphoma; MM, multiple myeloma; ** ABVD, adriamycin-bleomycin-vinblasti-
ne-dacarbazine; BV-B, brentuximab vedotin-bendamustine; BV-ESHAP: brentuximab vedotin-etoposide-cisplatin-cytarabine-pred-
nisone; PBR, polatuzumab vedotin-bendamustine-rituximab; R-CHOP, rituximab-cyclophosphamide-vincristine-doxorubicin-pred-
nisone; R-ESHAP, rituximab-etoposide-cisplatin- cytarabine-prednisone; VRD, bortezomib-lenalidomide dexamethasone; VTD,
bortezomib-thalidomide-dexamethasone.*** DL, dyslipidemia; HCQ, hydroxychloroquine; HTA, hypertension; Ud, undetermined.

Table 3. Clinical characteristics of oncohematological patients with post-COVID-19 autologous transplantation and healthy do-
nors with mild COVID-19 who were recruited for the study.
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Ten healthy individuals who were diagnosed with mild COVID-19 but did not suffer oncohemato-
logical disorders were recruited as controls (Table 3). The median age was 50 years (IQR 29.7 to 64),
40% were male, and the median time from diagnosis of COVID-19 to sampling was 2.8 months (IQR
2.6 to 2.9). The difference in time between diagnosis and sampling should not affect the results in
the comparison with participants with oncohematological disease because the immune response
against SARS-CoV-2 may remain stable over 7 months after infection [131-133].

None of the participants in the study were vaccinated against COVID-19 at the time of sampling.

5.1.1.2. Changes in B Cells Subpopulations in Individuals after ASCT

As expected, there was a substantial change in the distribution of B cell subpopulations after the
ASCT procedure. Plasmablasts and immature B cells were increased 25.0- and 12.0-fold (p = 0.0056)
on average, respectively, in individuals after ASCT, in comparison with healthy donors who passed
mild COVID-19. Resting memory and naive B cell subpopulations were reduced 8.0- (p < 0.0001) and
2.1-fold, respectively (Figure 7).

Figure 11. Analysis of the distribution of B cell subpopulations in individuals with oncohematological neoplasms after ASCT.
Analysis by flow cytometry of B cell subpopulations in peripheral blood of patients with oncohematological disorders who un-
derwent ASCT and healthy donors who had mild COVID-19 after staining with specific antibodies against markers CD10, CD127,
CD20, an CD21. Data shown represent the mean. Statistical significance was calculated using Mann-Whitney non-parametric U
test.
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5.11.3. Effect of ASCT on the Levels of IgG against SARS-CoV-2 and Their
Neutralization Capacity

Only 3 of 9 individuals with oncohematological disease who had COVID-19 before ASCT developed
levels of IgG against SARS-CoV-2 above the threshold of detection (Figure 12A). 1gG levels decreased
1.7-fold on average after ASCT (p=0.0039). The neutralizing capacity of these IgGs against SARS-
CoV-2 was reduced 4.7-fold after ASCT (Figure 12B). The curves of neutralizing capacity are shown for
these three individuals (Figure 12C).

Figure 12. Levels of 1gGs and neutralizing activity against SARS-CoV-2 in individuals with oncohematological neoplasms before
and after ASCT. Analysis of anti-SARS-CoV-2 IgG levels (A) and anti-SARS-CoV-2 neutralizing assay represented as 50% inhibitory
dose (ID50) (B) in plasma from patients with oncohematological disorders who underwent ASCT and healthy donors who had mild
COVID-19. (C) Curves of neutralizing capacity in plasma from three oncohematological individuals with detectable levels of IgGs
against SARS-CoV-2 before and after ASCT. Each dot represents data from one individual and lines represent mean + the standard
error of the mean (SEM). Statistical significance was calculated using Wilcoxon signed-rank test.
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5.1.1.4. Enhanced ADCC Activity in PBMCs from Oncohematological Individuals
after ASCT

Antibody-mediated cytotoxic activity against rituximab-coated Raji cells of peripheral blood lym-
phocytes (PBMCs) from oncohematological patients was increased 2.1-fold on average after ASCT,
in comparison with healthy donors who recovered from mild COVID-19 (Figure 13), but this difference
was almost significant (p=0.0592).
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Figure 13. Analysis of ADCC in individuals with oncohematological neoplasms after ASCT. Quantification of early apoptosis with
Annexin V-PE in PKH76-conjugated, rituximab-coated Raji cells after co-cultivation with PBMCs (1:2) from patients with oncohe-
matological disorders who underwent ASCT and healthy donors who had mild COVID-19 as a measure of ADCC. Each dot corres-
ponds to one sample and lines represent mean + SEM. Statistical significance was calculated using Mann—Whitney non-parame-

tric U test.
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5.1.1.5. Direct Cytotoxic Activity of PBMCs against SARS-CoV-2-Infected Cells

Direct cellular cytotoxicity (DCC) against SARS-CoV-2-infected cells of PBMCs from oncohematolo-
gical individuals after ASCT was increased 1.5-fold in comparison with healthy donors who recovered
from mild COVID-19 (Figure 14A). Cytotoxic populations with Natural Killer (NK) (CD3-CD56+CD16+),
Natural Killer T (NKT) (CD3+CD56+CD16+), and CD8+TCRyd&+ T cell phenotypes were increased 1.9- (p
=0.0311), 1.9- (p = 0.0592), and 1.6-fold, respectively, in comparison with healthy donors (Figure 14B).

Figure 14. Analysis of DCC and cytotoxic cell populations in individuals with oncohematological neoplasms after ASCT. (A) The
antiviral cytotoxicity of PBMCs from patients with oncohematological disorders who underwent ASCT and healthy donors who
had mild COVID-19 was analyzed by quantifying caspase-3 activity in a monolayer of Vero E6 cells infected with pseudotyped SAR-
SCoV-2 viruses D614 and G614 that were co-cultured with PBMCs (1:10) for 1 h. (B) NK, NKT, and CD8+TCR+ cells were analyzed
in supernatants of DCC assay by flow cytometry after staining with specific antibodies. Each dot corresponds to one sample and
lines represent mean + SEM. Statistical significance was calculated using the Mann—Whitney non-parametric U test.

5.1.1.6. Synthesis of Cytokines by Cytotoxic Populations

The ability of the PBMCs from oncohematological patients to release pro-inflammatory cytokines
after ASCT was analyzed in a subgroup of individuals due to a lack of sample. The production of inter-
feron gamma (IFNy) and tumor necrosis factor-alpha (TNFa) by NK cells upon stimulation with Hsp70
was increased, although these results did not achieve statistical significance (Figure 15A). This increa-
sed activity of cytotoxic population was also observed in NKT cells, which expression of IFNy was
increased 4.8-fold (p = 0.0079), in comparison with healthy individuals who had mild COVID-19 (Figure
15B). The release of TNFa was also increased 12.1-fold (p = 0.0317) in CD8+ T cells from oncohemato-
logical patients after ASCT upon stimulation with SARS-CoV-2 peptides (Figure 15C).
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Figure 15. Analysis of NK, NKT and CD8+ T cell functionality in individuals with oncohematological neoplasms after ASCT. The
synthesis of IFNy and TNFa was analyzed by flow cytometry in NK (A), NKT (B), and CD8+ T cells (C) from patients with oncohe-
matological disorders who underwent ASCT and healthy donors who had mild COVID-19, upon stimulation with Hsp70 or mixed
SARS-CoV-2 peptides, respectively. Each dot corresponds to one sample and lines represent mean + SEM. Statistical significance
was calculated using Mann—Whitney non-parametric U test.
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5.1.2. DISCUSSION

Individuals with oncohematological neoplasms present alterations in their immune response due
to the hematological disease or the immunosuppressive treatment. For this reason, these patients
are most vulnerable to the infectious disease caused by the new coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-19)
[55,134,135]. Recent data have shown significantly impaired immune responses to SARS-CoV-2 expo-
sure or vaccination in comparison with the general population, but most of these studies have been
focused on the humoral immune response, with limited information about the cellular response that is
developed against the infected cells [136-139]. In this study, we analyzed the quality and persistence
of the humoral and cellular immune responses developed by nine individuals who were diagnosed
with MM, HL, or DLBCL and were naturally infected with SARS-CoV-2 before receiving ASCT. Due to the
necessity of an immune reconstitution after ASCT, it was expected that both humoral and cellular res-
ponses developed against SARS-CoV-2 prior to ASCT were substantially modified after this procedure,
but this remained to be determined.

A poor humoral response after SARS-CoV-2 infection was observed in our cohort, as only 3 of 9
patients developed IgGs against SARS-CoV-2 before ASCT. These results were in accordance with pre-
vious reports from oncohematological patients with COVID-19 [69,140,141] and may be related to the
blood disorder or to the treatment received at the time of infection. Two of these individuals with de-
tectable IgGs were diagnosed with HL and on treatment with ABVD (adriamycin-bleomycin-vinblasti-
ne-dacarbazine), whereas the third participant with MM was on watchful waiting. A humoral response
developed against SARS-CoV-2 was greatly diminished after ASCT in all three individuals, and the neu-
tralizing capacity was reduced as well. Along with ASCT, which may negatively influence the humoral
response, these individuals were treated with brentuximab vedotin and/or corticoids such as dexa-
methasone or prednisolone, which may also contribute to the reduction in IgG levels after ASCT. The
other participants (6/9) were all treated with VRD (bortezomib-lenalidomide-dexamethasone), except
the individual diagnosed with DLBCL who was treated with PBR (polatuzumab vedotin-bendamusti-
ne-rituximab), being the last two drugs able to eliminate B cells.

The reconstitution of the immune system after ASCT is variable and highly influenced by the immune
characteristics of the recipient, the donor, and the treatment received before and after transplant [142].
Cells involved in innate immunity such as neutrophils, monocytes, and NK cells are usually restored
sooner than cells related to the acquired immune response, such as B and T cells. It has been determi-
ned that CD8+ T cells reconstitution is faster than CD4+ T cells, which may occur after 3 months or later
[143], but there is limited information about the reconstitution of B cell subpopulations. B cell count
is usually recovered within one year after transplant [144] but normal function may be compromised
during the first two years, due also to delayed CD4 recovery [145]. Consequently, complete immune res-
toration may take 2 years after ASCT [146]. Moreover, blood disorders are characterized by B-cell deve-
lopment deregulation with increased numbers of plasma cells in the bone marrow, which may interfere
with an adequate humoral response against SARS-CoV-2 before ASCT [147]. This situation does not im-
prove after ASCT because B cell immaturity may continue until complete restoration. In fact, the count
of immature B cells in our cohort was increased more than 10-fold in comparison with healthy donors,
which may account for the decrease in circulating IgGs against SARS-CoV-2 after ASCT due to the pro-
portional loss of memory subpopulations. Interestingly, IgGs did not disappear completely more than 3
months after ASCT in patients_002, _005, and _008, which may be related to the huge level of surviving
plasmablasts observed in the peripheral blood of these individuals. This sustained increased levels of
plasmablasts have been observed after ASCT [148] and also after infection with SARS-CoV-2 [130].
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Therefore, the impaired humoral response observed in our cohort may be related to the delayed
CD4+ T cell reconstitution, which has a central role in the efficiently acquired immune response [149].
Surprisingly, a significant increase in ADCC was observed in PBMCs from oncohematological indivi-
duals after ASCT. Due to the absence of detectable IgGs against SARS-CoV-2 in these patients, rituxi-
mab-coated Raji cells were used as the target. Despite the impaired humoral response, potent unspeci-
fic ADCC activity was observed in these patients. Moreover, PBMCs from these individuals also showed
high levels of activated, functional NK and NKT cells, as well as highly cytotoxic CD8+ T cells with TCR,
which were related to an increased specific DCC against SARS-CoV-2 infected cells. The recovery of
CD4 counts may take several years after ASCT in older patients [150] and our cohort had a median age
of 64 years. However, the immune reconstitution of NK cells occurs soon after ASCT and these cells
have been related to prolonged remission of neoplasms [149]. NK cells have a dual cytotoxic activity
because they can mediate ADCC through the binding of CD16 to the target cell, but also to induce
antibody-independent DCC that is not mediated by the major histocompatibility complex (MHC) [151].
Therefore, the cytotoxic activity of PBMCs from oncohematological patients was more likely related to
innate immunity mediated by NK and NKT cells than to CD4-mediated acquired immunity developed
before ASCT against SARS-CoV-2. On the other hand, six individuals from our cohort were treated with
lenalidomide (5/9) or its analogue thalidomide (1/9). Lenalidomide is an immunomodulatory drug that
induces an antiviral Th1 CD4-mediated response that stimulates NK cell activity through the release
of IFNy and IL-2 [152,153], increasing NK-mediated ADCC [154]. Therefore, we cannot rule out that the
treatment received after ASCT was contributing to this enhanced NK activity.

In conclusion, treatment of oncohematological disorders with ASCT and the subsequent pharma-
cological treatment greatly affected not only the levels of IgGs specific of SARS-CoV-2 after natural in-
fection but also their neutralizing capacity, which correlated with previous reports [155-158]. Therefore,
similar deficient humoral responses may be expected in oncohematological patients who receive CO-
VID-19 vaccines prior to ASCT. In contrast, a consistent cellular response to SARS-CoV-2 was observed
in these patients, including those without a humoral response. This response was related to an enhan-
ced restored NK activity or to the treatment received after ASCT, although we cannot rule out that some
memory cells may remain after the mobilization and collection of CD34+ cells for subsequent infusion
[159] or that memory cells located in the lymph nodes were not depleted like those in the bone marrow,
allowing the generation of a cellular response during the immune reconstitution. The main limitation of
this study was the number of patients recruited, but statistically significant results were obtained, no-
netheless. Moreover, our cohort is now very rare because all oncohematological patients have already
been vaccinated. To the best of our knowledge, this is the first report describing the enhanced cellular
immune response developed by individuals with blood disorders previously exposed to SARS-CoV-2
that underwent ASCT. Finally, the maintenance of the immune response developed in oncohematologi-
cal individuals before ASCT cannot be determined exclusively by analyzing the humoral response, but
the cytotoxic activity should also be evaluated during the immune reconstitution.
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5.2. “EARLY CELLULAR AND HUMORAL RESPONSES
DEVELOPED IN ONCOHEMATOLOGICAL
PATIENTS AFTER VACCINATION WITH ONE DOSE
AGAINST COVID-19"

Este capitulo se corresponde con los resultados, discusion y conclusién del articulo:

Rodriguez-Mora, S. & Corona, M.; Torres, M.; Casado-Fernandez, G.; Garcia-Perez, J.; Ramos-Martin,
F.; Vigon, L.; Manzanares, M.; Mateos, E.; Martin-Moro, F.; et al. Early Cellular and Humoral Responses
Developed in Oncohematological Patients after Vaccination with One Dose against COVID-19. J Clin Med
2022, 11, doi:10.3390/jcm11102803.
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5.2.0. PRESENTACION

En este articulo seleccionamos 52 de pacientes de los reclutados para el estudio, constituyendo
una muestra representativa de las cohortes de MM (n=15), LMC (n=10), LLC (n=15) y Alo-TPH (n=12)
y evaluamos la respuesta inmune humoral y celular de estos individuos previamente y 3 semanas
después de recibir la primera dosis de la vacuna frente a la COVID-19 (Figura 16). Los resultados son
comparados entre los distintos grupos y frente un control de donantes sanos que habian recibido la
primera dosis de Comirnaty. Los pacientes reciben Comirnaty, Spikevax o Vaxzevria segun lo indicado
a su grupo poblacional de riesgo, siguiendo las directrices del Ministerio de Sanidad.

Ni pacientes ni donantes habian sido infectados previamente por el virus y una serologia basal se
us6 para descartar infecciones asintomaticas.

Este estudio permite establecer si una pauta incompleta de la vacunacién frente a la COVID-19
proporciona algun tipo de proteccion frente a la infeccion, como parece que si es en individuos inmu-
nocompetentes. Esto era particularmente relevante en la época en la que el estudio se llevé a cabo,
en que la incidencia de COVID-19 era altisima y los pacientes presentaban mucho riesgo de contagio
mientras esperaban a la siguiente dosis (en los casos de Vaxzevria tenian que esperar hasta 3 meses)
y, actualmente, en pacientes inmunodeprimidos que no puedan recibir las siguientes dosis por motivos
externos (alergias, nuevos tratamientos, trasplante...).

Figura 16. Diseiio del estudio del capitulo 5.2.

5.2.1. RESULTS

5.2.1.1. Patients’ Cohorts
A total of 52 patients were included in this study and segregated in four groups depending on diag-

nosis: MM (n = 15), CML (n = 10), CLL (n = 15), and Allo-HSCT (n = 12). Baseline demographic and clinical
characteristics of these individuals are summarized in Table 4.
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Allo-HSCT, Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplant; ASCT, Autologous Stem Cell Transplant; BTK, Bruton Tyrosine Kinase;
cGvHd, Chronic Graft versus Host disease; CLL, Chronic Lymphatic Leukemia; CML, Chronic Myeloid Leukemia; IQR, interquartile
range; MM, Multiple Myeloma; N/A, Not Applicable; TKI, tyrosine kinase inhibitor.

CLL (n=15) CML (n=10) MM (n=15) Allo-HSCT (n=12)

DEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS

Age, median (IQR) 65.9 (64.5-76.4) 61.9 (52-76.7) 72 (59.8-76.9) 60.1 (46.6-66-1)
Sex: male, n (%) 9 (60) 7 (70) 9 (60) 7 (58.3)
Days since first dose
vaccination, median 21 (18-33) 27 (21-28) 23 (18-27) 24 (20-28)
(1QR)
Treatment: n (%) + BTK inhibitor: 4 * TKl discontinuation: * Maintenance * Immunosuppresive
(26.7) 4 (40) treatment after treatment: 6 (50)
+ Other treatments: -« Active treatment ASCT: 6 (40) + Non-
4 (26.7) with TKI: 6 (60) * Not-ASCT immunosuppressive
« Watch and wait: 7 candidates: 9 (60) treatment: 6 (50)
(46.7)

BONE MARROW TRANSPLANT PATIENTS

Type: n (%) N/A N/A ASCT: 6 (40) Allo-HSCT: 12 (100)
Months since

transplant, median N/A N/A 32 (23-60) 36 (21-44)
(1QR)

cGvHd, n (%) N/A N/A N/A 9 (75)

VACCINES AND ANALYTICS PARAMETERS

Vaccine, n (%)

* Vaxzevria
(AstraZeneca)

* Spikevax (Moderna) 4 (26.7) 3 (30) 0 0

» COMIRNATY 7 (46.7) 6 (60) 7 (46.7) 0
(Pfizer) 4(26.7) 1(10) 8 (53.3) 12 (100)

Pre-vaccine, median
(IQR) x109/L

- Neutrophils 3.2 (1.6-4.8) 3.5(3.1-4) 2.4(1.4-2.9) 2.9 (2.2-4.4)
* Lymphocytes 17.7 (1.1-79.8) 2.6 (1.9-2.9) 1.7 (1.2-2.4) 1.9(1.3-2.9)
- Monocytes 0.6 (0.3-0.8) 0.6 (0.4-0.8) 0.5 (0.4-0.7) 0.6 (0.4-0.8)
 Platelets 119 (91.2-153) 241 (188.5-331.5) 160 (144-199.5) 197 (121.5-271.5)

Post-vaccine,
median (IQR) x109/L

- Neutrophils 4(2-4.9) 4.6 (1.7-4.6) 2.3 (1.7-2.6) 3.2 (2,2-72)

- Lymphocytes 18.9 (5.3-112.6) 1.8 (0.1-3.5) 1.7 (1-2.2) 17 (0,2-7,4)

- Monocytes 0.9 (0.7-5.3) 0.5 (0.4-0.9) 0.5 (0.4-0.8) 0,6 (0,1-1)

. Platelets 166 (122.7-255) 199 (134-361) 166.5 (122.2-203.5) 262,5 (195 -477)

Table 4. Baseline demographic and clinical characteristics of the individuals with oncohematological diseases (OHD) recruited
for this study.
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In the cohort of CLL, 8 individuals (53.4%) were receiving active treatment: 4 of them with Bruton
Tyrosine Kinase (BTK) inhibitors, 3 with rituximab and venetoclax and 1 with rituximab and idelalisib;
whereas 7 individuals (46.6%) were on a Watch and Wait follow-up. A total of 11 individuals (73.3%)
were vaccinated with a mRNA-based vaccine and 4 individuals (26.7%) were vaccinated with Vaxze-
vria (Astra Zeneca). In the cohort of CML, 40% of the patients had discontinued treatment with TKIs
after achieving prolonged deep molecular response. Seven individuals (70%) were vaccinated with a
mRNA-based vaccine and three individuals (30%) received Vaxzevria.

In the cohort of MM, 6 (40%) individuals were on maintenance treatment after ASCT, with a median
time since transplant of 32 months (IQR 23-60). The rest of the MM patients were non-ASCT candi-
dates under a first-line treatment: three individuals with lenalidomide and dexamethasone (Ld), four
under daratumumab, bortezomib, melphalan and prednisone (DVMP), one with cyclophosphamide,
bortezomib and dexamethasone (CyBorD) and one individual with daratumumab, lenalidomide, car-
filzomib and dexamethasone (KDRd). All individuals were vaccinated with a mRNA-based vaccine.

In the cohort of Allo-HSCT patients, 6 individuals (50%) were receiving immunosuppressive treat-
ment for active graft versus host disease (GvHD). Median time since allogeneic transplant was 36
months (IQR 21-44). All individuals were vaccinated with a mRNA-based vaccine.

A total of 14 healthy donors were also recruited for this study, with a median age of 52 years (IQR
46.25-58.25). Fifty percent of the donors were male, and 6 (42.8%) individuals were vaccinated with
COMIRNATY (BioNTech-Pfizer), whereas 8 (57.1%) individuals received COVID-19 Vaccine Janssen
(Ad26.COV2-S, Janssen).

5.2.1.2. Early Serological Response after One Dose of SARS-CoV-2 Vaccine

A single-dose of COVID-19 vaccine elicited IgG seroconversion in 42.8% of healthy donors versus
13.33% in CLL, 90% in CML, 40% in MM, and 41.6% in Allo-HSCT (Figure 17A). Therefore, all cohorts
except CLL presented IgG SARS-CoV-2 titers over the threshold of detection three weeks after the
administration of one dose of the vaccine, with statistical significance in the difference between pre-
and post-vaccination samples in all OHD cohorts. Interestingly, whereas individuals with MM and
Allo-HSCT showed similar levels of IgGs than healthy donors, patients with CML achieved a very po-
tent humoral response, with early IgGs titers against COVID-19 that were increased 5.4- (p < 0.0001),
2.9- (p = 0.0026), and 2.8- (p = 0.0058) fold in comparison with individuals with CLL, MM and HSCT,
respectively, and also 3.3-fold higher than healthy donors (p = 0.0012).

The neutralizing capacity against SARS-CoV-2 of IgGs from the individuals with detectable anti-
bodies in plasma was also analyzed. All healthy donors (7/7, 100%) with detectable IgGs developed
neutralizing antibodies above the threshold of detection, whereas only 56% of the individuals with
OHD showed neutralizing 1gGs: 1/3 (33%) CLL, 5/9 (55%) CML, 4/7 (57%) MM, and 4/6 (67%) Allo-HSCT
(Figure 17B). This neutralizing activity was similar or lower than healthy donors, except for individuals
with CML and Allo-HSCT who presented mean levels of neutralizing antibodies that were increased
in comparison with healthy donors, although these results did not achieve statistical significance.
Only three individuals with CLL developed IgGs against SARS-CoV-2 after one dose of vaccine, and
only one developed highly neutralizing antibodies, whereas the other two individuals showed IgGs
with neutralizing activity below the threshold of detection.
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Figure 17. Serological response against SARS-CoV-2 in plasma from individuals with OHD. (A) IgGs titers in plasma from indivi-
duals with CLL, CML, MM, or Allo-HSCT after receiving one-dose of SARS-CoV-2 vaccine, in comparison with healthy donors. (B)
Neutralizing activity against SARS-CoV-2 of IgGs from individuals with OHD and healthy donors after one-dose vaccination. Each
dotin the graph corresponds to mean = standard error of the mean (SEM). Statistical significance between groups was calculated
using one-way ANOVA test and statistical significance within groups was calculated using Mann—Whitney test.

5.2.1.3. Early Changes in B Cell Subpopulations after One Dose of SARS-CoV-2
Vaccine

Total levels of B cells did not significantly change within groups after receiving the first dose of
the vaccine (Figure 18A). The CLL cohort presented the highest levels of B cells (CD19+), which were
increased 5.1- (p < 0.0001), 4.2- (p < 0.0001), and 3.7-fold (p < 0.0001), respectively, in comparison with
individuals with CML, MM, and Allo-HSCT.

The most significant differences between groups of individuals with OHD were observed in the
subpopulation of naive B cells (CD10-CD27-CD21high) (Figure 18B). Individuals with CLL and MM
showed naive B cell levels significantly reduced 1.8- (p < 0.0001) and 1.3-fold (p = 0.0162), in compa-
rison with healthy donors. Moreover, resting memory B cells (CD10-CD27+CD21high) were reduced
1.9- (p = 0.0440) and 7.6-fold (p = 0.0214) in individuals with CLL and Allo-HSCT, in comparison with

healthy donors.
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Figure 18. Total levels and subpopulations of B cells in PBMCs of individuals with OHD before and after receiving one-dose vacci-
ne against SARS-CoV-2. (A) Total B cell levels in PBMCs of individuals with CLL, CML, MM, or Allo-HSCT before and after receiving
the first dose of SARS-CoV-2 vaccine, in comparison with healthy donors. Each dot in the graphs corresponds to mean + SEM. (B)
Analysis of B cells subpopulations after receiving one dose of SARS-CoV-2 vaccine in these cohorts. Mean data are represented
in bar graphs. Statistical significance between groups was calculated using one-way ANOVA test.
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5.2.1.4. Impaired Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity in PBMCs from
Individuals with OHD

ADCC increased in healthy donors after vaccination, but it overall decreased in patients with OHD,
especially in those with Allo-HSCT, which was reduced 2.2-fold (p = 0.0252) in comparison with heal-
thy donors (Figure 19).

%/&HH

I Ll I I Ll I I Ll I I
Pre Post- Pre Post- Pre Post- Pre Post- Pre Post-
vaccine i i i i
L ] L ]l J L J L J

Healthy CLL CML MM Allo-HSCT
donors

Figure 19. ADCC response against SARS-CoV-2 vaccine of PBMCs from individuals with OHD. Quantification by flow cytometry of
the expression of phosphatidylserine by Annexin V in rituximab-coated Raji cells co-cultured with peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) from individuals with chronic lymphocytic leukemia (CLL), chronic myeloid leukemia (CML), multiple myeloma
(MM), or allogeneic stem cell transplant (Allo-HSCT), before and after receiving one dose of SARS-CoV-2 vaccine, in comparison
with healthy donors. Each dot in the graphs corresponds to mean + SEM. Statistical significance between groups was calculated
using one-way ANOVA test.

5.2.1.5. Viral Neutralization and Direct Cellular Cytotoxicity against Cells
Infected with Pseudotyped SARS-CoV-2

The PBMCs of individuals with CLL showed the highest DCC activity against SARS-CoV-2-infected
cells, which was present even before vaccination (Figure 20A). This activity was significantly increa-
sed in comparison with PBMCs of individuals with Allo-HSCT before (2.3-fold; p = 0.0166) and after
(2.6-fold; p = 0.0020) one-dose vaccination.

These results correlated with the measurement of caspase-3 activity in the monolayer of Vero E6
cells, although they did not achieve statistical significance in the comparison between groups (Figure
20B).
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Figure 20. DCC and viral neutralization activity against SARS-CoV-2 infected cells of PBMCs of individuals with OHD before and
after receiving one-dose vaccine. (A) The capacity of PBMCs from individuals with OHD to eliminate SARS-CoV-2-infected Vero E6
cells was determined by quantifying the production of Renilla (RLUs) after co-culture for 1 h. (B) DCC was assessed by measuring
the activity of caspasa-3 in SARS-CoV-2-infected Vero E6 cells co-cultured with PBMCs from individuals with OHD, in comparison

with healthy donors. Each dot in the graphs corresponds to mean + SEM. Statistical significance between groups was calculated
using one-way ANOVA test.
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5.2.1.6. Characterization of Cellular Cytotoxic Populations

PBMCs populations that were responsible for DCC response were analyzed and we observed that
individuals with CLL showed lymphopenia, with levels of CD3+ T cells reduced 3.4-fold (p < 0.0001)
before vaccination, in comparison with healthy donors. This CD3+ lymphopenia was maintained af-
ter vaccination (p < 0.0001) (Figure 21A). Individuals with Allo-HSCT also showed levels of CD3+ that
were reduced 1.7-fold (p = 0.02571), whereas individuals with CML and MM showed similar levels to
healthy donors. Despite CD3+ lymphopenia, individuals with CLL and Allo-HSCT showed levels of
CD8+ T cells that were increased about 2.0-fold in both cases, before (p = 0.0038 and p = 0.0023,
respectively) and after (p = 0.0018 and p = 0.0238, respectively) vaccination (Figure 21B, left graph).
Activation of CD8+ T lymphocytes was evaluated through the expression of the degranulation marker
CD107a, which was significantly reduced 1.5- (p = 0.0271) and 1.8-fold (p = 0.0014) in individuals with
CLL and MM, respectively, in comparison with healthy donors, and did not change after vaccination
(Figure 21B, right graph,).

There was a great variability between the levels of NK cells (CD3-CD56+) between the cohorts and
pre- and post-vaccination samples, being the individuals with CLL those with more reduced levels
before vaccination (Figure 21C, left graph). However, they showed similar levels of CD107a expression
as healthy donors before vaccination, although they decreased after vaccination (Figure 21C, right
graph). After vaccination, the expression of CD107a in NK cells in individuals with MM and Allo-HSCT
was reduced 4.3- (p = 0.0028) and 3.6-fold (0.0137), in comparison with healthy donors. The levels
of NKT cells did not significantly change between the cohorts of individuals with OHD and healthy
donors (data not shown).

Individuals from all cohorts had similar levels of CD3+CD8+TCRyd+ cells (Figure 22A, left graph),
but the expression of CD107a was mostly reduced in these cells of individuals with MM (3.0-fold; p
= 0.0158) before vaccination, in comparison with healthy donors (Figure 22A, right graph), although it
was significantly increased after one-dose vaccination (2.1-fold; p = 0.0374). Moreover, individuals
with MM showed significantly increased levels of CD3+CD8-TCRyd+cells before vaccination (4.4-fold;
p = 0.0196) (Figure 22B, left graph), in comparison with healthy donors, and these cells also showed
high expression of CD107a in some individuals (Figure 22B, right graph), although these levels returned
to similar levels as healthy donors after vaccination. Individuals with CML showed a steep reduction
in the expression of CD107a CD3+CD8+TCRyd+ cells after vaccination (2.2-fold; p = 0.0368) (Figure
22A, right graph) and nearly undetectable levels in CD3+CD8-TCRyd+ cells (Figure 22B, right graph).
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Figure 21. Characterization of the cellular cytotoxic populations in PBMCs from individuals with OHD before and after receiving
one-dose vaccination. (A) Total CD3+ T cells in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from individuals with oncohemato-
logical diseases (OHD) was evaluated by flow cytometry, in comparison with healthy donors. (B) CD8+ cell count (left graph) and
expression of CD107a in these cells (right graph) was determined in PBMCs from individuals with OHD, in comparison with healthy
donors. (C) NK cell count (left graph) and expression of CD107a in these cells (right graph) was determined in PBMCs from indivi-
duals with OHD, in comparison with healthy donors. Each dot in the graphs corresponds to mean + SEM. Statistical significance
between groups was calculated using one-way ANOVA test.
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Figure 22. Characterization of CD3+CD8 TCRy&+ cells in PBMCs from individuals with OHD before and after receiving one-dose
vaccination. (A) CD3+CD8+TCRyd+ cell count (left graph) and expression of CD107a in these cells (right graph) was determined in
PBMCs from individuals with OHD, in comparison with healthy donors. (B) CD3+CD8-TCRyd+ cell count (left graph) and expression
of CD107a in these cells (right graph) was determined in PBMCs from individuals with OHD, in comparison with healthy donors.
Each dotin the graphs corresponds to mean + SEM. Statistical significance between groups was calculated using one-way ANOVA
test and statistical significance within groups was calculated using Mann—Whitney test.

5.2.2. DISCUSSION

Individuals with OHD are known to present impaired immune responses to several infectious agents
and their vaccines, such as influenza, varicella Zoster and hepatitis B [104-108,110,112,113,119,160]. Ac-
cordingly, diverse types of OHD, as well as the type of treatment that these patients receive, may in-
fluence the immune response against these vaccines, including SARS-CoV-2 vaccines. Therefore, the
efficacy of SARS-CoV-2 vaccines in these individuals has been a major concern since the beginning
of the massive vaccination. Many studies that evaluate the quality of the immune response against
COVID-19 vaccines in individuals with OHD have been published lately. However, these studies mostly
describe the humoral response, with low characterization of the cellular immune responses, which are
usually limited to the evaluation of T-cell reactivity through cytokines quantification after antigen sti-
mulation [161-163], whereas the information regarding functional cellular cytotoxicity is limited to small
series of patients for a single disease [164]. This T-cell reactivity achieved 86% rate in individuals with
myeloproliferative neoplasms (MPN) after a single dose [163] and 87.3% and 83% in MM and CLL, res-
pectively [162] after two doses, whereas the response was widely estimated to be 19-73% in patients
with Allo-HSCT [162,165]. These results indicate that the cellular immune response in individuals with
OHD might be underestimated due to the poor seroconversion obtained after vaccination. Therefore,
in this study, we analyzed not only the early humoral response developed by four groups of individuals
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with OHD after receiving one dose of an authorized COVID-19 vaccine, but also the potency and quality
of the cellular cytotoxic immune response in comparison with healthy donors.

Seroconversion rates in our cohorts were variable depending on each OHD, being under the limit
of detection in individuals with CLL but excellent in individuals with CML, who showed significantly
higher IgG titers than healthy donors. Other studies corroborate this low seroconversion rates for CLL
patients, estimated at 18% following a single dose [166] and that is most likely influenced by the severe
B cell impairment in CLL patients treated with B cell depleting or targeted therapies such as anti-CD20
or BTK inhibitors [108,167]. Therefore, although individuals with CLL showed the highest levels of B
cells due to the disease, significant alteration of B cell subpopulations was found, such as the reduc-
tion of naive and resting memory B cells, which would entail an altered B cell activity and the reduced
levels of seroconversion. Conversely, the excellent early humoral response (930% of seroconversion
rate) developed by individuals with CML after one-dose vaccination against SARS-CoV-2, despite the B
cell lymphopenia, was in accordance with previous studies that described good seroconversion rates
among patients with chronic MPN and CML [168], being 54—71% after one single dose of vaccine [166].
This difference in the humoral responses between CLL and CML may also be related to the potent im-
munomodulatory effect induced in the latter during treatment with TKIs [113], which may be conserved
even after several years of discontinuing treatment [169] and would explain the low hospitalization rate
described for individuals with CML on TFR due to COVID-19 [66,67]. Moreover, IgGs from individuals
with CML also showed overall high neutralization rate, whereas only one individual from our cohort of
CLL who was on “watch and wait” developed IgGs against SARS-CoV-2 with a very high neutralizing
capacity. In fact, the neutralizing capacity of IgGs is usually reduced in B-cell malignancies, such as
MM or Waldestrom disease, where clinically relevant antibodies titers are achieved only in 2—8% of the
patients after one single-dose vaccine against SARS-CoV-2 [137,170,171].

The role of 1gGs to protect against SARS-CoV-2 infection does not rely only on their neutralizing
capacity to protect cells from infection but also in their ability to activate the complement system
and ADCC response exerted by NK and CD8+ T cells in order to eliminate the infected cells. In our
cohorts, early ADCC activity elicited after a single dose of COVID-19 vaccine was generally decreased
in PBMCs from all individuals with OHD, in correlation with the low seroconversion, except for the
cohort of individuals with CML who showed similar ADCC response than healthy donors. We also
evaluated the DCC activity against SARS-CoV-2 infected cells and observed that all individuals, ex-
cept those with CML, showed higher DCC response than healthy donors, which effectively eliminated
the infected cells. This DCC response was mostly efficient in individuals with CLL, which indicated
that the impaired humoral response was counteracted by an effective cellular response in these
patients, despite the reduced levels of overall CD3+ cells. We did not observe significant changes in
the levels of CD8+ T cells before and after vaccination in any cohort, but total levels were significant-
ly increased in all individuals in comparison with healthy donors, except for individuals with CML.
However, CD8+ T cells showed lower expression of the degranulation marker CD107a in all cohorts,
which may indicate that the high number of cells could compensate the reduced cytotoxic activity,
thereby explaining the higher DCC observed in the PBMCs from individuals with CLL. The low levels
of CD8+107a+ T cells may imply a reduced memory response that would need subsequent boosters
of COVID-19 vaccine in order to generate a sustained protective immune response. On the other hand,
the levels of highly cytotoxic CD3+CD8+TCRyd+ cells were also increased in all cohorts, in compari-
son with healthy donors. In fact, this subpopulation is known to be increased in oncohematological
patients [172-174]. The level of more immature CD3+CD8-TCRyd+ cells was increased after vaccina-
tion in individuals from CLL and CML cohorts, whereas in individuals with MM the subpopulation
of CD3+CD8+TCRyd+ cells was not only increased in comparison with healthy donors, but it also
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showed a significant enhancement in the expression of degranulation markers after one dose of vac-
cine. On the other hand, NK cells were greatly reduced in individuals with CLL and showed a general
decrease in the degranulation capacity, mostly in the cohort of individuals with Allo-HSCT, whereas
no changes were observed in NKT cells, in comparison with healthy donors. Consequently, the early
cellular immune response developed by individuals with OHD after one dose of vaccine seemed to
rely mostly on CD8+ T cells. Although these CD3+ cells showed overall reduced count, their antiviral
activity was reinforced by increased levels of functional TCRyd+ cells.

Therefore, as described in other studies [161,162,168], we demonstrated that seroconversion does
not always correlate with cellular immune response after vaccination. Individuals with different OHD
showed variable early immune responses after receiving one dose of vaccine against SARS-CoV-2.
Unlike healthy donors, who showed an efficient early humoral response but more retarded cellular
response, the humoral response was overall impaired in all OHD, except for CML, although it was
counteracted by a potent early cellular response, especially in individuals with CLL. This enhanced
cellular immune response relied mostly on reduced levels of functional CD8+ T cells but also in
unconventional CD8+TCRyd+ T cells with quite modest cytotoxic activity that may be nonetheless
compensated by significantly increased numbers in comparison with healthy donors, most likely as
a consequence of the disease. Moreover, an increased DCC antiviral activity was detected before
vaccination that was surely contributing to the efficient early cellular response after one-dose vacci-
nation and that may be a result of the high basal levels of cytotoxic populations, likely elicited by the
presence of cancerous cells or by the anticancer treatment.

The clinical translation of these results in terms of breakthrough COVID-19 infections in patients with
different OHD in response to vaccination remains to be described as these individuals were excluded
from the clinical trials [78,81,175]. However, immunocompromised patients show higher risk to deve-
lop severe COVID-19 than healthy donors and some therapies, such as anti-CD20 antibodies, could be
related to worse outcomes [176]. However, the efficacy of the immune response may also be achieved
through the development of cellular immune responses that need to be characterized to fully evaluate
the efficiency of COVID-19 vaccination. Accordingly, although vaccine efficacy is very variable and de-
pendent on the OHD, vaccination seems to be useful also in these patients to prevent severe infection,
at least partially [177]. It also has been shown that vaccines protection may be decreased by different
lineages of the virus. Neutralizing antibody responses are negatively impacted by emerging variants as
is the case for the Omnicron or Delta variants [178]. However, booster doses with mRNA vaccines have
shown to be effective at inducing high neutralizing titers in immunocompetent patients [179] and seem
to be able to avoid severe illness even though breakthrough infections may be common. Moreover,
mortality in OHD individuals appears to be decreasing through the consecutive waves [180], which may
be related to increasing numbers of patients with partial or complete vaccination schedules.

5.2.3. CONCLUSIONS

Early immune responses after one dose of COVID-19 vaccine may have clinical relevance and
confer at least partial protection against SARS-CoV-2 infection or severe COVID-19 in individuals with
OHD, likely based on a cellular immunity developed in response to the presence of cancerous cells or
to the treatment for the disease in the case of individuals with CLL, MM, or Allo-HSCT, but also based
on a potent humoral response in the case of patients with CML. The analysis of the immune respon-
ses elicited after subsequent vaccine boosters will help establish the real efficacy of COVID-19 vac-
cines in individuals with OHD, especially concerning the cellular cytotoxic response.
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5.3. “PERSISTENT IMMUNITY AGAINST
SARS-COV-2 IN INDIVIDUALS WITH
ONCOHEMATOLOGICAL DISEASES WHO
UNDERWENT AUTOLOGOUS OR ALLOGENEIC
STEM CELL TRANSPLANTATION AFTER
VACCINATION"

Este capitulo se corresponde con los resultados, discusion y conclusién del articulo:

Rodriguez-Mora, S. & Pérez-Lamas, L.; Sainero, M.S.; Torres, M.; Sdnchez-Menéndez, C.; Corona, M.;
Mateos, E.; Casado-Fernandez, G.; Alcami, J.; et al. Persistent Immunity against SARS-CoV-2 in Indivi-
duals with Oncohematological Diseases Who Underwent Autologous or Allogeneic Stem Cell Transplanta-
tion after Vaccination. Cancers 2023, 15, 2344, doi:10.3390/cancers15082344
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5.3.0. PRESENTACION

En este articulo presentamos a 29 pacientes que habian recibido alguna dosis de la vacuna frente
a la COVID-19 y que, posteriormente, se someten 11 de ellos a un Alo-TPH y 18 a un TASPE. Los pa-
cientes son evaluados antes de iniciar el acondicionamiento para el trasplante y 2.5 meses después
de la infusién, antes de reiniciar la pauta de re-vacunacién, que estd recomendada entre los 3-6 me-
ses después del trasplante (Figura 23). Se analiza la respuesta humoral y celular comparandolos con
un grupo de 18 donantes sanos que habian sido vacunados con 2 dosis una vacuna mRNA.

La relevancia de este estudio radica en que la recomendacién de revacunacién en pacientes ya vacu-
nados que se someten a trasplante se ha establecido siguiendo las recomendaciones dirigidas a otras
vacunas, pero sin evidencia en concreto para el SARS-CoV-2. Ademas, dado que hay que esperar entre
3-6 meses antes de reiniciar la vacunacion, es importante, especialmente en periodos de alta inciden-
cia, conocer si se mantiene cierta proteccion en los pacientes hasta que sea posible volver a vacunar.

Figura 23. Diseno del estudio del capitulo 5.3.

5.3.1. RESULTS

5.3.1.1. Patients’ Cohorts

The main sociodemographic and clinical data of the participants are summarized in Table 5 and
detailed in Table S1. Most of these individuals (69%) were male, and the median age was 59 years
old (IQR 50-64). Most participants (93%) received a complete two-dose vaccination schedule with
one authorized vaccine against COVID-19, while two participants received a booster dose (7%). Most
participants (65%) received Spikevax, 17% received Comirnaty, and 17% received Vaxzevria. The
mean time from vaccination to transplantation was 119 days (IQR 80-152). Six participants (21%)
had SARS-CoV-2 infection confirmed by RT-gPCR prior to vaccination. The first blood sample was
collected 6 days (IQR 1-7) before transplantation (pre-transplant sample), which was 106 days (IQR
69-147) after receiving the full vaccination schedule. A second blood sample was collected 76 days
(IQR 66-83) after transplantation (post-transplant sample), when a median of 192 days (IQR 153-
238) had passed since the complete vaccination schedule. All participants were followed closely
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during and after transplantation, and clinical information was collected regarding the development
of Graft-versus-host disease (GvHD), the need for additional immunosuppressive treatment, the de-
velopment of SARS-CoV-2 breakthrough infections after transplantation and their severity, and vac-
cination against COVID-19 after HSCT.

Eighteen participants were subjected to Auto-HSCT, and 11 participants were subjected to Allo-
HSCT. The median age of individuals with Auto- and Allo-HSCT was 57 years old (IQR 46-65) and 60
years old (IQR 52-63), respectively. Acute lymphocytic leukemia (ALL) (54%) and myelodysplastic
syndromes (MDS) (27%) were the most common indications for Allo-HSCT, while the most frequent
pathologies for Auto-HSCT were multiple myeloma (MM) (55%), Non-Hodgkin lymphoma (NHL)
(39%), and Hodgkin lymphoma (HL) (6%). All donors for Allo-HSCT had previously received a com-
plete vaccination schedule against COVID-19, mostly with Comirnaty (64%). Vaccination of donors
occurred within a median of 46 days (IQR 10-216) before transplantation.

Eighteen participants (62%) received chemotherapy prior to transplantation, and 13 (45%) re-
ceived other therapies such as immunotherapy, targeted therapies, or proteosome inhibitors. Se-
ven individuals (24%) received rituximab within 6 months prior to transplantation, while nine indi-
viduals (31%) received a reduced-intensity regimen. Among the participants with Allo-HSCT, 27%
were HLA-identical transplants, while the rest were from alternative donors (64% haploidentical, 9%
non-related donor). At the time of post-transplant sample collection, all individuals with Allo-HSCT
were on systemic immunosuppressive therapy (100% cyclosporine/tacrolimus, 36% mycophenola-
te, and 27% corticosteroids). Two individuals (18%) developed active GvHD, and CMV was reactiva-
ted in 54% of individuals.




Vaccine type, n (%)
Vaxzevria (AstraZeneca)
Comirnaty (Pfizer)
Spikevax (Moderna)

SARS-CoV-2 infection prior to transplant, n (%)

Mean time from vaccination of recipient to transplantation,
median days (IQR)

Vaccinated donor, n (%)

Vaccine type of donors, n (%)
Comirnaty (Pfizer)

Spikevax (Moderna)
Vaxzevria (AstraZeneca)
Jcovden (Janssen)

Unknown

Mean time from vaccination of the donor to transplantation,
median days (IQR)

Immunoglobulin deficiency, n (%)
IgG
IgM
IgA

Post-transplant parameters at the time of second sample collection

Immunosuppressive medications after HSCT, n (%)
CsA / Tacrolimus
MMF
Corticoesteroids

GVHD, n (%)
CMV replication, n (%)
Disease relapse, n (%)

Admitted to ICU, n (%)

SARS-CoV-2 breakthrough infection after HSCT confirmed by

PCR, n (%)
Severity of COVID-19, n (%)
Mild
Hospitalized

Allo-HSCT (n=11)

109
2 (18)
8 (73)

4 (36)
95 (21-298)

11 (100)

7 (64)
109
109
109
109

46 (10-216)

2 (18)
2 (18)
2 (18)

11 (100)
4 (36)
3(27)

2 (18)
6 (54)
109
109
4 (36)

3(75)
1(25)
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Auto-HSCT (n=18)

4(22)
3(17)
11 (61)

2 (11)
105 (38-205)

NA

NA

7 (39)
13 (72)
9 (50)

NA

NA
0
0
0

7 (39)

7 (100)
0

ALL, Acute lymphocytic leukemia; Allo-HSCT, Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation; Auto-HSCT, Autologous hemato-
poietic stem cell transplantation; CMV, Cytomegalovirus; CsA, Cyclosporine; GVHD, Graft-versus-host-disease; Cy, cyclophosphami-
de; HL, Hodgkin lymphoma; ICU, Intensive care unit; MDS, Myelodysplastic syndrome; MM, Multiple myeloma; MMF, Mycophenolate

mofetil; Mtx, Methotrexate; NA, Not applicable; NHL, Non-Hodgkin lymphoma.

Table 5. Sociodemographic and clinical data of the individuals with allogeneis or autologous transplantation who participated in

this study.
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Eighteen healthy donors were recruited as the control population. Most of them (72%) were male,
and the median age was 50 years old (IQR 42-62). The main sociodemographic and clinical data of
healthy donors are summarized in Table 6 and detailed in Table S2. The most common comorbidi-
ties were dyslipidemia, obesity, diabetes, asthma, and high blood pressure, but none were receiving
immunosuppressive treatment at the time of sampling. In terms of vaccination, they received a full
vaccination schedule with Comirnaty (89%) and Spikevax (11%). The median time from the complete
vaccination schedule to the first sample collection was 28 days (IQR 23-30); median time from the
first to the second sample was 63 days (IQR 60-63) when a median of 91 days (IQR 86-93) had pas-
sed since complete vaccination schedule.

Healthy Donors (n=18)

Median age at data collection, median years (IQR) 50 (42-62)
Gender, n (%)
Male 13 (72)
Female 5 (28)
Underlying oncohematological disease, n (%) 0
Vaccine type, n (%)
Comirnaty (Pfizer) 16 (89)
Spikevax (Moderna) 2(11)
SARS-CoV-2 infection prior to vaccination, n (%) 0
Time from complete vaccination schedule to 1t sample, median days (IQR) 28 (23-30)
Time from complete vaccination schedule to 2" sample, median days (IQR) 91 (86-93)
SARS-CoV-2 breakthrough infection after HSCT confirmed by PCR, n (%) 8 (44)
Severity of COVID-19, n (%)
Mild 8(100)
Hospitalized 0

Table 6. Sociodemographic and clinical data of the healthy donors who participated in this study as controls.

5.3.1.2. SARS-CoV-2 Breakthrough Infection

All participants followed an average of 8 months after HSCT to evaluate the development of SARS-
CoV-2 breakthrough infections. They started revaccination against SARS-CoV-2 three months after
HSCT, according to current recommendations, without relevant complications related to the vaccine.
Revaccination occurred after the second sample was taken for this study. Eleven participants (11/29;
38%) had a COVID-19 infection, confirmed by qPCR, during the follow-up period. 10/11 (91%) partici-
pants presented a mild form of COVID-19 without requiring hospitalization or oxygen therapy. One
patient (1/11; 9%) required hospitalization due to the development of immune neutropenia related to
the infection, and low-dose oxygen therapy was eventually required. Of these participants who were
infected after transplant, 5/11 (45%) had already received two doses of vaccine against COVID-19
post-HSCT, 4/11 (36%) had received one dose, and 1/11 (9%) had not yet been revaccinated. The par-
ticipant (1/11) who had not been vaccinated after HSCT did not develop a severe form of the infection
nor require hospitalization.

Eight healthy donors (8/18; 44%) had SARS-CoV-2 breakthrough infection confirmed by qPCR 12
months (IQR 8-13) after the second vaccine dose. All of them had mild COVID-19, received symptoma-
tic treatment, and did not require hospitalization.
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5.3.1.3. Levels of IgGs against SARS-CoV-2 before and after HSCT

All individuals subjected to HSCT showed levels of IgGs against SARS-CoV-2 above the thres-
hold of detection before transplant (Figure 24A). These levels were significantly reduced in compa-
rison with healthy donors (-3.7-fold, p <0.0001 in Allo-HSCT, -2.5-fold; p =0.0001 in Auto-HSCT).
After transplantation, both groups showed similar levels of IgGs to prior transplantation, 2.5 months
before, while these levels were reduced 1.2-fold (p <0.0001) in the plasma of healthy donors after 3
months. In comparison with healthy donors, the levels of IgGs were reduced 2.0- (p =0.0121) and 2.1-
fold (p =0.0077) in the plasma of participants with Allo- and Auto-HSCT, respectively.

No significant differences were observed between groups in the neutralizing capacity of IgGs
against SARS-CoV-2 (Figure 24B).
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Figure 24. Serological response against SARS-CoV-2 in plasma from individuals with OHD subjected to Allo- and Auto-HSCT.
(A) Plasma IgGs titers in individuals with Allo- or Auto-HSCT were compared between them and with healthy donors. (B) IgG neu-
tralizing activity against SARS-CoV-2. Each dot corresponds to the mean * standard error of the mean (SEM). A one-way ANOVA
test was applied to calculate the statistical significance between groups, and test-test was applied to calculate the statistical

significance within groups.
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5.3.1.4. Changes in B Cell Subpopulations after HSCT

Before HSCT, total B cell count (CD19+) was reduced 4.6- (p =0.0009) and 3.0-fold (p =0.0015) in
PBMCs from individuals who underwent Allo- and Auto-HSCT, respectively, in comparison with heal-
thy donors (Figure 25A). After HSCT, individuals with Allo- and Auto-HSCT showed similar levels of
total B cells that were still significantly reduced in comparison with healthy donors (p <0.0001 and p
=0.0008, respectively).

The levels of immature B cells after HSCT were significantly increased in comparison with healthy
donors in both Allo- and Auto-HSCT (3.4-fold, p =0.011; 3.5-fold, p =0.002, respectively) (Figure 25B).
Conversely, the levels of naive B cells were reduced in both groups, in comparison with healthy do-
nors (-5.1-fold; p <0.0001 and -4.1-fold; p <0.0001, respectively). Reduced levels of tissue-like memory
(-3.0-fold; p =0.037 for Allo-HSCT and -2.5-fold; p =0.034 for Auto-HSCT), resting memory B cells (p
=0.002 for Allo-HSCT and p =0.003 for Auto-HSCT) and activated memory (p = 0.019 for Allo-HSCT
and p = 0.035 for Auto-HSCT) also showed statistical significance in comparison with healthy donors.

Figure 25. Total levels and subpopulations of B cells in PBMCs of individuals with OHD before and after receiving HSCT. (A) Total B
cell levels were determined in PBMCs isolated from individuals with OHD with Allo- or Auto-HSCT before and after receiving trans-
plantation and compared with healthy donors. Each dot in the graphs corresponds to mean + SEM. (B) Analysis of B cells subpopu-
lations after HSCT in both cohorts and controls. Mean data are represented in bar graphs. A one-way ANOVA test was applied to cal-
culate the statistical significance between groups, and test-test was applied to calculate the statistical significance within groups.
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5.3.1.5. Cytotoxic Cellular Immune Responses against SARS-CoV-2 before and
after HSCT

The antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) was reduced in both groups of participants
before Allo- and Auto-HSCT, in comparison with healthy donors (-1.8-fold; p =0.0014 and -1.7-fold; p
=0.0003, respectively) (Figure 26A). These differences were maintained after HSCT in both groups (-1.5-
fold; p =0.0126 and -1.6-fold; p =0.0022, respectively). There were no differences between ADCC res-
ponse before and after HSCT in either group.

Direct cytotoxic activity (DCC) was increased in PBMCs of individuals with Auto-HSCT, before and
after transplant, in comparison with healthy donors and individuals with Allo-HSCT, who showed the
lowest DCC (Figure 26B). Although these results did not achieve statistical significance, likely due to
high data dispersion, decreased DCC in PBMCs from individuals with Allo-HSCT correlated with redu-
ced capacity to eliminate SARS-CoV-2-infected cells before and after transplant, in comparison with
healthy donors (-3.6-fold; p =0.0170) (Figure 26C). PBMCs from individuals with Auto-HSCT showed si-
milar efficiency in eliminating SARS-CoV-2-infected cells than PBMCs from healthy donors before and
after transplant. As occurred with ADCC, there were no differences between DCC response before and
after HSCT in either group of participants.
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Figure 26. ADCC and DCC responses against SARS-CoV-2 of PBMCs from individuals with OHD subjected to HSCT. (A) The expres-
sion of phosphatidylserine was determined on the surface of rituximab-coated Raji cells by previous staining with Annexin V-PE of
PBMCs from individuals with Allo- or Auto-HSCT before and after receiving transplantation and also compared with healthy donors.
(B) DCC was determined in SARS-CoV-2-infected Vero E6 cells after co-culture with PBMCs isolated from the participants by deter-
mining caspase-3 activity in the monolayer. (C) PBMCs' antiviral activity against SARS-CoV-2-infected Vero E6 cells was evaluated
by determining the synthesis of Renilla (RLUs) after co-culture for 1 h. Each dot corresponds to the mean + standard error of the
mean (SEM). A one-way ANOVA test was applied to calculate the statistical significance be-tween groups, and test-test was applied
to calculate the statistical significance within groups.
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5.3.1.6. Characterization of Cytotoxic Cell Populations in PBMCs of
Transplanted Individuals

Total levels of CD3+ T lymphocytes were similar to healthy donors in individuals previous to Au-
to-HSCT, but they were significantly reduced in individuals with Allo-HSCT (-1.6-fold; p =0.0219) (Fi-
gure 27A). After the transplant, no significant differences were observed within groups.

Total levels of CD8+ T cells were only significantly increased in individuals with Auto-HSCT 2.5
months after transplant (1.3-fold; p =0.0042) (Figure 27B). The expression of the degranulation marker
CD107a decreased 1.4-fold (p =0.0247) in CD8+ T cells isolated from healthy donors three months
after the first sample (Figure 27C). The expression of this marker was also reduced 1.7-fold (p =0.0038)
in CD8+ T cells from individuals with Auto-HSCT before transplant, in comparison with healthy do-
nors, but no significant changes were observed after transplantation in either group.
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Figure 27. Characterization of total lymphocytes and CD8+ T cells in PBMCs from individuals with OHD before and after receiving
Allo- or Auto-HSCT. (A) Total CD3+ T cells in PBMCs from individuals with Allo- or Auto-HSCT were evaluated by flow cytometry
before and after HSCT. CD8+ cell count (B) and expression of CD107a in these cells (C) were determined in PBMCs from individuals
with OHD, before and after HSCT, in comparison with healthy donors. Each dot in the graphs corresponds to mean + SEM. Statistical
significance between groups was calculated using a one-way ANOVA test, and statistical significance within groups was calculated
using a test-test.
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Individuals with Allo- and Auto-HSCT showed increased levels of CD8+ T cells with TCRyd+ before
and after transplant (3.2-fold; p =0.0106 and 2.4-fold; p =0.0496, respectively), in comparison with
healthy donors (Figure 28A), while individuals with Auto-HSCT showed increased levels of CD3+CD8-
TCRyd+ cells before and after transplant (3.4-fold; p =0.0035 and 5.9-fold; p =0.0014, respectively), in
comparison with healthy donors (Figure 28B).
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Figure 28. Characterization of TCRy3+ cells in PBMCs from individuals with OHD before and after receiving Allo- or Auto-HSCT. Levels
of CD3+CD8+TCRyd+ (A) and CD3+CD8-TCRyd+ (B) cells in PBMCs from individuals with Allo- or Auto-HSCT were evaluated by flow
cytometry in comparison with healthy donors. Each dot in the graphs corresponds to mean + SEM. Statistical significance between
groups was calculated using a one-way ANOVA test, and statistical significance within groups was calculated using a test-test.

Individuals with Auto-HSCT showed decreased levels of NK cells (CD3-CD56+) before transplant
(-1,5-fold; p =0.0267), in comparison with healthy donors (Figure 29A). The levels of NKT-like cells
(CD3+CD56+) were significantly increased 1.3-fold (p =0.0460) in individuals with Auto-HSCT after
transplant (Figure 29B). No changes between groups were observed in the expression of CD107a in
TCRyd+, NK, or NKT-like cells (Figure S1).
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Figure 29. Characterization of NK and NKT-like cells in PBMCs from individuals with OHD before and after receiving Allo- or Au-
to-HSCT. Levels of NK (CD3-CD56+) (A) and NKT-like (CD3+CD56+) (B) cells in PBMCs from individuals with Allo- or Auto-HSCT were
evaluated by flow cytometry in comparison with healthy donors. Each dot in the graphs corresponds to mean + SEM. Statistical
significance between groups was calculated using a one-way ANOVA test, and statistical significance within groups was calculated
using a test-test.
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5.3.2. DISCUSSION

The fast development and implementation of COVID-19 vaccines are two of the most important
achievements of the current medical research, and it will undoubtedly change the future of vaccine
science [181]. Sixteen months after the authorization of the first vaccine against COVID-19 by the
FDA, Comirnaty (Pfizer/BioNTech), and now that more than 13 billion vaccine doses have been admi-
nistered globally, the cases of COVID-19 and SARS-CoV-2-related deaths have dramatically decreased
[182]. However, the effectiveness of COVID-19 vaccination in individuals with OHD is still low due to
the disease itself or the therapeutic procedures that are implemented, among them HSCT. Some stu-
dies show variable rates of immune responses in individuals with OHD who were vaccinated against
COVID-19 after receiving HSCT [183,184]. Until now, only one study has evaluated the persistence of
the immune response in individuals who were vaccinated before receiving HSCT, and it suggests that
donor vaccination status may impact the post-HSCT humoral response to early vaccination against
SARS-CoV-2 after Allo-HSCT [185].

In the present study, we analyzed the persistence of both humoral and cellularimmune responses
developed against SARS-CoV-2 in individuals with OHD who were subjected to Allo- or Auto-HSCT
after receiving the complete vaccination schedule. Both groups of individuals showed detectable IgG
titers against SARS-CoV-2 before HSCT that, although reduced in comparison with healthy donors,
remained unchanged 2.5 months after transplantation. These reduced IgG levels are probably rela-
ted to significant B-cell lymphopenia, with high levels of immature B cells observed in both groups of
individuals, which may have contributed to low titers of neutralizing antibodies. Normal levels of total
B cells are described as taking about 6—12 months to normalize after HSCT, and functional recovery
of B lymphocytes takes several months to years [186]. However, these levels were also reduced in
healthy donors within 6 months after receiving the last dose of the complete vaccination schedule,
which is in accordance with previous reports [187,188], mostly in never infected, vaccinated indivi-
duals [189]. In addition, ADCC response was impaired in both groups of individuals in comparison
with healthy donors before and after HSCT, which may also be related to low IgG titers. Therefore,
humoral immunity in response to COVID-19 vaccination was impaired in individuals with OHD before
HSCT, and transplantation did not significantly modify this reduced capacity, which was maintained
at least 2.5 months after HSCT, independently of if it was allogeneic or autologous. Total I1gG levels
were slightly increased after transplantation in the Allo-HSCT group, which may be due to all donors
had been previously vaccinated, but this difference did not achieve statistical significance, and no
changes were observed in the neutralizing capacity or ADCC response in this group in comparison
with individuals with Auto-HSCT.

On the other hand, we observed significant differences in the cellular immune response between
groups. Individuals with Allo-HSCT showed significantly reduced antiviral activity against target
cells infected with pseudotyped SARS-CoV-2, in comparison with individuals with Auto-HSCT who
showed similar DCC activity than healthy donors, which was translated into an increased antiviral
activity against the infected cells.

In the current guidelines, recommendations for Allo-HSCT and auto-HSCT recipients are uniform
[115,190,191], while immune reconstitution and immunologic memory differ [190,192]. It is described
as a faster increase of lymphocytes in the autologous group, with faster reconstitution in B-cells
and higher CD3 and CD4+ cell counts in T lymphocytes [192], which may affect susceptibility to in-
fections and response to vaccines. Despite this, due to the lack of data on post-Auto-HSCT patients,
recommendations derived from studies in post-Allo-HSCT patients generally apply [190]. The diffe-
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rences in the cellular immune response showed in our study, where the DCC activity was similar to
healthy donors, contribute to thinking that a more tailored approach might be indicated depending
on the type of transplantation. In line with previous observations, individuals with Allo-HSCT showed
the lowest levels of total lymphocyte counts. And although the levels of CD8+ T cells were similar
between groups, without changes in the expression of the degranulation marker CD107a, only indi-
viduals with Auto-HSCT showed a significant increase of these cells after HSCT. Moreover, highly
cytotoxic CD3+CD8-TCRyd+ [193] were also increased in individuals with Auto-HSCT, before and after
transplantation, which may contribute to a higher antiviral activity of PBMCs from these individuals,
even with similar levels of CD107a and significantly reduced NK cell levels. Other factors probably
contribute to the observed differences, such as the presence of immunosuppressive treatment in
post-Allo-HSCT patients, underlying disease, pre-transplant therapy, type of conditioning regimen,
etc. All these elements differ between autologous and allogenic transplantation.

The efficacy of the different vaccines received by the participants in the study (Spikevax, Comir-
naty, and Vaxzevria) has been described to be similar (approximately 90%) within the first 6 months
after the full vaccination schedule of two doses [194]. Therefore, we do not expect a significant in-
fluence on the final results due to the type of vaccine. Due to age may be a factor that significantly
affects the efficacy and quality of the immune response [195,196]; all individuals recruited for this
study had a median age between 50 and 60 years old.

Despite the differences observed in the immune response against SAR-CoV-2 vaccines between
individuals with HSCT and healthy donors, the rate of SARS-CoV-2 breakthrough infections was simi-
lar (38% versus 44%) and with low clinical relevance, supporting that both individuals with Allo- and
Auto-HSCT maintained some degree of protection after HSCT. The strict protective measures that
are applied during the clinical management of these individuals may also contribute to this protec-
tion due to their level of exposure to SARS-CoV-2 and other respiratory viruses being likely much
lower than the control population.

5.3.3. CONCLUSIONS

In conclusion, this study demonstrated that individuals with OHD had low but probable protec-
tive levels of IgGs against SARS-CoV-2 after HSCT that showed some neutralizing effect. Although
ADCC activity was impaired, the direct cellular immune response was similar to healthy donors in
participants with Auto-HSCT, likely due to the different immune reconstitution and the absence of
immunosuppressive therapy after transplantation in this group. No significant improvement in the
immune response was observed in individuals who received Allo-HSCT from previously vaccinated
donors. Interestingly, no significant changes were observed in ADCC or DCC before and after HSCT
in any group, proving that the immune response may persist after HSCT. In accordance, although the
rate of breakthrough infections recorded in our series was high, most individuals presented a mild
course of infection with a very low rate of hospitalization, which supported the maintenance of some
degree of immunity after HSCT, despite significant B-cell ymphopenia and immaturity. These results
emphasize that COVID-19 vaccination is effective, necessary, and safe for individuals with OHD and
also provides some reassurance of immune protection in the first three months post-transplantation
when the patients cannot be vaccinated. Further studies on vaccine response are needed to establi-
sh if a booster dose may be sufficient or if these individuals would benefit more from repeating the
full vaccination schedule.
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5.4. “STRONG HUMORAL BUT NOT CELLULAR
IMMUNE RESPONSES AGAINST SARS-COV-2
IN INDIVIDUALS WITH ONCOHEMATOLOGICAL
DISEASE WHO WERE TREATED WITH
RITUXIMAB BEFORE RECEIVING A VACCINE
BOOSTER”

Este capitulo se corresponde los resultados, discusion y conclusién del articulo:

Torres, M. & Corona, M.; Rodriguez-Mora, S.; Casado-Fernandez, G.; Zurdo-Castronuno, A.; Mateos,
E.; Ramos-Martin, F.; Sanchez-Menendez, C.; Murciano-Anton, M.A.; Garcia-Perez, J.; et al. Strong Hu-
moral but Not Cellular Inmune Responses against SARS-CoV-2 in Individuals with Oncohematological Di-
sease Who Were Treated with rituximab before Receiving a Vaccine Booster. Cancers (Basel) 2022, 14,
doi:10.3390/cancers14225537.
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5.4.0. PRESENTACION

En este articulo presentamos 18 pacientes de una cohorte que habia sido tratada con al menos
4 dosis de rituximab, con un intervalo maximo desde la ultima dosis de 12 meses en el momento del
reclutamiento. Estos pacientes fueron de los primeros en recibir la dosis booster de la vacuna frente a
la COVID-19, por sus pobres resultados de seroconversion, fruto de la prolongada aplasia de células B
que implica el tratamiento con rituximab.

En estos pacientes evaluamos la respuesta inmune humoral y celular tras la segunda dosis de la va-
cunay 1 mes después del booster. La pauta de vacunacion se hizo con Spikevax. Como grupo control
se incluyen 15 individuos sanos vacunados con Comirnaty. Ni pacientes ni donantes habian padecido
previamente la infeccidn por SARS-CoV-2. El diseio del estudio se resume en la Figura 30.

Este estudio es esencial para conocer la respuesta inmune global de los pacientes tratados con
terapias anti-CD20 frente a la vacuna de la COVID-19, no reduciendo Unicamente los resultados a los
datos de seroconversién, que probablemente sean bajos por la linfopenia B. Ademas, proporciona infor-
macion importante sobre el beneficio de una dosis booster en estos pacientes, también a nivel humoral
y celular, dado que la evidencia del beneficio del booster cuando este se indicé era bastante escasa.

Figure 30. Diseno del estudio del capitulo 5.4.

5.4.1. RESULTS

5.4.1.1. Patients’ Characteristics

This was an observational, longitudinal study that included 18 patients diagnosed with NHL (n = 16),
ITP associated with SLE (n = 1), or AIHA associated with DMS (n = 1) who received two doses and a
booster dose of the authorized mRNA-based COVID-19 vaccine Spikevax (mMRNA-1273, Moderna). The
main sociodemographic and clinical characteristics of all patients are summarized in Table 7. The me-
dian age of the individuals with hematological disease was 61 years (interquartile range (IQR) 53.2—
72.8), and most of them (n = 12; 66.66%) were female. Individuals with ITP and AIHA received 4 weekly
doses of rituximab. Thirteen patients with NHL were treated with four (n = 4; 22.22%) and six (n = 9;
50%) monthly doses associated with chemotherapy, whereas the remainder (n = 5; 27.78%) completed a
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maintenance scheme with several more doses of rituximab (>8 doses). All individuals with NHL were in
complete response at the time of the booster vaccine, and they had not received additional chemothe-
rapy after the last dose of rituximab.

The last dose of rituximab was administered at a median of 9.6 months (IQR 6—15) before receiving
the second dose of the vaccine Spikevax, and 13.8 months (IQR: 9.4-19) before receiving the booster
dose. Patients received a third booster vaccine dose with Spikevax (MRNA-1273, Moderna) within a
median of 124.5 days (IQR: 123-128) after the second dose against COVID-19. The first peripheral blood
sample was collected the same day all individuals received the booster dose, whereas the second blood
sample was collected a median of 28 days (IQR 28.0—33.5) after receiving the booster dose.

In addition, 15 healthy donors who had received two doses and a booster vaccine dose of the autho-
rized mRNA-based COVID-19 vaccine COMIRNATY (BNT162b2, Pfizer-BioNTech) were also recruited.
The median age of the healthy donors was 77 years (IQR, 72.0-79.0), and most of them (n = 12; 80%)
were female. Healthy donors received a third booster vaccine dose within a median of 189.3 days (IQR:
184-189) after the second dose. Similarly to individuals with hematological disease, the first peripheral
blood sample was collected the same day they received the booster dose, whereas the second blood
sample was collected a median of 29 days (IQR 29.0—-42.5) after the booster dose.

Healthy controls

Patients (n=18) (n=15)

Age, median (IQR) 61 (53.2-72.8) 77 (72-79)
Sex: Female, n (%) 12 (66.66) 12 (80)
Diagnosis

NHL, n (%) 16 (88.89) -

AIHA, n (%) 1 (5.56) -

IT/SLE, n (%) 1 (5.56) -
Number of doses of rituximab

4 doses 4(22.22) -

6 doses 9 (50) -

>8 doses 5(27.78) -
Concomitant chemotherapy within 18 months prior to booster

None 4(22.22) -

Prednisone 2 (11.11) -

CHOP 10 (55.56) -

Bendamustine 2 (11.11) -

Loncastuximab 1 (5.56) -

Radiotherapy 2 (11.11) -

Methotrexate 1 (5.56) -
Months from last treatment with rituximab to second vaccine 9.6 (6-15) i
dose, median (IQR) ’
Monjchs from last treatment with rituximab to third vaccine dose, 13.8 (9.4-19) i
median (IQR)
Days from second dose to first sample, median (IQR) 124.5 (122.75-126) 189.3 (184-189)
Days from booster dose to second sample, median (IQR) 28 (28-33.5) 29 (29-42.5)

AIHA, Autoimmune hemolytic anemia; IQR, Interquartile Range; IT, Inmune Thrombocytopenia; NHL, Non-Hodgkin Lymphoma; SLE,
Systemic Lupus Erythematosus; CHOP, cyclophosphamide, doxorrubicine, vincristine, prednisone.

Table 7. Baseline sociodemographic and clinical characteristics of the individuals with hematological disease who were recruited
for this study.
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5.4.1.2. Serological Response against COVID-19 Vaccination

After receiving two doses of mRNA-based COVID-19 vaccine and prior to receiving a booster dose,
13 of 18 (72.22%) individuals of the rituximab-treated cohort developed specific IgGs against SARS-
CoV-2 in plasma, in comparison with 14 of 15 (93.33%) healthy donors (Figure 31A). After receiving the
booster dose, all (100%) healthy donors and 16 of 18 (88.9%) rituximab-treated patients showed IgGs
against SARS-CoV-2 in plasma. Three (16.7%) rituximab-treated patients and one (6.7%) healthy donor,
who were seronegative prior the booster dose, seroconverted. One of the individuals that did not se-
roconvert had received the last dose of rituximab with a concomitant anti-CD19 conjugated antibody
(loncastuximab) 40 days prior to the booster, while the other patient received the last treatment of
R-CHOP 14 months before.

Titers of specific IgGs against SARS-CoV-2 were increased 2.47-fold (p < 0.0001) in healthy donors
and 1.53-fold (p = 0.0098) in rituximab-treated patients, respectively, 1 month after receiving the boos-
ter dose. No significant differences were found between both cohorts before or after receiving the
booster vaccine. Similarly, the levels of neutralizing antibodies against SARS-CoV-2 improved after the
booster dose in both groups, with a neutralizing capacity 3.78-fold (p = 0.0200) higher in healthy donors
and 3.03-fold (p = 0.0381) in rituximab-treated patients (Figure 31B).

Figure 31. Serological response against COVID-19 vaccine in plasma of rituximab-treated patients and healthy donor before and after
receiving the booster dose. (A) 1gG titers in plasma from individuals with hematological disease who received rituximab before the
second dose of vaccine (pre-booster) and the booster dose of SARS-CoV-2 vaccine, in comparison with healthy donors. (B) Neutra-
lizing antibody titer at 50% inhibition (NT50) against SARS-CoV-2 of plasma isolated from individuals who received rituximab and
healthy donors before and after the booster dose of COVID-19 vaccine. Each dot in the graphs corresponds to mean and the vertical
lines correspond to standard error of the mean (SEM). Statistical significance within groups was calculated using the Wilcoxon sig-
ned-rank test.

5.4.1.3. Analysis of B-Cell Subpopulations

Total levels of B cells (CD19+) before the booster vaccine were reduced 1.6-fold (p = 0.0217) in ri-
tuximab-treated patients in comparison with healthy donors (Figure 32A). After receiving the booster,
total B-cell levels were not significantly modified in either group.

The analysis of B-cell subpopulations showed that rituximab-treated patients presented predomi-
nantly an immature phenotype (CD10+CD27-), with levels that were 2.6-fold (p =0.0101) and 2.5-fold
(p = 0.0049) higher than those observed in healthy donors before and after receiving the booster
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dose, respectively. On the other hand, tissue-like memory B-cells (CD10-CD27-CD21low) were redu-
ced 2.6-fold (p = 0.012) and 4.0-fold (p = 0.0005), in comparison with healthy donors, while the le-
vels of naive B cells (CD10-CD27-CD21high) were reduced 1.7-fold before (p = 0.0020) and after (p =
0.0031) receiving the booster dose (Figure 32B).

A

40~ 0.0217

] =
—

104

% CD19

T T T T
Pre- 30 days Pre- 30 days
booster after booster booster after booster
L 1L ]

Healthy donors Rituximab-treated
patients

Figure 32. Total levels of B cells and distribution of B-cell subpopulations in PBMCs of rituximab-treated patients and healthy do-
nors before and after receiving the booster dose. (A) Total levels of B cells (CD19+) in PBMCs of patients treated with rituximab and
healthy donors before and after receiving the booster dose of COVID-19 vaccine. Each dot in the graphs corresponds to the mean +
SEM. Statistical significance was calculated using the Mann—Whitney test. (B) Analysis of the distribution of B-cell subpopulations
in PBMCs of patients treated with rituximab and healthy donors before and after receiving the booster dose of COVID-19 vaccine.
Mean data are representing bar graphs. Data in the table show the statistical significance between groups that was calculated using
Mann-Whitney test.
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5.4.1.4. Antibody-Dependent Cellular Cytotoxic Response of PBMCs from
Rituximab-Treated Individuals

ADCC was reduced 1.7-fold (p = 0.0047) in rituximab-treated patients 4 months after receiving the
second dose of COVID-19 vaccine, in comparison with healthy donors, and the booster dose did not
improve this response in either group of participants (Figure 33A). Th analysis of the cytotoxic cell
populations that could be responsible for this ADCC response showed that total T-cell levels (CD3+)
were increased 1.2-fold (p = 0.042) in rituximab-treated individuals compared to healthy donors pre-
vious to the booster dose, but these levels were reduced (p = 0.0237) after the booster dose (Figure
33B). We did not find changes in the levels of total CD8+ T lymphocytes after receiving the booster
dose in any group of participants (data not shown [41]). However, the levels of highly cytotoxic po-
pulations of CD3+CD8-TCRyd+ and CD3+CD8+TCRyd+ cells were increased 3.8-fold (p < 0.0001) and
2.2-fold (p < 0.0006), respectively, in rituximab-treated patients in comparison with healthy donors,
prior to receiving the booster dose (Figure 33C). The levels of these cells remained unchanged in ritu-
ximab-treated individuals after receiving the booster dose, whereas they were significantly increased
in healthy donors 3.94-fold (p = 0.0003) and 2.59-fold (p < 0.0001), respectively.

The same pattern was observed in the level of NKT-like cells (CD3+CD56+) that was increased 2.7-
fold (p < 0.0001) in rituximab-treated patients before receiving the booster dose, in comparison with
healthy donors (Figure 33D, left graph). The level of these cells remained unchanged in rituximab-trea-
ted individuals after the booster dose, but it was increased 1.4-fold (p = 0.0017) in healthy donors.
The levels of NK cells (CD3-CD56+) were similar in both cohorts, and they showed a significant de-
crease after receiving the booster dose (Figure 33D, right graph).

The activation of these cytotoxic cells was evaluated through the expression of the degranulation
marker CD107a, but it remained stable in both cohorts before and after the booster dose (data not
shown [41]).
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Figure 33. Analysis of ADCC response of PBMCs from rituximab-treated patients and healthy donors before and after receiving the
booster dose of COVID-19 vaccine. (A) Quantification of the expression of phosphatidylserine in the surface of rituximab-coated Raji
cells cocultured with PBMCs isolated from rituximab-treated patients and healthy donors before and after receiving the booster dose,
after staining with Annexin V. (B) Total levels of CD3+ T cells in individuals of both cohorts that were present in the supernatant of
the co-culture. (C) Levels of CD3+CD8-TCRyd+ subpopulation (left graph) and CD3+CD8+TCRy&+ subpopulation (right graph) in PB-
MCs from individuals of both cohorts. (D) Levels of NKT-like cells (CD3+CD56+) (left graph) and NK cells (CD3-CD56+) (right graph)
in PBMCs from individuals of both cohorts. Each dot in the graphs corresponds to the mean + SEM. Statistical significance between
groups was calculated using the Mann—Whitney test, and statistical significance within groups was calculated using the Wilcoxon
signed-rank test.
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5.4.1.5. Specific Direct Cellular Cytotoxicity of PBMCs and Viral Neutralization

The specific DCC response against Vero E6 cells infected with pseudotyped SARSCoV-2 of PBMCs
isolated from rituximab-treated patients and healthy donors did not significantly change one month
after receiving the booster dose, but this activity was reduced 2.0-fold (p = 0.0086) in PBMCs of ri-
tuximab-treated patients in comparison with healthy donors (Figure 34A). This diminished cytotoxic
activity caused a decreased capacity of PBMCs from rituximab-treated individuals to neutralize the
viral replication after co-culture with the infected cells, which was 2.0-fold (p = 0.0004) and 1.6-fold
(p = 0.0069) reduced before and after receiving the booster dose, respectively, in comparison with
healthy donors (Figure 34B).

The analysis of the cell populations that could be responsible for the DCC response showed that
total T-cell count was 1.2-fold (p = 0.0151) higher in PBMCs from rituximab-treated patients; however,
it remained steady after the booster dose, whereas it was increased 1.3-fold (p = 0.0012) in healthy
donors (Figure 34C). Similarly, the booster dose did not increase the levels of NKT-like (CD3+CD56+)
cells (Figure 34D, left graph) or NK (CD3-CD56+) cells (Figure 34E, left graph) in rituximab-treated indivi-
duals and healthy donors. However, the expression of CD107a in NKT-like cells of rituximab-treated
patients was diminished 1.5-fold (p = 0.0004) before receiving the booster dose in comparison with
healthy donors, and it did not significantly change after the booster dose (Figure 34D, right graph). The
booster did not improve the activity of NKT-like cells in healthy donors either.

In addition, the level of NK cells was reduced 1.3-fold (p = 0.0209) in rituximab-treated individuals,
in comparison with healthy donors, before receiving the booster dose, and it did not change after
the booster dose. NK cell degranulation capacity was not modified after the booster dose (Figure
34E, right graph). No significant differences were found in CD8+ T-cell count, in the levels of TCRyd+
cells, or in the expression of CD107a in these cells between both cohorts, before or after receiving the
booster dose (data not shown [197]).
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Figure 34. Analysis of DCC response of PBMCs from rituximab-treated patients and healthy donors before and after receiving the
booster dose of COVID-19 vaccine. (A) DCC was assessed by measuring the activity of caspase-3 in pseudotyped-SARS-CoV-2-in-
fected Vero E6 cells cocultured with PBMCs from rituximab-treated patients in comparison with healthy donors before and after
the booster dose. (B) The capacity of PBMCs from both cohorts to eliminate pseudotyped SARS-CoV-2- infected Vero E6 cells was
determined by quantifying the production of renilla (relative light units, RLUs) after coculture for 1 h. (C) Total levels of CD3+ T cells
in individuals of both cohorts that were present in the supernatant of the coculture. (D) Total levels of NKT-like cells (CD3+CD56+)
(left graph) and NKT-like cells expressing the degranulation marker CD107a (CD3+CD56+CD107a+) (right graph) in PBMCs from indi-
viduals of both cohorts. (E) Total levels of NK cells (CD3-CD56+) (left graph) and NKT-like cells expressing the degranulation marker
CD107a (CD3-CD56+CD107a+) (right graph) in PBMCs from individuals of both cohorts. Each dot in the graphs corresponds to the
mean = SEM. Statistical significance between groups was calculated using the Mann—Whitney test, and statistical significance
within groups was calculated using the Wilcoxon signed-rank test.
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5.4.3.6. Breakthrough Infections

Six of 18 (33.33%) rituximab-treated patients had a breakthrough infection with SARSCoV-2 wi-
thin a median time of 92 days (IQR: 70—134) since receiving the booster vaccine dose. Infection was
determined by positive antigen COVID-19 test or specific RT-qPCR. Five (83.4%) infected patients
suffered mild infection that did not require hospitalization.

One (16.6%) patient required admission to the hospital and low-oxygen-flow support before com-
plete recovery without further complications. This patient had received the last dose of rituximab
more than 1 year before receiving the booster and presented proper neutralizing antibodies titers
after the second dose against SARS-COV-2 that were stable after the booster vaccine. There were no
infections reported in the healthy donor group.

5.4.2. DISCUSSION

Individuals with hematological diseases on treatment with immunosuppressive or anticancer
agents are more susceptible to developing severe forms of COVID-19, due to the characteristics of
the disease or the treatment they received [198]. Therefore, the vaccination of this population has
been a priority since the authorization of the first COVID-19 vaccines [199]. Most studies about the
efficacy of COVID-19 vaccines have been focused on the analysis of the humoral response, although
some studies have also evaluated the cellular response at 6 months following a completed primary
series of vaccination. Although elevated T-cell responses have been observed in most individuals at
6 months, the results have varied from a 42% to a 90% increase [200], and there is still controversy
about the correlation among these increased levels of T cells, the development of memory B cells,
and the presence of neutralizing antibodies. Anti-CD20 antibodies such as rituximab are known to
efficiently cause a peripheral B-cell aplasia that begins to recover 6 to 9 months after the last dose
of the antibody [201,202]. This aplasia, along with other treatments that may be associated with the
anti-CD20 antibodies in the patients, such as chemotherapy, or the disease itself, confers high im-
munosuppression. Consequently, there is major concern about the efficacy of COVID-19 vaccines in
individuals treated with B-cell-depleting immunotherapy, as the experience with other vaccines has
shown an impaired humoral response [201,203,204].

Recent studies confirmed that seroconversion in individuals on treatment with anti-CD20 after
receiving two doses against COVID-19 is suboptimal compared with healthy donors (<10%) [138,205].
This percentage significantly increases after ceasing the treatment, from 17.5% in patients that ended
anti-CD20 less than 6 months earlier [162] to higher results of 66—80% [138,162,206,207] 6—9 months
since the last dose, which also concurs with the time of peripheral B-cell aplasia recovery. Not only
are seroconversion and titers decreased in these patients, but so is the neutralizing capacity of these
antibodies, which was impaired even 12 months after having received rituximab [208]. Consequently,
rituximab-treated individuals present a high risk for mortality, severe disease, and prolonged in-hos-
pital stay after SARS-CoV-2 infection [209], and the full vaccination schedule presents highly variable
efficacy that is mostly influenced by the time that has passed since the last dose of rituximab.

In immunocompetent patients and solid organ transplant patients, the booster vaccine dose
against COVID-19 has demonstrated clinical and serological efficacy [210,211], but data regarding
the improvement of this humoral immune response in patients treated with anti-CD20 are still scarce.
Preliminary results in small series of patients suggest that individuals with active anti-CD20 treat-
ment do not improve their humoral response after the booster vaccine but are likely to seroconvert
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if they had discontinued immunotherapy for more than 1 year [212,213]. However, these results focu-
sed only on the humoral response; therefore, there is limited information about the cellular immune
response or about the integration of both humoral and cellular immune responses in this population,
which is essential to control SARS-CoV-2 infection and avoid severe disease [214-216]. This is parti-
cularly interesting in individuals treated with rituximab, as it seems to be a significant dissociation
between humoral and cellular immune responses, presenting T-cell responses (71-85%) that do not
rely on seropositivity [138,162,206,213,217]. Nonetheless, these results derive from the quantification
of the release of proinflammatory cytokines such as IFNy, TNFq, or IL-2, after stimulation with SARS-
CoV-2 peptides, but they do not provide any information about the capacity to generate an effective
cytotoxic response against SARS-CoV-2-infected cells that may contribute to clearing the infection.

In this study, we presented a cohort of patients that had been recently treated with rituximab
due to their hematological disease. They received the full vaccination schedule against COVID-19
with Spikevax (mMRNA-1273, Moderna) within a median of 9.6 months after receiving the last dose of
rituximab. A group of 15 healthy donors were used as controls, and they had been fully vaccinated
with COMIRNATY (BNT162b2, Pfizer-BioNTech). The efficacy for these vaccines has been analyzed
in several clinical trials and real-world studies [78,81] that have determined similar results for both
vaccines, being estimated at 92—-98% efficacy against SARS-CoV-2 infection after receiving two do-
ses [218,219]. There have been major concerns about the efficacy against the new variants of SARS-
CoV-2, since these variants have multiple mutations, including those in the S protein of the virus
that may change the effectiveness of the different vaccines [220]. Even though protection against
the Delta variant infection seems to decrease to 53.5-88% with two doses of COMIRNATY and 76—
78% with two doses of Spikevax, prevention of severe infection and death remains adequate with
89-93.1% and 90—-95%, respectively [221,222]. Results for the Omicron variant showed only 33% of
protection against infection, with an increased rate of breakthrough infections that were mostly mild
[223]. According to this information, the results obtained from both cohorts of patients and controls
would be comparable.

We analyzed that both humoral and cellular early immune responses produced approximately 4
months after receiving the second dose of vaccine and 1 month after receiving the booster dose,
which was administered a median of 13.8 months after the last dose of rituximab. The information
obtained could be essential to get a better understanding about the development of the immune
response after COVID-19 vaccination in these individuals and the real benefit of the booster vaccine.
In accordance with previously published reports, the individuals from our cohort showed levels of
seroconversion and neutralizing capacity that were comparable to healthy donors 4 months after
receiving the second dose of vaccine, despite the presence of a certain level of aplasia with a signi-
ficantly higher count of immature B cells. Interestingly, these levels were further increased 1 month
after receiving the booster dose, which indicated the development of a functional memory B-cell
response 13 months after the last dose of rituximab. Moreover, rituximab-treated individuals who
were seronegative after receiving the second vaccine dose developed adequate IgG titers with neu-
tralizing capacity after receiving the booster. Therefore, extending the period without immunothera-
py treatment enabled an optimal seroconversion as those patients who had received the last dose
of anti-CD20 more than 9 months prior to the booster dose developed a humoral response that was
comparable to healthy donors.

The role of IgGs in protecting against SARS-CoV-2 infection relies not only on their neutralizing
capacity to protect cells from infection, but also on their ability to activate the complement system
and ADCC response exerted by NK and CD8+ T cells to eliminate the infected cells in case of break-




RESULTADOS

through infections. We observed that the booster dose significantly increased the levels of highly
cytotoxic cells such as CD3+CD8 TCRyd+ and NKT-like cells in PBMCs from healthy donors, althou-
gh it did not correlate with an increase in the ADCC response that was previously developed after
the second vaccine dose. In rituximab-treated individuals, ADCC response was significantly reduced
in comparison with healthy donors, and it did not improve after the booster dose. This could be due
to the cell counts or to the fact the level of activation of the essential cytotoxic population that may
mediate ADCC in these patients was not modified by the booster dose, which could be related to the
residual aplasia and/or to the basal high levels of some of these subpopulations, such as TCRyd
cells, which is usually observed in oncohematological patients as a consequence of the disease
[172-174]. Similar results were obtained when DCC activity against cells infected with pseudotyped
SARS-CoV-2 was analyzed. PBMCs from rituximab-treated individuals showed a decrease in DCC
activity in comparison with healthy donors 4 months after having received the second dose, and this
activity was not improved after receiving the booster dose. As a result, the overall capacity of PBMCs
from rituximab-treated individuals was unable to clear the infected cells even after the booster dose.
Interestingly, although the booster dose induced an overall increase in the level of total CD3+ T cells
in healthy donors, we did not observe an improvement in any of the analyzed cytotoxic cell popula-
tions. This lack of enhancement in the levels and activity of cytotoxic cells was also observed in ritu-
ximab-treated individuals before and after receiving the booster dose. This translates into a subop-
timal cytotoxic capacity and, consequently, an impaired DCC in rituximab-treated individuals, which
may be related to other treatments that are usually associated with rituximab such as chemotherapy
in NHL patients or other immunosuppressives drugs in IT and AIHA patients. In fact, 14 (78%) indivi-
duals had received a concomitant treatment within the last 18 months prior to the booster, including
a high dose of corticosteroids in 12 of them, which holds a strong immunosuppressive effect even in
monotherapy [224]. However, corticosteroids are often combined with other chemotherapy regimens
in NHL, such as CHOP or bendamustine, which depletes hematopoietic precursor lineages, especia-
lly B- and T-cell lymphoid cells [225]. This induces more profound and long-term immunosuppression
in these patients; for example, alkylate drugs, such as bendamustine, generate a prolonged CD4 lym-
phopenia which decreases up to 6 months after receiving the last dose and does not recover until
7-9 months after the end of treatment [226-229]. Some studies stated that this lymphopenia is more
profound when bendamustine is combined with rituximab [230]. Not only may systemic treatments
contribute to a suboptimal immune response, but local radiotherapy may also impair proliferation of
the hematological lineages in the bone marrow, causing abnormal T-cell development in the thymus
or even transient thymus atrophy [225], lymphopenia, and T dysregulation [231-233].

Breakthrough infections within 2—6 months following two doses of COMIRNATY or Spikevax are
relatively low, and several studies have calculated that infections are less frequent in vaccinated
healthy individuals (0.2—6.3% across studies) than in unvaccinated individuals (2.2—-7.5% across stu-
dies) [234-237]. Taking into account these data, the rate of breakthrough infections detected in our
cohort (six of 18; 33.33%), acquired a median time of approximately 3 months after receiving the
booster dose, was considerably higher. Although most of these individuals (five of six; 83.33%) had
mild infection and only one (one of six; 16.67%) required hospitalization, these data showed that the
immune protection exerted by the booster dose in rituximab-treated individuals may not last as long
as in untreated, healthy individuals.
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5.4.3. CONCLUSIONS

In conclusion, we determined that the booster dose of Spikevax improved the humoral immune
response in rituximab-treated patients, similarly to the booster dose of COMIRNATY in healthy do-
nors. However, it has been observed that the levels of IgG against SARS-CoV-2 progressively decrea-
sed within 6 months after receiving the second vaccine dose in immunocompetent individuals [238].
Therefore, it remains to be seen if a booster dose may elicit a perdurable humoral response, not only
in immunocompetent but also in immunocompromised individuals. Interestingly, the booster dose
did not significantly modify the cellular immune responses elicited by the second dose in healthy
individuals. Moreover, these cellular responses were reduced in rituximab-treated individuals and did
not improve after receiving the booster dose. However, although breakthrough infections were higher
in our cohort of rituximab-treated patients than in healthy donors, most of them developed a mild
form of COVID-19, likely due to the high levels of neutralizing antibodies elicited by Spikevax booster
dose. Therefore, although the cellular responses appeared to be developed suboptimally in rituxi-
mab-treated individuals after three doses of Spikevax, the excellent humoral response developed
despite the low levels of B cells and the altered distribution of B-cell subpopulations was able to pre-
vent infection in most individuals. Due to the potent residual effect of rituximab on both humoral and
cellular immunity, it is essential to further investigate the effect of the booster dose in individuals
who are on active treatment with rituximab or who have discontinued it recently, as this benefit over
the humoral response observed in the individuals from our cohort may be reduced in those patients
who received rituximab within 6 months before the booster dose.
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5.5. INFECCIONES DE BRECHA
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Durante el periodo del estudio (febrero 2021-mayo 2022) realizamos un seguimiento clinico de los
participantes a través de las consultas, la historia clinica, el Horus para la informacion de Atencion
Primaria y llamadas telefénicas periédicas para registrar posibles infecciones de brecha.

Para estos resultados excluimos a los pacientes de capitulo 5.1, por haber pasado la COVID-19 antes
de ser reclutados para el estudio, lo que dificulta comparar los grupos.

De los 202 pacientes restantes, hubo 68 infecciones de brecha (33.17%) y fallecieron 5 pacientes du-
rante el seguimiento, 1 Alo-TPH y 4 LLC. Unicamente uno de los pacientes fallecié por COVID-19 (1/68,
1.47%), tratdndose de una paciente LLC, de muy avanzada edad, pluripatoldgica y en tratamiento con
ibrutinib. El resto de éxitus no tuvieron relacién con la COVID-19.

Del grupo de LLC, 18/40 pacientes (45%) padecieron una infeccién de brecha, siendo el grupo mas
castigado, con 4 pacientes que sufrieron una infeccién severa o critica (1 éxitus), 2 con infeccién mo-
deraday el resto leves. De los pacientes con infeccion severa 3/4 se encontraban en tratamiento con
ibrutinib al igual que uno con infeccién moderada.

De los pacientes con LMC 13/37 (35,51%) tuvieron una infeccién de brecha, leve en todos los casos.
De ellos, 8 eran pacientes en tratamiento con ITKs y 5 habian discontinuado tratamiento. Un paciente
en régimen de discontinuacion padecié 2 infecciones de brecha, ambas leves.

Sélo 10 pacientes con MM (25%) presentaron una infeccion de brecha, 6 no candidatos a TASPE y 4
tras recibir un TASPE, todos ellos fueron leves, permitiendo un manejo domiciliario.

De los individuos que recibieron un Alo-TPH antes de iniciar la vacunacion, 8 pacientes se infectaron
con SARS-CoV-2 (22.22%), todos con una severidad leve. Sin embargo, de los pacientes que recibieron
un trasplante después de haber sido vacunados, 4/11 Alo-TPH (36.36%) padecieron el COVID-19, requi-
riendo hospitalizacién uno de ellos, mientras que 7/18 (38.89%) TASPE padecieron una infeccién leve.

Por ultimo, de los pacientes tratados con rituximab, 7/20 (35%) presentaron una infeccién de bre-
cha, siendo también leve en todos, excepto un paciente que requirié de una corta hospitalizacién para
administracion de oxigeno a dosis bajas.

La mayoria de las infecciones tuvieron lugar tras recibir la dosis booster (Tabla 8), durante la ola en
la que predominé la variante Omicron.
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_ Pacientes con : o4
N=202 infecciones n (%) Gravedad Situacion

Severa o critica: 4 (1 éxitus)

* 3 Ibrutinib Tras la 22 vacuna: 5
Tot:;\:): 18 (‘_llo5)6”3 — *TWW (incluido el éxitus)
+ lbrutini b .
LLC (n=40) - Otros ttos 3/11 (27,27) '\"_"?el‘[fri‘;‘i-nzib Tras el Booster: 13
- WW 9/16 (56,25) C1TWW (incluidas infecciones
severas)
Leves: 12
Total: 13 (35.51) S .
c ras la 22 vacuna:
LMC (n=37) ITKs 8/27 (29,63) Leves: 14
+ Discontinuacion 5/10 Tras el Booster: 7
(50)
Total: 10 (25) Tras la 22 vacuna: 2
MM (n=40) + no TASPE 6/20 (30) Leves: 10
- TASPE 4/20 (20) Tras el Booster: 8
= Tras la 22 vacuna: 3
Vacu,n acion t_ras Trasplante Total: 8 (22.22) Leves: 8
alogénico (n=36) Tras el Booster: 5
. Revacunacion
Trasplan‘t? — vl T (37,'93) Moderada-severa: 1 Alo-TPH Sin revacunacion: 1
vacunacion + Alo-TPH: 4/11 (36,36) Leves: 10 Tras 12 dosis: 4
(n=29) + TASPE: 7/18 (38,89) ’ Tras 2 dosis-' 6
Rituximab (n=20) Total: 7 (35) Leves: 6 Tras el Booster: 7
Severa: 1

Table 8. Infecciones de brecha en pacientes oncohematoldgicos.
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Dentro del amplisimo espectro de pacientes inmunodeprimidos encontramos a los pacientes on-
cohematoldgicos, quienes a su vez engloban pacientes con multitud de enfermedades y circuns-
tancias diferentes. Esto implica perfiles de inmunosupresién muy distintos, lo que dificulta realizar
recomendaciones generales en relacién con la vacunacién o determinar un grado de riesgo univoco
ante las infecciones.

Este problema se ha puesto de especial manifiesto en los ultimos 3 afos con la llegada de una
pandemia de consecuencias inmensurables. La respuesta de la comunidad cientifica ha sido inigua-
lable, proporcionando nuevo conocimiento a diario a velocidad vertiginosa y desarrollando vacunas
en un tiempo récord que lograron frenar la catastrofe sanitaria en la que nos encontrabamos.

A pesar de esto, aun quedan muchas preguntas sin responder. Uno de los grupos mas perjudica-
dos, ha sido, precisamente, el de los pacientes inmunodeprimidos oncohematolégicos, una pobla-
cién particularmente castigada durante las diferentes “olas” de la pandemia por la altisima morta-
lidad de sus pacientes [55-58], consecuencia de un sistema inmune muy deteriorado por la propia
enfermedad y los tratamientos, lo que condiciona también una respuesta habitualmente pobre a las
vacunas [105]. Por ello, fueron rapidamente declarados grupo prioritario en la campana de vacuna-
cién en Espana, si bien la eficacia real que tienen estas vacunas frente a la COVID-19 era desconoci-
da en estos pacientes, ya que fueron excluidos de los ensayos clinicos [78,81,84,175].

Por otro lado, la mayoria de los estudios referentes a la eficacia de las vacunas toman en con-
sideracion unicamente los resultados de seroconversion, si bien el sistema inmune es mucho mas
complejo, tanto en términos de inmunidad humoral como también de inmunidad celular, que suele
quedar relegada por la dificultad anadida que supone valorarla. Esto es especialmente importante en
pacientes oncohematoldgicos, que, en ocasiones, pueden no seroconvertir por las razones ya men-
cionadas y, sin embargo, si desarrollar una inmunidad celular que pueda resultar protectora frente a
la infeccion por el SARS-CoV-2.

Resulta, pues, imprescindible hacer una valoracién global de esta respuesta inmune en cohortes
muy bien definidas, lo que constituye el objetivo de esta tesis.

6.1. Bloque I: Determinacion de la respuesta inmune celular y
humoral de pacientes con neoplasias hematoldgicas que se
someten a un TASPE tras padecer una infeccion natural por
COVID-19

La recomendacion actual para los pacientes que reciben un trasplante de médula dsea, ya sea
alogénico o autélogo, es la de reiniciar el calendario vacunal asumiendo que la inmunidad pre-exis-
tente frente a vacunas e infecciones naturales se pierde durante y tras la terapia de trasplante
[115,191,239]. Sin embargo, la evidencia que hay sobre la pérdida de la inmunidad tras el trasplante y
la eficacia de la vacunacion posterior es muy escasa y generalmente antigua, sin contemplar nuevos
escenarios como los creados por la introduccion del rituximab o sus andlogos, presentes en casi
todos los pacientes con LNH de estirpe B; de la lenalidomida o talidomida, usada en la mayoria de
los pacientes con MM tanto antes del TASPE como durante la fase de mantenimiento posterior; el
trasplante haploidéntico; la ciclofosfamida post-TPH... [115] En el caso especifico del SARS-CoV-2,
con una evidencia practicamente inexistente, se adoptaron estas mismas recomendaciones para los
pacientes que habian pasado la COVID-19 o los que habian recibido la vacuna previamente al tras-
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plante, decidiendo, dado el altisimo riesgo de estos pacientes, optar por una actitud conservadoray
reiniciar “de novo” la vacunacion.

En nuestra poblacién tinicamente 3/9 pacientes presentaron seroconversion tras la infeccion na-
tural, lo que es una ratio muy inferior a la de los pacientes inmunocompetentes. Todos los pacientes
evaluados que seroconvierten presentan una disminucién de los titulos de IgGs y de la capacidad
neutralizante frente al SARS-CoV-2 en la valoracién post-trasplante, lo que resulta acorde con lo des-
crito en la respuesta inmune a otras infecciones o vacunas en individuos que reciben un trasplante
de células madre (ya sea alogénico o autélogo), en los que es frecuente que los titulos disminuyan
o seronegativicen incluso después del primer ano tras el trasplante [240-243]. Por tanto, dado que
s6lo habia pasado una media de 3,4 meses desde que los pacientes se trasplantaron hasta que se
recolectd la segunda muestra, es probable que los niveles de anticuerpos pudieran continuar dis-
minuyendo progresivamente en estos pacientes en los meses posteriores en ausencia de un nuevo
estimulo (reinfeccidn o inicio de la vacunacioén frente a la COVID-19). Ademas, observamos una mar-
cada alteracién en la distribucidn de las subpoblaciones de linfocitos B, con un porcentaje muy ele-
vado de plasmablastos y células B inmaduras, propios de una médula 6sea todavia en reconstitucion
y que probablemente condicionara una respuesta humoral sub6ptima.

Resulta esperanzador observar que si se conserva cierta respuesta celular después del trasplan-
te, aunque hay que matizar que, si bien la ADCC esta conservada in vitro, muchos de estos pacientes
no podran depender de ella en caso de infeccidn, ya que no presentan IgGs anti-SARS-CoV-2 (el es-
tudio in vitro se realiza con rituximab) ni probablemente tengan capacidad para producirlos in vivo
durante los primeros meses tras la infusion, a causa de la desrequlacién de linfocitos B y de la lenta
recuperacion de linfocitos T CD4+ tras el TASPE, necesarios para desarrollar una respuesta inmune
adquirida eficaz y duradera [145,149]. Es precisamente esta pobre actividad de las células T CD4+
una de las responsables de que también la respuesta a las vacunas se encuentre reducida incluso
después del primer afo tras el TASPE.

En estas circunstancias, la DCC puede ser resultado de células T de memoria especificas frente
al SARS-CoV-2 que hayan sobrevivido al efecto de la quimioterapia de acondicionamiento o que se
hayan infundido en el producto del trasplante; o bien producto de la actividad citotéxica innata de cé-
lulas que responden a antigenos sin necesidad de que sean presentados por los MHC de las células
presentadoras de antigeno [151]. En nuestros resultados objetivamos también una actividad adecua-
da de DCC, pero en el estudio de las poblaciones responsables de esta respuesta encontramos una
proporcion elevada de células NK y NKT, asi como de células Tyd, estas ademas muy activadas, con
gran capacidad de produccién de citoquinas (TNFa e IFNy) en los individuos trasplantados respecto
a los sanos. Esto parece sugerir que la respuesta es principalmente debida a estas poblaciones, que
ademas son las primeras en reconstituirse tras el periodo de leucopenia del TASPE.

Debe tenerse en cuenta que para este estudio fueron seleccionados tanto donantes sanos como
pacientes que habian padecido previamente una infeccion leve o asintomatica. Se ha comprobado que
infecciones de este tipo provocan un pico menos elevado de anticuerpos IgG y de respuesta celular T
que las infecciones moderadas o severas [244-246]. Un territorio diferente es el estudio de pacientes
qgue se someten al TASPE tras haber sido previamente vacunados, como que veremos mas adelante.

Por tanto, si bien es posible que una infeccién previa de COVID-19 confiera cierta proteccion en el
periodo de post-TASPE inmediato, si parece probable que esta respuesta resulte insuficiente e inclu-
so que continte disminuyendo con el transcurso del tiempo. Por ello, un inicio precoz de la vacuna-
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cién frente ala COVID-19 es recomendable, si bien es coherente pensar que la respuesta también sea
diferente a lo descrito para pacientes inmunocompetentes, como sucede también en otras vacunas.

6.2. Bloque ll: Determinacion de la respuesta inmune celulary
humoral temprana de pacientes con LMC, MM, LLC y Alo-TPH tras
la primera dosis de la vacuna frente a la COVID-19

Los primeros resultados de eficacia de las vacunas de la COVID-19 en pacientes oncohemato-
I6gicos revelaban respuestas muy diversas segun el tipo de neoplasia o tratamiento. Sin embargo,
como ya hemos mencionado, los estudios se centraban principalmente en datos de seroconversion,
con poca atencidn a la inmunidad celular o limitdndola a estudios indirectos de cuantificacién de
citoquinas proinflamatorias tras la estimulacién de células citotéxicas [161,162,168].

El estudio sobre la respuesta inmune temprana tras la primera dosis de la vacuna en pacientes
oncohematoldégicos pretendia responder este interrogante y dar respuesta a si una unica dosis de
la vacuna podria proporcionar cierta proteccion, aunque fuera parcial, frente a la infeccion. Ademas,
estos primeros resultados podrian anticipar pistas sobre la respuesta tras la vacunacién completa.

Probablemente los resultados mas llamativos obtenidos son los que conciernen a los pacientes
con LLC y LMC. En los pacientes con LLC, los resultados de seroconversién tras la primera dosis
son pésimos (13%), acordes con lo esperado seguin publicaciones similares [166], y van unidos a una
capacidad neutralizante practicamente inexistente, lo que también coincide con lo que previamente
se habia publicado [170,171,208]. Sin embargo, es interesante observar que estos pacientes si pre-
sentan una reactividad citotdxica que puede compensar en cierta forma la pobre respuesta humoral
que deriva de una linea de células B muy afectada por la enfermedad y el tratamiento, lo que confir-
ma que puede haber discrepancias entre la respuesta seroldgica y la celular. La DCC, por ejemplo,
parece conservada, principalmente debido a células T CD8+ que, sin presentar una reactividad muy
marcada (la expresién de CD107a es baja), parece suficiente para frenar la replicacion viral de célula
infectadas. Es significativo que esta respuesta celular estd presente incluso antes del inicio de la va-
cunacion, y puede ser fruto tanto de una actividad citotéxica innata conservada, cuyas subpoblacio-
nes pueden encontrarse aumentada en pacientes con cancer, como es el caso de los linfocitos Tyd;
o de una reactividad cruzada de células T de memoria a la proteina S del SARS-CoV-2. En individuos
sanos se ha observado que hasta en un 30% se pueden encontrar reactividades cruzadas probable-
mente con otros virus respiratorios [244,247,248).

Cabe recordar que 4/15 (26,7%) pacientes, que se encontraban bajo régimen de WW, sin trata-
miento activo, recibieron la vacuna de AstraZeneca. No realizamos analisis de las diferencias entre
las vacunas al ser cohortes pequenas, pero seria interesante analizarlo en estudios mas amplios.

En el caso de la LMC, lo llamativo es que presenta una respuesta celular muy similar a los do-
nantes sanos, con poblaciones citotéxicas muy parecidas. Resulta sorprendente, sin embargo, que
los resultados de seroconversion (90%) son aldn mejores que los de donantes sanos (42,8%) con
excelentes resultados de capacidad neutralizante. Si bien es conocido el efecto inmunomodulador
de los ITKS [113], no hay que olvidar que 4/10 (60%) pacientes de LMC se encontraban en régimen de
discontinuacién, lo que puede implicar que el efecto inmunomodulador puede prolongarse incluso
tras la suspension del farmaco, como han sugerido otros trabajos [169]. Es también interesante ob-
servar que esta excelente respuesta tuvo lugar habiendo recibido un 60% de los pacientes la vacuna
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de AstraZeneca y siendo evaluados 3 semanas después de recibirla (el esquema de administraciéon
de esta vacuna era mucho mas largo). Si bien no realizamos un analisis por subgrupo dentro de la
cohorte, estos pacientes podrian presentar una adecuada respuesta también a esta vacuna, que fue
objeto de discusiéon cuando hubo que seleccionar qué vacuna administrar a cada grupo. Tampoco
hemos encontrado estudios que comparen diferentes vacunas frente a la COVID-19 en pacientes
con LMC, pero un estudio recientemente publicado que describe de forma longitudinal la respuesta,
tanto celular como humoral, en 40 pacientes con LMC bajo tratamiento con ITKs en contraste con un
grupo control de donantes sanos no encontré diferencias entre ambas poblaciones en ningiin mo-
mento del seguimiento (tras la primera, segunda vacuna y el booster). Entre los pacientes con LMC,
22/62 habian recibido AstraZeneca frente a inicamente 3/44 en los donantes sanos [249].

Por dltimo, pacientes con MM y Alo-TPH, presentan una seroconversién similar a la de los do-
nantes sanos (40 y 41,6% respectivamente) con una capacidad de neutralizacion media (57 y 67%),
a medio camino entre los de LLC y la de los LMC. La respuesta celular es también similar a la de los
controles, en la que, si bien se objetiva una disfuncion cualitativa en la activacion de las subpoblacio-
nes citotéxicas (expresion de CD107a), esto no impide que un aumento en el porcentaje de linfocitos T
CD8+, NKsy linfocitos Tyd consiga un control de la replicacién viral parecido al de los donantes sanos.

Cabe destacar que, en el periodo comprendido entre la administracion de la primera y la segunda
dosis de la vacuna, ninguno de los pacientes seleccionados para este estudio (n= 52) ni en el total
de pacientes que reclutamos para el proyecto global (n=211) padecié una infeccién de brecha por
SARS-CoV-2. Por tanto, si bien las respuestas son muy variadas dentro de los 4 grupos de pacientes
(LMC, LLC, MM, Alo-TPH), en general podemos concluir que, excepto los pacientes con LMC, que
desarrollan una respuesta excelente a la primera dosis, el resto de los pacientes oncohematolégicos
presentan una respuesta humoral disminuida; que, sin embargo, parece compensarse parcialmen-
te con una discreta respuesta celular dependiente principalmente de linfocitos CD8+ y linfocitos
T CD81TCRy0. Es posible que esta respuesta celular proporcione al menos una proteccion parcial
frente a la infeccion.

6.3. Bloque lll: Determinacion de la respuesta inmune celular
y humoral de pacientes vacunados para la COVID-19 que se
someten posteriormente a un trasplante de médula dsea

Tras estudiar la necesidad de vacunacion de pacientes que reciben un trasplante tras haber pasa-
do la infeccién natural COVID-19, disenamos un estudio que evaluara la respuesta inmune post-tras-
plante de pacientes que previamente habian sido vacunados frente a la COVID-19.

En el estudio observamos que todos los pacientes llegan al trasplante con IgGs anti- SARS-CoV-2,
pero con titulos mas bajos que los donantes sanos, lo que coincide con lo visto en nuestros estudios
sobre la vacunacién en pacientes oncohematolégicos y otras publicaciones, y concuerda con una
importante disminucion de la poblacién de linfocitos B, presente en estos pacientes, que justifica la es-
casa respuesta seroldgica. Los niveles de IgGs y la capacidad de neutralizacién tienden a decaer con
el tiempo tal y como se ha descrito previamente [187-189]. Llama la atencién que, al comparar estos re-
sultados con los obtenidos en pacientes que se someten a TASPE tras una infeccion natural por SARS-
CoV-2 (capitulo 5.1), observamos que el 100% de los pacientes vacunados presenta seroconversion
antes del trasplante frente a Unicamente 3/9 (33,33%) de los que habian pasado la infeccién natural.
Ademas, en el caso de los pacientes vacunados, los titulos se mantienen tras el trasplante, mientras
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que en los 3 pacientes de la infeccion natural caen bruscamente. Estos niveles de IgGs mantenidos
tras el trasplante pueden aportar cierta proteccion al paciente hasta que pueda revacunarse, pero en
los estudios de la respuesta inmune en pacientes trasplantados frente a otras vacunas se ha observa-
do que los anticuerpos pueden continuar disminuyendo en titulo [240-243], al igual que en capacidad
neutralizante, por lo que es probable que la proteccion sea insuficiente a medio plazo. Del mismo
modo, la severa alteraciéon que describimos en las poblaciones linfocitarias B, ademas de la linfopenia,
implica una disminuida capacidad de ADCC en estos pacientes tanto pre como post-trasplante.

Si encontramos diferencias entre los grupos de Alo-TPH y TASPE en relacién con la DCC, siendo
esta claramente mas pobre en el grupo de Alo-TPH tanto antes como después del tratamiento, pro-
bablemente como reflejo de una poblacién mucho mas castigada con tratamientos mas intensivos
y citotéxicos que el grupo de TASPE.

A pesar de esta respuesta inmune tan danada tanto en Alo-TPH como en TASPE, fruto del tras-
plante y de los tratamientos previos recibidos (los pacientes también presentan respuestas disfun-
cionales antes del trasplante), observamos un claro beneficio en la vacunacién y revacunacion de
estos pacientes. Previamente a la vacuna, la mortalidad en esta poblacién para la COVID-19 se en-
contraba cercana al 25% [72,73]. Tras la aprobacion de la vacuna, y su administracion antes del
trasplante y la revacunacion tras recibirlo, un 38% continué infectandose en los 8 meses siguientes,
pero sélo 1/11 pacientes requirié hospitalizacién, precisando Unicamente dosis bajas de oxigeno. Si
bien la vacunacién no ha impedido la infeccidn, es especialmente llamativa la buena evolucién de
estos pacientes, teniendo en cuenta que uno de los mayores factores de riesgo de mortalidad en los
receptores de un trasplante es haberlo recibido en los 12 meses anteriores a la infeccién, como era
el caso de la mayoria de estos pacientes [73].

Por tanto, en estos pacientes concluimos que, si bien no se observan grandes diferencias 2,5
meses después del trasplante ni en la respuesta humoral ni en la celular, si presentan una respuesta
inmune muy deteriorada respecto a donantes sanos. Esta respuesta residual que mantienen puede
ser parcialmente protectora, pero tal y como vemos para otras vacunas y también en la vacuna de
la COVID-19 en individuos inmunocompetentes, es probable que continte decayendo a lo largo del
tiempo. Por esta razén, la vacunacién y revacunacion tras el trasplante es recomendable, tanto por
la probable pérdida progresiva de la respuesta, como por tratarse de pacientes que ya presentaban
una pobre respuesta inmune previa al trasplante, consecuencia de las multiples toxicidades de los
tratamientos recibidos y, en definitiva, tratarse de individuos de muy alto riesgo frente a la COVID-19.

6.4. Bloque IV: Determinacion de la respuesta inmune celular y
humoral tras el booster para la COVID-19 en pacientes tratados
previamente con rituximab

Los individuos que han recibido tratamiento con rituximab presentan una seroconversién muy
disminuida tras la pauta vacunal contra la COVID-19, fruto de la aplasia B secundaria al tratamiento.
Esta seroconversion, sin embargo, varia mucho y depende de factores como el tiempo desde la ul-
tima administracién de rituximab o de los tratamientos concomitantes y se ha demostrado que su
ausencia no siempre se correlaciona con una falta de respuesta celular T [138,162,205,206,213,217].
A pesar de ello, estos pacientes fueron priorizados para recibir el booster, con gran esperanza de que
este mejorara la respuesta inmune.
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Nuestra cohorte presentaba una buena seroconversion previa al booster, superior a muchos de
los estudios publicados para rituximab, probablemente porque hubo una mediana de 9,6 meses
desde la ultima dosis de rituximab hasta la administracion de la segunda vacuna, lo que coincide
con el periodo de recuperacién de la aplasia de linfocitos B. A pesar de ello, 1 de los 3 pacientes
que no habia seroconvertido previamente lo hizo tras el booster con una espectacular mejoria
tanto en titulos como en capacidad neutralizante de los anticuerpos. Por tanto, a pesar de que los
linfocitos B totales alin se encuentran disminuidos respecto al grupo control y que predominan
las células B inmaduras, debido a una reconstitucién temprana de la aplasia B, impresiona que las
células B de memoria, aunque con un porcentaje disminuido, son en este momento tras el trata-
miento, funcionales en grado suficiente para responder potentemente al booster de forma similar
a los donantes sanos.

Es llamativo, sin embargo, que lo que se encuentra mas alterado es la respuesta celular, con una
ADCC discretamente disminuida a pesar de mantener un incremento de la proporcién de células
muy citotdéxicas, como son las NKT o los linfocitos CD8+TCRy9d, lo que lleva a pensar que, a pesar de
mantener cifras adecuadas, son cualitativamente menos funcionales. Lo mismo sucede con la DCC,
con una pobre capacidad de control de la replicacion viral en células infectadas por el SARS-CoV-2
pseudotipado. Todo ello sugiere que, ademas del efecto anti-CD20, existen otros factores que estan
contribuyendo a esta disfuncién celular, como puede ser el uso de quimioterapia o radioterapia con-
comitante en estos pacientes, algunos ya politratados y con una pobre reserva medular.

Los resultados de infecciones de brecha (33,33%) son mas elevados a los descritos en individuos
inmunocompetentes, pero, una vez mas, hablamos de pacientes que previamente a la vacunacién
presentaban una mortalidad cercana al 30% [55,74,250] y en esta ocasidén sélo 1/7 individuos preci-
s6 hospitalizacion, requiriendo oxigenoterapia a dosis bajas. Esto sugiere que, si bien la incidencia
sigue siendo superior a los inmunocompetentes, en pacientes que han recibido tratamiento con
rituximab la vacunacion si protege frente a infecciones graves.

6.5. Bloque V: Infecciones de brecha

En cuanto a los resultados clinicos, mas limitados por ser un grupo reducido de pacientes con 16
meses de seguimiento, coincide con otras publicaciones en que, si bien la respuesta inmune a la va-
cuna puede estar alterada, los resultados tanto de tasa de infeccion como de severidad han bajado
drasticamente desde laintroduccién de la vacunacioén. El 36,13% de nuestros pacientes se infectaron
a lo largo del seguimiento, con Unicamente un 1,37% de mortalidad, muy lejos del 30% del que se
hablaba en las primeras olas [55-58]. Son mejores resultados que los presentados en otras series,
en los que la mortalidad se estima entre el 8-9% [251,252], probablemente porque seleccionamos
poblaciones diferentes, con una proporcion alta de individuos con buen prondstico a la COVID-19
y respuesta a la vacuna, como son los pacientes con LMC, y excluyendo otros de peor prondstico,
como los afectados por las Leucemias Agudas, lo que dificulta comparar las poblaciones.

No determinamos las cepas del SARS-CoV-2 de las infecciones de brecha, pero la mayoria de
estas infecciones tuvieron lugar durante la ola de Omicron en Espafia. La variante Omicron supuso
un nuevo pico de incidencia de infeccion por SARS-CoV-2, ya que diversas mutaciones en el dominio
RBD de la proteina S confirieron a esta variante mayor infectividad y evasién de lainmunidad lograda
tras la infeccién natural o la vacunacién, con una menor capacidad neutralizante de los anticuerpos.
La introduccion del booster mejoré la eficacia de la vacunacion al fortalecer esta capacidad neutra-
lizante, pero, aun asi, la eficacia se mantenia en torno al 65% [101]. Afortunadamente, como también
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se observa en nuestros resultados, la respuesta inmune lograda si era suficiente para evitar una
infeccién severa, critica o letal [253].

Nuestros resultados aportan una descripcion detallada de la respuesta inmune de diferentes gru-
pos de pacientes oncohematoldgicos en distintos momentos de la vacunacién. Si bien los resulta-
dos in vitro tienen la limitaciéon de que compartimentalizan procesos que in vivo tienen lugar al mis-
mo tiempo y se intercorrelacionan, y que estos resultados precisan ser interpretados clinicamente,
el andlisis de la respuesta humoral y celular de cohortes bien definidas de pacientes nos permite un
acercamiento a la respuesta inmune real mas completo que el basado Unicamente en los datos de
seroconversion. A esto se suma el seguimiento clinico que hemos realizado a los pacientes durante
mas de un ano. Por otro lado, el haber realizado todos los experimentos bajo un mismo protocolo
y en un mismo laboratorio permite comparar los resultados de las distintas cohortes de pacientes
marcando claramente las diferencias que se encuentran en las distintas enfermedades.
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Los pacientes con neoplasias oncohematoldgicas presentan una respuesta inmune a la vacuna-
cion frente a la COVID-19 que, globalmente, se encuentra disminuida respecto a la poblaciéon inmu-
nocompetente y que sera diferente entre los distintos tipos de neoplasias.

La respuesta temprana tras la primera dosis es excelente, tanto en términos de respuesta humoral
como celular en pacientes con LMC, siendo similar a la de los donantes sanos.

La respuesta temprana tras la primera dosis en pacientes con LLC confirma una pobre respuesta
humoral en términos de seroconversion (<20%) y actividad neutralizante de los anticuerpos, que
contrasta con una respuesta citotéxica eficiente basada en linfocitos T CD8+. Esta respuesta pue-
de proporcionar cierta proteccion frente a la infeccion, a pesar de lo cual un 10% de estos pacientes
presentard una infeccion de brecha severa o critica al completar la pauta de vacunacioén.

La respuesta temprana tras la primera dosis en pacientes con MM y Alo-TPH muestra una serocon-
versién cercana al 40%, con unos resultados de citotoxicidad celular directa similar a los donantes
sanos. La baja reactividad de las poblaciones citotéxicas parece compensarse con un aumento de
las poblaciones de linfocitos CD8+, células NK y linfocitos Tyd permitiendo un control de la replica-
cion viral en células infectadas por SARS-CoV-2.

Los pacientes que reciben un trasplante de médula 6sea habiendo sido previamente vacunados
presentan una respuesta humoral mejor y mas estable tras el trasplante que aquellos que lo reci-
ben tras haber pasado la infeccion. La respuesta celular se encuentra globalmente disminuida en
estos pacientes, especialmente en aquellos que van a recibir un Alo-TPH.

Administrar una dosis booster de la vacuna mejora la respuesta humoral en pacientes en los que
ha pasado un ano desde que recibieron su ultima dosis de rituximab, a pesar de que en ellos pue-
dan predominar todavia subpoblaciones B inmaduras.

Nuestra experiencia en relacién con la tasa de infeccién de brecha y una mortalidad inferior al 1,5%,
confirman que la vacunacion es beneficiosa en estos pacientes a pesar de la disfunciéon inmune
global que presentan.
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