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GIRARD Nadine (PU-PH)
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L’ ALLOGREFFE DE CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES

PREAMBULE

L'allogreffe de cellules souches hématopoiétique (allo-CSH) représente aujourd’hui le
traitement le plus efficace et potentiellement curatif de certaines hémopathies malignes de
haut risque, généralement associées a un pronostic sombre!. Historiquement, dans le cadre
de la leucémie, elle était indiquée et réalisée a un stade trés avancé?, a partir de cellules
souches issues de la moelle osseuse (MO) et de donneurs apparentés, HLA identiques.

Depuis ses débuts, les objectifs de cette approche dite d’ «immunothérapie adoptive », sont
d’assurer une activité anti-tumorale (effet Graft versus leukemia, ou effet GVL)? optimale afin
d’éradiquer la maladie sous-jacente, et une immunosuppression suffisante pour une prise de
greffe durable et la prévention de la maladie du greffon contre I'"hGte (graft versus host
disease, GvHD)?2. A ce jour, environ 20 000 allogreffes sont réalisées chaque année en Europe.
Ses indications sont nombreuses et évoluent en permanence (LAM, LAL, SMD, Lymphome,

aplasie médullaire, hémopathies bénignes...).

1. Définition

L’allogreffe est définie comme étant une transplantation, a partir d’'un donneur différent mais
de la méme espece, de cellule souches hématopoiétiques (CSH). La CSH est une cellule
indifférenciée, multipotente, dotée d’une capacité de différenciation en cellules dites

« spécialisées », d’auto-renouvellement et de « homing ».

L’'hématopoiése est définie comme le « processus physiologique assurant le renouvellement

continu et régulé des cellules du sang » (Annexe 1).



Elle est constituée de 3 compartiments a savoir (figure 1) :

1- Les cellules souches hématopoiétiques
2- Les progéniteurs

3- Le compartiment de maturation comprenant les précurseurs, et les cellules
matures, ces dernieres passant par la suite dans la circulation sanguine
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Figure 1. Représentation schématique des différents compartiments du systeme hématopoiétique



2. Historique

2.1.Les premiers essais chez 'Homme

Les premiers travaux décrivant |'allo-CSH chez ’'Homme ont été menés par le Dr Thomas et son
équipe, en 1957, basés sur les résultats encourageants d’expériences murines. Dans son étude,
il rapporte I'expérience de six patients ayant bénéficié d’'une greffe de moelle. Un seul patient
a eu une prise de greffe « transitoire » mais aucun d’entre eux n'a survécu au-dela de

100 jours 4.

En 1958, la découverte du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et son réle dans la
transplantation chez ’lhomme par le Professeur Jean Dausset >® a permis d’améliorer la
procédure d’allogreffe en introduisant la notion de compatibilité HLA entre donneur et
receveur.

C’est entre 1959 et 1965 que G. Mathé et son équipe décriront les premiers succes de l'allo-
CSH avec notamment l'obtention des premiéres chimeéres hématopoiétiques humaines en
France’2. Ils introduiront également la notion de la maladie du greffon contre I’hdte (GvHD).
Mathé a ainsi rapporté I'expérience d’une greffe de moelle osseuse (MO) non HLA-identique
chez 6 patients yougoslaves irradiés lors d’un accident nucléaire a Belgrade ayant permis la
reconstitution hématopoiétique et la survie de 4 d’entre eux’.

En 1970, Bortin présente les résultats des allo-CSH réalisées chez 203 patients entre 1959 et
1969. Seulement 3 patients étaient survivants a la date de la publication, les autres étaient
décédés de GVHD, infections, échec de prise de greffe, récidive ou progression de la leucémie
%, Suite a ces résultats décevants, I'allo-CSH a été pendant quelques temps abandonnée chez
I'homme jusqu’a la fin des années 1960 et de nouvelles études animales ont été menées

(chiens, primates et rat)'%1, Celles-ci ont permis une meilleure compréhension du systéme



HLA et de la GvHD, et ont ainsi participé a 'amélioration de la procédure d’allo-CSH dans le
cadre des hémopathies malignes ou non (aplasies médullaires) notamment en termes de

conditionnements pré-greffe, jusqu’alors insuffisants.

2.2.Les premieres séries

En 1969, I'équipe de Seattle commence a réaliser des greffes de MO dans le cadre d’aplasies
médullaires mais aussi de leucémies aigiies a des stades avancés et réfractaires’? avec des
taux de guérison de l'ordre de 20% dans ces leucémies.

A la fin des années 1970, les résultats encouragent ainsi la réalisation des greffes dans les LAM

en 1ére rémission compléte!? et les LMC*3,

2.3.Développement des greffes non apparentées

Seulement 30% des patients ont des donneurs HLA identiques. C’est pourquoi dans les années
80 se sont développées les allogreffes a partir de donneurs dits « alternatifs ».

Tout d’abord les greffes HLA identiques non apparentées (ou phéno-identiques), dont le
premier succes a été décrit en 1979 chez une jeune patiente atteinte de leucémie aigie.

Plus tard, en 1987, seront créés le registre américain de donneurs non apparentés, le National
Bone Marrow Donor Registry, et le registre francgais, a l'initiative de Jean Dausset et Jean
Bernard.

Par la suite, toujours dans la perspective d’identifier un donneur pour la quasi-totalité des
patients, des tentatives d’allo-CSH HLA mis-match apparentées (greffes haplo-identiques) ont
été réalisées dans les années 1980. Ce type de greffe était alors associé a une incidence élevée
de rejet de greffe (20-30%) et de GVHD (70-80%), et donc d’un taux de mortalité non liée a la

rechute inacceptable 1416,
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Ainsi,

immunologiques de

les avancées réalisées en parallele dans la compréhension des mécanismes

I'allogreffe ont participé au développement de médicaments

immunosuppresseurs dans le but de prévenir et/ou traiter la maladie du greffon contre I'hote

notamment le méthotrexate (MTX) en association avec la ciclosporine A (CsA)Y.

La Figure 2 résume I'évolution et les progres de I'allogreffe depuis 1955.

immunodeficiency
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Timeline Showing Numbers of Bone Marrow Transplantations and Advances in the Field, 1957-2006.

BMT denotes bone marrow transplantation, and HLA human leukocyte antigen. Data are from the Center for International Blood and Marrow
Transplant Research.

Figure 2. Evolution et avancées de I'allogreffe de CSH
Hematopoietic-Cell Transplantation at 50 Appelbaum 2007 NEJM*®
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3. Indications :

Les progres réalisés au cours de ces dernieres décennies ont permis d‘élargir progressivement
les indications de I'allo-CSH, initialement réservée aux hémopathies malignes de type leucémie
aiglie myéloide (LAM) ou lymphoide (LAL), les syndromes myélodysplasiques (SMD) mais aussi
a des pathologies bénignes (déficit immunitaires séveres, aplasie médullaire...).

Ainsi, I'allogreffe est actuellement indiquée dans le cadre d’autres hémopathies malignes telles
gue le lymphome, certaines tumeurs solides mais également dans le cadre d’hémopathies
bénignes/hémoglobinopathies telle que la drépanocytose.

Dans le cadre des hémopathies malignes et les tumeurs solides, I'allogreffe a pour objectif
d’éradiquer le clone malin par la myéloablation induite par le conditionnement et une réaction
immunologique entre les lymphocytes T du greffon et les cellules tumorales.

Dans le cadre des hémopathies non malignes, I'objectif de l'allo-CSH est avant tout le
remplacement d’une moelle/hématopoiése déficiente par une autre, fonctionnelle.

Selon le rapport de 'EBMT (European Society for Blood Marrow Transplantation), 18 281
allogreffes ont été rapportées en 2017 en Europe®®.

Lindication d’une allogreffe doit étre discutée en tenant compte :

(1) Des caractéristiques du patient receveur : son age, ses comorbidités,
(2) Des caractéristiques de I’'hémopathie : pronostic, statut au moment de la greffe,
(3) De l'existence ou non d’un donneur intra-familial

(4) Et enfin de I'existence ou non d’éventuelles alternatives thérapeutiques.
Les principales indications sont indiquées dans la figure 3.
Au premier plan, les LAM qui représentent 39% des indications d’allogreffes, suivie de 16%
pour les LAL, 12% pour les syndromes myélodysplasiques (SMD), 7.5% pour les lymphomes

non hodgkiniens (LNH), 4% pour les néoplasies myéloprolifératives (NMP) et 2% pour les

12



leucémies myéloides chroniques (LMC), 1% pour les leucémies lymphoides chroniques (LLC)
et 3% pour la maladie de Hodgkin (MH).

Les hémopathies non malignes sont principalement représentées par les aplasies médullaires
(5%), les déficits immuns congénitaux (3%) et les hémoglobinopathies

(thalassémies/drépanocytose) (3%).
p y

IDM, 0.9%
PID, 3%

HG, 4%
BMF, 5%

AID, 0.1%
:”/_Others, 1%

Solid tumors, 0.2%

NHL, 7.5% | AML, 39%

HL, 3%
PCD, 2%

CLL, 1%/ y

ALL, 16%
CML, 2%

MPN, 4%/

Figure 3. Principales indications des 1éres allo-CSH en 2017 en Europe
From Annual report 2019 EBMT"®

MDS, 12%
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4. Principe et étapes de I'allo-CSH

Lallo-CSH consiste en une chimiothérapie dite de « conditionnement » qui précede la
réinjection de CSH d’un donneur compatible, dont l'origine peut étre triple : moelle osseuse
(MO), cellules souches issues du sang périphérique (CSP), sang de cordon ombilical. Le principe
est d’assurer une immunosuppression importante (grace au conditionnement) puis de
restaurer I’hématopoiése en injectant des CSH.

La procédure d’allogreffe comporte plusieurs étapes, résumées dans la figure 4.

Pancytopénie
Transfusion d'érythrocytes

et plaquettes
| GVH aigué | | GvH chronique |
| Immunoreconstitution |—>

Conditionnement pré-greﬁe] I Transplantation | [ Prise de greffe \
I I 1 T I T T T T H [ T T | >
-7 -5 -3 -1 0 1 2 3 4 8 12 T 16 20
Prégreffe (jours) Post-greffe (semaines) + 100 jours

Figure 4. Les étapes de 'allogreffe, tiré de Martin 2009. *°

Ainsi, aprées réalisation d’un bilan de faisabilité tenant compte de |'état général du patient, de
I’age et/ou de I'existence de comorbidités (Score de Sorror ou HCT-Cl « hematopoietic cell
transplantation comorbidity index »)?%?2, et de I'identification d’'un donneur, vient I'étape du
conditionnement précédant I'infusion du greffon, a JO. S’en suit une période d’aplasie (environ

3 a 5 semaines) puis la phase de prise de greffe. Cette derniére s’objective généralement dés
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J30, par la réalisation d’'un chimérisme lymphocytaire, I'objectif étant I'obtention d’un
chimérisme total donneur.
La derniére phase correspond a la reconstitution immunitaire post-greffe, qui peut également

durer de quelqgues mois a plusieurs années en fonction du type de greffe et de donneur.

5. Aspects immunologiques de I'allogreffe

5.1.Le systeme HLA ou CMH

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), ou systeme HLA (en anglais : « Human
Leukocyte Antigen ») chez ’homme, est le systéme de reconnaissance du « soi » et du « non
soi ». Il a été découvert par le Pr Jean Dausset en 1958 ¢, qui a permis d’introduire la notion
de « compatibilité HLA » entre donneur et receveur, cette derniere étant indispensable au
succés d’une allogreffe 23,
Le systéme HLA est contrélé par un ensemble de genes situés sur le bras court du chromosome
6 2425, codant pour des molécules de surface impliquées dans la présentation des antigénes
peptidiques aux lymphocytes T, via le récepteur de surface de ces derniers, le TCR.
La région génique HLA contient environ 260 genes, divisés en 3 groupes distincts :

- Les genes de Classe | : classiques (HLA-A, HLA-B, HLA-C), non classiques (HLA-E, -F, -G)

- Les genesdeclasse Il : HLA- DRB1, 3, 4, 5, HLA-DQA1 et HLA-DP

- Les genes de classe Ill codant pour des protéines du complément et autres facteurs

impliqués dans les mécanismes de I'inflammation (Facteur B, TNF...) (figure 5).
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Figure 5. Organisation du systéme HLA au niveau du chromosome 6,
Klein et Sato, NEJM 2000**%

Le systeme HLA est donc un systéme hautement polymorphe et poly allélique avec plus de
11 000 alléles répertoriés?®?’. Les génes sont exprimés de facon codominante et transmis par
haplotype complet a la descendance?®

Ainsi, la probabilité pour un patient d’avoir un donneur HLA identique est de 25% pour chaque

membre de sa fratrie (figure 6).
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HLA-matching
Mother Father

25% chance of
identical sibling

I
A A
B B
C C
DR DR
Haploidentical Patient Incompatible Haploidentical Identical
sibling sibling sibling sibling

Figure 6. Transmission HLA par haplo-type
adapté de Soiffer RJ, editor. Haematopoietic stem cell transplantation. 2nd ed: Humana Press; 2008. p. 19-23.

Les molécules HLA intervenant dans la régulation de la réponse immunitaire sont les molécules

de classe | et Il (figure 7) :

* Les molécules HLA de classe | sont exprimées a la surface des cellules nucléées et des
plaguettes en tant que glycoprotéines transmembranaires présentatrices d’antigénes aux
lymphocytes T CD8+. Ce sont des hétérodimeres comprenant une chaine lourde a,
polypeptidique et polymorphe, et une chaine légere représentée par une protéine codée

par le chromosome 15, la 82 microglobuline.

+* Les molécules HLA de classe Il sont généralement exprimées par les cellules présentatrices
d’antigenes et les lymphocytes B. Ce sont des hétérodiméeres se composant de 2 chaines
polypeptidiques polymorphes, a et B, formant alors un « complexe » transmembranaire

présentant des peptides antigéniques aux lymphocytes T CD4+.

17



Class | Class Il

Peptide-binding
groove |

ettt T T T e
JAAHO00000000

St

1
\ "
\ Q

Cytoplasmic Cytoplasmic
tail tail

Figure 7. Structure des molécules HLA de classe l et I,
tiré de Klein et Soto, NEJM 2000 %*%>

Méme si le réle des antigenes du CMH est primordial, le rejet peut toutefois survenir au
décours d’une transplantation HLA-identique. Ceci est di a [I'existence d’antigenes
« mineurs » d’histocompatibilité, qui sont reconnus par les lymphocytes T.
Le principe dans le cadre d’une allogreffe est de trouver, au mieux, un donneur avec une
compatibilité HLA 10/10 c’est-a-dire compatible avec le receveur pour les 2 alléles des cing
genes HLA-A, -B, -C et DRB1 et DQB1.
En pratique, le typage HLA est réalisé selon une technique de séquencage de haute
résolution (NGS) permettant alors de déterminer la molécule HLA par 4 chiffres (exemple :

HLA-A * 24 : 02)%°,
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5.2. Allo réactivité et effet « GvL » ou « GVT »

La capacité des lymphocytes T a reconnaitre spécifiquement le « non-soi » est appelé le
phénoméne d’allo réactivité. L'effet du greffon contre la maladie, effet Gvl, est I'objectif
ultime de I'allo-CSH®. Il repose sur I'éradication des cellules leucémiques résiduelles du
receveur par le systéme immunitaire du donneur médié par les lymphocytes T dits
alloréactifs3C. Ces derniers sont connus pour &tre aussi les principaux effecteurs de la GvHD.
En effet, il a été démontré que I'inactivation ou la déplétion des lymphocytes T du greffon ou
les greffes syngéniques3! s’accompagnait d’une diminution du taux de GvHD, mais aussi d’une
diminution de la prise de greffe et d’une augmentation importante du taux de rechute3?.

A linverse, la réinjection de lymphocytes du donneur (Donor Lymphocyte Infusion, DLI) chez
des patients en rechute post-greffe a démontré un effet allogénique anti-leucémique en
amplifiant ou déclenchant cet effet GvL, avec I'obtention de rémissions durables33.

Ainsi, les patients développant une GvH apres une allogreffe de CSH présentent moins de
rechute332, Néanmoins, 'effet GvL et la GvHD, bien qu’intimement liés, restent deux entités
distinctes. En effet, la survenue de I'effet GvL n’est pas toujours corrélée a une GvHD, et des
rémissions complétes ont pu étre observées en I'absence de GvH 3134, Cela laisse supposer
I’existence de cibles antigéniques spécifiques des cellules tumorales non partagées avec les
cellules saines ciblées par la GvHD?*. Toutefois, cette distinction GvT/GvL- GvH reste encore
débattue3® (Cf. Annexe 2).

Par ailleurs, certaines études ont porté leur intérét sur le role des cellules NK (Natural killer)
et le systéme KIR (Killer immunoglobulin-like receptor) 37, notamment en situation d’histo-
compatibilité partielle3®. A la différence des cellules T, I'alloréactivité médiée par les cellules

NK repose sur la présence d’une incompatibilité mismatch entre les KIR du donneur et ses
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ligands, les molécules du CMH-I du receveur. Ces études ont ainsi montré que les lymphocytes
NK du donneur, qui émergent apres la prise de greffe, permettraient de délivrer un effet anti
tumoral alloréactif puissant, notamment dans le cadre des LAM, de promouvoir la prise de

greffe, tout en prévenant la survenue d’une GvHD3%3° (Cf. Annexe 3).

6. Complications les plus fréquentes de I’Allo-CSH

La greffe allogénique est a I'origine de nombreuses complications, précoces et tardives,

associées a une morbi-mortalité importante.

6.1.Déficit immunitaire induit et infections

Le conditionnement induit chez le receveur un déficit immunitaire cellulaire et humoral
transitoire (quelques mois) pouvant étre responsable de complications infectieuses
opportunistes (virales, fongiques, bactériennes multi-résistantes), suivant généralement 3
phases, décrites dans la figure 8. La reconstitution immunitaire, a partir des cellules souches
du donneur peut étre longue et se réaliser sur plusieurs années, exposant de maniere
prolongée le receveur a ce type de complications.

Des méthodes de prévention sont ainsi appliguées de maniere systématique et peuvent
dépendre des pratiques hospitaliéres locales (e.g antiviraux de type acyclovir, prévention de
I'infection a pneumocystiis par BACTRIM, perfusion d’ig polyvalentes...). De nouvelles

approches de thérapie cellulaires sont en cours de développement.
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Figure 8. Les complications infectieuses apres allogreffe de CSH
d’aprés Tomblyn M, Chiller 2009
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6.2.Les conflits immunologiques post-greffe (Cf. Annexe 4)

Le principe de la greffe allogénique, en dehors des greffes syngéniques, est basé sur une
réaction immunologique, ou allo réactivité, entre certains effecteurs du greffon et les cellules
ou tissus du receveur, méme en situation de compatibilité HLA. Le degré d’allo réactivité varie
principalement en fonction du degré d’histocompatibilité entre le receveur et le donneur.
Cette interaction immunologique entre donneur et receveur peut se traduire par : (1) le rejet
de greffe ou réaction de I’hGte contre le greffon, (2) la GvHD, et enfin par (3) I'effet « GvL »

(décrit ci-dessus). L’objectif étant d’optimiser au maximum |’effet GvL, en limitant la GvHD.
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6.2.1. Le rejet

Le rejet de greffe est rare (incidence entre 1 et 10%) en raison d’une importante
immunosuppression induite par le conditionnement. Il survient lorsqu’il persiste des
lymphocytes T du receveur apres le conditionnement, capables de s’activer contre les cellules
du donneur/greffon. Il se traduit par une absence de prise de greffe c’est-a-dire I'absence
d’une reconstitution hématologique aprés allogreffe. Cet échec de prise de greffe peut étre
alors primaire (non prise de greffe initiale) ou secondaire (perte du greffon, initialement
fonctionnel).Les facteurs de risque du rejet de greffe sont multiples, comprenant
principalement le degré d’incompatibilités HLA, les greffes a partir d’USP (surtout si le nombre
de cellules injectées est insuffisant) ou aprés conditionnement d’intensité réduite, les greffes
T-déplétées, une infection virale intercurrente (par exemple, le CMV) et |'utilisation de

traitements hémato-toxiques.

6.2.2. La maladie du greffon contre I'"h6te

La GvHD (aiglie/chronique) est une complication majeure, responsable en grande partie de la
morbi-mortalité associée a |'allogreffe de CSH. Elle survient chez environ 70% des patients. La
GvHD résulte d’une réaction immunitaire allogénique médiée par les lymphocytes T
alloréactifs du donneur qui sont dirigés contre les antigeénes exprimés par les tissus et cellules
du receveur. Selon Billingham?! , plusieurs critéres sont requis pour que survienne une GvHD
et cela pour tout type de greffe :

(1) Le greffon doit contenir des cellules immunocompétentes,

(2) Le receveur doit exprimer des ag tissulaires non retrouvés chez le donneur et

(3) Le receveur doit étre dans I'impossibilité de produire une réponse immunitaire

Capable d’éliminer les cellules du donneur.
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Le facteur de risque majeur de la GvHD est le degré d’incompatibilités HLA.
Il existe 2 types de GvHD décrites en fonction de leurs manifestations cliniques : la GvHD aiglie

(aGvHD) et la GvHD chronique (cGvHD).

6.2.2.1. La GvHD aigue

Elle survient classiguement dans les 100 premiers jours mais peut survenir plus tard aprés la
greffe. Les organes cibles sont principalement la peau, le tube digestif, le foie.

Elle survient dans pres de 30 a 40% des cas apres une allogreffe HLA-identique intrafamiliale
et dans environ 80% des cas apres une allogreffe a partir d’'un donneur non apparenté et avec
une incompatibilité HLA. Elle est responsable d’environ 15 a 20% des décés apres allogreffe®?.
La GvHD aigtlie est la conséquence d’une réaction immunitaire allogénique dirigée contre les
antigenes du receveur. Le conditionnement induit des dommages tissulaires non spécifiques
entrainant la sécrétion de cytokines pro inflammatoires. Cela favorise alors la libération des
antigénes du receveur et leur présentation par les cellules présentatrices d’antigenes (CPA)
dans les tissus périphériques, activant les lymphocytes T allo réactifs du Donneur.

Ces derniers vont alors proliférer et se différencier avant de migrer et détruire les tissus sains
du receveur (Figure 9). La sévérité de I'aGvHD est évaluée selon les critéres modifiés de Seattle
Glucksberg et classée du grade | 3 IV (Iégére a trés sévére)*3~%° (Cf. Annexe 5 et 6).

La prophylaxie de la GvHD aigué est primordiale et repose sur I'association de plusieurs
immunosuppresseurs comme par exemple I'association d’un inhibiteur de la calcineurine au
methotrexate (MTX), reconnue comme le Gold standard*. D’autres molécules sont
actuellement en cours d’évaluation (maraviroc, cyclophosphamide post-tranplantation...).

En cas de aGvHD de grade supérieur a 1, le traitement spécifique repose en 1° ligne sur

I’administration d’une corticothérapie systémique entre 1 et 2mg/kg*’*® +/- associée a une
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photothérapie extracorporelle. En cas de aGVHD cortico résitante, plusieurs options ont été

étudiées (SAL, MTX faible dose, Mycophénolate Mofétil (MMF), anticorps anti-TNF alpha...),

mais aucune n’a encore montré sa supériorité.

[ I. Conditionnement I
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Figure 9. Physiopathologie de la GvHD aigiie
Tiré de Dhédin et Vernant, EMC*
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6.2.2.2. La GvHD chronique

La cGvHD survient classiquement au-dela des 100 premiers jours apres la greffe et peut étre
précédée ou non par une aGvHD. Elle concerne 30-70% des survivants a long terme des
allogreffes de CSH. La cGvHD est la principale cause de morbi-mortalité dans le suivi a long
terme des allogreffés et peut affecter de maniére trés importante leur qualité de vie.

Elle se complique souvent de manifestations infectieuses.

Plusieurs facteurs de risques ont été identifiés®® notamment : ’dge avancé du receveur, le type
de donneur (HLA-non identique et donneur féminin pour un receveur masculin) et la source
de CSH (CSP principalement).

La physiopathologie de la cGvHD est complexe, impliquant différents effecteurs
immunologiques et des mécanismes d’inflammation chronique®.

Les manifestations cliniques sont trés variables et peuvent rappeler celles observées au cours
de certaines maladies auto-immunes (comme la sclérodermie, le syndrome de Goujerot-
Sjogren, la cirrhose biliaire primitive...). Elle peut toucher tous les organes mais principalement
la peau et la muqueuse buccale puis les yeux, le foie et le tractus gastro-intestinal et plus
rarement, le poumon.

La sévérité de la cGvHD est évaluée selon les critéres de consensus du National Institutes of
Health (NIH) et classée comme légére, modérée ou grave >>>* (Cf. Annexe 7).

Le principe du traitement est basé sur 'immunosuppression (corticothérapie en 1° ligne) et

les traitements ciblés sur les atteintes d’organiques spécifiques avec des soins de support.

6.3.Autres complications

En dehors méme des complications liées au déficit ou conflits immunitaires, la réalisation

d’une greffe allogénique induit tres fréquemment des complications liées a la « toxicité »
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propre a la procédure notamment au niveau des muqueuses orales (mucite), du foie (cytolyse
et MVO) et du rein (Insuffisance rénale aigilie toxique et SHU). Nous développerons ici deux

types de complications aiglies, rares et potentiellement graves.

6.3.1. La microangiopathie thrombotique (MAT)

La MAT est une complication grave de |'allogreffe de CSH associé a un pronostic sombre dans
les formes sévéres (mortalité supérieure a 80%).

Elle est définie par la présence d’'une anémie hémolytique mécanique, d’une thrombopénie
périphérique et d’'une atteinte d’organe(s) : rein, cerveau, coeur, tube digestif ou encore
surrénale. Son incidence post greffe varie entre 0.5% et 64% °°.

Dans le cadre de I'allogreffe, les MAT observées s’apparentent généralement a un syndrome
hémolytique et urémique (SHU) atypique avec donc, une souffrance rénale (cf. Annexe 8).

La MAT est liée a I’activation e la voie alterne du complément mais la physiopathologie reste
encore mal connue®®.

Les principaux facteurs de risque sont : le type de conditionnement, I"utilisation de I'ICT et des
inhibiteurs de calcineurine ou de mTOR, les infections intercurrentes virales (hotamment le
CMV, Adénovirus, parvovirus et la grippe) mais aussi fongiques®’. Il faudra noter que
I'incidence d’une MAT post-allogreffe est clairement majorée par la présence d’'une GVH
aiglie®®,

Le principe du traitement repose sur le traitement du facteur déclenchant (GVHD, Infections)
ou l'arrét du ou des traitements en cause. D’autres traitements plus spécifiques peuvent étre

utilisés : les échanges plasmatiques et I'Eculizumab, un anticorps monoclonal, anti-C5.
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6.3.2. La maladie veino-occlusive (MVO) du foie

La MVO ou Le syndrome d’obstruction sinusoidale (SOS) est une complication généralement
précoce et grave de |'allogreffe, survenant généralement au cours du premier mois apres la
greffe. Son incidence est de I'ordre de 10 a 15% mais peut étre majorée en cas de la présence
de facteurs de risque®°.

Les facteurs de risque associés a la MVO les plus fréguemment retrouvés sont : le type de
greffe (risque majoré en cas de greffe « génoidentique »), I'utilisation de chimiothérapie dont
le métabolisme passe par la voie de conjugaison du glutathion (Busulfan seul ou associé au
Cy), des antécédents d’atteinte hépatique ou pancréatique, une infection par le CMV mais
également I'utilisation d’une nutrition parentérale®®.

La MVO est liée a une atteinte au niveau des cellules endothéliales sinusoidales hépatiques
puis au niveau centro-lobulaire, entrainant une obstruction des sinusoides, une hypotension
de la veine porte et une réduction du débit veineux hépatique.

Son diagnostic est essentiellement clinique. Le pronostic est généralement sombre dans les
formes sévéres, avec une mortalité de I'ordre de 80%°°. (Cf Annexe 9 et 10).

Le Défibrotide®%%est actuellement le seul traitement spécifique approuvé dans le cas des

formes séveres.

6.4.Les complications tardives

Les complications tardives sont généralement liées a lintrication de plusieurs facteurs
notamment la GVHD chronique, les défauts de reconstitution immunitaire post greffe et les
effets a long terme des différents traitements utilisés au cours de I’allogreffe (chimiothérapies

cytotoxiques et traitements immunosuppresseurs).
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Ces complications sont diverses et peuvent avoir un impact majeur sur la qualité de vie du
patient :

(1) le syndrome métabolique et les complications cardio-vasculaires,

(2) les complications pulmonaires non infectieuses de type bronchiolite oblitérante ou
pneumopathie interstitielle diffuse,

(3) les complications hépatiques multifactorielles,

(4) les complications endocriniennes avec notamment I'hypothyroidie tardive ou
I'insuffisance surrénalienne,

(5) ’hypogonadisme et infertilité,

(6) les complications osseuses comme |'ostéopénie et la nécrose avasculaire, et enfin

(7) les cancers solides secondaires.

Au total, les progrés réalisés au cours de ces derniéres décennies ont permis d’élargir I'accés
et la faisabilité de l'allogreffe. Les patients ont donc une espérance de vie prolongée.
Il est donc primordial d’optimiser le suivi post-greffe afin de leur assurer une qualité de vie
acceptable, notamment par la prévention et la prise en charge spécifique et précoce de ces

complications survenant a distance de la greffe.

7. Choix du donneur :

Le choix du donneur est primordial dans le bon déroulement d’une greffe allogénique de CSH.
Il est basé sur la notion d’histocomptabilité entre le systeme HLA du receveur et du donneur.
Le donneur «idéal » reste donc, en théorie, HLA compatible apparenté (frere ou sceur),
communément appelé donneur « génoidentique ». Malheureusement, moins de 30% des

patients ont un donneur HLA identique apparenté disponible. Depuis ces derniéres décennies,
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des progres ont été réalisés afin d’élargir 'accés a l'allogreffe et les greffes a partir de donneurs

« alternatifs » ont été développées.

(1)

(2)

(3)

Les greffes a partir de donneurs volontaires, sains, non apparentés, inscrits sur les
registres internationaux, idéalement HLA identiques (10/10) [greffe phénoidentique] ou
avec une incompatibilité (9/10). La probabilité de trouver un donneur HLA identique non
apparentés est de l'ordre de 70%°%3. Bien que les taux de survie (survie globale, survie sans
rechute et mortalité non liée a la rechute) apparaissent comparables entre donneurs HLA
identiques apparentés et non apparentés®+®>, il faut noter que l'utilisation de donneurs
HLA identiques non apparentés est associée a une morbidité et une incidence de GvHD
aiglie et chronique plus élevée®,

Les greffes a partir des unités de sang placentaire (USP), qui seront développées dans le
paragraphe 7.3

Et enfin, les greffes dites « haplo-identiques » a partir de donneurs HLA partiellement
compatibles (5/10) apparentés (fréres et sceurs, parents, enfants...). Ces donneurs ne
partagent avec le patient qu’un haplotype et sont disponibles pour presque tous les
patients. Cependant, l'utilisation de tels donneurs est associée a une allo réactivité
bidirectionnelle importante (risque de rejet et GvHD). Pour éviter cela, de nouvelles
stratégies se sont développées rendant possible la réalisation de ce type de greffe:
I'utilisation de greffons T-déplétés ex vivo, le protocole GIAC comprenant notamment un
traitement immunosuppresseur intense et enfin, I'utilisation du Cyclophosphamide post-

greffe (Cy-PT)°®®.

Il est important de souligner que chaque incompatibilité est associée a une diminution de la

survie des patients apres allo-CSH®’.

29



La figure 10 résume I'évolution des greffes a partir des différents types de donneurs et la figure

11 représente l'algorithme de recherche d’un donneur.
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8. Sources de greffon de CSH

Jusgu’a la fin des années 1980, la moelle osseuse était la principale source de cellules souches
hématopoiétiques dans le cadre des allogreffes. Depuis, les progrés réalisés ont permis
d’élargir I'accés a l'allogreffe grace a de nouvelles sources de greffons, les cellules souches
issues du sang périphérique et le sang de cordon ombilical, qui pallient le manque de donneurs

intra-familiaux géno-identiques.

8.1.Moelle osseuse

Le prélevement de moelle osseuse (PMO) est réglementé par un arrété du 16 décembre 1998
du Code de la Santé Publique. Le PMO nécessite de multiples ponctions/aspirations a I'aide
d’un trocard au niveau des crétes iliaques postérieures. |l est réalisé sous anesthésie générale
au bloc opératoire, nécessitant une hospitalisation de 48h. La qualité du prélevement s’estime
par la quantité de cellules nucléées totales (CNT) rapportée au poids du receveur (CNT/Kg),
qui doit étre entre 2 et 4 x 108 CNT/kg correspondant a 2.5-5 x 10° cellules CD34+/kg. Le
volume de MO prélevé est limité a 20ml/kg du poids du donneur®. En raison des contraintes
techniques de la procédure et des nombreuses limites du prélevement (qualité parfois
insuffisante du greffon, limitation de I'acces au bloc opératoire dans de nombreux centres et
du volume de recueil) le PMO a progressivement été remplacé par le prélevement de cellules

souches périphériques par aphérese.

8.2.Cellules souches périphériques

Les cellules souches issues du sang périphérique (CSP) par la technique d’aphérese
représentent a ce jour la source cellulaire la plus utilisée’. Pour cela, le donneur doit

bénéficier au préalable d’un traitement de mobilisation par des facteurs de croissance. Ces
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derniers, comme le G-CSF (Granulocyte-Colony Stimuling Factor), permettent en effet de
mobiliser les cellules souches résidant dans les « niches » hématopoiétiques de la moelle
osseuse vers la circulation périphérique’. Les CSP peuvent ainsi étre recueillies par une
technique de cytaphérese sur un appareil de tri cellulaire. Cette procédure permet une
séparation des différents éléments figurés du sang sur la base de leurs propriétés physiques
(taille, densité) dans un circuit extra-corporel’2. Tout cela permet alors de collecter, chez la
majorité des donneurs, une quantité de cellules CD34+ suffisante pour une allogreffe c’est-a-

dire 4-8 x10° CD34+/kg a I'issue d’une ou deux aphéreéses.

8.3.Sang de cordon ombilical ou unité de sang placentaire

Plus récemment, les unités de sang placentaire (USP) ont été utilisées comme source de CSH.
Le sang placentaire circule dans les vaisseaux reliant le placenta a I'enfant. Il contient une
faible proportion de CSH circulantes. Il peut étre prélevé par ponction de la veine ombilicale
chez une femme ayant accouché d’un enfant en bonne santé. La quantité minimale requise
de CNT prélevée est de 3 x 107 cellules nucléées totales/kg. Le produit est ensuite « qualifié »
et inscrit sur le registre national correspondant géré par I'agence de biomédecine.

Les avantages de leur utilisation sont leur disponibilité plus rapide et la possibilité qu’un plus
haut degré de mismatch HLA soit toléré, avec moins de GVHD, en raison de I'immaturité du
systeme immunitaire a la naissance avec des lymphocytes T moins allo-réactifs.

En revanche, I'utilisation de ces USP est associée a une prise de greffe plus lente et donc, par
conséquent, une sortie d’aplasie plus tardive et un risque plus élevé d’infections et de

mortalité sans rechute (NRM, non-relapse Mortality)’3. Elle contre-indique également la
réalisation ultérieure de DLI. Les greffes a partir d’USP sont également associées a un plus
haut risque de non-prise de greffe voire de rejet. Les deux facteurs prédictifs du succes d’une
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allogreffe de sang placentaire sont le nombre de cellules nucléées et le degré de compatibilité
HLA (au minimum, > 4/6 HLA-A, -B et- DRB1) 747>,

La figure 12 résume |’évolution de la répartition des sources de greffons entre 2008 et 2017.
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Figure 12. Evolution de la répartition des sources de greffons
Rapport EBMT 2019%°

9. Evolution des différents types de conditionnements :

Le conditionnement est une étape indispensable dans le cadre de la procédure d’allogreffe et
précede I'injection des cellules souches du donneur.

Depuis toujours, les principaux objectifs du conditionnement sont :

(1) de permettre au greffon de prendre sa place dans la moelle osseuse (MO) par son action
myéloablative,

(2) d’éradiquer les cellules tumorales résiduelles par son action anti-tumorale et

(3) d’éviter le rejet de greffe en assurant une immunosuppression profonde chez I'héte.

Le choix du conditionnement est complexe et primordial.

Il varie en fonction de nombreux critéres : tout d’abord des critéres liés au patient (age,

comorbidités , HCT-CI?%?2), 3 leur maladie (type et statut de la maladie au moment de la greffe,
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nombre et type de traitement regus antérieurement), et puis des criteres liés au type du
donneur, le degré de compatibilité entre donneur et receveur, ainsi que le type de source
cellulaire utilisé.

L'une des limitations majeures de cette approche reste toutefois sa toxicité.

Au cours de ces dernieres décennies de nombreuses avancées ont été réalisées afin d’élargir
I’accessibilité a I'allogreffe, notamment aux patients plus dgés et/ou avec de nombreuses
comorbidités, en réduisant I'intensité et la toxicité des régimes de conditionnement, préférant
ainsi 'immunoablation a la myéloablation. Ainsi, en fonction de leur pouvoir myélotoxique et
leurs propriétés immunomodulatrices, plusieurs types de conditionnements sont
actuellement décrits’®. On distingue les conditionnements myéloablatifs (MAC), d’intensité
réduite (RIC) et non myéloablatifs (NMAC) et plus récemment, les conditionnements MA a

toxicité réduite (MA-RTC). (Figure 13)

< Increasing Requirement of GVT Effect

myeloablative BlBJU++C-:BT*TBI’ A
MA CY + TBI*
FLU + AraC
BU + CY (¢ ATG)
Reduced intensity conditioning BU + Melphalan
RIC | CY +BU
¥ + FLU + Thi'
FLU + Melphalan
FLU + Treosulfan
Non ablative. FLU + BU (low dose)
NMA Thi' + FLU
minimal short long irreversible TbiT
pancytopenia B >

yes

Toxicity

Stem cell support required

No

Intensity

Figure 13. Les différents types de conditionnements
A. Bacigalupo et al.2009.7° et B. Deeg and Sandmaier”
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9.1.Conditionnement myéloablatif standard

Les MAC sont définis comme étant une combinaison d’agents entrainant une aplasie
profonde, généralement irréversible, et une myéloablation jusqu’a 1 a 3 semaines apres
administration, nécessitant un support de CSH pour permettre la reconstitution
hématopoiétique’®. Ils sont a la fois immunosuppresseurs et myélotoxiques.

Depuis les années 70’s, les conditionnements précédant |'allogreffe étaient basés sur
I'utilisation d’une irradiation corporelle totale (ICT) a dose myéloablative associée ou non a un
agent alkylant, principalement le cyclophosphamide (Cy) 1278,

Les premiers MAC, basés sur I'utilisation de doses élevées d’irradiation corporelle totale (ICT)
seule, avaient pour objectifs d’assurer une immunosuppression profonde et d’éradiquer la
maladie. Malheureusement, cette approche s’est montrée trés toxique voire fatale’®, contre-
indiquant I'allogreffe aux patients agés de plus de 45-50 ans, ces derniers représentant la
population la plus touchée en termes d’hémopathies malignes.

Afin de réduire la masse tumorale avant ICT, un agent alkylant a été ajouté, le
Cyclophosphamide (Cy), a la dose de 60mg/kg par jour pendant 2 jours?. N’étant toutefois pas
dénuée de toxicité, cette association a progressivement laissée sa place a celle du Busulfan®°,
un autre agent alkylant introduit en 1983, et du Cy (BuCy2). Cette derniére, développée par le
groupe de John Hopkins en 1983, s’est en effet avérée étre une belle alternative a I'utilisation
de I'ICT 818 et a longtemps été considérée comme un standard de MAC, notamment dans le
cadre du traitement des LAM chez des sujets jeunes8%81.83,

Toutefois, les études originales portaient initialement sur l'utilisation du Busulfan par voie
orale, qui, en raison d’une absorption imprévisible et donc doté d’une grande variabilité inter

et intra-individuelle, s’est montré toxique ou peu efficace en fonction de son exposition
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systémique (ES). Le développement de la formulation intra veineuse du Busulfan (Bu IV) et
plus récemment I'utilisation des parametres pharmacocinétiques pour en adapter les doses
84-88 ont permis de diminuer de maniére significative la mortalité liée a la procédure de
transplantation (TRM, Transplantation-related mortality) faisant suite a des conditionnements
basés sur Iutilisation du Bu, initialement per os 8.

De nombreuses études ont montré par la suite I'équivalence du BulVCy2 avec Cy2/TBI dans le
cadre du traitement de la LAM®! mais aussi de la LAL®?.

Cependant, les résultats de I'étude prospective de non infériorité de Bredeson et al.*
préconisent I'utilisation de MAC basés sur l'utilisation du Bu IV (survie supérieure sans
majoration du risque de rechute ou de TRM) par rapport a ceux basés sur I'lCT pour le
traitement des hémopathies malignes myéloides.

Malgré cela, les MAC restent associés a une toxicité encore trop importante et incompatible
avec une allogreffe chez des sujets plus dgés et/ou avec de nombreuses comorbidités, souvent

plus concernés par les hémopathies malignes a haut risque de rechute.

9.2.Conditionnement non myélo-ablatif

A l'inverse des schémas myéloablatifs, les conditionnements non myéloablatifs (NMAC)
provoquent des cytopénies minimes compatibles avec une reconstitution hématopoiétique
autologue en I"absence de support par CSH allogéniques’®. Ces NMAC ont été initialement
utilisés dans le cadre d’aplasies médullaires séveres dans le but de diminuer la toxicité et la
mortalité liées a la greffe®? puis dans le cadre d’hémopathies malignes chez des patients
jusgu’alors récusés a I'allogreffe en raison de leur dge avancé et/ou de leurs comorbidités.

L'expérience de tels conditionnement au cours de ces 20 dernieres années nous a montré que

les patients obtenaient des chimérismes complets et persistants, malgré une dynamique
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d’installation plus lente qu’avec les MAC®*. Toutefois, bien que les NMAC s’avérent étre une
belle alternative en termes de toxicité précoce chez des patients non éligibles pour un MAC,
la premiére limite a leur utilisation reste la prise de greffe avec des taux de rechute encore
trop élevés®. Cela souligne Iimportante majeure de I'effet antitumoral lié au
conditionnement. Les principaux NMAC reposent sur |'association de la fludarabine avec une

ICT a 2 Gy et/ou avec le cyclophosphamide.

9.3.Conditionnement a intensité réduite

Les conditionnements a intensité réduite (RIC) ne remplissent pas les criteres définissant des
régimes de type MAC ou NMAC : ils entrainent des cytopénies de durée variable et doivent
étre administrés avec un soutien de CSH, bien que I'aplasie puisse étre réversible’®. Ce type
de conditionnement associe généralement un analogue des purines, la Fludarabine, a une ICT
a dose réduite®® ou a un agent alkylant a dose réduite d’au moins 30% par rapport aux MAC :
Busulfan %7, Thiotepa®®, Melphalan®®.

Comparativement aux NMAC, les RIC sont associés a un meilleur contréle de la maladie
en raison d’un degré de myéloablation plus important leur conférant un réel effet anti
tumoral, mais au prix d’un plus haut degré de toxicité et donc une survie globale comparable
a celle des NMAC!®, soulignant I'importance de l'intensité du conditionnement.

Ainsi, Blaise et al.’% a rapporté les résultats d’'une étude francaise de 139 patients 4gés en
moyenne de 55 ans atteints d’hémopathies malignes variées, ayant bénéficié d’un RIC
associant la fludarabine (30mg/m?/jour pendant 5 jours), du busulfan oral (4mg/kg/j pendant
2 jours) et des antithymoglobulines de lapin (Rabbit (r)-ATG, 2.5mg/kg) ou d’'un NMAC
associant la fludarabine (30mg/m?/j pendant 3jours) et ICT a 2Gy a JO. Cette étude a montré

gue l'incidence de GVHD aiglie de grade II-IV était plus élevée pour le RIC (47 vs 27%, p=0.01),
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sans différence en termes de GVHD chronique. Le taux de rechute était beaucoup moins
important aprés un RIC (27 vs 54%, p=0.01). La NRM était plus élevée apres un RIC qu’aprés
un NMAC (38% vs 22%, respectivement, p=0.027) alors que la survie globale a 5 ans était
comparable dans les 2 cohortes.

Il a par la suite été démontré que I'utilisation de la forme intraveineuse du busulfan et

I’'augmentation de la dose de r-ATG a 5mg/kg permettaient d’améliorer la tolérance de la
plateforme Flu-Bu-rATG, notamment avec un meilleur contréle de la GvHD9%-103,
Une étude prospective de phase Il multicentrique francaise'®* a ainsi rapporté la faisabilité et
I’efficacité d'un RIC a base de BulV chez 75 patients agés de plus de 55 ans allogreffés pour
hémopathies malignes a partir d’un donneur géno-identique. Ce RIC associait de la fludarabine
(150mg/m?), du Bu IV pendant 2 jours (6,4mg/kg) et des r-ATG (5mg/kg). L'incidence de GvHD
aigués de grade llI-IV et de GVHD chronique extensive était de 3 % et 27 %, respectivement.
La NRM a J100 et a 1 an était seulement de 1 % et 9 %, respectivement. La qualité de vie était
conservée pour 75 % des patients. Avec un suivi médian de 49 mois, I'incidence de rechute a
2 ans, la PFS et I'OS étaient respectivement de 36 %, 51 % et 67 %. Ces résultats confirment
que l'utilisation de la plateforme Flu-BulV-rATG chez des patients plus agés permet un bon
contréle de la maladie tout en étant peu toxique.

Comparativement a un MAC standard, les RIC sont généralement associés a une plus
faible NRM mais des taux de rechute plus élevés, témoignant d’une activité antitumorale plus
limitée. Cependant, les différentes études réalisées montrent généralement des taux de survie
comparables entre RIC et MAC, la meilleure activité antitumorale de ces derniers étant
contrebalancée par une NRM plus élevéel9>10,

Une étude rétrospective réalisée sur 722 patients agés de plus de 50 ans atteints de LAM de

novo, allogreffés apres un RIC ou un MAC a partir de donneurs géno-identiques, a montré que

38



I'incidence de GVHD aiglie de grade II-IV était significativement plus élevée apres un MAC
gu’un RIC (31 vs 22%, p=0.003) sans différence en termes de GVHD chronique. Le taux de
rechute était significativement inférieur aprés un MAC (24 vs 41%, p<0.0001). L’'incidence
cumulée de la TRM a 2 ans était plus élevée apres un MAC qu’un RIC (32 vs 18%, p<0.001)
alors que la survie globale a 2 ans était comparable dans les 2 cohortes.0>

Ainsi, bien que la diminution de l'intensité des conditionnements ait permis d’étendre
la faisabilité de I'allogreffe et de réduire la NRM, l'intensité idéale n’est toujours pas
clairement définie et le contréle de la maladie reste encore un enjeu majeur.
Récemment, de nouveaux types de conditionnements ont été développés dans le but de
majorer |'efficacité antitumorale tout en maintenant un profil de toxicité comparable aux

NMAC/RIC : les conditionnements myéloablatifs a toxicité réduite (MA-RTC).

9.4.Conditionnement Myéloablatif a toxicité reduite

Le concept repose sur l'utilisation de doses myéloablatives d’alkylants (Busulfan le plus
souvent, mais aussi le Treosulfan) au sein d’'un conditionnement dont la toxicité directe reste
inférieure a celle induite par un schéma de type MAC. Ainsi I'association d’un agent alkylant
avec un analogue des purines (principalement la fludarabine) permet de délivrer des doses
myéloablatives (avec un effet antitumoral puissant) tout en maintenant un profil de tolérance
comparable aux RIC, et donc, compatible avec la greffe des sujets dgés et/ou avec des
comorbidités'®”1% notamment grace a 'utilisation des paramétres pharmacocinétiques du Bu
|V109.

A la différence des MAC, ces MA-RTC sont basés sur l'utilisation de la fludarabine. Cette

derniere n’entre pas en compétition au niveau de la conjugaison hépatique avec le Busulfan
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comme le cyclophosphamide. Cela peut expliquer en partie la baisse de la NRM par rapport
aux MAC standards, représentés par le BuCy2 110-112,

Le schéma de MA-RTC, Flu/Bu pendant 4 jours (FB4), a été étudié et comparé au BuCy2 chez
des patients atteints de LAM et éligibles a un MAC. Les études ont montré qu’il existait une
diminution de la NRM avec un effet antitumoral comparable dans le bras MA-RTC!10/113,
Ainsi, dans I'étude multicentrique de Rambaldi et al. 110, 252 patients 4gés de 40 a 65 ans,
atteints de LAM en rémission compléte, ont été randomisés pour recevoir soit un MAC de type
BuCy2 (n=127) soit un MA-RTC de type FB4 (n=125). La NRM a 1 an était de 17% et 8%,
respectivement, p=0-026. Les principales toxicités de grade 3 rapportées étaient les troubles
digestifs dans 23 et 21% respectivement, et les infections dans 17 et 10%, respectivement.
L'incidence de la rechute a 2 ans était comparable dans les deux groupes, respectivement de
30 et 32%. Les MA-RTC de type FB4 semblent donc étre aussi efficaces que les MAC standards
en étant toutefois moins toxiques.

Chez les patients non éligibles a un MAC, il n’est pas encore clairement démontré qu’un MA-
RTC de type FB4 améliore le controle de la maladie comparé a un RIC basé sur des doses plus
faibles de Busulfan. Par ailleurs, bien que la faisabilité de conditionnements basés sur le
Busulfan et la fludarabine ait été étudiée'®1!4 aucune étude prospective n’a encore permis
d’établir une dose de Busulfan optimale.

Une étude frangaise multicentrique randomisée tente actuellement de répondre a la question
en comparant trois doses de Busulfan IV (6.4mg/kg, 9.6mg/kg et 12.8mg/kg) en association
avec la fludarabine et le Sérum anti lymphocytaire (SAL) chez des patients atteints de
LAM/SMD agés de plus de 50 ans et/ou présentant des comorbidités (n° ClinicalTrial.gov NCT

01985061).
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10. Le Busulfan et pharmacocinétique (PK)

10.1. Structure chimique et mécanisme d’action

Le Busulfan (Bu) est un agent alkylant bifonctionnel : diméthyl-sulfonoxy-1,4-diméthane :

=0

I
CHa-ﬁ-o-CHz-CHz-cnz-CH,»o- - CH,

Oo=w

Figure 14. Formule chimique du Busulfan

Le busulfan est lipophile et peu soluble dans I'eau. Comme tout agent alkylant, le Bu est
capable de se fixer a de nombreux substrats nucléotidiques qui se fixent sur ’ADN en formant
des ponts intra ou intercaténaires entre deux guanines et des pontages ADN-protéines 1>116,
Cela bloque alors la réplication de I’ADN et la transcription de I’ARN, entrainant une apoptose
des cellules tumorales. Le Busulfan est un agent hautement myélotoxique. A faible dose, il agit
en particulier sur les cellules de la lignée granulocytaire alors qu'a forte dose il agit sur
I'ensemble des lignées hématopoiétiques avec un trés bon passage au niveau du liquide

céphalo-rachidien.

10.2. Effetsindésirables et Toxicité

Les effets indésirables liés au Busulfan sont nombreux (Cf. Annexe 11). A fortes doses, le
Busulfan est myélotoxique, responsable d’'une aplasie médullaire. Les principales toxicités du
Busulfan sont digestives (mucite, nausées et vomissements), hépatiques (Maladie veino-
occlusive)®®, neurologiques (crises convulsives)''’, vésicales (Cystite hémorragiques)!'8119,

et plus tardivement, pulmonaires (fibrose interstitielle diffuse et bronchiolite oblitérante)!?°.
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10.3. Utilisation du Busulfan en clinique

Depuis les années 1950, le Busulfan par voie orale était utilisé dans le cadre du traitement
palliatif de la leucémie myeloide chronique (LMC)*2%122 mais aussi d’autres syndromes
myéloprolofératifs. Plus tardivement, a partir de 1983, I'utilisation du Busulfan par voie orale
s’est élargie aux conditionnements myéloablatifs précédant I'allogreffe de CSH 8%81, Ainsi,
I’association du Bu PO avec le Cyclophosphamide, BuCy2, a longtemps été considérée comme
un standard de conditionnement MA chez des patients atteints de leucémie aiglie myéloide
et a remplacé progressivement |['utilisation de I'ICT (Cf. le paragraphe sur les
conditionnements).

Cependant, 'utilisation de la forme orale du Busulfan a rapidement été limitée en raison d’une
absorption digestive imprévisible, associée a une toxicité précoce élevée.

Deeg et al. ont montré que le devenir des patients traités par BuCy2 pouvait étre amélioré en
adaptant les posologies de Busulfan a ses taux plasmatiques®. En 1999, la forme parentérale
du Bu a été développée et intégrée dans le cadre de nouveaux conditionnements pré-
allogreffe, notamment les RIC puis MA-RTC, avec une diminution significative des MVO et de
la TRM?®. En effet, de nouvelles plateformes de conditionnement se sont progressivement
développées depuis ces dernieres décennies laissant la place a des régimes basés sur le
Busulfan intra veineux associé a un analogue nucléosidique tel que la fludarabine (FluBu) ou
plus récemment, la clofarabine (CloBu). Ces derniers sont de puissants immunosuppresseurs

qui ont peu a peu remplacé I'utilisation du Cy (i.e. BuCy ou CyTBI). (Cf. paragraphe dédié)
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10.4. Pharmacocinétique

10.4.1. Absorption digestive

Chez I'adulte, la biodisponibilité du Busulfan par voie orale est soumise a une grande variation
inter et intra-individuelle!?3, cependant moins marquée que chez les enfants. Dans une série
de 16 patients, il a été démontré que la biodisponibilité du Bu per os a la dose de 2mg varie
de 47 4 103% chez des patients 4gé de 13 3 60 ans 1?4,

L'aire sous la courbe (AUC) et la concentration plasmatique maximale (Cmax) du Busulfan sont
dose-dépendantes et ce de maniere linéaire. La forme orale est rapidement absorbée avec un
pic de concentration plasmatique obtenu entre 1.5 et 2h aprés son administration. La
biodisponibilité de la forme IV du Busulfan est, elle, immédiate et compléte. Elle a ainsi permis
de diminuer la variabilité PK interindividuelle, et de résoudre les problémes de biodisponibilité

et de variabilité dans la phase d’absorption.

10.4.2. Distribution

Le Busulfan se lie faiblement aux protéines plasmatiques'?*%>. Environ 32% du Busulfan se lie
de maniére irréversible aux protéines plasmatiquesi?® et 47% aux érythrocytes'?’. La
distribution du Bu suit un modele mono-compartimental. Le volume de distribution est de
0,64+0,12 |/kg chez I'adulte, plus faible que chez I'enfant 12°.

Lorsque le Busulfan est administré a fortes doses, il passe la barriere hémato encéphalique,
ce qui explique sa toxicité au niveau du systéme nerveux central, nécessitant un traitement

prophylactique (comme la phénitoine '’ ou le diazépam).
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10.4.3. Métabolisme et Elimination

Le Busulfan est métabolisé au niveau du foie, principalement par conjugaison au glutathion
endogene, et ce de maniere spontanée ou par catalyse via la glutathion-S-transférase
hépatique (GST) (Cf. Annexe 12). La principale isoforme de la GST est la GST alpha (A1), qui
facilite le métabolisme du Busulfan. D’autres isoformes mineures ont été identifiées : GST mu
(M1) et GST pi (P1), dont I'activité représente respectivement 36% et 18% de celle de la GST
A1128.

Certaines études ont montré que le polymorphisme de ces isoformes pouvait avoir un impact
sur la clairance et la pharmacocinétique du Busulfan oral ou IV, chez des enfants!2%13° mais
aussi chez les adultes 13132, Par contre, il n’a pas été démontré d’association significative
entre leur polymorphisme et la toxicité hépatique du Busulfan22133.134,

Au moins 10 métabolites ont été identifiés dont les 3 principaux sont le sulfolane®3®,3-
hydroxysulfolane et le tétra-hydrothiophéne 1-oxide'3637, identiques a ceux retrouvés chez
les rats38. Les métabolites du Busulfan sont importants car ils pourraient contribuer a la
toxicité propre du Busulfan.

Leur élimination se fait par voie rénale et seulement 2% de la dose administrée est éliminée
sous forme inchangée dans les urines'3®. La demi-vie d’élimination du Bu est comprise entre
2.3 heures et 2.8 heures. La clairance est comprise entre 2,4 a 2,6 ml/min/kg chez des sujets

adultes.

10.4.4, Variabilité pharmacocinétique inter-individuelle

La biodisponibilité et la pharmacocinétique du Busulfan oral sont soumises a une grande
variabilité inter et intra individuelle, cela en raison d’une absorption digestive imprévisible et
variable et de la toxicité digestive propre du busulfan!3®, D’autres facteurs ont été mis en
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évidence, pouvant expliquer cette variabilité de la PK, notamment ’age124140.141 et |e type de
pathologie mais aussi la fonction hépatique, la corpulence ou encore le rythme circadien4%143,
Ainsi, en pédiatrie, il a été démontré que la variabilité inter individuelle de la PK était beaucoup
plus importante que chez les adultes, et donc responsable d’un risque plus élevé de toxicité
induite et de diminution de la survie?.

Par ailleurs, il a été mis en évidence une corrélation entre les taux plasmatiques de Busulfan
et toxicité, en particulier hépatique (MVO) et neurologique. En effet, lorsque le busulfan était
administré oralement 4 fois par jour associé au cyclophosphamide, il a été montré qu’une
faible exposition systémique (ES) du Bu, représentée par une aire sous la courbe (AUC), est
associée a un plus haut risque de rechute, d’échec de prise de greffe voire de décés 87,123144-
147 3lors qu’une ES importante (environ 1500 umol.min/I 87) est associée a un plus haut risque
de toxicité, notamment hépatique (SOS/VOD)%87.%  neurologique!’, et de GVHD
aigue144,145,148'

Cela a rapidement souligné I'existence d’un indice thérapeutique étroit du Busulfan, ce
dernier ayant participé a I'élaboration d’une utilisation adaptée et personnalisée du busulfan :
Therapeutic Drug Monitoring (TDM).

Ainsi, il a été montré qu’adapter les doses de Busulfan oral a une cible thérapeutique fixée,
permettait une meilleure prise de greffe et offrait un meilleur devenir aux patients8>149,150,
Une formulation intraveineuse du Busulfan a donc été par la suite développée®! et approuvée
par la FDA en 1999. Comme attendu, elle a permis de réduire la variabilité inter individuelle
de la PK et a progressivement transformé I'approche des conditionnements basés sur
I’utilisation du Busulfan, grace a une administration unique quotidienne®?1>3 et |'utilisation
des parametres pharmacocinétiques du Busulfan, permettant de monitorer et d’adapter plus

précisément les doses de Bu8>1>4-156,
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’étude de Grochow et al.’*®, a montré que l'utilisation de doses fixes de Busulfan chez les
enfants et les adultes était associée a une incidence plus élevée de MVO par rapport a
I"utilisation d’'une adaptation de doses en fonction de la PK.

Andersson et al.'>* a montré lui aussi que 'adaptation de la dose de Bu en fonction de la PK
dans un régime de type Flu + Bu IV est supérieure a des doses fixes en terme de controle de
la maladie, de survie globale et de survie sans progression chez des patients atteints de LAM
ou SMD.

Ainsi le suivi thérapeutique de I'exposition systémique des patients au Busulfan associé a un
ajustement de dose a permis une amélioration du contréle de la maladie et une diminution
de la toxicité liée au traitement.

Par ailleurs, afin de réduire encore la toxicité du Busulfan, le cyclophosphamide a été remplacé

par la fludarabine, ayant une activité immunosuppressive équivalente.

11. La fludarabine

La fludarabine (ou 96-D-arabinofuranosyl-2-fluoroadénine) est un analogue des purines
inhibant la prolifération lymphocytaire, et un puissant immunosuppresseur, qui a
progressivement remplacé le Cyclophosphamide, longtemps utilisé dans le cadre de MAC chez
les sujets jeunes!13149,152,153,157,

Son introduction dans les conditionnements d’allogreffe a permis de diminuer la toxicité liée

a la procédure®®

, notamment en raison de son métabolisme indépendant de la voie du
glutathion.
En raison d’une longue demi-vie plasmatique, la Fludarabine peut étre administrée une fois

158

par jour'>® et il a été souligné I'importance de I'administrer avant le Busulfan, en raison de ses

mécanismes d’action intra-cellulaires. L’association de la Fludarabine avec le Busulfan exerce
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un effet synergique. En effet, les travaux de Gandhi et Plunkett'™® ont montré que la
fludarabine potentialisait la destruction cellulaire induite par les agents alkylants en inhibant

la réparation des dommages de I’ADN.

12. Le Sérum anti-lymphocytaire

Le sérum anti lymphocytaire (SAL ou Anti-thymoglobulin, ATG), utilisé depuis 1967, est une
gamma-immunoglobulines obtenue par hyper-immunisation animale des thymocytes
humains.

Il existe deux sources de SAL : les lapins, utilisés pour la production de Thymoglobulin ® et
d’ATG-F, et les chevaux, utilisé pour la production d’ATGAM, non utilisés dans |'allogreffe de
CSH en raison de leur inefficacité sur la GvHD. Le SAL de lapin continent des anticorps dirigés
spécifiguement contre les lymphocytes T, mais aussi les lymphocytes B, les plasmocytes et les
antigénes HLA de classe | et 11 1°°, Le SAL est un puissant immunosuppresseur administré avant
la greffe. Par son action T-déplétive in vivo au niveau du greffon, le SAL joue donc un réle
important dans la prévention et la diminution du risque de GvHD?, et plus particulierement
dans le cadre de la GVHD chronique®®-163, Son utilisation est généralement recommandée
dans le cadre de greffes phéno-identiques, de greffes mismatch et dans quelques RIC.
Concernant le risque de rechute, I'utilisation du SAL n’a pas montré de majoration du risque
aprés un conditionnement MAC suivie de I'infusion d’un greffon de type PBSC61.164,

Les principaux inconvénients du SAL sont le risque de syndrome de relargage cytokinique lors
de la perfusion et I'augmentation du risque d’infections opportunistes notamment virales
(comme I'EBV)?61,

La posologie d’ATG utilisée actuellement est de 5mg/kg répartie sur 2 jours (J-3 et J-2) avant

I"allogreffel02165,
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PROBLEMATIQUE DE NOTRE ETUDE :

Les dernieres décennies ont vu se réaliser des avancées majeures notamment dans le cadre
des conditionnements précédant l'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, ayant
permis une diminution importante de la toxicité et de la mortalité liées a la procédure.
Cela a donc contribué a I'amélioration de la faisabilité de I'allogreffe, notamment chez les
patients jusqu’alors non éligibles pour recevoir un conditionnement myéloablatif, en raison
de leur age avancé ou de leurs comorbidités.
L'introduction du Busulfan IV et puis, entre autres, de la fludarabine, a participé a
I'amélioration des conditionnements. Ces avancées ont permis notamment de diminuer leur
intensité puis leur toxicité tout en conservant une activité antitumorale optimale, en partie,
grace a l'utilisation des parameétres pharmacocinétiques du Busulfan, de plus en plus intégrée
dans les pratiques actuelles.
La rechute reste malgré tout un probléme majeur, encore aujourd’hui.
L’enjeu reste donc de trouver le conditionnement « idéal » susceptible de délivrer un effet
GVL optimal avec une faible toxicité, et plus particulierement chez les sujets non éligibles a un
conditionnement myéloablatif, atteints d’hémopathies malignes a haut risque de rechute.
Notre hypothese de travail était que le Busulfan, adapté a ses parametres
pharmacocinétiques, pouvait étre utilisé a des doses myéloablatives sans majoration de la
NRM, chez des patients agés de plus de 55 ans habituellement candidats pour recevoir un RIC.
Entre 2014 et 2017, une étude prospective monocentrique (BxPK NCT02483325) a donc été
menée a I'Institut Paoli-Calmettes a Marseille, évaluant la faisabilité d’'un MA-RTC basé sur
I"utilisation du Busulfan adapté a sa pharmacocinétique chez des patients agés de plus de 55

ans atteints d’hémopathies malignes de haut risque, avant une allogreffe génoidentique ou
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phénoidentique 10/10. Ce MA-RTC était basé sur I'administration de fludarabine a la dose
totale de 150 mg/m?, chaque dose suivie du Busulfan IV avec une AUC cible médiane de 5300
umol-min pendant 4 jours et 'administration de rATG a 5 mg/kg [Groupe BxPK]. La Figure 15

résume le schéma du traitement administré. Au total, 27 patients ont été inclus dans cette

étude.
Protocole BxPK
N=27
Age =55
Géano-id. et phéno-
id. 10110
ATG
2.5 mglkgid i p |
Fludarabine 30mg/m?/d g
| c
D-6 D-5 D -4 D-3 D-2 D-1 DO -
PK PK-guided dose
 Bu130mg/m? | i Bu CSA :>

Figure 15. Schéma de traitement du protocole BxPK
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Dans notre étude, rétrospective et non randomisée, nous avons comparé le devenir de ces 27
patients avec celui de 56 patients traités durant la méme période et avec les mémes critéres
d’inclusion, mais ayant recu un RIC basé sur l'utilisation de la fludarabine 150mg/m?, le
Busulfan IV a doses fixes pendant 2 jours (260 mg/m?), et les rATG (5 mg/kg) [groupe Bx2], Cf

figure 16.

Bx2 ——
Age =55
Geéno-id. et phéno-
id. 10/10
ATG
2.5 Id [
| Fludarabine 30mg/m?/d | g
| C
-6 D-5 D-4 D-3 D-2 o-1 Do -

Bu 130mg/m? CSA :>

Figure 16. Schéma de traitement du groupe Bx2
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RESULTATS

Nous avons analysé les données recueillies chez 83 patients consécutifs dont 27 dans le

groupe BxPK et 56 dans le groupe Bx2.

e Caractéristiques des patients (Tableau 1)

Dans les groupes BxPK et Bx2 : I'dge médian était de 65 ans [57-70] et 63 ans [55-70]
respectivement (p = 0,552) ; la majorité des patients (62,9 et 62,5 %, respectivement)
présentait des hemopathies d’origine myéloide (dont 25,9% et 42,86% de LAM) ; 12 patients
(44.4 %) et 14 patients (25 %) n'étaient pas en rémission compléte au moment de I'allogreffe
; des donneurs phénoidentiques 10/10 ont été utilisés pour 15 (56 %) et 37 (66 %) patients,
respectivement (p = 0,493) ; le HCT-CI était > 3 chez 18 (67 %) et 28 (50 %) patients,
respectivement (p =0,232) ; le DRI était élevé chez 5 (19 %) et 5 (9 %) patients, respectivement
(p =0,369).

Les patients ont recu un nombre moyen de 6,1x1076 cellules CD34+/kg de poids corporel [3,2-
12,7] et 6,7 x1076 cellules CD34+/kg de poids corporel [2-18,2] dans le groupe BxPK et Bx2,
respectivement.

Le suivi médian était de 31,8 mois [15 a 48,9 mois] et de 38,1 mois [8,6 a 60,3],
respectivement.

Il n’y avait aucune différence significative entre les caractéristiques des patients ou de

I'allogreffe.
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Tableau 1. Caractéristiques des patients, du diagnostic et de I'allogreffe

Type de conditionnement
Age médian au moment de I’allo-CSH, années
Diagnostic

LAM

SMD

NPM

MM

LAL

LH

LNH

LLC
Type d’hémopathie

Lymphoide

Myéloide
Statut de la maladie au moment de I'allo-CSH

RC

Non en RC
Type de donneur

HLA identique apparenté
HLA identique non apparenté (10/10)

HCT-comorbidity index (HCT-CI)

0-2

23
Disease Risk Index (DRI)

Faible

Intermédiaire

Elevé

No. Médian de cellules CD34+ infusées x 10°6/kg

No. Médian de cellules CD33+ Infusées x 10"6/kg

No. De jours d’hospitalisation médian
Suivi median (en mois)

NA = non applicable

BxPK (n=27)
65 57-70
7 25,90
3 11,1
7 25,9
2 7,4
5 18,5
0 0
2 7,4
1 3,7
10 37
17 62,9
15 55,6
12 44,4
12 44,4
15 55,6
9 33,3
18 66,7
2 7,4
20 74,1
5 18,5
6,1 3,2-12,7
258 31-564
30 16-78
31,75 15,01-48,92

63

21

35

42

14

19

37

28

28

46
5
6,7
270

30

38,127

Bx2 (n=56)

55-70

42,86
17,86
1,786
14,29

8,93

10,71

3,571

37,5

62,5

75

25

51,79

66,071

50

50

8,93
82,142
8,93
2-18,2
71,9-561
20-77

8,575-60,320

Valeur de p
0,552

NA

0,1244

0,4929

0,2319

0,4517

0,31663
0,40866
0,57487

0,1855
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* Données Pharmacocinétiques et ajustement de dose

Dans le groupe BxPK, a partir des données de PK obtenues a J-6, 22 patients (81%) ont

bénéficié d’'un ajustement de dose (majoration de dose pour 12 patients et diminution de la

dose pour 10 patients). L'AUC médiane du busulfan a J-2, c’est a dire aprées ajustement de

dose, était de 5287 pumol.min. 4 patients avaient une AUC > 6000 pmol.min a J-2 (Figure 17).

7000

6000 -

5000 ~

4000

3000 ~

NRM: Yes

NRM: No

I
Day -6

I
Day -2

Figure 17. AUC du Busulfan (umol/min) a J-6 et J-2 (aprés ajustement de dose)

* Toxicité précoce

Les principales toxicités de grade 3-4 étaient les mucites (BxPK vs Bx2: 52% vs. 11%, p < 0.001)

et les nausées (BxPK vs Bx2: 11% vs 0%, p = 0.050), plus fréquentes dans le groupe BxPK.

Aucune différence n’a été mise en évidence entre les 2 groupes en termes de toxicité de grade

3-4 hépatique (BxPK vs Bx2: 15% vs 11%, p = 0.810), rénale (BxPK vs Bx2: 0% vs 1.8%, p = 1) et

gastro-intestinale (BxPK vs Bx2: 11% vs 0%, p = 0.450), cf. Tableau 2.

Sur les 83 patients, un seul cas de MVO a été relevé, dans le groupe BxPK.
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Hépatique
Aucune
Grade 1-4
Grade 0-2
Grade 3-4
Rénal
Aucune
Grade 1-4
Grade 0-2
Grade 3-4
Anorexie
Aucune
Grade 1-4
Grade 0-2
Grade 3-4
Mucite
Aucune
Grade 1-4
Grade 0-2
Grade 3-4
Gastro-intestinale
Aucune
Grade 1-4
Grade 0-2
Grade 3-4
Nausées
Aucune
Grade 1-4
Grade 0-2
Grade 3-4

Tableau 2. Différents types et grades de toxicité

14
12
22

17

10

27

26

26

26
12
14

18

22

13

13
23

BxPk
n=27

%

51,85
44,44
81,48
14,81

62,96
37,04
100,00
0,00

96,30
0,00
96,30
0,00

0,00
96,30
44,44
51,85

66,67
25,93
81,48
11,11

48,15
48,15
85,19
11,11

40
16
50

36

20

55

50

55

31

25

50

47

56

49

56

Bx2
n=56

%

71,43
28,57
89,29
10,71

64,29
35,71
98,21

1,79

89,29
10,71
98,21

1,79

55,36
44,64
89,29
10,71

83,93
16,07
100,00
0,00

87,50
12,50
100,00
0,00

p value

0,1895

0.8113

0,2012

1
0,000004975

0,00007622
0,3454

0,4498
0,0006656

0,05026
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e Prise de greffe
La date de prise de greffe était définie comme le ler de 3 jours consécutifs avec un taux de
polynucléaires neutrophiles supérieur a 500/mm3. La durée médiane de prise de greffe était
ainsi plus importante dans le groupe Bx2 que dans le groupe BxPK (17 [11-746] jours versus

14 [10-39] jours respectivement, p=0.004).

* GVHD aigiie et chronique
La prophylaxie de la GvHD était assurée par les r-ATG et la ciclosporine A (CsA) dans les deux
groupes. En analyse univariée, I'incidence de GvHD aigiie de grade II-IV 3 J100 avait tendance
a étre plus élevée dans le groupe BxPK (BxPk vs. Bx2: 41% vs. 29%, p=0.058) et I'incidence de
GVHD aiglie de grade llI-IV a J100 était significativement plus importante dans le groupe BxPK

(BxPK vs. Bx2: 33% vs. 7%, p=0), Cf. Figure 18.

Grade 2-4 acute GVHD Grade 3—-4 acute GVHD
100% 100% -|
— Bx2:29% @ 100 days — Bx2:7% @ 100 days
—— BxPK: 41% @ 100 days —— BxPK: 33% @ 100 days
75% | 75% |
p =0.058 p < 0.001
50% - 50% -
—
—
25% - 25%
0% -| 0% -
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Figure 18. Incidence cumulée de la GvHD aiglie de grade II-1V et de grade IlI-1V dans les groupes BxPk
et Bx2.
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Aucune différence n’a été observée concernant I'incidence de la GVHD chronique a 2 ans
(BxPK vs. Bx2: 41% vs. 36%, p=0.55). La GVHD chronique était modérée ou sévere dans 41%

et 30% respectivement, p=0.203. Cf. Figure 19.

Chronic GVHD
100% -

— Bx2: 36% @ 2 years
— BxPK: 41% @ 2 years

75% -
p = 0.547

50%

25% -

0%

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0

Moderate and Severe Chronic GVHD
100% -

— Bx2:30% @ 2 years
— BxPK: 41% @ 2 years

75% -|
p=0.203

50%

25% -+

0% -

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Figure 19. Incidence cumulée de la GvHD chronique et de la GvHD chronique modérée et sévéere
dans les groupes BxPk et Bx2.
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Ces résultats ont été confirmés dans les analyses multivariées, Cf. Tableau 3. L’utilisation de

donneurs non apparentés 10/10 était associée a un risque plus élevé de GVHD aigle de grade

-1V (HR=2.51, 95CI [1.11-5.71], p=0.027).

Tableau 3. Analyses multivariées (GvHD aigie et chronique)

GVHD aigue
Grade II-IV

GVHD aigue
Grade IlI-IV

GVHD
chronique

GVHD
chronique
extensive

HR

222

8.65

1.30

1.82

cl9s  p HR CI95 p HR  CI95 p HR  CI95 p HR  CI95 p

(1.10- 0.026 2.51 (1.12- 0.027 1.05 (0.96 - 0.273 1.75 (0.51 - 0.375 1.17 (0.57 - 0.673

4.48) 5.71) 1.13) 6.01) 2.40)

(294- 0 270  (0.92- 0071 | 108  (0.97- 0176 159 | (0.34- 0557 @ 156  (0.58- 0.38
25.41) 7.95) 1.21) 7.51) 4.24)

(0.60- | 0502 | 160 | (0.72- | 0247 | 1.04  (0.95- 0356 | 0.68 | (0.23- 05 110 | (0.51- | 0.813
2.80) 3.56) 1.14) 2.06) 2.34)

(0.81- 0145 205 (0.86- 0106  1.05 (0.96- 0291 = 050  (0.16- 0235 137  (0.60-  0.455
4.10) 4.91) 1.16) 1.56) 3.11)

¢ Données de survie

A 2 ans, la NRM était de 19% et 18% dans le groupe BxPK et Bx2, respectivement (p=0.96), Cf.

la figure 20. Les analyses multivariées ont confirmé I’absence de différence significative entre

les 2 groupes (HR 1.11, 95CI [0.36-3.45], p = 0.859), cf. Tableau 4.

NRM
100% -|

— Bx2: 18% @ 2 years
— BxPK: 19% @ 2 years

75% -
p=0.96

50% +

25%

N j[l:,?_)—‘

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0

Figure 20. Mortalité sans rechute (Non-relapse mortality ou NRM)
dans les groupes BxPK et Bx2.
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Dans le groupe BxPK (9 déces au total soit 33.3%) les principales causes de décés étaient la
GVHD (5 patients soit 55.6%) suivie de la rechute (4 patients soit 44.4 %), des infections (3
patients soit 33.3%) puis de la MVO (1 patient soit 11.1%).

Dans le groupe Bx2 (25 patients décédés au total soit 44.6%), les principales causes de déces
étaient les infections (pour 16 patients soit 64%) suivies de la maladie/rechute (pour 10
patients soit 40%) et la GvHD (pour 4 patients soit 16%).

Méme si aucune difference significative n’a été mise en evidence entre les 2 groupes,
nous pouvons toutefois souligner des résultats encourageants dans le bras BxPK —au vue des
caractéristiques initiales des patients —avec a 2 ans, une incidence de rechute de 19% (vs. 31%
dans le groupe Bx2, p=0.269), une PFS de 62% (vs. 51%, p=0.391) et une OS de 70% (vs.

61%,p=0.667), en analyse univariée (Figure 21).
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Relapse
100% -

— Bx2:31% @ 2 years
— BxPK: 19% @ 2 years

75%
p=0.269

50%

25%

0% -

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0

100% -

75%

50%

25%

— Bx2:51% @ 2 years
— BxPK: 62% @ 2 years
p=0.391

0%

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0

100%

75%

50%

25%

— Bx2:61% @ 2 years

— BxPK: 70% @ 2 years
p =0.667

0% -|

Figure 21. Incidence cumulée de la Rechute, survie globale (Overall survival ou OS) et survie

sans progression (Progression-free survival ou PFS) dans les groupes BxPK et Bx2.



Les analyses multivariées ont confirmé I'absence de diminution significative du risque de
rechute (HR 0.55, 95IC [0.20-1.56], p = 0.264), I'absence de majoration significative de la PFS
(HR=0.78, 95CI [0.37-1.65], p=0.511) et de 'OS (HR=0.86, 95CI [0.38-1.94], p=0.716) dans le groupe
BxPK (Tableau 4).

Tableau 4. Analyses multivariées (NRM, CIR, PFS, OS)

HR  CI95 p HR  CI95 p HR  CI95 p HR  CI95 p HR  CI95 p

NRM 1.11 (0.36 - 3.45) 0.859 2.55 (0.76 - 0.131 1.11 (0.98 - 0.114 0.34 (0.08 - 1.35) 0.124 1.96 (0.67 - 0.22
8.58) 1.26) 5.74)

CIR 0.55 (0.20 - 1.56) 0.264 0.65 (0.26 - 0.345 1.03 (0.93 - 0.528 0.91 (0.25 - 3.35) 0.891 2.04 (0.87 - 0.099
1.60) 1.15) 4.78)

PFS 0.78 (0.37-1.65) 0.511 1.14 (0.56 - 0.715 1.06 (0.98 - 0.136 0.55 (0.21-1.40) 0.209 1.94 (1.00 - 0.05
2.34) 1.15) 3.75)

0os 0.86 (0.38 - 0.716 142 (0.65- 0.38 1.05 (0.97 - 0.24 0.43 (0.16 - 0.087 1.45 (0.70 0.317

1.94) 3.08) 1.15) 1.13) -
2.99)
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DISCUSSION et PERSPECTIVES

Notre étude avait pour objectif principal de comparer, en termes de toxicité et de devenir des
patients, deux types de conditionnements : un RIC avec des doses fixes de Bu standard (groupe
Bx2) et un MA-RTC avec adaptation des doses de Bu a une AUC cible (Groupe BxPK), chez des
patients agés de 55 ans et plus recevant une allogreffe géno- ou phéno-identique 10/10.

Il semblerait que le MA-RTC soit potentiellement plus efficace qu’un RIC standard au vue de
la PFS a 2 ans (62%) et de la survie globale (70%) tout en maintenant un profil de toxicité
comparable au RIC.

Mais bien que ces résultats soit encourageants, l'incidence de GVHD aigilie apres le MA-RTC
reste encore trop élevée. Cette derniere pourrait témoigner d’un effet antitumoral puissant
mais aussi d’une toxicité aiglie plus importante du MA-RTC. L’existence de mucites séveres
pourrait ainsi conduire a une activation en cascade de cytokines, responsable du
développement de la GVHD. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature
qui ont montré que la GVHD est plus fréquente aprés un MAC qu'aprés un RIC166:167,
Néanmoins, I'incidence de GVHD aiglie retrouvée dans notre étude est plus élevée que celle
obtenue apres un MAC chez des patients plus agés (63 ans en moyenne), de I'ordre de 20 %
168 Cela peut s’expliquer, d’une part, par la réalisation de greffes non apparentées
(phénoidentiques) dans notre étude et d’autre part, par la différence entre les traitements
prophylactiques de la GvHD utilisés.

Dans I'étude de Wallen et al., les patients avaient bénéficié de greffes apparentées HLA
identiques ou mismatch et la prophylaxie de la GVHD était basée sur la CsA associée ou non

au MTX ou au mycophénolate mofétil (MMF), ou sur I'association de MTX avec le tacrolimus.

Dans notre étude, la prophylaxie de la GvHD était basée sur l'utilisation de rATG et de CsA
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pour tous les patients. L'optimisation du traitement prophylactique de la GvHD semble donc
intéressante, notamment dans le cadre de conditionnements myéloablatifs suivis de greffes
non apparentées ou mismatch.

Comment améliorer et optimiser les conditionnements?

La prévention de la GvHD reste un enjeu majeur dans le cadre de I'allo-CSH. La GvHD
est en effet associée a une importante morbi-mortalité. Le développement d’'une GvHD est lié
en partie au déficit immunitaire induit par I’allo-CSH, étant lui-méme le lit de nombreuses
infections. Depuis sa découverte et la compréhension d'une grande partie de sa
physiopathologie, de nombreux progrés ont été réalisés, notamment en termes
d’'immunosuppression et d'immuno-modulation.

Apres un conditionnement myéloablatif, le traitement prophylactique de référence repose
depuis maintenant 30 ans sur I'association de la CsA, un inhibiteur de la calcineurine, et de
faibles doses de MTX en I'absence d’incompatibilités HLA. Depuis maintenant quelques
décénnies, le SAL a pris également toute sa place dans la prophylaxie de la GvHD, notamment
dans le cadre de greffes non apparentées.

Depuis I'avenement des conditionnements a intensité réduite et des greffes avec donneurs
“alternatifs”, d’autres traitements ont été développés comme le mycophénolate mofétil
(MMF) afin de limiter le risque de mucite et le cyclophosphamide en post-greffe (PT-Cy, post-
transplantation Cyclophosphamide).

Le PT-Cy est actuellement le traitement prophylatique de référence dans le cadre des greffes
“haplo-identiques” en association avec un inhibiteur de la calcineurine ou au MMF.

Il a permis en effet de réduire I'incidence de la GVHD aigle de grade llI-IV (6%) et chronique

modéré ou sévere (13%)%. Il serait donc intéressant de se demander si le remplacement des
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r-ATG par le PT-Cy pourrait améliorer le devenir des patients en diminuant le risque de GVHD
aigle et chronique.
Actuellement, une étude multicentrique randomisée frangaise compare |'utilisation du PT-Cy
a la stratégie standard de T déplétion in vivo par r-ATG dans le cadre des greffes HLA
identiques familiales et non apparentées apres un conditionnement de type RIC
(clinicaltrials.gov. NCT02876679).
Une autre étude randomisée de phase Il tente actuellement de déterminer quelle serait la
meilleure combinaison de traitement prophylactique de la GVHD, en comparant I'ATG ou le
cyclophosphamide post-transplantation a l'inhibiteur de la calcineurine-MTX, apreés
transplantation de CSP de donneurs non apparentés apres un conditionnement myéloablatif
(clinicaltrials.gov. NCT03602898)

Par ailleurs, nous pourrions imaginer qu’une adaptation des doses de la fludarabine a
ses parameétres pharmacocinétiques comme pour le busulfan pourrait participer a diminuer

encore la toxicité liée au traitement. Une étude récentel®®

a montré que l'exposition
systémique de la fludarabine était un facteur prédictif de la survie sans événements. Le risque
de NRM était majoré en cas d’ES importante et le risque d’échec de prise de greffe majoré en
cas de faible ES. Ainsi, 'optimisation de cette ES pourrait avoir un impact significatif sur la
survie des patients bénéficiant d’'une Allo-CSH.

Enfin, de nouveaux analogues de purine de deuxieme génération comme la clofarabine
(Clo) et la cladribine ont récemment fait leur apparition. La clofarabine, en particulier, a
montré son puissant effet antileucémique avec un profil de toxicité favorable.
Une étude a récemment comparé la plateforme associant Clofarabine, busulfan et SAL

(CloB2SAL)Y0 utilisé dans le cadre d’un RIC avec un RIC standard de type FIuB2SAL'%. Les

résultats semblent étre en faveur de l'utilisation du CloB2SAL en termes de contrdle de la
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maladie avec une baisse de la rechute et sans augmentation de la toxicité.

Dans le cadre des MA-RTC, I'association CloBulV pendant 4 jours a montré des résultats
encourageants avec une NRM d’environ 25% et une incidence de rechute de I'ordre de 20%
avec quelques cas de LA en rechute ou réfractaire au moment de la greffel’2,

Les conditionnements a base de Clofarabine pourraient ainsi réduire la toxicité des MAC
standards et améliorer les résultats des RIC, toujours associés a un taux de rechute
élevéel’0171,

Néanmoins, l'expérience avec la clofarabine (MAC, RIC) reste limitée, et des études
prospectives et comparatives sont nécessaires pour clarifier le role des conditionnements a
base de clofarabine dans la LAM/LAL.

Par ailleurs, une étude de phase Il prospective est actuellement en cours afin d’évaluer la
tolérance et l'efficacité d’'un MA-RTC basé sur ClaFLuBu chez des patients atteints de

LAM/SMD (n°ClinicalTrial.gov NCT02250937).

CONCLUSION

En conclusion, [utilisation de doses myéloablatives de busulfan guidées par la
pharmacocinétique permet de délivrer une activité antitumorale plus importante sans
augmenter la NRM chez les patients agés de plus de 55 ans, habituellement candidats pour
recevoir un RIC standard. Cela suggere la possibilité d’'un meilleur contréle de la maladie a
long terme, un enjeu majeur dans cette population.

L'utilisation de la pharmacocinétique représente donc une avancée importante dans
I’amélioration des conditionnements.

Bien que de plus larges études soit nécessaires, ces résultats nous encouragent a développer

cette stratégie et a I'intégrer progressivement dans nos pratiques actuelles et futures.
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ANNEXES

«» ANNEXE 1. Différence entre I'hnématopoiese normale et pathologique

D—-Q—@— &

Stem Progenitor Oligolineage
cell cell precursors

Cancer in
stem cells

Cancer in @ i ;
progenitor — — )
cells Nl

Stem cell Progenitor cell Mature cell

«» ANNEXE 2. Distinction de I'Effet GVL et GVH

Epithelial tissues

Haematopoietic system Leukaemia

Skin Stomach,

Neutrophil Antigen-presenting
intestines

Liver Fibroblasts

GVHD GVL

T cell responding to T cell responding to
broadly expressed haematopoietic-restricted
minor histocompatibility minor histocompatibility
antigen

antigen

Marie Bleakley and Stanley R.Riddell , Nat.Rev.Cancer.2004. 4 :371-38
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«» ANNEXE 3. Les KIR inhibiteurs dans le contréle antitumoral.
Vey N et Blaise D 173

Cellule NK Cellule
leucémique

v A . ) e
«

-

) * —
AL

A. En physiologie: 'engagement des KIR inhibiteurs lors de la reconnaissance des molécules de classe |
(HLA-C) présentées par la cellule tumorale conduit a une prédominance des signaux inhibiteurs sur les
signaux activateurs. La cellule NK n’est pas activée et ne lyse pas la cible.

B. En situation de greffe a partir de donneurs haplo-identiques avec mismatch KIR-ligand (HLA-C), les KIR
exprimés par les NK du donneur ne reconnaissent pas les molécules HLA-C exprimées par les blastes du
receveur, les signaux d’activation prédominent, les NK sont activés et lysent la cible.

C. Ladministration d’anticorps anti-KIR bloque l'interaction entre KIR et HLA-C et reproduit ainsi la
situation de mismatch KIR-ligand.

+* ANNEXE 4. lllustration des complications immunitaires

Conditionnement

Y1

Rejet

(trés rare)
y
Cellules saines

Cellules malades

Receveur

Déficit
. immunitaire
Compétence

immunologique

84



+* ANNEXE 5. Score de sévérité de la GvHD aiglie selon Glucksberg

Glucksberg, H. et al. Transplantation. 1974

Stade Peau Foie Intestin

1 Eruption maculopapuleuse touchant moins de 25 % Bilirubine 2-3 mg/dl Diarrhée > 500 ml/j ou nausée, anorexie ou vomissement
de la surface corporelle (34-50 pm/1) avec confirmation d'une GVHD dans le tractus

gastro-intestinal haut par biopsie

2 Eruption maculopapuleuse touchant 25 % Bilirubine 3,1-6 mg/dl Diarrhée > 1 000 ml/j
a 50 % de la surface corporelle (51-102 pm/1)

3 Eruption maculopapuleuse touchant plus de 50 % Bilirubine 6,1-15 mg/dl Diarrhée > 1 500 ml/j
de la surface corporelle (103-255 um/l)

4 Erythrodermie généralisée avec formation de bulles Bilirubine >15 mg/dl Diarrhée > 1 500 ml/j

et desquamation

(>255um/l)

+ douleurs abdominales
+ iléus

+* ANNEXE 6. Classification de Glucksberg (Grades)

Grade Afteinte par organe
I Peau:1a2
11 Peau:1a3

Intestin et/ou foie : 1
Altération modérée de I'état général

111 Peau:2a3

Intestin et/ou foie : 24 3
Altération marquée de I'état général

|AY Peau:2a+4

Intestin et/oufoie: 2a 4
Altération majeure de 1'état général
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«» ANNEXE 7. Score global de sévérité de la GvHD chronique selon NIH

Mild

« 1 or 2 organs or sites (except lung) with score 1
« Mild oral symptoms, no decrease in oral intake
« Mild dry eyes, lubricant eyedrops < 3x/day

Moderate

* 3 or more organs with score 1

» At least 1 organ or site with score 2
» 19-50% body surface area involved or superficial sclerosis
* Moderate dry eyes, eyedrops > 3x/day or punctal plugs

¢ Lung score 1 (FEV1 60-79% or dyspnea with stairs)

Severe

» At least 1 organ or site with score 3
e > 50% body surface area involved
» Deep sclerosis, impaired mobility or ulceration
» Severe oral symptoms with major limitation in oral intake
s Severe dry eyes affecting ADL
» Lung score 2 (FEV1 40-59% or dyspnea walking on
flat ground)

«»» ANNEXE 8. lllustration histologique de La MAT

isolated intracapillary thrombus but with otherwise normal glomerular tuf
architecture. Periodic-acid Schiff stain at 40x magnification.
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«» ANNEXE 9. Critéres de I'EBMT pour le diagnostic de la MVO

Mohty et al., EBMT 2016 74

Classical SOS/VOD In the first 21 days after HSCT

Late onsef SOS/VOD =21 Days after HSCT

Bilirubin >2 mg/dL and two of the following criteria must be

present:

Painful hepatomegaly
Weight gain >5%

Ascites

Classical VOD/SOS bevond day 21

OR
Histologically proven SOS/VOD
OR
Twa or more of the following criteria must be present:
Bilirubin >2 mg/dL (or 34 pmol/L)
Painful hepatomegaly
Weight gain>5%
Ascites

AND Hemodynamical or/and ultrasound evidence of
SOS/VOD

«» ANNEXE 10. Critéres de 'EBMT de la sévérité de la MVO

Mohty et al., EBMT 2016 74

Mild® Moderate™ Severe Very severe - MOD/M OFQ
Time since first clinical =7 Days 5-7 Days <4 Days Any time
symptoms of SO S/VOD*
Bilirubin (mg/dL) =2 and <3 =3 and<5 =5 and<8 =8
Bilirubin (pmol/L) >34 and <51 >51 and<85 >85 and <136 =136

Bilirubin kinetics

Transaminases <2 = normal

Weight increase < 5%

Renal function <1.2x
baseline at

transplant

> 2 and<5 x
normal
=5% and <10%
>1.2 and<1.5 x
baseline at

transplant

Doubling within
48 h
=5 and <8 x
normal
>5% and <10%

>1.5and <2 %
baseline at

transplant

=8 x Normal

=210%

=2 x baseline at transplant or
others signs of MOD/MOF
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+» ANNEXE 11. Effets indésirables du Busulfan

Dossiers du Centre National Hospitalier d’Information sur le Médicament Médicaments
utilisés en cancérologie (4eme édition). 2001 ; XXII, 1-2.

Toxicité Importance Caractéres - Surveillance - Prévention

Hématologique Surveillance NFS - Nadir J11-117, réversible en 42 & 56 jours
- Pancytopénie G2-G3 Avec la forme injectable, nadir a J4.

- Thrombaocytopénie G2-G3

Hypersensibilité Gl

Digestive

- Nausées, vomissements G2 Uniquement & forte dose dans la greffe de moelle - Préventif.
- Stomatite G2

Alopécie Gl Parfois totale. Réversible.

Pulmonaire Cf infra.

Hyperpigmentation Ressemble & une maladie d'Addison aprés un traitement

prolongé (cou, thorax, mamelons, plis ).

Varices aesophagiennes

En cas d'association avec la thioguanine a fortes doses (greffe
de moelle).

Convulsions

A forte dose (> 16 mg/kg). Prévention par anticonvulsivants
(benzodiazépines uniquement), notamment avec l'injectable.

Cataracte Aprés utilisation a long terme (2 ans).
Hépatotoxicité A forte dose, maladie veino-occlusive (ascite, hyperbilirubinémie)
Cardiaque Tachycardie, troubles du rythme, hyper ou hypotension.
A relier & l'association au cyclophosphamide,
Cutanées Urticaire, sécheresse
Gonades Stérilité (80-100 %) - Aménorrhée,

Leucémogene (587)
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«» ANNEXE 12. Métabolisme du Busulfan

Myers and Andersson 20177°
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La formation des métabolites de Bu est décrite ci-dessus. Le Bu est largement métabolisé dans le foie
et environ 2 % du médicament inchangé est excrété dans I'urine. Le métabolisme initial se produit
principalement par conjugaison avec le GSH endogene (a la fois spontanément et par catalyse de la
GST), et dans une moindre mesure par hydrolyse. Le métabolisme du Bu-GSH se poursuit par la voie
de I'acide mercapturique ou par dissociation en THT et EJAG. Le THT est ensuite métabolisé par une
séquence d'étapes d'oxydation, tandis que I'EJAG se lie au GSH pour former le GSG. Les enzymes
responsables des transformations oxydatives sont moins bien connues.

Abréviations :

Busulfan; CTH: Cystathionine gamma-lyase; DPEP: Dipeptidase; EdAG: yglutamyldehydroalanylglycine;
GGT: Gamma-glutamyl transferase; GSG: EJAG glutathione conjugate; FMO: Flavin-containing monooxygenase;
GSH: Glutathione; GST: Glutathione S -transferase; MSA: Methane sulfonic acid; THF: Tetrahydrofuran;

THT: Tetrahydrothiophene; THT-A: Cysteine S -conjugate of Busulfan
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RESUME EN ANGLAIS/ABSTRACT

BACKGROUND Reduced intensity conditioning (RIC) combining fludarabine, busulfan and ATG
is commonly used in patients with advanced age and/or comorbid conditions, thus deemed
unfit for standard myeloablative conditioning (MAC) regimens (i.e. BuCy or CyTBI12). Although
non-relapse mortality (NRM) is dramatically reduced with RIC, relapse remains a major
concern. In younger patients, myeloablative doses of busulfan in combination with
fludarabine (i.e. myeloablative reduced toxicity conditioning (MA-RTC) regimen) are shown to
produce similar antitumor effect compared with standard MAC while keeping low NRM. The
feasibility of such an approach for older patients is not known. We hypothesized that a
pharmacokinetics (PK) guided strategy could improve the safety of busulfan administration,
allowing the use of myeloablative doses in older patients.

STUDY DESIGN AND METHODS We compared the outcome of patients older than 55 years
with hematological malignancies included in a prospective monocentric single arm trial (BxPK:
NCT02483325) evaluating the feasibility of PK-guided busulfan doses in a myeloablative
conditioning regimen [BxPK group] consisting of fludarabine 150 mg/m? + IV busulfan targeted
AUC 5300 x 4 days + ATG 5 mg/kg, before a matched sibling (MSD) or unrelated (URD) donor
AlloSCT, with a retrospectively enrolled control cohort of patients with the same inclusion
criteria, treated during the same time period but receiving a RIC regimen with a fixed IV
busulfan dose (260 mg/m2) including fludarabine (150 mg/m?) and ATG (5 mg/kg) [Bx2
group]. Primary objective was the 2-year progression-free survival (PFS). Hazard ratio of BxPK
vs. Bx2 were adjusted by age, disease risk index (DRI), donor type and hematopoietic cell
transplantation comorbidity index (HCT-Cl). RESULTS We analyzed 83 consecutive patients
(BxPK: n=27; Bx2: n=56) without significant difference in baseline characteristics between
both groups. Median age was 65 (range: 57-70) and 63 (range: 55-70) years, respectively (p =
0.552); matched 10/10 URDs were used for 15 (56%) and 37 (66%) patients, respectively (p =
0.493); HCT-Cl was 23 in 18 (67%) and 28 (50%) patients, respectively (p =0.232); and DRI was
high in 5 (19%) and 5 (9%) patients, respectively (p = 0.369). Based on PK data from day-6
busulfan administration, 22 (81%) patients had dose adjustment (increased and decreased
dose in 12 and 10 patients, respectively) in the BxPK group. Median busulfan AUC on day-2
(post adjustment) was 5287 pmol.min (range: 3326-7556). Four patients had AUC > 6000

pmol.min on day-2.
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Grade 3-4 mucositis (BxPK vs Bx2: 52% vs. 11%, p < 0.001) and nausea (BxPK vs Bx2: 11% vs
0%, p = 0.050) were more frequently observed in the BxPk group. No difference was observed
between BxPK and Bx2 patients in grade 3-4 liver (BxPK vs Bx2: 15% vs 11%, p = 0.810), renal
(BxPK vs Bx2: 0% vs 1.8%, p = 1) and gastrointestinal tract (BxPK vs Bx2: 11% vs 0%, p = 0.450)
toxicities.

There was a trend to higher cumulative incidence of grades 2—4 acute graft-versus-host
disease (GVHD) at 100 days in the BxPK group (BxPK vs Bx2: 41% vs 29%, p = 0.058) while no
difference was observed in 2-year chronic GVHD (BxPK vs Bx2: 41% vs. 36%, p = 0.547). Those
trends were confirmed by multivariate analyses (acute GVHD: HR 2.22, 95CI [1.10-4.48], p =
0.026; chronic GVHD: HR 1.30, 95C| [0.60-2.80], p=0.502) With a median follow up of 33
months (range: 9-60), 2-year NRM was 19% and 18% (p=0.960) in the BxPK and Bx2 group,
respectively. Multivariate analysis confirmed the absence of significant increase in the risk of
NRM in the BxPK group (HR 1.11, 95CI [0.36-3.45], p = 0.859). The 2-year cumulative incidence
of relapse was 19% and 31% (p=0.269) in the BxPK and Bx2 group, respectively (HR 0.55, 95IC
[0.20-1.56], p = 0.264). No significant difference in 2-year PFS (BxPK vs Bx2: 62% vs. 51%, p =
0.391) and OS (BxPK vs Bx2: 70% vs. 61%, p = 0.667) was observed.
CONCLUSION In patients older than 55 years who are usually candidates for RIC regimen, the
use of PK-guided busulfan myeloablative dose allows delivering higher antitumor intensity
without increasing NRM. Beyond the feasibility, we observed low incidence of relapse (19%)
and promising OS (70%) suggesting that conditioning intensification may lead to long term
disease control. These trends need to be confirmed in a larger comparative study for validating

the optimal conditioning intensity in older and/or unfit patients.

Keywords: hematopoietic cell transplantation, reduced-intensity conditioning, myeloablative

reduced-toxicity conditioning, Busulfan, pharmacokinetics.
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RESUME EN FRANCAIS

CONTEXTE : Les conditionnements a intensité réduite (RIC) combinant la fludarabine, le
Busulfan et I'ATG sont couramment utilisés chez les patients d'dge avancé et/ou avec de
nombreuses comorbidités, non éligibles a un conditionnement myéloablatif (MAC) standard
(c.a-d. BuCy ou CyTBI12). Bien que la mortalité sans rechute (NRM) ait été considérablement
diminuée apreés le RIC, la rechute demeure un enjeu majeur. Chez les patients plus jeunes, les
doses myéloablatives de busulfan en association avec la fludarabine (c.-a-d. le traitement de
conditionnement myéloablatif a toxicité réduite [MA-RTC]) permettent de délivrer un effet
antitumoral semblable a celui d’'un MAC standard tout en maintenant une faible NRM. La
faisabilité d'une telle approche chez les patients agés n'est pas clairement établie. Nous avons
émis I'hypothése qu'une stratégie d’adaptation des doses de Busulfan a ses parameétres
pharmacocinétiques (PK) pourrait améliorer la tolérance du Busulfan et permettre I'utilisation
de doses myéloablatives chez les patients agés.

MATERIELS ET METHODES : Nous avons comparé les résultats de patients agés de plus de 55
ans atteints d’hémopathies malignes inclus dans un essai prospectif monocentrique a un seul
bras (BxPK : NCT02483325) évaluant la faisabilité de doses de Busulfan guidées par PK dans
un schéma de conditionnement myéloablatif (groupe BxPK) : fludarabine 150 mg/m? +
Busulfan IV avec une AUC cible de 5300 x 4 jours + ATG 5 mg/kg) avant allo-CSH (donneur
compatible apparenté ou non apparenté), avec une cohorte de patients témoins recrutés
rétrospectivement ayant les mémes critéres d'inclusion, traités pendant la méme période
mais recevant une dose fixe de Busulfan dans le cadre d’un RIC incluant fludarabine (150
mg/m?2), Busulfan IV (260 mg/m?) et ATG (5 mg/kg) [groupe Bx2]. L'objectif principal était la
survie sans progression a 2 ans (PFS). Le rapport des risques de BxPK par rapport a Bx2 a été
ajusté en fonction de I'age, du DRI, du type de donneur et de I’lHCT-CIl. RESULTATS Nous avons
analysé 83 patients consécutifs (BxPK : n=27 ; Bx2 : n=56) sans différence significative dans les
caractéristiques de base entre les deux groupes de conditionnement. Dans les groupes BxPK
et Bx2 : I'dge médian était de 65 ans (intervalle : 57-70) et 63 ans (intervalle : 55-70)
respectivement (p =0,552) ; les donneurs HLA-identique 10/10 non apparentés ont été utilisés
pour 15 (56%) et 37 (66%) patients, respectivement (p = 0.493) ; L'HCT-CI était > 3 chez 18
(67%) et 28 (50%) patients, respectivement (p = 0,232) ; le DRI était élevé chez 5 (19%) et 5

(9%) patients, respectivement (p = 0,369). D'aprés les données pharmacocinétiques obtenues
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lors de I'administration de Busulfan a J-6, 22 patients (81 %) ont bénéficié d’un ajustement
posologique (majoration et réduction de dose chez 12 et 10 patients, respectivement) dans le
groupe BxPK.

L’AUC médiane du Busulfan a J-2 (apres ajustement) était de 5 287 umol.min (intervalle : 3326-
7556). Quatre patients avaient une AUC > 6000 pmol.min a J-2.

Les mucites de grade 3-4 (BxPK vs Bx2 : 52 % vs 11 %, p < 0,001) et les nausées (BxPK vs Bx2 :
11 % vs 0 %, p = 0,050) étaient plus fréquemment observées dans le groupe BxPk. Aucune
différence n'a été observée en termes de toxicités de grade 3-4 hépatiques (BxPK vs Bx2 : 15%
vs 11%, p = 0,810), rénales (BxPK vs Bx2 : 0% vs 1,8%, p = 1) et digestives (BxPK vs Bx2 : 11%
vs 0%, p = 0,450). Nous avons observé une tendance a une incidence cumulée plus élevée de
la GvHD aiglie de grade II-1V a J100 dans le groupe BxPK (BxPK vs Bx2 : 41 % vs 29 %, p = 0,058)
alors qu'aucune différence n'a été observée en termes de GvHD chronique a 2 ans (BxPK vs
Bx2:41%vs 36 %, p =0,547). Ces tendances ont été confirmées par des analyses multivariées
(GVHD aigué : HR 2,22, 95Cl [1,10-4,48], p = 0,026 ; GVHD chronique : HR 1,30, 95CI [0,60-
2,80], p = 0,502). Avec un suivi médian de 33 mois (intervalle : 9-60), la NRM a 2 ans était
respectivement de 19 % et 18% (p = 0,960) dans le groupe BxPK et Bx2. Les analyses
multivariées ont confirmé I'absence d'augmentation significative du risque de NRM dans le
groupe BxPK (HR 1,11, 95CI [0,36-3,45], p = 0,859). L'incidence cumulée de rechute a 2 ans
était de 19 % et 31 % (p = 0,269) dans le groupe BxPK et Bx2, respectivement (HR 0,55,
95IC[0,20-1,56], p = 0,264). Aucune différence significative n'a été observée entre la PFS a 2
ans (BxPK vs Bx2 : 62 % vs 51 %, p = 0,391) et I'OS (BxPK vs Bx2 : 70 % vs 61 %, p = 0,667).
CONCLUSION : Chez les patients agés de plus de 55 ans qui sont habituellement candidats a
un traitement RIC, l'utilisation de doses myéloablatives de Busulfan guidées par la
pharmacocinétique permet de délivrer une activité antitumorale plus importante sans
augmenter la NRM. Au-dela de la faisabilité, nous avons observé une faible incidence de
rechute (19 %) et une OS prometteuse (70 %), suggérant que l'intensification du
conditionnement peut mener a un meilleur contréle de la maladie a long terme. Ces résultats
doivent étre confirmés dans une étude comparative plus large afin de valider l'intensité

optimale du conditionnement chez les patients dgés et/ou avec de nombreuses comorbidités.

Mots clefs : Greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques ; conditionnement a

intensité réduite, conditionnement a toxicité réduite, pharmacocinétique du Busulfan
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