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RESUME

Modélisation pharmacocinétique et pharmacodynamique du busulfan intraveineux en

onco-hématologie pédiatrique

La greffe de cellules souches hématopoiétiques est parfois le seul traitement curatif dans certaines
pathologies pédiatriques telles que les leucémies, les sarcomes, les dédicits immunitaires ou les
thalassémies. Le busulfan, un alkylant myé¢loablatif, fait partie de nombreux protocoles de
conditionnement de greffe. C’est un médicament a marge thérapeutique étroite doté d’une forte
variabilité pharmacocinétique, qui fait souvent 1’objet d’un suivi thérapeutique pharmacologique
afin d’optimiser la prise de greffe et d’éviter les risques de maladie veino-occlusive, principale
toxicité du busulfan et responsable d’une morbidité et d’une mortalité importante. L’aire sous la
courbe, dont il existe un intervalle cible recommandé, est aujourd’hui le parametre
pharmacocinétique utlis¢ pour effectuer le suivi thérapeutique du busulfan et ’adaptation

posologique pendant le conditionnement.

L’objectif de notre travail est d’étudier les relations entre la pharmacocinétique du busulfan et ses
effets thérapeutiques et toxiques, en particulier la maladie veino-occlusive, et de développer des

méthodes d’adaptation posologique pour optimiser 1'usage de ce médicament chez I’enfant.

Nos travaux ont conduit a plusieurs innovations méthodologiques, avec le développement et la
validation d’un modéle pharmacocinétique de population non-paramétrique pour I’adaptation
Bayésienne des posologies de busulfan en pédiatrie, et le développement d’une nouvelle méthode
de détermination de la dose initiale maximisant la probabilité¢ d’atteindre un intervalle cible
d’exposition. Sur le plan clinique, nous avons pu mettre en évidence 1’absence de bénéfice
clinique de I’utilisation d’un intervalle cible d’exposition plus restreint que celui recommandé.
Par ailleurs, nous avons identifi¢ que la survenue de la MVO ¢tait liée a la concentration

maximale de busulfan, et non a I’aire sous la courbe des concentrations en fonction du temps.

L’ensemble de ces résultats est une contribution a ’amélioration de 1’utilisation et du suivi

thérapeutique pharmacologique du busulfan en onco-hématologie pédiatrique.



Mots clés : greffe de cellules souches hématopoiétiques, busulfan, modélisation,

pharmacocinétique, pharmacodynamie, pédiatrie



ABSTRACT

Pharmacokinetic and pharmacodynamic modeling of intravenous busulfan in pediatric

onco-hematology.

Hematopoietic stem cell transplantation remains the only curative treatment in many pediatric
diseases as leukemia, sarcoma, immunodeficiencies or thalassemia. Busulfan, a myeloablative
alkylant, is the cornerstone of pre-transplant conditioning. It has a narrow therapeutic index and a
large pharmacokinetic variability. For these reasons, therapeutic drug monitoring is required in
order to optimize engraftment and avoid veno-occlusive disease, the main toxicity of busulfan
which is responsible of significant morbidity and mortality. Today, the area under the curve, of
which there is a target range recommended, is the pharmacokinetic parameter used to carry out

therapeutic drug monitoring and dose adjustment during conditioning.

Our objective is to investigate relationships between busulfan PK and clinical outcomes,
especially veno-occlusive disease, and to develop methods of dose adjustment in order to

optimize the use of this medication in children.

Our work leaded to several methodological innovations, with the development and the validation
of a non-parametric pharmacokinetic model for Bayesian dose adjustment of busulfan in
pediatrics, and the development of a new method for the first dose determination maximizing the
probability of achieving an exposure target range. From a clinical point a view, we highlighted
the lack of clinical benefit in using an exposure target range narrower than those recommended.
Furthermore, we identified that veno-occlusive incidence was correlated to the maximal

concentration of busulfan, contrary to the area under the concentration-time curve.

All of these results contribute to improving use and therapeutic monitoring of busulfan in

pediatric onco-hematology.

Key words: hematopoietic stem cell transplant, busulfan, modeling, pharmacokinetics,

pharmacodynamic, pediatrics
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PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.

Greffe de cellules souches hématopoiétiques

1. Moelle osseuse et formation des cellules souches hématopoiétiques

L’hématopoicse est le processus physiologique permettant la fabrication des cellules sanguines

ou hématocytes. Elle a physiologiquement lieu chez I’adulte dans la moelle osseuse située au

niveau de la cavité des os, alors qu’elle siége principalement au niveau hépatique chez

I’embryon. Un switch s’opére lors de la période néonatale favorisant 1’hématopoiése intra-

médullaire. Ces cellules sanguines peuvent se diviser en différentes lignées : érythrocytes,

polynucléaires neutrophiles, polynucléaires €osinophiles, polynucléaires basophiles, monocytes,

thrombocytes, lymphocytes B et lymphocytes T.

L hématopoicse fait intervenir 4 types de cellules (Figure 1) :

1))

2)

3)

4)

Les cellules souches pluripotentes : elles ont une longue durée de vie avec des capacités
d’auto-renouvellement ¢élevées et de différenciation possible vers toutes les lignées
hématopoiétiques et éventuellement vers d’autres types cellulaires. Ce sont des cellules
morphologiquement indifférenciées avec I'immunophénotype CD34+ CD38-. Leur
localisation est médullaire.

Les progéniteurs hématopoiétiques : ils sont déja plus ou moins engagés vers une lignée
cellulaire particuliere et se différencient sous 1’effet de facteurs de croissance. Ils sont
morphologiquement identiques aux cellules souches pluripotentes, et ont également des
capacités d’auto-renouvellement. Leur localisation est également médullaire.

Les précurseurs : ce sont les premicres cellules morphologiquement identifiables par
cytométrie. Ils ont des capacités de maturation et de multiplication mais ont perdu la
capacit¢ de renouvellement. Ils ont une localisation essentiellement médullaire mais
peuvent aussi circuler dans le sang.

Les cellules matures sont celles que I’on trouve dans le sang.
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Les polynucléaires, érythrocytes et thrombocytes ont une durée de vie limitée. Ces cellules
meurent d'épuisement métabolique ou d'agression et sont donc remplacées en permanence. La
régulation médullaire de la différenciation et de la maturation hématopoiétique dépend

essentiellement des facteurs de croissance et de I'existence d'un microenvironnement médullaire.

G-CSF @
IL-3, GM-CSF, SCF e

CFU-GM

\ ranulocytes

% ’.'47 IL6
Cellule x‘ @
souche CFU-MEG Monocytes

& SCF  TPO /

IL-3, GM-CSF > -4
Plaquettes

po %
y ) E
o- )= > () —=—> 5
N\~ GM-CSF
Erythrocytes
Cellule %
IL-3, GM-CSF
® 9

souche
Eosinophiles

multipotente

Lymphocytes Tet B
du systéme immunitaire

Figure 1. Schéma simplifié¢ de 1’hématopoiése’.

2. Historique de la greffe de cellules souches hématopoiétiques
Historiquement, les premiéres tentatives de greffe de moelle osseuse sont rapportées a la fin du
XIXeme siécle par Brown-Séquard apreés administration de moelle par voie orale pour des
patients atteints d’anémie®. Plus d'un demi-siécle plus tard, aprés la description du complexe
majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) par Dausset, les premicres tentatives d'injection de moelle

osseuse chez 1'homme sont rapportées par Thomas et al. en 1957° puis par Mathé et al. en 1959*.
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D'autres équipes s'engagent ensuite dans la voie de la transplantation médullaire. Malgré
l'observation de la prise de greffe, ces premiers patients ont une survie limitée du fait de rechutes
précoces, de la survenue d'une maladie du greffon contre 1'hdte (graft vesus host disease - GVH)
ou d'infections. Dans les années 70, le développement des connaissances relatives au systéme du
CMH (encore appelé systtme HLA pour Human Leucocytes Antigen) et la réalisation de greffes
HLA identiques ainsi que la meilleure prise en charge des infections survenant au décours de la
greffe permettent d'améliorer la survie des patients transplantés. Le méthotrexate est la premicre
molécule a démontrer son efficacité dans la prévention de la GVH?. La ciclosporine est ensuite le
premier immunosuppresseur non cytotoxique utilisé pour la prophylaxie et le traitement de la
GVH. Storb et al. démontrent I'efficacité de 1'association du méthotrexate et de la ciclosporine

dans la prévention de la maladie du greffon contre 1'hote.

Parall¢lement, les traitements utilisés pour les conditionnements pré-greffe se diversifient. Cette
étape permet d'obtenir d'une part une myélosuppression permettant au greffon de prendre la place
de la moelle a remplacer et une immunosuppression d'autre part afin d'éviter que I'organisme
receveur ne rejette le greffon. Les premiers conditionnements associaient une chimiothérapie
(cyclophosphamide) a une irradiation corporelle totale (ICT). Santos et al. rapportent en 1983
l'utilisation du busulfan (8 a 20 mg/kg) en association au cyclophosphamide (200 mg/kg) sans
radiothérapie dans le cadre de leucémies aigués myéloides’. Cette méme association est
également relatée par Blazar en 1985 chez quatre enfants atteints de pathologies non malignes®
puis par Antin et al. (avec en plus procarbazine et sérum antilymphocytaire) avant une greffe
chez un enfant présentant une hémoglobinurie paroxystique nocturne’. L'emploi du busulfan lors
des conditionnements pré-greffe s'est rapidement ¢largi a d'autres indications : leucémies aigués

th

, béta-thalassémie majeure!!, leucémies aigués et chroniques de I'adulte!?...

3. Types de greffes
Il est a différencier en premier lieu I’autogreffe de 1’allogreffe. En effet 1’autogreffe repose sur
une greffe de cellules souches autologues, c’est-a-dire a partir des propres cellules souches du
patient. La moelle osseuse du patient est récoltée lorsque celui-ci est en rémission. Le patient doit
d’abord recevoir un traitement de conditionnement sous forme d’une chimiothérapie ou
radiothérapie intensive pour controler la maladie. Ses propres cellules souches sont récoltées ou
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prélevées par cytaphérése et congelées. Une fois la chimiothérapie ou radiothérapie intensive

terminée, les cellules sont retournées dans le corps du patient par perfusion intraveineuse (IV).

Le but d’une autogreffe de cellules souches est de restaurer la capacité de I’organisme a fabriquer
des cellules sanguines normales aprés une chimiothérapie ou radiothérapie a forte dose.
Contrairement a I’allogreffe, I’autogreffe n’offre pas les avantages de 1’effet du greffon contre la
tumeur, alors que les cellules saines du donneur attaquent les cellules cancéreuses. De plus, elle

ne comporte pas le risque de GVH.

Contrairement a I’autogreffe, I’allogreffe quant a elle implique le transfert de CSH a partir d’un
donneur. Le donneur et le receveur étant deux personnes distinctes, il est indispensable de
prendre en compte la compatibilité immunologique de la greffe. Chaque individu possede
normalement des cellules immunocompétentes capables de distinguer les cellules du soi et du
non-soi via la présentation d'antigénes de surface. Si ces antigénes de surface sont reconnus
différents du « soi » par les cellules immunocompétentes, celles-ci vont déclencher une réaction
immunitaire destinée a détruire les cellules reconnues comme étrangeres. Les antigénes de
surface qui seront reconnus par les cellules immunocompétentes sont les antigénes du CMH,
encore appelé systtme HLA. Deux groupes principaux d'antigénes d'histocompatibilité ont été

identifiés :

- Les antigénes de classe 1 (HLA-A, HLA-B, HLA-C), présents a la surface de la trés
grande majorité des cellules nucléées de I'organisme

- Les antigénes de classe II (principalement HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ), présents
uniquement au niveau des lymphocytes T activés et B, des monocytes, des macrophages

et des cellules dendritiques.

D’autres antigénes d'histocompatibilité, appelés antigénes mineurs d'histocompatibilité,
interviennent également dans les réactions immunitaires survenant au décours des
transplantations. Ces antigénes, encore mal identifiés, possedent tout comme les antigénes du

CMH, une forte immunogénicité malgré leur dénomination.
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En tenant compte des différentes possibilités d'histocompatibilité, on distingue trois types de

greffe de moelle allogénique :

- Greffe géno-identique familiale : le donneur est le plus souvent un frére ou une sceur du
receveur, le donneur et le receveur possédant les mémes antigénes HLA. Des différences
existent néanmoins au niveau d'autres antigénes que ceux du CMH et sont impliqués dans
les réactions du greffon contre 1'hote.

- Greffe phéno-identique : le donneur n'est généralement pas apparenté au receveur
(donneur volontaire inscrit sur un fichier). On recherchera une compatibilité pour les
antigénes HLA-DR, HLA-DQ, HLA-A, HLA-B et HLA-C.

- Greffe incompatible ou « mismatch » : la compatibilit¢ HLA entre donneur et receveur
n'est retrouvée que pour un haplotype, le second haplotype présentant une incompatibilité
au niveau d'un ou plusieurs antigénes du CMH.

- Greffe haplo-identique : le donneur est un des parents biologiques du patient ou son
enfant, qui sera par définition a moiti¢é compatible. Initialement, ce type de greffe était
considérée comme extrémement toxique, puis grace a des programmes adaptés de
conditionnement et surtout de T-déplétion ex vivo par différentes méthodes, sa faisabilité

et son efficacité ont été prouvées.

Aujourd’hui, la recherche d’un donneur se fera donc en premiére intention dans la fratrie du
patient afin d’obtenir une allogreffe géno-identique (Figure 2). Cependant, il n’existe de donneur
familial géno-identique que dans environ 25 a 30% des cas. Si I’indication d’allogreffe est tout de
méme retenue, il sera alors effectué une recherche d’un donneur pour une greffe phéno-identique,
’objectif étant une compatibilité 10/10°™, c’est-a-dire concernant les deux alléles des cing
antigénes majeurs du CMH (pas de prise en compte de la compatibilit¢ DP). Plus il y aura de
mismatchs (allogreffe 9/10°™, 8/10°™, etc.), plus la réaction immunologique vis-a-vis du greffon

sera conséquente entrainant toxicité et fort risque de non prise de greffe.
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PROJET D'ALLOGREFFE DE CSH

1. Recherche d'un donneur intrafamilial
HLA compatible (frére ou soeur)

2. Recherche d'un donneur non apparenté
HLA compatible 10/10

3. Recherche d'un greffon alternatif

USP riche en CNT Donneur non Donneur
(=3.107 / kp receveur) apparenté LA intrafamilial [TLA

HLA 6/6 ou 5/6 ou 4/6 compatible 9/10 haplo-identiques

Figure 2. Arbre décisionnel d’un projet d’allogreffe.
CSH : cellules souches hématopoiétiques ; HLA : human leucocytes antigen ; USP : unité de sang placentaire ;

CNT : cellules nucléées totales.

11 existe trois types de greffon selon la source de prélévement :

- Le greffon médullaire : c’est la technique historique. Elle nécessite une hospitalisation

de 48 heures et une anesthésie générale pendant laquelle la moelle osseuse du donneur est
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prélevée par ponctions multiples au niveau des os du bassin (créte iliaque) et
éventuellement du sternum.

- Le greffon de CSH périphériques : les cellules sont mobilisées de la moelle osseuse
vers le sang périphérique grace a un facteur de croissance hématopoiétique, le G-CSF
(Granocyte colony-stimulating factor). Le prélévement fait appel a des techniques de tri
cellulaire. Les cellules sélectionnées sont des cellules mononuclées parmi lesquelles sont
identifiées les CSH. Les autres cellules et notamment les érythrocytes sont réinjectées au
donneur.

- Le greffon de cellules souches de sang de cordon : ces cellules sont prélevées a la
naissance au niveau du cordon ombilical puis anonymysées au sein d’une banque de sang
de cordon. Les cellules du sang ombilical ont des capacités de prolifération et d’expansion
plus grandes que celles de 1’adulte et sont par ailleurs plus immatures ce qui permet de

réaliser des allogreffes avec une compatibilit¢ HLA incompléte.

2. Indications des greffes

La greffe de CSH devient une option thérapeutique, et le plus souvent la seule curative,
notamment lorsque les cellules de la moelle osseuse d’un patient ne remplissent donc plus leur
fonction. Les pathologies pour lesquelles une transplantation médullaire est préconisée chez
l'enfant sont donc diverses. Une allogreffe peut étre requise chez des enfants atteints
d’hémopathie maligne, d’hémoglobinopathie, de certaines maladies métaboliques, de déficit
immunitaire ou d’aplasie médullaire. Les autogreffes quant a elles peuvent étre indiquées lors de
la prise en charge de lymphomes non hodgkiniens, myélomes, et plus largement en pédiatrie pour
le traitement de neuroblastomes, de sarcomes ou de tumeurs primitives neuro-ectodermiques tel

que le médulloblastome.
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IDM, 133, 1%

PID, 413, 3%
Thalassemia/sickle
cell, 370, 2%

AID, 13,0.1%

i Others, 113, 1%
BMF, 805, 6%

Solid tumors, 56,
0.4% ey
~AML, 4784, 34%
NHL, 1127, 8%
HD, 377, 3% /\

PCD, 678, 5% —

CLL, 476, 3% —

MDS/MPS, 2189, /

15% ALL, 2254, 16%

CML, 377, 3%

Figure 3. Répartition des indications d'allogreffe en Europe en 20123
AML : leucémie aigue myéloblastique; ALL : leucémie aigue lymphoblastique; CML : leucémie myéloide
chronique; MDS/MPS : syndrome myélodysplasique/myéloprolifératif; CLL : leucémie lymphoide chronique;
PCD : myélomes, plasmocytomes ; NHL : lymphome non Hodgkinien ; solid tumors : tumeurs solides ;

Thalassemia/sickle cell : Thalassémie, drépanocytose.

1. Les hémopathies malignes
La greffe de CSH sera envisagée pour les leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) dés
l'obtention de la premiére rémission compléte dans le cas des LAL a trés haut risque (LAL VHR,
very high risk) lorsqu'une possibilité¢ de greffe géno-identique existe. Pour les LAL non VHR,
une greffe est indiquée en cas de rechute et aprés obtention d'une seconde rémission. Elle est

réalisée avec un donneur géno (préférentiellement) ou phéno-identique.

Les enfants atteints de leucémies aigues myéloblastiques (LAM) sont greffés en premicre
rémission s'il existe un donneur géno-identique ou en seconde rémission en 1'absence de donneur

familial géno-identique.

Dans le cas des syndromes my¢lodysplasiques, la greffe est le seul traitement permettant
d'espérer une guérison. Parmi les syndromes myélodysplasiques, la classification franco-

américano-britannique (classification FAB) distingue les anémies réfractaires, les anémies
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sidéroblastiques, les anémies réfractaires avec excés de blastes et les anémies réfractaires avec
exces de blastes en transformation. Les leucémies myélomonocytaires juvéniles chroniques ont

récemment été reclassées dans les syndromes my¢€loprolifératifs.

2. Hémoglobinopathies
Les hémoglobinopathies sont des anomalies qualitatives ou quantitatives de 1'hémoglobine. Les
thalassémies sont caractérisées par un défaut de syntheése d'une ou plusieurs chaines de
I'némoglobine. Les thalassémies majeures, formes retrouvées chez les sujets homozygotes sont
une indication de greffe de CSH. Les premiéres transplantations ont été réalisées par I'équipe de

Lucarelli'4.

La drépanocytose, ou anémie falciforme, est une anomalie qualitative de 1'hémoglobine touchant
les chaines de globine et ayant pour origine le remplacement d'un acide amin¢, le glutamate, par
une valine en position 6 de cette chaine. Dans les formes graves de la maladie, la sévérité¢ des
complications thrombotiques (infarctus de localisation variée, accidents vasculaires cérébraux...)

font de la greffe de moelle osseuse une thérapeutique désormais envisagée'”.

3. Maladies métaboliques
Cet ensemble regroupe des pathologies caractérisées par un déficit enzymatique, aboutissant a
une accumulation tissulaire de substrats non dégradés. L'enzyme déficiente peut dans certains cas

étre apportée par des CSH. Parmi ces différentes maladies, on peut notamment citer :

- La maladie de Niemann-Pick (trouble du métabolisme des graisses du a un déficit en
sphyngomyélinase, d’ou I’accumulation de sphyngomyéline)

- La maladie de Giinther ou porphyrie (déficit en enzyme du métabolisme des porphyrines)

- L’ostéopétrose ou maladie d'Albers-Schonberg, due a un déréglement de la résorption des

ostéoclastes.

4. Déficits immunitaires
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La gravité des déficits immunitaires repose sur l'incapacité de I'organisme a se défendre contre les
infections. La greffe de CSH doit donc étre envisagée le plus rapidement possible afin d'éviter les
complications liées aux infections diverses. Les déficits immunitaires combinés séveres (DICS)
s'expriment par des manifestations infectieuses dés les premiers mois de la vie'é. D'autres déficits
immunitaires tels que le syndrome de Wiskott-Aldrich (dysgammaglobulinémie avec
augmentation des IgA et diminution des IgM, perturbation de l'hypersensibilit¢ retardée et

thrombocytopénie) ont une révélation généralement plus tardive.

5. Aplasies médullaires
L'aplasie médullaire est définie par une atteinte du tissu myéloide se traduisant biologiquement
par une pancytopénie. Dans prés de 85% des cas, aucune cause n'est retrouvée et l'on parle
d'aplasie médullaire idiopathique. Dans les autres cas, outre des origines infectieuses ou toxiques,
les aplasies constitutionnelles constituent 30% des aplasies diagnostiquées chez l'enfant. La
maladie de Fanconi est la forme d'aplasie médullaire constitutionnelle la plus fréquemment
retrouvée : on retrouve en plus des anomalies de 1'hémogramme une fragilité chromosomique

caractéristique et des malformations notamment au niveau des mains ainsi qu'un faci€s typique.

Dans les formes sévéres d'aplasie médullaire, les polynucléaires neutrophiles sont inférieurs a 0,5
G/L et les plaquettes inférieures a 20 G/L!". La greffe de CSH est le meilleur traitement des

formes séveéres.

Tableau 1 : Nombre d'allogreffes apparentées et non apparentées selon l'origine des cellules et le

diagnostic chez les patients de moins de 18 ans en France en 2010.!8

Moelle osseuse Sang périphérique Sang placentaire
Non Non Non Total
Apparenté Apparenté Apparenté
apparenté apparenté apparenté
Leucémie aigiie 34 32 2 10 2 43 123
Maladies non
] 55 19 2 3 7 9 95
malignes

Autres 6 8 1 8 0 6 29

Total 95 59 5 21 9 58 247*
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* 1'origine des cellules et la parenté sont manquantes pour 3 des 250 greffes

3. Conditionnement de greffe

Avant de recevoir la greffe, le patient sera « préparé » : cette préparation est aussi appelée « le

conditionnement ».

Ce conditionnement nécessite une hospitalisation en secteur protégé (ou secteur stérile) car le but
est de détruire la moelle osseuse malade et les défenses immunitaires du patient pour permettre au
greffon de s'installer, ce qui expose a un risque important d’infection. Le conditionnement est
constitué d'une chimiothérapie, parfois associée a une radiothérapie. Sa durée est d’environ une

semaine.

Ensuite les cellules souches du donneur sont injectées comme une simple transfusion. Les
nouvelles cellules retournent naturellement dans la moelle osseuse. Il faut leur laisser le temps de
s'installer et de se multiplier. Progressivement, les cellules de la moelle vont se mettre a produire
de nouvelles cellules dans le sang. Il faut compter en moyenne 4 semaines apres la greffe pour
avoir suffisamment de défenses pour sortir du secteur stérile, et, en I'absence de complications

environ 6-12 mois pour une reconstitution totale des défenses immunitaires.

L'objectif du conditionnement est double :

- Assurer une myéloablation, c'est-a-dire de supprimer la moelle osseuse malade dans le cas
des leucémies et d’éliminer au maximum les cellules tumorales du receveur ;

- Réaliser une lymphoablation (supprimer les lymphocytes du donneur) pour éviter le rejet ;

On distingue aujourd’hui deux types de conditionnement en fonction qu’il soit my¢loablatif ou
non. Le conditionnement myéloablatif (myeloablative conditioning MAC) repose sur

I’association d’une chimiothérapie lourde seule ou en association avec une ICT.
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Les protocoles utilisés lors des conditionnements différent notamment en fonction de 1'indication
de la greffe, du type de greffe (géno ou phéno-identique), de I'dge de l'enfant et du centre. Ils
combinent ICT et chimiothérapie dans le cas des LAL chez I'enfant de plus de quatre ans. Les

conditionnements purement chimiothérapiques prévalent dans les autres indications.

Le conditionnement le plus utilisé est 1’association busulfan-cyclophosphamide (BuCy). Le
conditionnement est débuté 7 a 10 jours avant le jour de la greffe. Pour éviter le rejet de la greffe,
lorsque le greffon n’est pas géno-identique, le conditionnement comprend, le plus souvent,

'administration de sérum anti-lymphocytaire (SAL) a visée immunosuppressive.

Plus récemment a émergé le conditionnement dit d’intensité réduite (reduced intensity
conditioning RIC), appelé également conditionnement non myéloablatif. En effet, la volonté de
minimiser la toxicité de la greffe, notamment dans la population agée ont conduit ces dernieres
années au développement de ce type de conditionnement. Ils permettent une prise de greffe
rapide avec un taux de toxicité liée a la chimiothérapie tres faible. L’objectif est d’obtenir une
action anti leucémique centrée sur la réaction immunologique du greffon contre la leucémie (graft
versus leukemia GVL)!>?. Les associations busulfan — fludarabine - SAL ou ICT a doses
atténuées, en association ou non avec la fludarabine sont les principaux protocoles RIC utilisés
aujourd’hui. Ils sont actuellement largement utilisés chez 1’adulte tant en condition géno- que

phéno-identique?' 2,

En pédiatrie, la faisabilité est maintenant établie mais la place de ces conditionnements a intensité
réduite reste a déterminer. Cette option thérapeutique peut étre proposée a deux types de
population. La premiére est celle d’enfants porteurs de pathologies malignes, pour lesquels
I’allogreffe est le seul traitement curatif potentiel reconnu, mais dont les traitements antérieurs
recus ou une comorbidité associée ne permettent pas la réalisation d’un conditionnement lourd
my¢loablatif. La seconde est celle d’enfants porteurs de tumeurs solides ou d’hémopathies

malignes en échec des thérapeutiques de référence.

4. Complications de la greffe
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Les complications post-greffes de CSH sont fréquentes. Elles peuvent survenir dés le début du
conditionnement et sont d’étiologies trés diverses : toxiques, immunologiques ou infectieuses.

Des complications a plus long terme sont également observées.

1. Précoces

a. Graft versus Host Disease (GVH)

La GVH est une complication fréquente et grave de 1’allogreffe de CSH. L’incidence varie selon
les études de 10 a 50% chez les patients recevant une greffe d'un donneur géno-identique et
jusqu'a plus de 75% des patients transplantés avec un donneur phéno-identique selon les
différentes études® 27, Il s'agit d'une réaction immunitaire faisant intervenir les lymphocytes T du
greffon qui vont réagir contre les antigénes tissulaires du receveur non présents chez le donneur.
Les antigénes tissulaires les plus immunogeénes sont ceux du CMH. Les antigénes mineurs
d'histocompatibilit¢ sont également mis en cause dans les GVH puisque de telles réactions
surviennent au décours de greffes géno-identiques. Le conditionnement pré-greffe provoque une
immunosuppression qui rend normalement le receveur incapable de rejeter les lymphocytes T du

greffon mais n’empéche pas cette GVH.

On distingue deux types de GVH?® : les GVH aigués, survenant généralement dans les deux
premiers mois suivants la greffe de moelle (le plus souvent au cours des deux premicres
semaines) et les GVH chroniques. Ces derniéres peuvent faire suite a une GVH aigué ou survenir

isolément dans un délai plus ou moins long apres la greffe.

e GVH aigué
Au cours d'une GVH aigué, les principaux organes touchés sont la peau, le foie et le systeme
digestif, plus précisément les intestins. On peut également observer une majoration du déficit
immunitaire associée histologiquement a une atrophie et une dysplasie du thymus®. La
classification de Glucksberg-Seattle’’, modifiée par Thomas®!, distingue quatre stades (cotés de 1

a 4 — Tableau 2) et quatre grades (notés de [ a IV — Tableau 3) de gravité (Tableau 4).
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Tableau 2. Stades cliniques de la GVH

Stade PEAU FOIE

INTESTIN (taux de bilirubine)

clinique (éruption maculo-papuleuse)
(nmol/l)

Diarrhée > 500 ml/j (ou 10-15 ml/kg/j chez

<25% SC les <12 ans) ou nausées, anorexie ou 34 -50
vomissements
Diarrhée > 1000 ml/j (ou 16-20 ml/kg/j
25 -50% SC 51-102

chez les <12 ans)

Diarrhée > 1500 ml/j (ou 21-25 ml/kg/j
>50% SC 103 - 255
chez les <12 ans)

Diarrhée > 1500 ml/j (ou > 26 ml/kg/j chez
les <12 ans)

Nécrolyse épidermique = ) > 255
et douleurs abdominales

o+

SC : surface corporelle

Erythrodermie généralisée

syndrome de Lyell
o 4 + iléus + sang dans les selles

Tableau 3. Grades de la GVH

Foie Tube digestif Etat clinique
0 0 Normal
1 1 Moyen
2-3 2-3 Tres altéré
2-4 2-4 Impotence compléte

Tableau 4. Gradation histologique de la GVH
Peau Foie Tube digestif
Vacuolisation de la Nécrose de 25% des Nécrose focale de
couche cellulaire basale canaux biliaires I’épithélium
) ) Nécrose de 25 a 50% des Lésions diffuses
Nécrose épidermique o -
canaux biliaires d’épithélium
Dysjonction du derme et  Nécrose de 50 a 74% des

. . Ulcérations focales
de I’épiderme canaux biliaires
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— Epidermolyse extensive Nécrose > 75% Ulcération diffuse

Le grade I signe une GVH mineure, on parle de GVH modérée pour le grade II, les GVH sont
séveres pour les grades III et IV, engageant le pronostic vital. Tres largement utilisée, cette
classification a été réévaluée lors d'une conférence de consensus suggérant notamment la
réalisation de nouvelles études afin d'évaluer le devenir des patients atteints de GVH aigués de
différents grades a plus ou moins long terme®?. Un autre index de sévérité des GVH a été
développé par Rowlings et al.>>. 1l permet de pallier le manque de prédictivité concernant la
mortalité¢ et le risque de rejet de greffe associés au grade de GVH et a été comparé a la

classification de Glucksberg**.

Le traitement prophylactique de la GVH aigué€ comprend de la ciclosporine, associée ou non au
méthotrexate, et/ou au mycophénolate, voire a la prednisolone dans le cas des greffes a partir de
sang de cordon. Plusieurs études relatent également l'utilisation du tacrolimus en remplacement

de la ciclosporine, seul ou en association au méthotrexate’>3¢

en traitement prophylactique de la
GVH. Du sérum antilymphocytaire est également utilisé en cas de greffe phéno-identique ainsi
que dans les hémoglobinopathies. Martin et al. ont corrélé la sévérit¢ des GVH aigués et les
concentrations sanguines résiduelles de ciclosporine mesurées au cours des deux premieres
semaines apres la greffe’”. Cette étude a ainsi permis de définir des cibles thérapeutiques lors du
suivi des ciclosporinémies. Ces cibles dépendent de la pathologie initiale et sont fonction du
souhait d'obtention d'une GVH de grade I-1I ou non. En effet, d a I’impact positif de I’effet GVL

19,20

associ¢ avec la GVH sur I’efficacité clinique ™", une GVH est parfois recherchée chez les

patients transplantés pour une hémopathie maligne.

Le traitement curatif de la GVH aigué fait appel a la corticothérapie®®, associée a un renforcement
du traitement par ciclosporine. En cas d’échec d’une corticothérapie, il n’existe pas de consensus
précis et de recommandations a donner en dehors de protocoles d’évaluation, compte tenu de
I’absence de médicaments ayant une AMM dans cette indication. Les thérapeutiques utilisables
sont le sérum antilymphocytaire, des médicaments anti-CD25 (basiliximab)®, la
photochimiothérapie  extracorporelle®®, des anti-TNF (etanercept)*!, I’ajout d’autres

immunosuppresseurs, le rituximab*’, des anti-CD52. Récemment, un inhibiteur sélectif de
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I’enzyme janus kinase indiqué pour le traitement de la my¢élofibrose, le ruxolutinib, a montré de

résultats trés intéressants dans la prise en charge des GVH aigues cortico-résisantes*’.

b. Complications infectieuses

Du fait de l'immunosuppression, les infections sont une cause majeure de morbidité et de
mortalité aprés une allogreffe de CSH. Il existe trois périodes de risque distinctes apres la greffe,
dictées par les étapes de la reconstitution immunitaire post-greffe. De plus, les risques liés a la

susceptibilité génétique pour ces infections se surajoutent vraisemblablement.

La premiere période, celle de la neutropénie, dure de deux a trois semaines. Les infections
bactériennes, fongiques et éventuellement a virus Herpes simplex sont les plus fréquentes, les
principaux facteurs de risque étant la neutropénie, la mucite et le cathéter veineux central.
L’atteinte est plus souvent de type septicémique, pulmonaire ou cutané. Les septicémies a
levures, en particulier du genre Candida, restent une préoccupation. Leur fréquence est de moins

de 5 a 10 %, mais la mortalité est de 40 a 80 %.

La seconde période correspond a celle (si existante) de la GVH aigué, avec comme principales
complications infectieuses des infections et/ou maladies a cytomégalovirus (CMV), a des

infections a Aspergillus et a parasites.

Enfin, la phase tardive, caractérisée par un déficit immunitaire humoral et cellulaire persistant, est
la période de risque pour les infections a virus varicelle-zona (VZV) et a bactéries encapsulées.
Ces dernieres (Streptococcus pneumonie, Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae)

représentent un danger potentiellement mortel.
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Figure 4. Principales complications immunologiques et infectieuses apres une transplantation de

cellules souches hématopoiétiques*4

BGP : Bactéries a Gram Positif ; BGN : Bactérie a Gram Négatif ; HSV : Herpeés Simplex Virus ; CMV :
CytoMégaloVirus ; VRS : Virus Respiratoire Syncytial ; GVH : maladie du greffon contre I’hote.

c¢. Complications gastro-intestinales

Les complications gastro-intestinales sont trés fréquentes et sont en partie dues au
conditionnement pré-greffe (chimiothérapique et/ou radiothérapique). Les mucites peuvent étre
tres importantes, nécessitant des antalgiques puissants. On observe ¢galement fréquemment
nausées, vomissements, douleurs abdominales et diarrhées. Ces manifestations intestinales
peuvent cependant avoir pour origine une autre cause que la toxicité liée au conditionnement :
GVH aigué ou infection virale (CMV, ADV) notamment. Du fait de ces complications, une

alimentation parentérale est généralement instaurée pendant la période post-grefte.

d. Maladie veino-occlusive
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I1 s’agit du second effet indésirable le plus fréquent li¢ au conditionnement et le plus grave. C’est
un syndrome potentiellement fatal, marqué par une hépatomégalie douloureuse, un ictére et une
rétention liquidienne. On parle également de « syndrome d’obstruction sinusoidale ». Un récent
article de I’European Society for Blood and Marrow Transplantation (EBMT)* fait le point sur la
physiopathologie, les facteurs de risque et le diagnostic de cette complication de la greffe de

CSH.

e Physiopathologie
La MVO correspond a une atteinte des cellules endothéliales sinusoidales et des hépatocytes
prédominant en zone centro-lobulaire du lobule hépatique (Figure 5). Histologiquement, les
sinusoides apparaissent d’abord congestifs avec éventuellement des Iésions de péliose. Ensuite,
une fibrose centrolobulaire va pouvoir se développer entrainant une atteinte des veines centro-
lobulaires qui vont s’oblitérer. Il est probable que ces remaniements vasculaires puissent conduire

ensuite au développement d’une hyperplasie nodulaire régénérative*®®,

Hepatocyte

Hepatic acinus

zone 2
Liver sinusoid

Hepatic artery Endothelial cells

branch
Bile ductile 9.
Hepatic portal e
vein branch . Central vein
<o
Pontal triads L e ®
@ e (®
'&\. / °® oA
By G

Figure 5. Représentation schématique de 1’acinus hépatique. Lors d’une maladie veino-occlusive,

I’obstruction du sinusoide hépatique intervient dans la zone 3 de 1’acinus hépatique®.

D’un point de vue physiopathologique, plusieurs hypothéses non mutuellement exclusives ont été
avancées, faisant apparaitre la cellule endothéliale sinusoidale comme la cible principale des

liaisons*®>%2, Un déficit en glutathion des cellules endothéliales sinusoidales et des hépatocytes
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pourrait entrainer une sensibilité accrue aux toxiques au niveau de la zone péricentrolobulaire.
Des troubles de la coagulation au niveau de la microcirculation ont été rapportés comme éventuel
facteur causal. Un déficit en protéine C et en antithrombine III a été décrit chez un certain
nombre de malades. Le role des cytokines pro-inflammatoires et du facteur de croissance
vasculaire endothélial (vascular endothelial growth factor VEGF) ont également été avancés
notamment dans le déclenchement de la fibrinogénese. Ces hypothéses servent de soutien au

développement de nouvelles approches thérapeutiques.

La relation entre ces perturbations hépatiques et le conditionnement a longtemps été recherchée
sans toutefois étre tres claire. Les thérapies cytoréductives a haute dose, lorsqu’elles sont
administrées a un patient avec une certaine susceptibilité hépatique, produisent une atteinte
endothé¢liale des sinusoides et des petites vénules hépatiques. Ces atteintes endothéliales semblent
induire localement un état d’hypercoagulabilité en activant la cascade de coagulation et en
favorisant la formation de caillots. Les agrégats de fibrine et d’autres déchets cellulaires obstruent
progressivement les petits pores de la couche endothéliale. Cette occlusion provoque une
obstruction du flux veineux hépatique générant une hypertension porteuse intra-hépatique post-

sinusoidal, responsable des principales manifestations cliniques de la MV,

e Diagnostic
Le délai moyen d’apparition de la MVO est de 15 + 11 jours® aprés la greffe de CSH et

I’incidence estimée pour I’ensemble des greffes est de 14% (10-20%).

Avec les conditionnements atténués de type busulfan — fludarabine - SAL, ’incidence estimée

d’apres une étude récente est de ’ordre de 13% pour le busulfan oral et 5% pour le busulfan IV>°.

Le diagnostic se base avant tout sur des critéres clinico-biologiques :

o Critéres diagnostiques de Mc Donald’”-®

: survenue avant J21 (la survenue d’un
tableau de MVO apres J21 n’exclut pas pour autant le diagnostic) d’au moins deux
des anomalies suivantes : hyperbilirubinémie > 34 pmol/L, hépatomégalie ou
douleur de I’hypocondre droit, ascite et/ou prise de poids > 2 % du poids corporel

consécutive a des cedémes ;
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o Critéres de Baltimore®

: survenue avant J21 d’une hyperbilirubinémie > 34
umol/L associée a deux des signes suivants : hépatomégalie, prise de poids > 5 %,

ascite.

Un diagnostic différentiel doit également étre fait pour éliminer d’autres étiologies>*® : infection,

GVH aigué, toxicité hépatique d’un médicament hors conditionnement (ciclosporine, azolés,
sulfamides, autres, alimentation parentérale), autres causes d’épanchements (insuffisance

cardiaque, pancréatite, hypoalbuminémie profonde, syndrome de fuite capillaire...).

D’un point de vue purement biologique, plusieurs anomalies seront retrouvées lors du bilan

permettant le diagnostic®! % :

o Hémogramme : thrombopénie avec absence d’efficacité¢ des transfusions de
plaquettes ;

o lonogramme sanguin : hémodilution, hyponatrémie ;

o Bilan hépatique : cholestase ;

o Hémostase : allongement du TCA, diminution de certains facteurs de coagulation
(VII, X et ATIII, protéine C activée). L’interprétation de ces biomarqueurs
d’hémostase nécessite de disposer de valeurs de référence. L’augmentation de
PAI-1 est un marqueur qui peut apporter une aide au diagnostic encore que cette
anomalie puisse étre retrouvée dans d’autres dysfonctionnements hépatiques. Elle
ne fait donc pas encore partie des tests de routine dans le bilan de MVO®*+% ;

o Autres marqueurs non-utilisables en routine : TNF, N-terminal propeptide type 111

collagen, acide hyaluronique, évaluation des cellules endothéliales circulantes®.

La place de I’imagerie devient de plus en plus importante. L’écho-doppler est recommandée pour
le diagnostic différentiel de MVO et pour mettre en évidence une hypertension portale (HTP)%"~
70 Les critéres de diagnostic échographique sont une hépatomégalie, une atténuation du flux dans

les veines hépatiques, une splénomégalie, une reperméabilisation de la veine para-ombilicale, un
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¢épaississement de la paroi de la vésicule biliaire, une modification de ’index de résistance de

I’artére hépatique ou une inversion du flux portal.

L’EBMT a publi¢ récemment de nouveaux criteres diagnostiques de la MVO chez I’enfant

(Tableau 5)"!

Tableau 5. Critéres diagnostiques de la maladie veino-occlusive de I’enfant de ’EBMT"!

- La présence de deux critéres ou plus parmi :

e Thrombocytopénie inexpliquée ou résistante a la transfusion

e Prise de poids inexpliquée sur 3 jours consécutifs malgré 1’utilisation de diurétiques ou
prise de poids > 5% par rapport au poids de référence

e Hépatomégalie (confirmée si possible par imagerie)

e Ascite (confirmée si possible par imagerie)

e Hyperbilirubinémie constatée 3 jours de suite ou bilirubinémie > 2 mg/dl dans les 72h

- Pas de limitation de temps dans la survenue de la MVO

e Pronostic
D’apres les critéres de Bearman et de Mac Donald et Richardson, le pronostic de la MVO peut

s’apprécier selon trois stades :

e Stade 1 (index de gravité minimale) : évolution spontanément résolutive.

e Stade 2 (index de gravité modérée) : au moins un des critéres suivants parmi une
bilirubinémie > 102 pmol/L (60 mg/l), des transaminases supérieures a cinq fois les
valeurs normales, une prise de poids > 5 % et une ascite.

e Stade 3 (index de gravité sévére) s’il existe un tableau de défaillance multiviscérale :
détresse respiratoire (Sa02 < 90%), syndrome hépato-rénal, encéphalopathie, insuffisance
rénale sévere (créatinine supérieure au double de la valeur de base), bilirubine > 340

umol/L (ou 200 mg/L).

La sévérité¢ est difficile a apprécier initialement. Cependant, I’évolution initiale peut é&tre

évocatrice de gravité selon différents événements : apparition rapide aprées la greffe, aggravation
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rapide (notamment doublement de la bilirubine en moins de 24 heures), défaillance

multiviscérale.

e Traitement préventif
Il est important d’agir sur les facteurs de risque réversibles avant la greffe, dans la mesure du

possible :

- Surcharge martiale : chélation,
- Hépatite B : traitement antiviral,

- Hépatite C : traitement antiviral si charge virale positive.

Si I’on ne peut pas intervenir sur certains facteurs de risque, par exemple du fait du risque de
rechute dans les hémopathies malignes, il faut envisager de diminuer [’intensit¢ du

conditionnement et éviter certaines associations (comme un conditionnement par BuCy).

I1 existe un arsenal relativement large dans le traitement préventif de la MVO

Héparine : L’usage de I’héparine (non-fractionnée ou bas poids moléculaire), a I’ére de I’acide
ursodésoxycholique et du défibrotide, est moins pertinent notamment du fait du risque
hémorragique. Une méta-analyse sur 12 études (2782 patients) n’a pas démontré de diminution
significative du risque de MVO avec le traitement par héparine. Ces études comportaient des
héparines non fractionnées (HNF) et de bas poids moléculaire (HBPM)’%. Les HNF ne sont plus
recommandées dans cette indication. Dans certaines situations, on peut discuter 1’utilisation d’une

HBPM (notamment si antécédent thrombotique).

Acide ursodésoxycholique : Récemment, de nouvelles données d’efficacité de ce médicament

ont été publiées®’

, notamment une étude randomisée avec une mise a jour récente (recul de 10
ans) qui retrouve une diminution de la mortalité sans rechute (28 contre 41%) et une
augmentation de la survie globale (48% contre 38%) qui se confirme et se maintient dans le

temps. L’acide ursodésoxycholique était utilisé jusqu’a J90. Cependant, 1’étude ne retrouvait pas
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clairement de modification directe de 1’incidence de MVO mais une diminution du nombre de
patients présentant une augmentation importante de la bilirubine. L’administration était faite dans

le cadre de la greffe myéloablative’.

Compte tenu de ces données et de la faible toxicité de ce produit, on recommande son utilisation
dans les conditionnements myéloablatifs mais son administration doit étre discutée dans les
greffes a conditionnement atténué et chez I’enfant. La durée proposée du traitement est jusqu’a
J90. La posologie est de 10 a 15 mg/kg/j, sans dépasser 1 gramme par jour. Il convient de le
débuter au moment du conditionnement voire, si possible, 14 jours avant ce conditionnement,

comme il est mentionné dans 1’étude.

Défibrotide : 1efficacité dans la prévention de la MVO chez I’enfant, en présence de facteurs de
haut risque, a été démontrée dans une étude randomisée multicentrique a la posologie de 25

mg/kg/j en 4 injections’>7

. Il n’y a pas eu d’étude randomisée chez ’adulte. Cependant, il existe
deux études retrouvant des résultats similaires a ceux de 1’enfant. Ces publications ne rapportent
pas d’augmentation du risque hémorragique’”’®. Au Royaume-Uni, il existe des
recommandations d’utilisation préventive chez les adultes a haut risque (maladie hépatique,
seconde greffe myéloablative, leucémie au-dela de la deuxiéme rechute, conditionnement avec
busulfan, traitement antérieur par gemtuzumab ozogamicin, syndrome d’activation

macrophagique, adrénoleucodystrophie ou ostéopétrose). Pour I’instant la HAS rappelle que

I’autorisation de mise sur le marché (AMM) n’a pas été accordée en préventif’”.

Au vu de ces données, I’utilisation du défibrotide en prophylaxie pourrait étre discutée dans les
conditionnements my¢loablatifs en cas de maladie hépatique comportant les facteurs de haut

risque décrits précédemment.
De plus, il convient de discuter au cas par cas son utilisation :

- Dans des conditionnements atténués avec, par exemple, des facteurs de risque majeurs ou

un antécédent de premicre greffe myéloablative ;
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- En cas de conditionnement comportant du busulfan a dose myéloablative et en association
avec du melphalan ou du cyclophosphamide, en cas de présence d’autres facteurs de

risque, méme mineurs.

La dose recommandée est de 25 mg/kg/j en quatre perfusions. Une dose moindre pourrait étre
envisagée (10 mg/kg/j en 2 perfusions’®). Selon les recommandations anglaises, la durée
d’administration est de 14 jours a partir du début du conditionnement ou jusqu’a la prise de
greffe. Il n’existe pas de données autres que celles pédiatriques pour une utilisation plus

prolongée.

Autres thérapeutiques : Les molécules suivantes ne sont pas recommandées : N-acétylcystéine,

prostaglandine E1, glutamine, pentoxifylline, danaparoide, antithrombine, t-PA8*-83,

e Traitement curatif
Une intervention thérapeutique se décide en fonction de la sévérité et/ou de la rapidité
d’évolution. Les mesures symptomatiques restent indiquées quelle que soit la situation®34, Le
médicament de référence est le débibrotide. Il a obtenu son AMM (avec une amélioration du
service médical rendu mineure, ASMR IV) en 2013 pour les formes sévéres a la posologie de 25
mg/kg/j en 4 injections, pendant au moins 21 jours et a poursuivre jusqu’a ce que les symptomes
et les signes de MVO séveres se soient amendés. En cas de résolution rapide, on peut envisager

de raccourcir la durée d’utilisation a 14 jours®.

Cependant, il apparait nécessaire d’envisager 1’utilisation de ce produit pour les MVO modérées
mais d’évolutions rapides ou stables au bout de 2-3 jours malgré la mise en place de
thérapeutiques de support, et donc de ne pas attendre le stade de défaillance viscérale pour le
mettre en ceuvre. Dans les autres situations, il convient de rester sur une attitude « watch and wait

».
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Outre le défibrotide, des traitements de support sont également a mettre en place et sont

indispensables en fonction de la clinique :
- En I’absence d’insuffisance rénale et d’hyponatrémie : restriction sodée et diurétiques.
- Restriction hydrique uniquement en cas d’hyponatrémie,

- Maintien d’une pression artérielle suffisante (transfusions, albumine en particulier en cas
d’anasarque associ¢ a une hypoalbuminémie sévére ou d’insuffisance rénale fonctionnelle ou de

sepsis),

- Dialyse a discuter au cas par cas ; elle est rarement indiquée étant donn¢ le pronostic

péjoratif des formes tres sévéres associées a une insuffisance rénale terminale,

- Alimentation parentérale : arrét des lipides, maintien des apports en acides aminés et en

glucose,
- Ponctions d’ascite si celle-ci est compressive,

- Arrét des médicaments néphrotoxiques et hépatotoxiques.

Concernant la gestion de la thrombopénie et des risques hémorragiques, la possible augmentation
du risque par le défibrotide reste controversée. Il y a eu environ 25% d’événements
hémorragiques dans I’étude 2005-01, et 15% dans les données groupées des quatre études
réalisées au cours du développement, soit 419 patients®®>. Cependant, ce risque pourrait étre
attribué a la MVO elle-méme car les études en prophylaxie n’ont pas retrouvé d’augmentation
des phénomenes hémorragiques. Néanmoins, selon la commission de transparence de la HAS, il
convient de maintenir si possible les plaquettes a un taux minimal (35-50 G/L) lors des

traitements a visée curative.

e. Autres
D'autres types de complications peuvent survenir au décours d'une greffe de CSH, avec une

fréquence cependant généralement moindre que les complications mentionnées ci-dessus.
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Complications urinaires : la survenue d'une cystite hémorragique quelques jours apres une
greffe est généralement a mettre en relation avec la toxicité vésicale de l'acroleine, produit
issu du métabolisme du cyclophosphamide. Cette toxicité est majorée lorsque le
cyclophosphamide est associé¢ au busulfan. En cas d'apparition plus tardive d'une cystite
hémorragique, on recherchera préférentiellement une origine infectieuse (BK virus, CMV,
adénovirus).

Insuffisance médullaire : au cours des greffes géno ou phéno-identiques, la sortie d'aplasie
survient généralement deux a trois semaines apres la greffe. Une insuffisance médullaire
peut néanmoins survenir apres cette sortie d'aplasie et €tre qualitative ou quantitative. Elle
peut étre secondaire a une infection (CMV), a I'administration de certains médicaments
présentant une toxicité médullaire tel que le ganciclovir ou compliquer I'évolution d'une
GVH chronique.

Rejet de greffe : Enfin le rejet de greffe peut se manifester par une non prise de greffe ou
de facon plus tardive soit par une rechute de la maladie soit par la prédominance de
cellules hématopoiétiques du receveur et disparition progressive des cellules du donneur.
Son incidence reste cependant faible chez les patients transplantés pour hémopathie
maligne en situation HLA-identique. Elle est plus ¢élevée chez les patients greffés pour

aplasie médullaire. Dans certains cas, une seconde greffe pourra étre envisagée.

2. Tardives

a. GVH chronique

Deux formes cliniques sont décrites en fonction de l'extension de la maladie. Les atteintes

limitées associent une atteinte cutanée localisée a type de lichen plan primitif et/ou une atteinte

hépatique. Ces formes sont de bon pronostic. Les atteintes extensives ont par contre un pronostic

plus réservé. L'atteinte cutanée est alors généralisée et ressemble a la sclérodermie. Elle

s'accompagne d'une atteinte hépatique cholestatique, associant parfois des signes de cytolyse. Un

syndrome sec ressemblant au syndrome de Sjogren est fréquent. L'atteinte du systéme oculaire est

possible. Le systeme hématopoiétique est également touché dans les formes séveres, une

thrombocytémie sévére étant un signe de gravité®. La présence d'une GVH chronique accentue le

déficit immunitaire et retarde la reconstitution de l'immunité. Le traitement des formes cliniques
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est basé sur une majoration de I'immunosuppression (avec les risques que cela comporte) avec
divers agents : corticothérapie, ciclosporine, azathioprine, mycophénolate. En cas d'échec,
d'autres traitements ont été¢ proposés : thalidomide, psoraléne, puvathérapie, TNF (Tumor

Necrosis Factor), anticorps monoclonaux anti-CD 207,

b. Complications pulmonaires non infectieuses

Les complications pulmonaires tardives non infectieuses sont assimilées a une réaction de GVH
chronique pulmonaire et regroupent plusieurs entités dont le syndrome de bronchiolite
oblitérante, la pneumonie organisée, la pneumopathie interstitielle lymphoide, le dommage
alvéolaire diffus, la pneumopathie interstitielle non spécifique et le thrombus cytolytique
pulmonaire. L’incidence des complications pulmonaires non infectieuses varie entre 10 et 26%
chez les patients survivants a 3 mois post-allogreffe avec une médiane de temps entre 8 et 12
mois aprés la greffe®’. Les patients présentant une GVH chronique extra-pulmonaire auraient un
risque de complications pulmonaires non infectieuses augmenté par rapport aux autres patients
greffés’’. Les symptomes sont insidieux et initialement non spécifiques. Leur diagnostic se fait
sur la présentation clinique, 1’aspect tomodensitométrique, les troubles de la fonction ventilatoire,
les prélévements pulmonaires infecticux (notamment le lavage broncho-alvéolaire) qui doivent
étre négatifs, et par un examen histopathologique de biopsies transbronchiques ou pulmonaires
lorsque cela est possible®®. Les patients ayant une complication pulmonaire non infectieuse ont un
taux de mortalité supérieur a ceux ayant une complication pulmonaire infectieuse avec une survie
a 5 ans de 34% pour ceux ayant fait une complication pulmonaire non infecticuse contre 65%

pour les autres®’.

5. Pharmacologie du Busulfan

1. Structure chimique et relation structure / activité
Le busulfan (diméthyl-sulfonoxy-1,4-diméthane), du fait de ces deux groupements

méthylsulfonates nucléophiles, est un bis-alkylant (Figure 6). Il réagit avec les acides nucléiques
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(nucléophiles) pour former des ponts inter brins et des pontages ADN-protéines. Ces Iésions
induisent la mort cellulaire. A faible dose, il agit plus spécifiquement sur les cellules de la lignée
granulocytaire alors qu'a forte dose son action se répercute sur l'ensemble des lignées

hématopoictiques avec un trés bon passage au niveau du liquide céphalo-rachidien.

Le busulfan était initialement disponible uniquement sous forme orale. En 1999, la Food and

Drug Administration (FDA) a approuvé la formulation IV.

o 0
|
i
o o

Figure 6. Formule chimique du busulfan

2. Pharmacocinétique du busulfan
La pharmacocinétique (PK) du busulfan présente une grande variabilité interindividuelle, en
particulier chez les enfants. De nombreuses études ont décrit les paramétres PK de cette

molécule.

a. Absorption

Chez I’adulte, la biodisponibilit¢ du busulfan par voie orale montre une grande variation inter-
individuelle, s’étendant de 47 % a 103 % (moyenne 68 %). L’AUC et la concentration
plasmatique maximale (Cmax) du busulfan sont corrélées de facon linaire avec la dose
administrée. Aprés administration par voie orale d’une unique dose de 2 mg de busulfan, ’AUC
et la Cmax du busulfan étaient de respectivement 125 + 17ng.h/ml et 28 £ 5 ng/ml. Un délai
pouvant aller jusqu’a 2 heures entre I'administration du busulfan et sa détection dans le plasma a

¢été rapporté.

Chez I’enfant, la variabilit¢ PK du busulfan aprés administration par voie orale est bien

documentée avec une biodisponibilité inter-patient qui peut varier d’un facteur cing®.
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La PK du busulfan IV, quant a elle, a ét¢ étudiée chez 124 patients adultes aprés 1’administration
sur quatre jours de 16 doses en perfusion de deux heures. Aprés perfusion IV de busulfan, la
biodisponibilité¢ est immédiate et complete. Les expositions plasmatiques, via I’AUC, sont
comparables chez les patients adultes ayant recu du busulfan oral et du busulfan IV

respectivement aux doses de 1 mg/kg et 0,8 mg/kg.

La forme IV a permis de diminuer la variabilit¢ PK entre les patients, et de résoudre les
problémes de biodisponibilité et de variabilité¢ dans la phase d’absorption. Une analyse de PK de
population effectuée sur 102 patients adultes indique une faible variabilité inter-patient

(coefficient de variation (CV) =21%) et intra-patient (CV = 12%) de ’exposition.

b. Distribution
Le busulfan est faiblement li¢ aux protéines plasmatiques. Le busulfan est réversiblement li¢ aux

protéines plasmatiques 2 moins de 5% alors que 30% sont irréversiblement liés*.

Plusieurs modeles de population ont étudié la PK du busulfan. La majorité d’entre eux décrivent
la PK du busulfan suivant un modéle mono-compartimental méme si certains modeles bi-
compartimentaux ont également été décrits”'. Aprés perfusion IV, le volume de distribution
correspond au compartiment aqueux de I’organisme, et la différence entre les adultes et les
enfants correspond exactement a celle rapportée pour le volume d’eau totale. Ceci peut indiquer
que malgré le caractére trés lipophile du busulfan, il se distribue dans 1’eau totale®”*2. Le volume
de distribution du busulfan (normalisé au poids corporel total) est plus élevé chez les enfants que

chez les adultes®.

Le busulfan a fortes doses se distribue dans le liquide céphalo-rachidien ce qui explique sa

toxicité au niveau du systéme nerveux central®>%*,

c. Elimination
Le busulfan est métabolisé principalement par conjugaison au glutathion. Cette réaction est

catalysée par les glutathion-S-transférases (GST) hépatiques. Aucun des métabolites ne semble
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contribuer significativement a I’efficacité et a la toxicité. Les métabolites sont éliminés par voie

rénale alors que la molécule mére est éliminée par voie biliaire.

GSTAI-1 est I’isoforme de GST prédominante qui catalyse la conjugaison du busulfan avec le
glutathion®. Plusieurs polymorphismes génétiques ont été identifiés au niveau de la GSTAL.
Cependant, les résultats sont contradictoires sur la relation entre ces polymorphismes génétiques

et la clairance du busulfan. Le génotypage GST n’est pour le moment pas recommandé®®.

La clairance moyenne du busulfan, normalisée au poids corporel total, chez les enfants a été
estimée a 3.62 ml/min/kg. Cette valeur est plus ¢levée que celle observée chez les adultes. La

différence n’est pas significative quand la clairance est normalisée a la surface corporelle®.

La variabilité¢ interindividuelle au niveau de la clairance affecte 1’exposition systémique du
busulfan et impacte les résultats cliniques. Ce point sera abordé plus en détail plus loin dans le
manuscrit. Cette variabilit¢ peut étre expliquée par plusieurs facteurs : age, corpulence,

pathologie, biodisponibilité, fonction hépatique et rythme circadien®®+°7-%,

d. Variabilité pharmacocinétique du busulfan

Plusieurs ¢tudes ont rapporté la tres grande variabilité inter-individuelle observée au cours des
traitements par busulfan a haute dose. Différents facteurs peuvent expliquer en partie cette
variabilité notamment 1'age et la pathologie, ainsi que certaines modifications de la fonction

hépatique, la corpulence ou le rythme circadien.

o Age
Malgré 'administration de posologies identiques (rapportées au poids corporel) entre adultes et
enfants, de nombreuses €tudes ont conclu a une exposition systémique moindre chez les enfants

1.2 ont montré que les enfants de moins de cinq ans

comparativement aux adultes. Grochow et a
ont une clairance moyenne multipliée par 2,2 et un volume de distribution multiplié par 2,4 par
rapport aux adultes (études sur 21 enfants agés de 2 mois a 5 ans). Hassan et al.'® ont étudié la
PK du busulfan parmi trois classes d'age : enfants de moins de 5 ans, de 5 a 16 ans et patients de
16 a 50 ans. Ils rapportent une ¢limination plus rapide, des concentrations plasmatiques

minimales, des concentrations plasmatiques a I'équilibre et des AUC plus faibles chez les enfants
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en bas age, alors que la clairance est augmentée. D'autres €tudes, portant sur des classes d'age

variables concluent au méme type de résultats :

- Regazzi et al.'®' : augmentation significative de la clairance chez les enfants de 6 mois a
13 ans par rapport aux enfants de 7 a 19 ans ;
l 89 .

- Hassan et a clairance et volume de distribution plus élevés chez les enfants de 1,5 a 6

ans que chez les patients de 13 a 60 ans ;

1.'92: étude parmi 3 classes d'age (moins de 10 ans, de 10 a 17 ans et plus de 18

- Bakereta
ans) dans laquelle il a montré que les concentrations plasmatiques minimales, maximales
et I'AUC étaient plus basses et la clairance et le volume de distribution plus élevés chez
les patients les plus jeunes. Les différences sont significatives pour les trois classes d'age ;

- Jacobson et al. : clairance plus é€levée chez les enfants de moins de trois ans, AUC et
concentration a 1'équilibre plus faibles ;

- Sandstrom et al.'® : clairance et volume de distribution plus élevés chez les enfants de

1,25 a 12 ans par rapport a des patients de 14 a 59 ans.

La différence entre les valeurs de clairance entre jeunes enfants et adultes tend a devenir moins
significative (voire parfois non significative) lorsque la clairance est exprimée en fonction de la

1'% suggérent que I'augmentation

surface corporelle et non plus par rapport au poids. Gibbs et a
de clairance observée chez 'enfant soit la conséquence d'une plus grande capacité de conjugaison
du busulfan au glutathion via une augmentation de l'expression de la glutathion-S-transférase

chez les enfants.

De facon contradictoire, Pawlowska et al.'® ne concluent pas a une influence de 1'age sur le
meétabolisme du busulfan mais leur étude ne porte que sur des patients thalassémiques. De méme,
Bostrom et al.'% n'ont pas retrouvé de relation significative entre I'dge et ' AUC chez des patients
thalassémiques, atteints de deficits immunitaires ou de maladies métaboliques alors que cette

relation existe dans le cas de patients leucémiques.

e Pathologie
Une étude réalisée chez des enfants greffés atteints de leucémie ou de maladies congénitales®™
montre que la PK du busulfan peut étre influencée par la pathologie sous-jacente. Ainsi

I'¢limination du busulfan est significativement moins rapide chez les patients leucémiques (demi-
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vie d'¢limination augmentée et clairance diminuée). Aucune comparaison par rapport a des

témoins n'est cependant disponible.

Bertholle ef al. ont également montré une influence de la maladie sous jacente (maladie
métabolique, hémoglobinopathie, hémopathie maligne ou déficit immunitaire) sur la PK du
busulfan'?’. Si la constante d’absorption et le volume de distribution ne différaient pas parmi ces
quatre sous groupes, la clairance était différente : elle était significativement plus grande chez les
patients traités pour hémoglobinopathie et plus faible pour ceux traités pour un déficit

immunitaire.

Dans une autre étude menée chez des patients atteints de thalassémie majeure, la glutathion-S-
transférase alpha plasmatique (impliquée dans la métabolisation du busulfan) était augmentée
d'un facteur 5 a 10 par rapport aux témoins. Cette augmentation est le reflet de 1'atteinte hépatique
et/ou de l'augmentation de l'expression de l'enzyme liée a la pathologie’®. L'activité de cette
enzyme est corrélée positivement avec la clairance du busulfan et négativement avec les
concentrations maximales et minimales ainsi qu'avec les AUC obtenues. Ces résultats suggerent
un role de 'activité de la GST hépatique dans les différences PK inter-pathologies et la variabilite

inter-individuelle globale observée dans la cinétique du busulfan.

3. Toxicité du busulfan
Comme pour toute chimiothérapie anticancéreuse, les effets indésirables lies au busulfan sont
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nombreux °. A forte dose, le busulfan provoque une aplasie médullaire, cet effet myéloablatif est

recherché lors de son utilisation dans les conditionnements pré-allogreffe.

Toxicité digestive

Les troubles digestifs (nausées, vomissements) sont nombreux. Les mucites peuvent étre
extrémement douloureuses et invalidantes, nécessitant des antalgiques puissants et une nutrition

parentérale.

Toxicité hépatique
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La survenue d'une MVO est une complication grave. L'incidence de cette dernicre a été corrélée a
une sur-exposition systémique au busulfan administré par voie orale. Grochow et al. ont été les
premiers a mettre en évidence un risque augmenté de MVO en cas d'AUC supérieure a 2012
pmol.min/L lors d'une premiére étude!”. Ce seuil a ensuite été abaissée a 1500 pmol.min/L dans
une seconde étude''®. En reprenant ce seuil de 1500 pmol.min/L, Dix et al.''! aboutirent a la
meéme conclusion et soulignent l'intérét d'une diminution de la posologie de busulfan lorsque
I'AUC estimée est élevée. Ils n'ont cependant pas pu mettre en évidence de diminution
significative de l'incidence de MVO associée a 1’adaptation de posologie, probablement du fait
notamment des délais nécessaires a la réalisation des dosages plasmatiques de busulfan. Dans

cette étude, la Cmax du busulfan n'a pas montré d'influence sur le risque de survenue de MVO.

Toxicité neurologique

Les crises convulsives représentent une complication caractéristique pouvant survenir au décours
du traitement par busulfan. Il s'agit le plus souvent de crises tonico-cloniques, généralement de
courte durée et habituellement sans séquelles. Dans une étude portant sur 123 enfants ayant regu
du busulfan a la dose de 16 mg/kg ou de 600 mg/m?, Vassal et al.''> suggérent que cette
neurotoxicité soit dose-dépendante : les concentrations plasmatiques ainsi que les concentrations
retrouvées au niveau du liquide céphalo-rachidien (LCR) des enfants ayant recu les plus fortes
doses (jusqu'a 26,5 mg/kg, dose totale) sont significativement plus élevées qu'avec une posologie

de 16 mg/kg.

L'incidence des crises convulsives était par ailleurs significativement plus €levée dans le groupe
recevant la posologie de 600 mg/m?. La prophylaxie anticonvulsivante par clonazépam semblait
efficace : aucun des enfants de cette étude ayant regu ce traitement n'a présenté de convulsion. Ce
traitement préventif est préféré a la phenytoine ou au phenobarbital : contrairement aux autres
antiepileptiques, le clonazépam ne présente pas d'interaction avec le métabolisme hépatique du

busulfan.

Toxicité pulmonaire

Le busulfan est impliqué dans la survenue d'une toxicité pulmonaire, le plus généralement de

fagon tardive (plus de 100 jours apres la greffe). En cas d'atteinte précoce, cette toxicité peut
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compliquer I'évolution d'une MVO, avec notamment un risque d'hémorragie pulmonaire. De
survenue généralement plus tardive, 1'atteinte la plus fréquente est une fibrose interstitielle diffuse
: I'incidence moyenne est de 1'ordre de 10%, toutes causes confondues (exposition au busulfan, au
cyclophosphamide, a d'autres chimiothérapies ou apres irradiation corporelle totale notamment en
l'absence de cache pulmonaire). Ce diagnostic est souvent difficile a poser et se fait généralement
apres ¢limination d'autres causes potentielles. Des cas de bronchiolite oblitérante ont été décrits.
Alors que l'étude de Paz et al''® suggére que le type de conditionnement pré-greffe
(chimiothérapie uniquement ou en association avec une ICT) ne soit pas un facteur de risque dans
la survenue d'une bronchiolite oblitérante mais que cette complication soit fortement lice au
développement d'une maladie du greffon contre I'hote, Ringdén et al.''* concluent a un risque

accru de bronchiolite oblitérante apres utilisation du busulfan versus irradiation corporelle totale.

6. Suivi thérapeutique pharmacologique du busulfan

1. Notions générales du suivi thérapeutique pharmacologique
Le suivi thérapeutique pharmacologique (STP) est une spécialité clinique multidisciplinaire dont
I’objectif est d’améliorer les soins aux patients en mesurant les concentrations et en ajustant de
maniere individuelle la dose des médicaments pour lesquels 1’expérience clinique ou les essais
cliniques ont montré que cette pratique améliorait la réponse, soit chez tous les patients, soit dans
des populations particuliéres!’>. Le STP peut étre fondé sur des informations
pharmacogénétiques, biométriques ou cliniques a priori et/ou sur la mesure a posteriori des
concentrations sanguines des médicaments (suivi PK) ou de marqueurs biologiques d’effets,

intermédiaires ou cliniques (suivi pharmacodynamique (PD)).

En effet, tous les médicaments ne sont pas éligibles au STP, et en corollaire le STP n’est pas utile

au suivi de tous les médicaments. Plusieurs critéres sont nécessaires pour justifier d’un STP :

- Forte variabilit¢ PK : la méme dose administrée a plusieurs patients (variabilité inter-
individuelle) ou plusieurs doses au méme patient (variabilité¢ intra-individuelle) sont

associées a des concentrations et/ou des effets variables ;
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- Meédicament a marge thérapeutique étroite : la différence entre les concentrations
sanguines minimales efficaces et les concentrations sanguines toxiques est faible ;

- Relation PK-PD ¢tablie : il est possible d’établir une valeur cible de concentration
sanguine a atteindre qui soit reliée a un effet pharmacodynamique mesurable (clinique,
survie, etc.) ;

- Meédicament dosable : technique validée de mesure de concentration dans un liquide

biologique du médicament.

En pratique, le STP consiste le plus souvent a mesure de la concentration du médicament dans le
sang afin d’évaluer son efficacité au regard des concentrations sanguines cibles connues puis de

pouvoir effectuer une adaptation posologique au besoin.

2. Cas du busulfan

a. Relations PK-PD

On dispose aujourd’hui pour le busulfan de valeurs cibles d’exposition permettant d’optimiser la
probabilité¢ de prise de greffe tout en minimisant la toxicité. Cette cible d’AUC est représentée
par ’intervalle compris entre 900 et 1500 pmol.min./L, initialement établie a partir des travaux
d’Andersson et al.''®. En effet, de nombreuses anciennes études, principalement sur le busulfan
per os, ont démontré des relations entre une sur-exposition plasmatique > 1500 pmol.min./L et la
survenue de toxicité!®!17"12%  Inversement une exposition caractérisée par une AUC < 900
pumol.min./L a été corrélée avec un risque de rejet de greffe et de rechute!?~'22. Cet intervalle

cible d’AUC est reporté dans le Résumé des Caractéristiques du Produit (RCP).

En 2016, Bartelink et al. ont publié une ¢tude démontrant qu’une cible supérieure a celle
traditionnellement utilisée serait optimale afin de minimiser la toxicité et augmenter la survie :

1190 — 1540 umol.min./L'%.

b. Posologie initale
Le schéma posologique le plus fréquent du conditionnement par busulfan consiste en dose toutes

les six heures pendant quatre jours (soit un total de 16 doses), quelques fois seulement trois voire
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deux jours selon I’indication. Il existe également des schémas d’administration en une seule dose
quotidienne, celle-ci étant multipliée par quatre afin d’atteindre des niveaux d’expositions

quotidiens équivalents.

La premicre dose doit donc étre efficace le plus vite vite possible afin de ne pas s’exposer trop

précocement a un risque de sous- ou de surdosage difficile a corriger par la suite.

Les recommandations européennes actuelles se basent sur 1’étude du fabricant du busulfan
injectable de Nguyen et al.'** ayant défini un nomogramme de posologie initiale en fonction du
poids de I’enfant (Tableau 6) permettant d’optimiser la probabilité¢ d’étre dans I’intervalle cible

des la premiere dose.

Tableau 6 Choix de la premiére dose de busulfan

Posologie de busulfan

Poids du patient (kg)
intraveineux (mg/kg)
<9 1
9a16 1,2
16 a 23 1,1
23234 0,95
>34 0,8

Malgré les relativement bons résultats présentés dans cette étude (74% des patients avec une
AUC dans la cible d’apres des simulations), de nombreuses autres équipes ont cherché a établir
de nouvelles recommandations de posologies initiales, fondées sur des travaux de PK de
population, souvent basées sur le poids ou la surface corporelle du patient'>>'%. A titre
d’exemple, les autorités sanitaires américaines (FDA), préconisent seulement deux posologies
initiales : 0,8 mg/kg pour les patients avec un poids > 12 kg et 1,1 mg/kg pour ceux ayant un

poids < 12 kg.

Récemment, McCune et al. ont développé un modele PK de population afin de prédire la
premiere dose du busulfan en fonction de I’age et de la taille du patient avec des résultats
sensiblement similaires a 1’é¢tude de Nguyen et al. avec 72% des AUC simulés dans I’intervalle

cible’!. La particularité de leur modéle était de prendre en compte le processus de maturation
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infantile sur les parametres de distribution et d’¢limination du busulfan, par application de

principes généraux publiés par Anderson et Holford!3*!13!,

c. Pratique du suivi thérapeutique du busulfan

Le STP s’effectue a I’aide de mesures de différentes concentrations mesurées dans le sang apres
la perfusion IV de busulfan. A partir de ces concentrations mesurées, I’AUC et 1’adaptation
posologique sont effectuées selon différentes maniéres. La premiére méthode, dite non-
compartimentale, ne requiére pas 1’appui de la modélisation. Le principal inconvénient de cette
méthode est qu’elle nécessite un nombre conséquent de prélevements. L’AUC, tout comme les
parametres PK, sont directements des points expérimentaux ou obtenus par I’intermédiaire
d’équations mathématiques simples permettant une approche descriptive des phénomenes.
L’adaptation de dose, basée sur cette méthode de calcul de I’AUC, est effectuée par une

approximation de la maniére suivante :
Dose,, = Dosen_y X AUC.ipie/AUC qicuise

avec Dose,, la prochaine dose a perfuser au patient, Dose,,_, la dose donnée avant les mesures
plasmatiques, AUC,;p;. la valeur de I’AUC que ’on veut atteindre et AUC,q;cu16e 12 valeur de

I’AUC calculée a partir des concentrations plasmatiques du busulfan.

La seconde méthode est 1’approche compartimentale et se base sur la modélisation. Les
parametres PK individuels du patient sont calculés en fonction des données de population
(valeurs moyennes et dispersion de ces parametres) et des mesures plasmatiques du médicament
effectuées chez le patient par méthode Bayésienne. L’ AUC pourra alors étre calculé en fonction
de valeurs individuelles des paramétres PK. Cette méthode a pour principal avantage de réduire
significativement le nombre de prélévements nécessaires pour estimer I’AUC!3%!33 Le STP est
ensuite ¢également effectué¢ selon 1’approche Bayésienne en estimant les parametres PK de
I’enfant'**, Puis des simulations de posologies sont réalisées et ’AUC moyenne estimée sur
I’ensemble du conditionnement est prédite en réponse a chaque dose testée. Au final, une dose

individualisée permettant d’atteindre la cible peut alors étre déterminée.
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Aujourd’hui, un suivi thérapeutique sur la base des concentrations plasmatiques de busulfan est
recommandé chez les enfants de moins de 9 kg'* du fait d’une plus grande variabilité PK.
L’observatoire national frangais du busulfan, créé en 2005 sous I’impulsion du professeur Gilles
Vassal a I’Institut Gustave Roussy de Paris et en collaboration avec les laboratoires de
phamacologie de Necker, Marseille, Strasbourg, Lyon et Bordeaux avec 1’objectif d’encadrer
’utilisation du busulfan, recommande quant a lui d’effectuer un ajustement posologique dans une

population plus large :

- Patients avec un poids < 9kg,

- Patients présentant une cytolyse hépatique > 1,5N,

- Patients présentant une pathologie hépatique,

- Patients recevant une seconde greffe de CSH,

- Patients obéses (indice de masse corporelle > 25 kg/m?),

- Patients ayant précédemment re¢u un traitement anti-CD33,

- Patients souffrant de I’une des pathologies suivantes : lymphohystiocytose, ostéopétrose,

déficit immunitaire combiné sévere, maladie de surchage.

Tous les enfants traités par busulfan au sein de 'IHOP bénéficient quant a eux de ce STP. La
pratique du STP a ’IHOP est basée sur la méthode Bayésienne. La dose initiale est calculée selon
les recomandations du fabricant'?*. Ensuite, deux prélévements sanguins sont effectués 30
minutes et deux heures aprés la fin de la premiére perfusion IV du busulfan'*?. Les concentrations
plasmatiques étaient mesurées par chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC) jusqu’en 2010'3® puis par chromatoraphie liquide couplée a une méthode de
spectrométrie de masse!**!3’. Comme précédemment décrit, les p aramétres PK individuels sont
estimés a l’aide d’un modéle mono-compartimental'”” et utilisés pour calculer ’AUC et
déterminer la dose maximisant la probabilit¢ d’atteindre I’AUC cible sur 1’ensemble du

conditionnement.
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PARTIE EXPERIMENTALE : PRESENTATION DES

TRAVAUX DE RECHERCHE

Ce travail de these s’inscrit dans la problématique de I’optimisation des doses de busulfan chez
les enfants recevant une allogreffe de CSH. En effet, si de trés nombreux travaux ont été et
continuent d’étre publiés sur le busulfan, les toxicités liées au conditionnement de greffe restent
un probléme majeur. De plus, la réalisation et les modalités du STP restent hétérogenes et la

posologie initiale est un champ d’optimisation potentielle.

L’objectif de mes travaux est d’optimiser d’un point de vue pharmacocinétique le suivi
thérapeutique du busulfan, dés la premiére dose et pendant tout le conditionnement, afin de
maximiser la probablité de prise de greffe et de minimiser les risques de toxicités liées a

cette drogue.
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1. Problématique du suivi thérapeutique du Busulfan

Le busulfan est la molécule la plus utilisée dans les conditionnements de greffe de CSH en
pédiatrie, notamment en raison de la forte toxicité de I’'ICT chez I’enfant. Cependant le busulfan,

de par sa marge thérapeutique étroite, reste un médicament difficile d’utilisation.

Une trop faible exposition est associée a risque de non prise de greffe et de rechute. Slattery et al.
ont montré chez des patients greffés dans le cadre d’une leucémie myéloide chronique que des
concentrations plasmatiques de busulfan inférieures aux valeurs moyennes étaient associées a une

augmentation du taux de rechute'?!

. McCune et al. ont démontré que des valeurs d’AUC
inférieures a 880 umol.min./L augmentaient la probabilité de rejet de greffe!?’. Bartelink et al.
ont défini la cible d’AUC optimale pour la survie sans événement et la survie globale entre 1100
et 1220 umol.min/L'?? en 2009, puis plus récemment en démontrant un taux de rechute et de rejet

de greffe plus important pour les patients ayant présenté AUC < 1200 umol.min/L!%}

Inversement, une surexpositon est corrélée a une augmentation du risque de complications (en
particulier la MVO) et de mortalité. Dans I’étude de Grochow et al. de 1989, tous les patients
ayant présenté une MVO avaient une AUC supérieure a la moyenne!”, et 85% dans 1’étude de
Dix et al. avaient une AUC > 1500 pmol.min/L'". Les patients avec une AUC supérieure a 1100
pmol.min/L dans I’é¢tude de Ljungman et al. avaient une mortalité liée a la transplantation
significativement augmentée (dont les causes ¢étaient MVO, défaillances multi-organes,
infections, GVH)''8. Enfin dans 1’étude de Geddes et al., la mortalité non liée a une rechute était

corrélée a une exposition du bulsulfan plus élevée (AUC > 1500 pmol.min/L)'"°.

Aujourd’hui, méme si certains recommandent des cibles d’exposition plasmatique différentes!®,
I’intervalle cible d’AUC entre 900 et 1500 umol.min/L (équivalent a 3,69 et 4,92 pg/mL.h) par

dose, établi sur la base des études présentées ci-dessus, fait consensus.

Selon les recommandations du fabricant du busulfan IV, La dose initiale du busulfan est calculée
en fonction du poids de I’enfant. En effet Nguyen ef al. ont montré, a 1’aide d’une étude PK de
population, que la distribution et I’élimination du busulfan chez les enfants étaient dépendantes

)124

de leur poids (fonction non linéaire)' “*. Ainsi, un modele basé sur le poids a permis de déterminer
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cinqg niveaux de posologies initiales (de 0,8 a 1,2 mg/kg) afin de maximiser la probabilité
d’atteindre I’intervalle cible d’AUC. Les plus fortes doses sont dédiées aux enfants avec un poids
compris entre 9 et 23 kg, alors qu'une approche conservative a été adoptée pour les enfants avec
un poids < 9 kg (1 mg/kg) du fait des difficultés a recruter un nombre suffisamment important de

ces patients dans les essais cliniques.

Apres application de cette posologie initiale, le role du STP est donc de controler que I’exposition
mesurée par I’AUC est dans la cible recommandée de 900-1500 pmol.min/L et d’adapter la
posologie si I’exposition estimée s’écarte de I’intervalle cible. Le controle de 1’exposition au
busulfan est donc devenu un objectif majeur dans la prise en charge des conditionnements de

greffe.

Malgré le controle de 1’exposition, la toxicité continue d’étre observée chez des patients, méme
quand I’AUC se trouve bien dans I’intervalle cible'3*"'*>. Ce sont ces observations qui sont a
I’origine de notre questionnement sur le rationnel des valeurs limites de I’intervalle cible

recommandé, notamment la valeur haute reliée a la toxicité.

Le STP du busulfan est effectu¢ depuis de nombreuses années au sein de 'IHOP grace a deux
prélévements sanguins apres la premiere dose de busulfan réalisés a des temps optimaux afin
d’obtenir le plus d’information sur la PK de la molécule chez I’enfant'*?. Puis, a I’aide d’un

modeéle PK de population!*’

permettant de conjuguer les informations PK a priori (issu du
modele de population) et les informations a posteriori individuelles du patient (issues des
résultats des deux dosages plasmatiques), les parametres PK de 1’enfant peuvent étre estimés
(constante de vitesse d’élimination et volume de distribution) par méthode Bayésienne'>*. A
partir de ces estimations, des simulations de posologies sont réalisées et I’AUC moyenne estimée
sur I’ensemble du conditionnement est prédite en réponse a chaque dose testée. Au final, une

dose individualisée permettant d’atteindre la cible peut alors étre déterminée.

L’AUC cible utilisée a I’'THOP est plus restreinte que celle recommandée, entre 980 et 1250
umol.min/L. L hypothése sous-jacente est qu’en restreignant les valeurs d’AUC autour de la
médiane de I’intervalle cela nous permettrait de diminuer la toxicité, les rejets de greffe et les
rechutes. Cette hypothése est basée sur les données de la littérature montrant que malgré le

controle de I’exposition, la toxicité continue d’étre observée chez des patients, méme quand
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’AUC se trouve bien dans I’intervalle cible standard de 900 a 1500 pmol.min/L!*142,

Cependant, cette hypothése n’a jamais €té confirmée par une étude.

L’objectif de ce premier travail était d’évaluer si I’atteinte d’un intervalle d’AUC du
busulfan plus restreint était associée a une meilleure réponse clinique chez des patients

recevant une greffe de CSH.
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ORIGINAL ARTICLE

Should busulfan therapeutic range be narrowed in pediatrics?
Experience from a large cohort of hematopoietic stem cell

transplant children
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Basuilfan, the coner stone of hemabpoietic fem cell t@ngplanation egimens, has & namow Swerapedic window. Therapeusic
dirisg monitoring (TDM)-guided dosing 1o reach the conventional ares under the contentration-time ounve (ALC) target range of
9001500 pmolmind i asocisted with beter cubcomes. We epont our experience with busulan TOM in 2 large cohont of
children. The sims werne 1o investigate the mlevance of wiing a mone estricted therapeutic range and investigate the association
between busulfan therapeutic range and dinical outcome. This study indudes 138 dhildren receiving 16 doses of intrav emnous
busulfan, with the first doe asigned based on weight and doses adjusted to a local AUC tanget range of 980-1250 pmol min/L
Barsulfan TOM combined with modelHbased dose adjustment was asocisted with an inoreased probability of AUC target
attainment, for both @nget range: 90_8% versus 748% for the conventional tanget mnge and 65.2% versus 43 9% for the local tanget
range (P D001). The median follow-up was 562 months. Eventfres survival was BR5%, overall survival was 91.5% and vend-
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It wesineg & restricted @oget range has no impact on dinical cutcomes.

Bare Mamow Transplantation (2016 51, 72-78; dat 101 B&bmt 201521 & published online 21 Sepember 2015

INTRODLIC TION

Hematopoistic stem cell transplantation (HSCT) i wsed for the
tiea trent of vasous malignant and nonmalignant hemstologicsl
diseases " Busulfan, an alkylsting sgent developed in the 1950s,
is frequently incleded 2 pant of & myeloablative therapy befone
HSCT. it has been inceaingly wied in conditioning protocols as
an alternative to TEL which is often poody toleraed in children ™
Bansulfan hes a narrow therapewtc indec low drog exposure i
msociaed with increased risk of rejection and diseate relapse in
transplant meipient, ™ wheraas high drsg expodur i asseciated
with toodcity fthat is, venc-occhusive disease [WODI), fatalities and
overall poor outcome ™ The exposure to busulfan i measusd
by the ama under the concenta tion-time curve [ALC). Adjusting
usulfan doses to achieve 3 tinget AUC has been shown to lead to
improved patient cutcome.™ When busulfan is given four times
& day, the conventionsl AUCsa. targst range is 900-1500
pmol min/L, whatever the patient and diseate characteristics. In
the last decade. the we of oral busulfan, which was complicated
by variable bicavaila hias been progressively replaced by that
of the IV formulation 1% Howeves, data on the we of IV bussifan
in children are limied and considerable inter-individual vatability
in busulan exposure is still observed, especially in children =%
Controliing patient exposure has baoome 8 major i Sue to impove
efficacy and safety of busulfan-besed conditioning Busulian
theera peutic drug monitoring (TOM) is widely wsed to contrd the

ALC target attainment and to guide dose adjustment if necessany.
mmmnsﬂmmn even when
busulfan AUC is within the target mnge™ " These obsenations
question the mtionale o the socalled therapeutic range of IV
Iusulfan

The sims of this stedy wene to report oer experience with
buwsulfan TOM in a large cohort of children, investigate the
redevance of using &8 moe resticted therapeutic range and
investigate the association between busullan therapeutic mnge
and clinical cutcome

MATERIALS AND METHODS

Patients
ot wese calledted fram medical moords of patents wha
d I basulFan in the Ped Hemainkogy and Oncology Unis of
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nemia or thalacoemis, to prevent geft mjecion due o pevious allo-
Immunization.

Patents seoerend standaed antiemetc drugs {ondansetson), gut decon-
taminaton and infecion prophyiods, propiyladic anticonwilse therapy
donzzepam during busulan condoning and 1 mare month for patients
with sidde cell diseace] and V0D prophylaoés™ jumsodesopchalic ackd and
defibmtide in childen with the following risk ciner pee-esicting hepatic
diseaze, serand myslmblativs transplant, diagnagis of primary hemopha-
gocyic lpmphohistiorytoss o prior  tesdiment  with  gemumah
CEgRTRCL

All patents were confined and @red for in high-efficiency, partchefree,
air-fltesed, podive g i [

The approval of an ethicl commites waz not nesded for thi
oheervaional study, In aomordance with French begidation (Feendh Pulbiic
Healith Code Artche B11 21-2L

Busulfan dosage regimen, dreg assay and phanma ookinetic
analysis

W busulen wes adminstered four Bmes 2 day for 4 days, = 2 2h nfison
Hence, each paentreceived 2 total of 16 busulan Vinfusions. The inigal

Before 2010, busisn plsma concentmtions were messumed by HPLC
H&Wchbuuim:“hzﬂqﬂtmymd"lcpemﬁagpdmda
dicdated Bquid o ¥ coupled to tandem mass specko-
nmymuﬁndh:bamumd:nutmﬂzhpddﬂmnngqty
chnique was darived Som two methads ™

Two biood ssmples wene drasn 05 and 2h after the end of the first
nfson of busulan n eadh petent These samplng thmes were dhasen
-:\mdl'lg ta lu|il11ﬂl smplng theares”  Merwads, indiidual

eier walues of 3 one-compastment model™
mumhmmapﬂrﬁdlymﬂmm
mogram nduded n the USCPACK softease ™ individual PK pacmess
esimatesd were wed 0 perfom mibxequent estimation of busuln
plasma conaenirations, caiuiation of the AUC after the inial dose
AL i) 2nd determination of the future doses nesssaey to achieve an
average teget AU ;g for the rest of the mgimen.

Busulfan thempeutc range in children
M Philippe £t ol

Clinical evalisstion

The main shudy endpaints were VODfme survhal 2t 1 month post
trarephntaton and engrafment 2 monthe 1, 3 and & Chimesom 295%
wae comsdesed = full donor engrafiment, donor dhimesiam 210 and
- 95% was comadesed 2 pastid engeftment, and geft rgection was
defined as donor dhimersm =2 10%. Event-feee surviad (EFS) and owesll
surdvall (05) after HECT were aloo evaloied for patients with 2 folbwup
of at et 9 months. BFS wes caboulbsted from the Sme of ransplnt until
death, relapse or graft S, whichever ocoured fist. 0% was the @me
beteesn tensplantaton and death of any @uses VOD wes diagnased
arcoming to modfied Seatthe oieria™ of VOD was asseccesd
armeding to the sysiem of Bessman ™ VO was the only toxcity endpont
studied.

Seatisfical analysis

The Ensiol-Wollic st wos wed to assess e possbile differences
betwesn planmacoiinetc paometsr vaues between the subgroups. The
Sudent’s Htest was used to zsses the sgnificance of bias and precson
tﬁmufpmmm beteeen groups wes ﬂmﬂd l.n'lgf
Peamon’s test A busulan p

GEFS 0% and VOO0 weees yred wsing i and mults o Cimx
proportional herards sgeession modeds, induding the fiollowing:

# Body weight, stratfied i five groups, cones ponding on welgh t besed
daging'® « 9, 918, 16-23, 73-34 and =34 Ig;

® Disexce, stratfied in four groups (because of the small number of some
of them hematologiod malignant disesse, hemogiohinopathies, sobd
maligrent wmor and non-maligrent disesse. 'We also ested speafic
disezoes known 2s VOD high risk® fhalxcsemia and SO0

® Use of defibmtide

# Conditioning: et of exdh of the used dugs

® Type of graftc genoidentical allograft, phenoidential allogeft or
auiclogous;

& Stem cdll sources: bone masmow, med bibod and peniphend blood
siem cells;

® [First dose AUC value inor out the AUC tasget mnge jconvenSonal and
haal}

L] Tuhl .l.l.lf_'nll.zm arout the AU trget onge mmventional and kool

The AUC target range used in our cenfer (980-1 250pmolmind) wa
hispically moe reshiciesd than the @mventional range. 'We shried
s fan TDM befiore the achad and mmventional range becme available
following swudies from Piere Fabee Labomtoses ' At this date, some
prammacokinett studies on busuian syppored the we of 2 @rget
mnge®™ We used this target mnge while busifn was only aseilable x
mn amd form'" and consnued #en when the W form became available.

A dose adjustment was pesihemad if the prediced average indinidual
MG, o over the entie therapy was outside the trget range of
F80=-1250pumalmin'L The peedicted e AL, o was clubted =
the total cumalative predicied AUC dnided by the ol number of dases
=18, based on the nisal dose.

BusuFan plroma evels wese mezouned only after the fisst dose, exceptin
patents with thalacosmis in whom oonosniration s wess also messused on
ﬁylmdmgmﬁmm?'hdm:mm
busuan moniboring wes performed on day 2 in patents fior whom a kege
dose adustment (& 30% of the fist dose) was neos sy on the first day.

In order to assess the impect of busuln TDM @mbined with maoded-
based dose adjustment, we calbulated and compasd the AUC over the
entire therapy baced on the mal, adjusted dosage mgimen (adAUG ¢ and
the smulsted AUC i the il dose woull hawe bemn applied over the

entine therapy, without any dose adpustment (U <)

Table 1. Busubfan manufacturer daging guidelines'™
Fatient weight gl IV busuFan dose §mgdog/dosel
) 1
Gto <16 12
Tota < I3 11
o3 ass
=34 oA

© 2016 Maomillan Publishers Limiesd

L ]| doe adap dusing the mndioning.

05, B and VOD-fee suriva were estimated with the Kaplan-AMeier
method, and @mpared wing 2 logrank et All stctial analges were
performed by using S5 for Wind ows fwergion 9.0, SPEL Chicaga, I, UEAL

RESILTS

Pafient charscteristics

A total of 138 pafents treated between June 2006 and August
2014 wene inclhsded in the study . Fouwr dhildren received two HSCT
{thiee non-engafiments and one redapse post HSCT). Finally, 142
HECT with busulfan-based conditioning were anahyred. Table 2
summanizes patien, disease and tensplantition characteristics.
MNinetesn chil den mvuuueﬂ:uﬁuqzwy]u'um
prophy Lads, becare of individual risk factoms.

TOM of busulan

P oldnetic  pa . Busulan PY pammeter  valoes
caloulated by Bayesian estimation are summarized in Table 3 PK
parameter distributions were not homogeneos according to
weeight {F < 0 ).

Advievement of tanger AUC and dose adisment. The mean
egfmated AUC withowt any dose adjustment AUCs) was
1115+ 268 pmolL min range: §27-2341 pmolL min). it was ouwt-
sde the conventional and local ranges in 252% and 56.1% of
[patients, respectively. A dode bdjustment was performed after the
first tweo doses of busulian in 78 patients (56.1%). The dose
wah increased in A2 patients (mean increase 15.8%, range:
20%6—481%] whensas it was deorsased in 35 patients mean
decrease: 18%, range 1.7%-533%) Infants are statistically more

Bone Mamow Tonsplantation (2018) 72-78
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in the group with sdjusted dose (19.8% va 9.2%,
P=0.035). Patients with 2 dose decrease were statistically younger
and were with & lower weight (4543 years, 1802 1311 kg
compared with patients with & dee increxe (R2+59 years,
83+ 184kg P<005) Typs of pathdogies wem equaly

In the evemll populstion (n=142), the mean prdiced AUC
after model-baed dese sdjustment (sgAUC,,) was 1105 £ 163
pEmelLmin (range 651-2122 pmelL min). Minetyfour patients
had sdjALIC, s waithin our local AUC target range 562%) 24 had
54 ALIC s e b (16.9%) and 24 had s€jAUC.s sbove (1 6.9%) Dne

displayed batween the o groups hurdred and twenty-nine patients had adjAUC . within the
convenBonal AUC target range (20,806, 11 had adjAUC , below
(7:3%) and 2 had adjAUC, , above {14961 There was no significant
Talle 2 Pafient charaderistic difference in the chamcteristics of patients having adjAUCIS
below or above the target range jdata no shown)
Patient age (yead, mean/median fange 6550/ 7-21 Table 4 and Figure 1 show the proporon of AU e, AUC:s
Fatient weight flg), mean/median/ange BENTHIZ-ET and atfjALIC,s within the target range. Busulfan TDM combined
Ho. of patients - §log B9 I 1a7%) with model-based dose adjustment wes associated with an
increased probability of AUC target sttasinment, for both tanget
ﬂmnnn;pumﬂ“‘d‘!:ldm 7 E0T) range: S08% versus 748% for the conventional target range,
Maon-malignant dissaces 0 §217) 663% versus 4319% for the local target rangs (P 00D, §°
Soiid malignamt tumors 17 {1200 Peamon’s test) These nesults are similar for the childen who
apathies 3 {1a2) weighed < 9k Of mote, the proportion of adjAUC16 within the
o 43 oz local target range was significantly lower in patients with
Son :;:g thalassemia (75%) than in patients with other diseases (2%,
Thatassemia 12 85 F=0047).
Heuroblxinma ngEn
Sichée cell anemi ngn Chinical outoodmes.
:l:rs. :Eﬂ The median follow-up was 562 months frange: 9106 months)
m"""'"'““’""‘ 1021 EFS wias BE5%, VODHree survival was 81 7% and 05 was 315%
Lymphoma 121 Data on engraftment are summarized in Table 5. MNon-
Ewing sacoma 3] engraftment ocowred in six childrenc
Ohers 192 {134
# Five non-malignant diseses: two SCI0, one severe aplastic
HLA compatbilly, no. of patents (%) anemia, one  adrendeukodystrophy and one
Matched melated 57 @aa) by riphahys tiooy s s
Mzmatched miated 204 . .
atched unsetated 18 {127 * One hematological mali gnant disease juvenile myelomonocytic
Memached unmisted a7 ) leikermis
Matologous 1\azn
Mixed chimerism cccured in 19 children {at month &
Siemn ool sowsres, no. of patients (%)
Bone mamow 92 {54 # Eleven hemogldbinepathies |6 thalassemia and 5 sicke cell
Cord blood 9 (204 i semses]
e * Seven nonmalignant diseases fthree 50D, ove congenital
Condttaning mgimen, na. of paties (%) neutopenis, one sdrendeukodystrophy, one metabolic disease
Bu Cy 79 (555 and ane diamond blackfan anemia)
Bu Oy M=l 204 & One chronic myelomonocytic leukemia
Bu Cy W6 428
:g“‘" zzsﬁsj;] All received a graft from a mismatched unrelsted donor (fowr
B Pl € 107 cord blood and twio bone marrow). WOD occurred in 26 patients
B i Tt Hen {183%). Data on MDD are summarized in Table & Severity of WOD
Bu Thic 1@ wiss mild, moderste and severein & (429, 18 (12.796) and 2 (1.4%)
Bu Thia VP18 187 patients, respectively (3 patients whe experienced VDD received
Bu el 14 [95) defibrotide for VOO prophylomds] AML was the most frequent
= — — ﬁmhmmﬂmqﬂq'HTheawageﬁmeﬂm
m‘m_'“w'“:m"m: .o o e '"’h::; oot vas 14 deys (minimum 1 snd madmum 29). Twe children
amemia; o= thi _.’w-- poide. died from WOD (nome of tem received prophylactic defibrotide].
Mo busulian-relsted newrclogical tosdcity was observed.
Tabls L Pharmasmidnetic | eter vahes in o g IV basulsn
Mean £od
Minsldd «9kgin=2i 9o clékgin=dl Bo <Bkgin=M ZoMkh=18 =Mdkh=15
Cheaminee fLikg) 023 + 0086 024+ 007 025+ 005 073+ 008 024 + 005 0.3 +004
Violume of distdbattion (Lig) 082+007 as2+aa7 6+ 006 Q63+ Q0S af3 + Q08 60 +0.06
Elimination halfdie fh) 197 +043 188+ 049 1844093 202+ 054 186+ 024 219 +042
AUC 5500y fpmeald min) 1007 + 215 9511 195 M7 217 1078 229 912 £ 141 00 +154
adjAUIC, ¢ {pmalfLmin) 1105 + 163 1085+ 151 1132+ 149 1137 £ 237 1027 + 124 107 £139
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Table 4. Achievement of AUC tamget range

% Achiewement of taget ALC 88 below; % abovel

Table §. Engraftment perentage of donar chimesism at day 30, 80
and 90 past tensphntation and comesponding pexentage of tamget
atasnmeent

Conwentonal mget mnge  Local tag o range
A0-150 pmolmindl 8801250 pmolmindl

NG,
ﬂw:nllh-1q &75 (295 29) 439 43132 129)
= 9lg fn=21) 562 (428 0) 248 (522 13)
we 2
Orwerall fn = 142) 748 180, 72 4319 (302 259)
< 9ig jo-123) £95 (04 0 61 @7, 26.)
A,
Orwerall fn = 142) 908 (748 1.4 BA2 (169, 169)
= 9ig fn=23) q22e (174, 0) a4 (g 218

sbbeeviion: AUC=aea undar the concenmaton-Sme curs. “Com par
kon of B and ad w for consertional and bocal Geget range
joarall and =9 gL msumdgrlutwcumu

i
-
B -
8 = » Wifcwdow
- =
& sy mram
e
ﬁ ol .i ll.l..._l T _..
FEECREEEEEEETES

% wuc dewintion Hom the tafget

1 Mean total AUC devistion from the local target mnge
198.0-1 250 prrod min/LL

Relationship between busulan exposure and dinical astcomea
Tabdes 5 and 7 shiw the achievement of tamget AUC in relaon to
warioirs clinical outoomes.

Mo difference in percentage of target sttainment rate Jocal or
o entional] was observed among chimerism groups full, partial
o rejection] and study pediods (1, 3 and & moiths).

Mo difference in sdjAUC,, was observed according to WOD
(11274134 and 11002171 pmol mindl, P=057] or full engraft-
ment {1117+ 14 and 1110+ 256 pmd min'l, P=0871 Amaong
the patients with no full donor engraftment st 1 month n=23),
only 2(9.196) had an adjALIC,s < 900 pmolmin/L All patient. with
VOD had an adjAUC,, < 1500 pmol minL

The rates of mived chimerism (340% v 1%, P 001] and
mjecion (94% v 1,19, P=0.02) wem higher in patients with non-
malignant diseases than in patients with malignandied

In mulfivariste Cox regession analysis, only one risk factor,
body weight < 9kg significantly influenced the onset of VOD
frelative risk=33 Mo, 1.1-106] No covelstion was fownd
betwan AUC (AU 50 and adjAUC ) and WOD.

Twenity-sight patients had an adjAUC S within the bownds of
the conventional and ouw o the bownds of the local AUC
@i (that i, AUCHH = 900980 jsmel min'L of 1250-1500 pmol-
min/Ll Mo difference was cbsenved between these patients and
patients with an adjAUC 15 within the local AUC target range for
O (P=0.87) and VODHree survival (F=0.85)

© 2016 Maomilan Publishers Lmited

Engmfement

Dgy 20 Day &0 Day 20
Patient fn) 118 ag m
9% Full donor chimessiem 802 H1.6 802
Comentonalfiocal PTA* gASMEAT  G25METS g32/885
% Mixed donar chimesism 148 184 198
ComvenBionalflocal PTAY sE2M06  BRSMEAT L-EETAR]
% Rejsction £2 a a
Comeentonaliocal PTA* 800800 - -

oo PTA=perantage of taget amanenent for AUC,. “The x°
Feamon’s tist thes was no sSgnificant differene in the poentage of
Qeget atainment.

Felapses occurmd in 157% of patients with malignancies Thene
wat & higher probability of relapse for patients with an adjALUCT6
below the conventional ALC target range | < 900emol minL,
429%) than for patients with an adjAUC16 within the conven-
Gonal AUC target range (13.4%, P=10.04).

The conditioning egimen before HSCT airs at facili@ting
engraftment and eradicating malignant disease, but it may be
associated with tosdcity. Indeed, busulian has 2 narmow therapewiic
indes. In sddition, usulan displays lange inter-individual PK
variability. This variability i partly explasined by several factors
such a5 age, undedhing disesse, lver sB0HE and genetic
pdymorphisms of gheathions S-tanderase ™% Sines the
warly 20005, the we of the intravenols fom ulstion of busulan hes
been associsted with les inter- and intra-Sndividesl vaniability in
I ulfan exposne than the we of the oral formulation. However,
this stusdy confinms. fat significa nt varability is still obsened with
W busulfan, which nesd o be contrdled in order to prevent
urder- aind overdoding.

Controliing disg epodur allows optimizing myeloablstion and
managing tesdcity: based on a large sxpeience in aduls and
asdodeicents, a standard therapeutic AUC range of 900-1500
el rmin/Lidode ha besn defined ™ " Low drug exposum has
bean asociated with incmased risk of graft rejection o relapse ™
whemas high drog exposum ha been sssovisted with increased
dcity "% Achisving this target seems to provide a higher rae of
sucoeisful engmftment and & lower incidence of VO Nguyen
e a' have shown that IV bisulfan desrance correlates with
childrens’ body weghts, but in & norinear manned. This finding
ledd to the devedopment of & weightbased dong NOmaogRam in
children who has then been approved in Ewepe'™ Simulstions
based on the nonfinesr weight-bated doting strstegy from
Mgyurpen and colleagues predicted & 75% probability of achisving
the target AUC range of 9001500 mol min/L/'dose, which w
sgnificantly better than various other doding methods Since then,
several dlinical studies have confimmed this finding, with propor-
fion of AUC target achievement n from 71.2% to 78% when
wing this dosing strateqy.™ "% In owr study, if no dose
adjustment had been perkormed, it was predicted that the mean
AL, wiould have been in the conventional tanget range in 748%
o patients, which is also consistent with previous published
stwchies. This. maans that ome out of fowr patients might experience
sulfan wnder- or overdosing i the recommended dosage
mgimen i wed over the entire therapy, without any dose
adjustment.

Bone Masrow Tows plantation (201&) T2=-T8
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76
Tabls & Patients’ charscheristios with VOD
o Agr B gl ndiaation Diseaw dassifiotion Conditioning OF pmph pass
1 120 a7 AN Hematalogical malignant dis exoe Bu Oy ATG ]
2 50 151 ML Hematological malignant dis exse Flu Bu ATG H
3 20 12 AL Hematalogical malignant disease Bu Oy el H
4 an 151 Thakecoemia Hemaglobin Bu Oy AIG L]
5 an 1 ML Hematalogical malignant dis exoe Flu Bu Thio ]
L] an 78 ML Hematological malignant dis exse Bu Oy W16 H
7 20 154 AL Hematalogical malignant dis ease Bu Oy MG H
-] 14 7 ML H gical Bu Ty AIG L]
9 190 Sa4 AN Hematalogical malignant dis exoe Bu Oy ]
10 150 556 ML Hematological malignant dis ease Bu Oy H
1 120 a7 Sidide Cal Hemaglabin Bu Cy ATG H
12 an -] AN H gical mall dis Bu Cy L]
12 na &0 AN Hematalogical malignant dis exoe Bu Oy ATG ]
14 120 89 SO Hon-malignant dissase Flu Bu ATG H
15 a0 347 Thakzeoemia Hemaglobinopathie Bu Oy AIG H
15 140 k-1 AN H gical mal dis Bu Ty AIG L]
17 10 17 Meumhizctoma Solid malignant tumar Bu Mel ]
18 0 10 Neumhiastoma Solid malignamt tumor Bu Mel ¥
19 20 1175 AL H malignant dis exce Bu g TG H
20 1a TET LH MNon-malignant disexce Bu Oy e ¥
Fil 130 40 AL Hematological malignant dis exce Bu Cy Thio ATG ]
Frl a0 258 MDS Hematalogical malignant dis ease Flu Bu Thio ATG H
n 14 L] ALL H gical Bu Cy Mel L]
24 20 1na ALL Hematalogical malignant disexce Flu Bu Thia L]
] an 148 Sidide ol Hemagiobin Bu Oy AIG N
26 ag 4558 LH Hon-malignant disexse Bu Oy V18 ¥
Abtwwdatons ATG=antthymocyte globuling BW =hody welght Cy= cpdophosphamide; DF —dafibeotide; Flu =fludarabine; 1H = e phohystocytioss;
m—nyﬂﬁlﬂwdmgw—mmﬂ—mﬂh—th-pmn—mm diseace; VP16 = stopaide; Y= pes

Talle 7. Achievement of tamget AUC, ;. acmuding 1o the outcome

Ewent % Achievenent of ramget ALC
¥ Mo Pvabie

Full engmftment at 1 month a5 854 a4

VoD - o914 a3

Abbvesdations ad N, =coranioral tamet range; MM = area under
il CONMMTRTDN-SME Qve VOD = vanoocdushee disease

It has been suggested that the ability to achieve the busulan
AUC target range can be improved by wsing TDM. In the study of
Mallsr ot al?" 62% of patients achisved the AUC target interval of
GO0 12 000 ngmLTh (busulfan was sdministened twice daily a5 2
A infusion) wsing the above weightbased nomegram and TOM
|dose adjustment was asessed sfter the first dose], whereas only
26% of paBents had achieved the AUC taiget rangs after the first
dhose In o other studies, TDM performed between the first and
the ninth doe wad asocisted with maore patiants with ALC within
the target range fincrease from 1996°7 1o 229). Dode adjustinent
Mmmma&umzw achisve the tangst AUC
range in A096-68% of patients? TN g s study, the
influence of TDM combined with mode-bated dose adjusbiment
o the atainment of the conventional ALC tanget ramge Wi very
significant. The proportion of tamet sttsinment for adj AL . was
S0E%M, compared with only 74.8% if the manufsctuner dosing
schedule would have been applied tuousghout the therapy. We
found a similar impact of TDM on the propoion of
achieving ALIC, within the local target range (66.2% vs 4399%)

Bleyzme er ol showed that TDM combined with model-based
adjustment of busulfan dose mgimens could improve dlinical
outcome in HSCT children. bn owr Study, 05 was 91 5% In other

Bone Mamow Tonsplantation (2016) 72-78

stndiies, with 2 smaller number of children than our cohort, 05 was
lower (from 709 to 83964 Only ane study mported & mte of
05 a3 high & ous [91% &t day +100." Less than 5% of allo-
grafted patients had no engraftment This B consistent with
previoes studies that reponted engraftment of 30%- 10094
Owr results confirm the imporance of TDM 1o enhance emngraft-
ment. Moneover, in our center, almost all chillden have neadhed
the conventional AUC target range, because TDM is realized very
son, 50 that dose adjustment can be performed early if necesary
(mhird dose] AS liverature reviesw has deady demonsirated, we can
consider the AUC target range as clinically relevant despite these
results

In ouwr clinical practice, an AUC tanget range namower than the
convenfonal one has been wed for years It was assumed that
surh & tanget @nge could optimize the graf outoome. Hovweves,
oir difference related to dinical oulcomes was observed between
patients within the lecal AUC target range and these within the
AUCH target range fthat is, 900-380 or 12501500 pmeol min/LL
Thils suggests that & mane restrictive AUC target range around the
median seems not to be relevant to improve clinical cutcomes

I this stwdy, 183% of patients experienced VOO, but anly 77%
of these WOD were sever. These resulis are consisient with these
recantly FEAT AL xm‘uw have been
feund to be fik facten of VOD ™" PK and pharmacod ynamics
of dirugs in infants can differ widely between children and adults,
owing 1o developmentl changes in phy Sological 2nd metabolic
proceises, which may alter drsg disposition™™>" In the study o
Mgipen ot al,'™ only four patient weighed <9 kg (167%) and
ot weighed < 7.1 ki This raises questions about the sdegiuacy
of the recommended dose in this group of very young childnen.
The simulation study anahyis’® demonstrated that this fixed dose
enabled only 54% of infants 1o achieve the tanget ALUC range s
7596 of target achievement in children = 10kg). Other studie
e confirmed these poor results, which are probably due to 4
higher interindividusl PK wvariability of busulfan in infans

© 2016 Maomilkan Publishess Limited
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compared with older children %2388 goie o 00 proposed a
mode-dosing strategy based on age for infants and children
weighing £ 12kg, 1o achieve a target of 900-1250 pmd minL*
According to their model, 2 1.7-fold increase in busulfan dearance
winukd ooowr between the ages of 6 weeks and 2 years Busulian is
langely metabolized by glutathions S-transferase The maturation
of glutathione S-trandersse enzyme activity seems 1o be the main
determinant of this age-dependent dearance change in the first 2
yean of iife ™" In owr study, we found that children < 9kg are
approcimately three times more likely to develop VWOD.

To adequately manage the risk of VWOD, the relevance of AUC &
marker of this toodcity may be gquestioned. In previows dinical
studies wsing the W foemulafon of busulfan in children no
mlstionship could be found between busufan AUC and the
aceunrence of WOD.™ V%9 Oy sturly results are in sgresmant,
& all patients with VOD showed an AUC < 1500 pmol minL
Howiever, even if no statisfeally significant comelstion was fiound
Ibetweeen WOID incidence and AL (% of tamet range achiewement
of mean ALC), we heve to be cautious with these results because
of the fittle propoion o WOD in our cohort. Other ofteria fan
AUC 25 poential predictar of VOD should be explored.

CONCLUSION

In conclusion, ouwr firdi ngs indicate that TOM allows inones sing the
proportion of AUC within the target range and that all children
should benefit from TOM. However, wing & restricted busulfan
AUC target range has no superior impact on dinical outcomes
oot pared with wsing e conventional AUC target range. it could
e dhee to the lack of AUC relevance, espedially fer WO D Another
more specific PK critedon should be studied to predict efficacy
anil Lafety.
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Discussion

Une premiere conclusion de ce travail est la confirmation de I’intérét du STP suivi d’une
adaptation Bayésienne selon la méthode utilisée a I’'IHOP de Lyon pour controler I’exposition au
busulfan chez les enfants recevant un conditionnement par busulfan pour une greffe de CSH. Sur
la base des simulations réalisées, si la posologie initiale calculée avec le poids de I’enfant était
appliquée sur tout le conditionnement sans ajustement par le STP Bayésien, plus d’un quart des
patients présenteraient une AUC en dehors de I’intervalle 900 — 1500 pmol.min/L. Avec le STP,
plus de 90% des enfants de notre cohorte ont obtenu une AUC dans I’intervalle cible
recommandé. De plus, 66% d’entre eux ont montré une AUC dans I’intervalle restreint ciblé a
I’IHOP (980 - 1250 pmol.min/L). En comparaison avec la littérature, aucune étude utilisant du
STP non Bayésien n’obtient de si bons résultats, avec seulement 51 a 74% d’atteinte de

I’intervalle'**.

Le second résultat important est 1’absence de bénéfice clinique associé a I’atteinte de cet
intervalle restreint d’AUC. En effet, il n’a pas été mis en évidence de différence significative sur
les critéres cliniques (toxicité et survie) entre les patients avec une AUC dans la cible restreinte et
ceux avec une AUC en dehors de cette cible restreinte mais dans la cible conventionnelle (a
savoir entre 900 et 980 ou entre 1250 et 1500 pmol.min/L). De plus, en regardant spécifiquement
les relations PK-toxicité, tous les patients ayant eu une MVO avaient des AUC inférieures a 1500
pmol.min/L. Ces résultats viennent donc infirmer notre hypothése de I’intérét d’une cible plus

étroite pour I’AUC du busulfan, résultat néanmoins important pour la pratique clinique.

Aucune autre étude n’a évaluer I’impact d’un intervalle cible plus restreint équivalent. Trés
récemment, Bartelink ef al. ont démontré qu’un intervalle plus restreint mais également plus haut
(1190 - 1540 pmol.min/L) prédisait un meilleur taux de survie qu’un intervalle plus faible (880 -
1300 pmol.min/L)"3.

Par ailleurs, I’absence de relation observée entre la survenue de la MVO et la surexposition au
busulfan pose la question de la pertinence de I’AUC en tant que parametre prédicteur de la
toxicit¢ du busulfan et confirme I’intérét d’une étude examinant d’autres déterminants plus

spécifiques de cette toxicité.
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Par ailleurs, I’examen de la littérature monte une hétérogénéité et des imprécisions dans les
pratiques de dosages du buslfan, d’estimation des paramétres PK et du calcul de posologie.
Toutes ces problématiques sont illustrées a travers la publication de Zao et al.'** a laquelle nous
avons répondu (lettre ci-dessous)'*, ou les auteurs ont comparé 12 méthodes de détermination de
la posologie initiale du busulfan en pédiatrie '**. Parmi ces méthodes, certaines étaient fondées
sur des modeles PK avec un calcul de la clairance alors que d’autres se basaient sur des

covariables comme le poids, la surface corporelle ou 1’age.

Ils ont évalué¢ les performances des différentes méthodes dans leur capacité a atteindre I’intervalle
cible en simulant chacun des schémas thérapeutiques des différentes méthodes pour les 111

patients de leur cohorte rétrospective afin de calculer leurs AUC.

Le premier probléme portait sur la méthodologie employée pour estimer I’AUC. Les auteurs
indiquaient avoir utilis¢ deux méthodes, 1’'une basée sur un modele mono-compartimental (sans
préciser la méthode d’estimation des parametres PK) et 1’autre basée sur une équation de
régression. De plus, il n’y avait pas de justification du fait d’avoir utilisé ni d’indication sur celle

finalement retenue dans les résultats présentés.

De plus, les auteurs ne précisaient pas le nombre d’échantillons sanguins prélevés pour
I’estimation de I’AUC. D’un point de vue analytique, aucune information n’était donnée sur la
méthode de dosage du busulfan ni sur la précision de cette méthode de dosage alors qu’il a été
montré que la reproductibilité peut varier d’un facteur deux et peut donc avoir un impact certain
dans les résultats et donc les AUC estimées'**'>!, Enfin, les AUC simulées ne prenaient pas en
compte le phénomene d’accumulation en utilisant une relation linéaire entre les doses de busulfan

et ’AUC estimée apres la premicre dose.

Notre lettre a permis d’exposer les bases méthodologiques du STP et de 1’adaptation Bayésienne
tels qu’ils sont pratiqués a I’IHOP, reposant sur un traitement rapide des échantillons sanguins,
une méthode de dosage chromatographique validée, I’analyse Bayésienne de deux concentrations
sanguines mesurées apres la premicre dose a des temps bien déterminés, et le calcul de posologie
permettant de prédire I’AUC cumulée sur [D’intégralit¢ du conditionnement de facon

I.igoureusel34,148,152,153 .
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2. Pharmacocinétique de de population et adaptation posologique du
busulfan IV en pédiatrie : développement d’une approche non-

paramétrique

L’AUC est reconnue comme le parametre PK d’intérét pour le STP du busulfan dans le

conditionnement de greffe de CSH chez I’enfant.

11 existe différentes méthodes d’estimation de cette AUC et la méthode utilisée peut influencer le
résultat. Elle peut notamment étre estimée sans 1’utilisation de la modélisation, par la méthode
traditionnelle dite non-compartimentale. Le principal inconvénient de cette méthode est qu’elle
nécessite un nombre conséquent de prélévements, source d’inconfort pour le patient et augmente
la charge de travail pour le personnel médical et le colt des analyses biologiques. De plus,
I’adaptation de dose, basée sur cette méthode de calcul de I’AUC, est effectuée par une

approximation de la maniere suivante :
Dose, = Dosen_y X AUC.ipie/AUC qicuise

avec Dose,, la prochaine dose a perfuser au patient, Dose,,_; la dose donnée avant les mesures
plasmatiques, AUC.;p;. la valeur de I’AUC que 1’on veut atteindre et AUC_ 41016 12 valeur de

I’AUC calculée a partir des concentrations plasmatiques du busulfan.

Certains centres comme I’IHOP utilisent la méthode Bayésienne pour adapter la posologie du
busulfan. Cette méthode présente des avantages théoriques et pratiques sur la méthode
traditionnelle, en réduisant notamment le nombre de prélévements nécessaires pour estimer
’AUC"3%!33_ Cette méthode d’adaptation posologique nécessite un modéle PK de population qui
est construit par approche de population. Cette approche se base sur la connaissance de la
variabilit¢ PK de la molécule au sein d’un groupe d’individus « semblables ». Dans le cas du
busulfan et de notre étude par exemple, ce groupe s’apparentera a la population pédiatrique
devant recevoir une greffe de CSH. Mais il peut étre beaucoup plus restreint et se composer par
exemple de patients agés traités pour une pathologie spécifique et avec une fonction rénale

dégradée.
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Le modéle de population va prendre en compte les résultats de toutes concentrations mesurées du
médicament dans ce groupe de patients puis estimer une valeur moyenne des parametres PK (par
exemple la clairance d’élimination et le volume de distribution pour les mod¢les les plus simples)
et leur variance/covariance'>*. L’étude de différentes covariables (poids, sexe, pathologie sous-
jacente, polymorphisme génétique, etc.) permet ensuite d’expliquer une partie de la variabilité
inter-individuelle'>>"!>7. Toutes ces connaissances acquises sur la PK et sa variabilité forment les
informations a priori pouvant ensuite étre utilisé dans I’adaptation Bayésienne!*®!>°. On connait
donc « en moyenne » le comportement PK de la molécule au sein de la population. En fonction
des covariables décrites dans le travail de modélisation on peut alors calculer des parametres
individuels a priori et proposer une posologie initiale se basant sur la valeur individuelle pour le
patient a traiter de la ou les covariable(s) d’intérét, par exemple son poids, et la valeur moyenne

des parameétres PK tous les sujets ayant un poids similaire.

Le STP Bayésien peut s’effectuer ensuite en couplant les informations a priori de population et
les informations individuelles du patients (concentrations du médicament mesurées). Des valeurs
a posteriori des parametres PK peuvent étre calculées par méthode Bayésienne et prises en

compte pour calculer la posologie future en vue d’atteindre une cible d’exposition!>!1%?,

Bien que la méthode Bayésienne soit reconnue comme la méthode de référence pour 1’adaptation

160

posologique d’autres médicaments *°, elle n’avait jamais été officiellement validée a la méthode

de référence dans I’adaptation posologique du busulfan.

L’objectif du travail présenté dans article de Neely et al.'®' était de développer un modéle
PK de population du busulfan chez I’enfant pour la pratique clinique et le STP et de valider

cette approche a ’approche traditionnelle du STP.

72



ORIGINAL ARTICLE

Accurately Achieving Target Busulfan Exposure in
Children and Adolescents With Very Limited
Sampling and the BestDose Software
Michael Neely, MD,* Michael Philippe, MSc,1}§ Teresa Rushing, PharmD,§ Xiaowei Fu, PhD,||

Michael van Guilder, PhD.* David Bavard, PRD® Alan Schumitzky, PhD,*
Nathalte Blevzcac, PharmD, PRD, 77§ and Svivain CGowtelle, PharmD, PRDS

Background: Busmlfen dose adjusment & routinely gukled by
ple=ma concentration mamtaring using 4-9 blood samples per dose
adjustment, but a phanmacomestric Bayesian appmach could naduce
this sample burden.

Methods: The ashors developed a nomparameiric populstion
madel with Pmetrics They wed it o simubde optimal mitial
husulfan dosages, and m a blinded manmer, they compared dosage
adjstments nsng the maxdel m the BedtDose softwar to dasage
adjstment: caloubded by noncompartmental estimation of anes
under the tme—conceniation curve at a mational reEnence bboradory
m a cchart of patients not mduded in made] baoldng.

Resulis: Mean (rangs) age of fhe 53 madel-building subjects was
T8 years (0.2-19.0 years) and weight was 26.5 ky (5.6-78.0 kg,
similar o mearly 120 vahidation suljects. There weare 16.7 samples
{626 samples) per subject io buikl the model. The BestDose cohort
wx also diverse: 10.2 years (L2518 years) and 86,4 kg (5.2-110.9
kgl Mem bix and mmprecidon of the ]-compertment model-
pesdicted busuln cnoemtrations were 0. 42% and 9.2%¢, and were
similar i the valkbtion cohorts. Initial dosages to achieve averages
cmncemtrations of S00—900 ng'ml. were 1.1 mgir (=12 kg, 6§74 in
the target range) and 1.0 mgkg (=12 kg, 76% m the tarpet range).
Using all 9 concentrations afier dose 1 i the Bayesian estimation af
dose requiraments, the mean (95% cnfidence interval) bim of
BedDose calahtions for the thind dose was 0.2% (=2.4% to
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2%, F = 85), cvmpared with the stadard noncompartmental
method heged on 9 concentrations. With 1 optimally tmed concen-
tration 15 minuies afier the infusion (aloulsal with the authors”
novel MMopt algorithm) bias was —9.2% (=16 T to =1.5%, F=—
0.02). With 2 ayncentrations 2t 15 minutes and 4 hours bizs was only
1.9% (=0.7% o d.2%, F = 0.08).

Condusions: BesiDone acouraty calouluies busul fan niravenous
deosxge reuirements i achieve trget plaams exposunes in chikinen
up to 18 years of age and 110 kg wing only 2 blood ssmples per
adjstment comparal with 69 samples Br sandand noncompans
memial dose caloulations.

Key Waonds: busulfan, theapeutic dmg monitorng, population
pharmacak netics, chiklen, Bayesian
(Ther Drug Monir 20 16;38332-342)

INTRODUCTION

Busulfan iz an alkylating asgent uwsed in conditioning
megimens before hematopoictic siem oell  transplantation.
Desing by intravenous administration is now e preferned
moute in many centers, Degpite inravenous dosing, mumoenus
studies have documented highly variable phamacokinetics
(PK) and plasma exposures between patients.' ™ Moreover,
there is & considerable body of evidence that the target expo-
sure for busulfan is narrow, such that there is a small differ-
ence between higher plasma concentrations associated with
increased risk of oxicity™® and lower concenirations associ-
atod with increased risk of graft failure because of nesidwal
st immune cells ™

Busulfan thermspeutic drzg monitoring and management
is pputinely recommended and practiced at pediatric trans-
plantation ceniers because of the unpredictability of concen-
trations for 2 given dose and the noed to maximize chances of
successful therapy within a8 namow exposure range. In the
Unitod States, mitial busulfen dosing, according i the
package insert approved by e Food and Drug Administrs-
tiom, is (L8 mgdkg IV every 6 howrs for patients =12 kg, and
1.1 mgheg for those =12 ke However, as neported in the
insert, based on population modeling and simulated probabil-
ity of tarpet attainment, this dosing is epected o achieve the
proper exposure in only 60% of patients. European Madicine
Agency guidelines, based on a continuous log-linear fimetion

Ther Drug Monit * Volume 38, Number 3, June 2016
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between busulfan clearance and body weight,” are also asso-
ciaied with suboptimal target atsinment "

To adjust dosing, most centers seem to use several
measured busulfan conoentrations obtained after the firgt dose,
typically 49 samples.'' From these, they estimate the anca
umder the time—concentration curve AT g« or sieady-state
Ao, where 1 is the dosing ineral, by mocompartments |
methode, inchding rapezoidal approximation. From this esti-
mabe.dum‘u;maqmdhysmp]e proportionality according i
me“nmm— XALMALH:—:I-
For example, this method is used by the Seattle Cancer Care
Alliance Phamacokinetics Laborairy (SCCAPL, Seattle,
WA),” which serves as a reference center for busulfan mes-
surement, inerpretion, and dosing adustments in the United
St=. According o their report, SCCAPL fit all concentrs-
tions fior a patient using a single-compartment, firgt-order elim-
ination misdel in Win®bonlin (Pharsight Corporation, Mounts i
View, CA) to estimate ALC,

A major problem with the caleulation of ATC from the
first dose will arise if accunmulation of dreg unt] steady state is
neglected, which would cause an underestimation of total
AUC, and overegtimation of the required dosages.™ Another
problem with this approach is the large numbser of blood sam-
ples that nust be obtained during a single dosing interval
estimate ATRC, The package insert recommends a minimum of
3, and preferably 4 (or more). Our own hospital (Children's

ital Los Angeles) uses @ samples to precisely caloulate
AUC within a 6-hour window. This is very burdensome i
who must be dedicated to obtaining e required resuls i
a timely manmer @ permit any necessary dose adjustments,
Fr this reason, ceniers are beginning to twm oward population
modeling (3o known as phamacometrics) as a means to tailor
initial dosing more finely tan available inthe package 115 and
European inserts and to adjus subsequent dosing to achieve
the target exposure with fewer blood samples.

Several population models of busulfan PE have boen
published in the past 3 years,'*™ and abernative methods for
calculating the initial dose of busulfan have been proposed,
based on these models " Recently, the group from the Uni-
versity of San Francisco has begun o develop a ool o use
a model for dose optimization.™ They rightly point out that
most population models are complex and not conducive i
use in the average clinical seiting, which we feel is an impor-
tant area for great mprovement with the fizld of pharmaco-
metrice. However, their tool is an Excel spreadshect that
currently is only designed & choose the initial dose based
on the mean population parameter valuwes and the patient's
age and weight,

Despite the abundant literature describing the PE of
busulfan, a simple and accurate ol is sill needed o rapidly
adjust busul fan dosage early in the course of therapy, to use the
fewest samples possible, and to achieve the target exposure
most accurately and precisely. Thenefone, we reviewed our owmn
busulfan dosing and monitoring practice at the Children's Hos-
pital Lee Angeles, with the goal of developing a nonparameiric
popubstion model of busulfan PE, and incleding this model
within fhe BesiDose softw are for individual patient therapeutic
drug dose management (www lapk org).

Comright © 2016 Wokers Klnwer Healsh, fnc. AD rights resered.
Health, I
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MATERIALS AND METHODS
Study Design

This was a quality improvement project at the Child-
ren's Hospital Los Angeles (CHLA). The project was i
review busulfan dosing and sampling practice with a goal
of reducing fhe number of blood samples obtained from each
patient by using a populaton medeling approach. The CHLA
Institutional Review Boand a publication of the re-
suls and a waiver of informed consent, 35 we only used
existing clinical data, which we de-identified for this project.

Subjects

Any patient receiving busulfan as pant of their stndand

came at CHLA, a large tertiary-cane facility, was eligible for
inclusion. At the time of model building in early 2013, we
gencrated & convenience sample of 53 patients with available
reconds who had boen admitted in fwe years 2000, 2011, and
the first part of 2013. Records from 2012 were not assembled
at the time. Afier developing the model, we wsed an additionsl
11 patients admitied in the latter part of 2013, who were not
included in te model-building cohort, to form an extemnal
validation group.
Az snother validstion cohort, we also used the busulfan
dosing history and messured concentrations from 105 pedi-
afric patients managed at the University Hospitals of Lyon
{(Hospices Civils de Lyon), France from Jume 2006 i
September 2012,

Finally, to validate the application of the model in our
BestDose software for multiple-model Bayesian adaptive
control of therapeutic drug dosing, = we used an additional
20 patients admitted i CHLA from the end of 2003 through
2014, who were not part of any other cohort

Busulfan Dosing and Target Concentrations

Patients at CHLA were adminisiered infravenouws
busulfan with a swring dose of 1 mgfe, infised over 2
hours, Doses were administerad every 6 hours, for a total of
16 doses over 4 days.

The trget exposure may be expressed in various ways
(Table 1). We used the average ooncentration {Cyw ), which i
obtained by dividing the area under the time—concentration
curve (ALC) by ik comesponding nterval, eg, AU, o096,
C e is expressed in nancgram per milliliter (Table 1), Clini-
cians at CHLA targeted a busulfan O, of TO0—900 ng'ml
from 0 to 96 hours.

Sample Collection

The stndard protocel st CHLA was to collect 9 blood
samples for messurement of plasms busul fan with the first dose
and every dose that was different from the previous dose. The

s ware collected just before and &t 0, 025, 05, 1, 15,
25, 35, and 4 hours afier the end of & 2-hour infusion.

In the Lyon cohort, 2 bloosd samples were drawn 0.3
aned 2 heours after the end of the first busulfin infusion ineach
patient. Afterward, individual PE parameder values of a 1-
comparment model™ were estimated using the maximum
a posteriori Bayesian modeling program included in the
USC*PACK software™ Individeally estimated (Bayesian
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TABLE 1. DCafferent PK Targets Used in the Clinical TDM of
Bususlfan in Chilld ren

Target Type {Units} Tme Span (k) Targe Range
ALUC (M ez
ALC, 06 £71-1318
ALC,, 024 2505360
Al -5 14,052 21 048
AUC (mg = L)
ALC, 66 1654
ALC,, 624 144216
Al 0596 L7686 1
Cypg (mgimL 096 0500

C e Avierigge Tl fration.

pesterior) PK paameiers were used o perform calcubation of
the AUC after the initial dose, subsequent egtimation of
busulfan plasma concentrations, and adjusment of te finre
doses nocessary 1o achieve the target range for the nest of the
regimen, According to te resulis, additional bloed samples
could be drawn for confimation of te subsequent dosage
regimen i achieve the target concentrations.

Sample Analysis

All es from CHLA wene assayed for busulfan in
the Special Chemistry Laborairy, a Clinical Laboratory
Improvement Amendmens—certifiod laboratory, using a vali-
dated HPLC assay.™ Busulfan plasma concentrations fiom
Lyon wene measured by HPLC with UV detection fior data
before 2010.°* and by an updated, cross-validsted liguid
chiroma’ mass spectrometry method afier
2010.™ All assays wsed wene linear from 20 to 2000 ngimL
with an interday imprecision of < 10%.

Fopulation Modeling

W constructed a ic population model of
busulfan PK using e Nonparametric Adaptive Grid™ algo-
rithm in the Pmetrics package for B™ and the individusl patient
busulfan dosing history, concentrations, and covanses

We tested |-compartment modcls consisting of an
infiesion indo 3 central comparment with vdume Fand elim-
instion Ke, with differing mitial ranges for both parameters.
We alzo tested models with an additionsl peripheral compart-
ment and transfer of dreg to the peripheral compartment from
the central and the reverse. To construct 2 unified podiatric and
adult model, and based on superior predictions early in the
modeling process, we scaled Fand Ke for bedy size allomem-
cally im all mpdeks by using fived exponent on
body weight of —0.25 for Ke and of 1 for F.* Sulsequent
to inchusion of allometrically scaled weight, we isted the effoct
of age on mode] lkeliwod and predictions. Age and weight,
actual body weight (ABW) or ideal bodyweight (TBW) caleu-
lated using the Traub and Johnson formub™ were the only
covariates that we included in the model-building process.
Busulfan is not eliminated in the urine, 20 we did not nclude
& nenal function descripior. Alfvough some data have sugpestod
that genetic po]mmpﬁuufhﬂuﬁnmﬁﬂoﬁﬂmm
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may influence the dreg PE, this was not investigated, as we did
not have any ic patient data available to us ™

For the fiting procedune, to weight the concenirations
with the Fisher information of 1802, where SD is the stan-
dard deviation of te measured concentration, we used an
error polynomial of the form, SD = 00019 + 0021 = {conc)
— 0017 = {conc i, where cone i the busulfan concentration.
We estimated the ooefficient values based on the meported
intraassyy standard concentrations and standard deviations
of & replicaies of te assay used at CHLA ™ fitted to zero-
to third-degros polynomials with the meke ErvorPoly fumction
in Pmetrics. For the Lyon colort, the polysomial was 5D =
0.0007 + 0056 x (cone) — 0.019 x {concl, based on their
assays. ™ Both second-degree polynomiak fitied their respec-
tive asmay validation data with an B2 of =099,

Additionally, during the modeling process, we allowed
Pmetrics to fit a fived but undmnown additive lambds em, such
that concenirafions were weighied by [(SD + A)%] ™", where
lambds is representative of additional noise swch a5 amors
sample timing or model misspecification. The final cycle value
of lamibsds was (058, about half of de lowest measmed oon-
centration (L 11 mg/L), indicating very low ermor beyond mea-
surement noise and very low model misspecification

We chose the final model primarily to minimize the bias
and imprecision of the predictions versus cbservations, but
we also evalusted the Akaike information criterion,™ which i
a function of the log-likelihood penalized for owver-
parameterization, residual plots, and visual and numernical
predictive checks. Biss was the mean error of the difference
between predictions (pred;) and observations (obs), i,
Bias= & T (prad —oby;), where N is the tot] number
of observations, Imprecision was the square root of variance
of prediction error, i, bias-adjusied ot mean squared emor

caleulated by \J [#Ef,l ;,urea;—obs,-f] —Bigs?. The visusl

predictive checks was based on 1000 simulated profiles for
cach subject, using hisher own weight, busulfan dosing his-
tory over 4 days, sampling schedule, and the final population
model parameter value means and covariances as the prior
from which each simulated set of parameter values was ran-
domly sampled. All simulated profiles were combined and
concontration times were binned i 12-minute intervals to
adjust for minor differences in mmpling times acwss the
patient population and to smooth the 2.5th, median, and
97.5th quantiles of te simulsted concentrations. Finally,
observed concentrations were plotied over the simulated
quantiles. We visually checked that their distribution was
similar to the simulated es, and we also numerically
checked with a binomial £ to deiemine fhe probabiity that
the proportion of observed concentrations below each quan-
tile differed from fhe expected by chance.

Az we did for our voriconazole model, ™ we summarized
paramcter values in the final model a5 weighted medians for
central tendencies of & nonparametric diswibuton with a 95%
confidence interval (95% CT) amound the median, and the
median sheolute weighted deviation from the median as 3 mes-
sure of the variance of a nnparametric disiibution, with ik
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95% Cl. These estimates comespond to weighted mean, 95%
CI of the mean, variance, and 95% C1 of the variance, respec-
tively, for a sample from a nomal distribution.

Validation Against External Cohorts
Using fhe final model, we caleulatod the
Bayesian posterior parameter value dismibutions for each -u-f
the 105 French patients and the 11 additional CHLA patienis
using their own busulfan dosing, concentrations and weights,
We calculated bizs, imprecision, and linear regression
descripiors for the observations versus predictions, with
predictions for each subject based on the modian of hiser
Bayesian posierior parameter value distribution.

Calculation of Optimal Sampling Times

Our Multiple Model optimal (MMaopt) sampling algo-
rithm chooses the sample times which minimize the risk of
mismeesenting the patient as e wrong st of suppont poins
i the mndizl, e, estimating the wiong set of PE parameers for
the patient.™ For this analysis, we uwsed the latest version of our
algonthm, which is a weighied MMopt (wMMaopt), tuned in
this case o specifically ensure that we could estimate the pa-
tient's busulfan AT most relisbly ™ We testedn = 1 or 2 for
the number of optimal samples, regtricied to the available sam-
ple times after dose 1. However, we excluded the immediste
postinfiusion sample at time 2 hours, as our iemnce clini-
cally has hoen that this concentration is the most likely to be
fakely elevated due to contamination in fhe line from reside]
busulfan and insdoquate Aushing before sampling.

Optimal Initial Dosage

From iw final model we smulated 1000
time—conoentration profiles for several dosage amounts of
busul fan administersd every & hours for 86 hours, To gencrate
a realistic sinulated population, we included weight and age
as described in the Pmetrics User Manual (www.bpkorg).
Because weight and age were not parameters in the onginal
mdel, we could not take advantage of Pmetrics’ abiity o
simmulate from the discrete nonparametric before,*® but rather
used the option for a unimodsl, multivariste prior with the
parameter means and covariances from the population model
auwrmented with the means and covariances for weight and
age derived from fhe model-building population, For each
dosage amount, we determined the proportion of simulated
D-heouer C,_ theat wene between 600 and W00 ng/ml., selocting
the desage with fe highest proportion as 3 reasonable initial
dose. We then uwsed CDC growth tables (hitp:/fwww.cde. gow
grow e hantsd] 97 Teharts htm) to caleulate e starting dose in

milligram per kilogram for a range of ages and weights

Busulfan Software Dosing Controller
Construction and Validation

We incorporaied the final model inid owr busulfin
multije-model Bayesian adaptive dosing coniroller,™4%
which we call a software “carridge™ in our BesDose computer
program for individual patient therapeutic drug dose optimizs-
tion, The busulfan carridge included the structural model equs-
tions relating input (busulfan dosing and patient’s covariates)

Copyright © 2016 Wolers Klwnwer Health, fnc. AL rights reserued.
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to putpot (busulfan plasma concentrations]), and the discrete
joint probability distribution of the values of the equation phar-
macokinetic parameters in the population, consisting of support
points in e final model BestDhose uses the canridge and each
patient’s covaniates (eg, weight and age) and busulfan dosing
and comoenitration datato find the least biased and most precise
dosage regimen relative to a target patient drug exposure (ie,
busulfan ATKC) as previously described for voriconazole*® We
found during the development process that when patients were
below their IB'W, ABW provided a betier fit

To validate fhe busulfsn dosing strategy (BestDose
cartridge), for the 20 patiens who wene not part of any other
cohart, the CHLA laborstory provided all busulfan concen-
trations and the patients” IBW/ABW. All 20 patients had
a prespecified C,,, target, either T00 ng/mL (n = 4) or B0
ng/mL {n = 16). We were alko provided the doses each patient
had actually received. All patients except for 2 had 3 sets of 9
samples; the remaining 2 pations had only 2 sets. Our task
was to use BesDose to make 3 dose mecommendations i
achieve the overall wrget O, (1) for doses 3-16 based on
sampling after dose | and the first 2 doses given; (2) for doses
T-16 based on sampling afier doses | and 5 and the first 6
doses given; (3) for doses 11-16 based on sampling after
doses 1, 5, and 9 and the first 10 doses given. We first used
all available concentrations for a given patient i generate the
Bayesian posierior fiom which we wsed BestDose to calculate
the deses that achieved the &rget Co.. In BeaDose, it &
possible to directly target an AUC, a0 in each case we usad
AUCs o a5 fhe target and divided it by 96 to got Cone. We
then repeated this process using only the samples atthe | or2
whMMopt times in each sampling pericd © generate the
Bayesian posieriors for dose caloulations.

The exact same dats and targets were sent i the Seattle
Cancer Came  Alliance Pharmacokinetics Laboratory
(SCCAPL). We were blinded o their dose neosmme ndations
when generating BestDose recommendsations from either the
full set of messured concentrations for each patient (1827
samples), or the reduced MMopt st (4-6 samples). After
generating all BestDose recommendations, we compuied per-
centage bias (Yohias) and imprecision, analogous to those
used i the modeling process described above, companed with
the SCCAPL dose recommendations. We defined %obiss as
(BestDose — SOCAPLYSCCAFL, and mean pencent biss as
MPE =L 37 %bias:, where D is the total number of dose
recommendations. This means that a positive Ybias indicates
BestDose rocommendations were higher than SCCAPL moe-
ommendations. Tmprecision was the ot of varianos in
%shias (root mean bias-adjusied percent squared error), ie,

=

RESULTS

Fopulation Characteristics
The characteristics of the various & used in
this project are shown in Table 2. The model buidding and
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TABLE 2. Characteristics of the Pathent Cohorts

Cuhairit Mol el Building Validaten 1 Validation 2 Best Duse:
Sovgros CHLA Lyem CHLA CHLA
Niumbher 13 [ [ix] i1 o]
Age fymsh 7802 19.0) 546 (L1210} 55 (03-143) 102 (B35 1%)
Wisight iz 25 (L6-TED) 3 (34-596) DT i14) 464 (5 2 1109)
Al doses (migfeg) 1.1 (L T-1.E) 1.2 (0633 1205915 053 (0.5-13)
Samplesipaient 16.7 (6-26) 33 (143 154 ($-26) 283 (1726
€, (mghml 75 (3501150} 750 (390 1060 i ($50950) Tid (364914}
Dt s e abed i mam ()

validation populations were smilarin age and weight, but the
French cohort had far fower busulfan bloeed samples per
patient by design (soe Materials and Methods). The BestDose
oohort was heavier than the others, bocause the phamacy and
laborainry deliberately selocted patients with a wide range of
waights for the walidation,

Busulfan Population Pharmacokinetic Model

We tested | and 2-compartment models with and
without allometric scaling for body size, using the lesser of
ideal beody weight snd scis body weight. In addition to body
size, we slzo found a relationship between age and both
busulfan elimination and volume of distribution, as shown in
Figure 1. Based on the shape of trend curve, we used Pretrics
to fit zero i third-prder polynomisks o the median posterior
values of elimination and volume, adjustied for sze, for each
patient and their age. The plots of these polynomial are
included in Figure L

Midel comparisons are shown in Table 3, Considering
al 6 candidate models divided inte 3 pairs of 1 and 2-
compariment models without covariates, with size scaling,
and with size pls age scaling, respectively, within each
model pair, the 2-compartment maosdel had the best (Towest)
like lihwered and A kaike information crienion. Overall, the pair
of | or 2-compartment allometric + age models were the most
likely. Within this pair, the 2-compartment mode]l was more
likely. However, based on lower prediction bias and parsi-
mony, we chose the |-compartment, allometrically and age-
scaled model (5 in Table 3) as the final structural model, with
oquations and population parameter vales shown in Table 4.
The marginal probability densities of the 29 support poink
are shown in Figune 2,

The visuml predictive check is shown in Figure 3.
Numerically, 29% of the observed concentrations were below
the 25th percentide of sinmlated concentrations (P = 051,
binomial est), 43.8% wene below the median (P = (W3],

= " < i
A --'-'-'-‘-:'_'___:-____-\_\---\-"-\-\._I”I : -
E :-= BTy L] 1__-1.-"‘:‘--\__\_\_\__ "
E B ~ = e Ee
: IJ 1 1 1
a n 3 5
QN EL
B ;3
= U < ____‘__;_:-'—"f'\- [
FIGURE 1. Relatiorship betwesn (top) Ked S x £ _:——“'"_ -
{elimination adjusted allometrcal by for body 5 . g 2w u
size) and (bottom) VS (volume adjusted al- i B = F
lometrically for body size) amd age. Bgua- . ; o i
tions for the pokynomials are shown in the 4 3 : a
legend for Table 4. upuy!
336 Copyright © 2016 Wolters Kluwer Health, Inc. AD rights reserwed.
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TABLE 3. Comparison of Candidate Models, All After 100 Cycles

M Moo Camp Parameiers —2xLL ANC Biax Impree bclem
1 1 Ee ¥V — 1544 —1538 K e aTe
2 4 Ke, ¥, KCP,KPC -umn —2162 0La00 [Tiprd
3 1 N 1 + al bnmestric —15E2 —1576 —ami 006s
4 k4 No. 2 + al bometric - —E30 —om: 0a%E
E 1 Mo 3 +age -z ] —nd e
& k4 No 4 +age —2436 ] —00E 0o%s

B s v s s B s epuontind. i e B, hioend om e modin

im pamencter i e cah mude] Mulchose spored i ards of oampienity, with

alhmein: ot allon st acalng ol muded pamercier vabes fie budy e nd age sdbasey te additin of o s pobymmed b allm sl sasded madek, mdoasiond o

B el Bacond| o the dibsiscinn m e ixl, we chose madel § b deselop Natlhc

AT, Aksde nbmesion oitemm, Canp, sanbe of cegdsents K0P, bnek st fon omtal b prigesl Ko, chm

dl B ekl

om coninl cimpiime; F,

iz of el crepistment; KPC, tisdr e fnm peigh
The kel B i the munde] ot i frher deschpmet

L1, by Bl Bhmsd

amad 98 3% wore below fhe 97.5th percentile (P = 0L16). This
numerical chock indicates that the model central tendency of
predictions is slightly below e observations bt that fwe war-
iahility inthe model represents the varishility in the population
well, This conclusion i ako supported by the residual plot of
population predictions in Figure 4, which are largely chstered
within 2 standard deviations of 0, but show a slight umder-
prediction at later time points, This is likely due to & small
decline in clearance over time in some patients,*” such that
messuned busulfin concenirations can be slightly higher thean
predicted. However, this intersecasion change in clearance i
typically on the onder of 10% and not explained by any cova
riate," " and thus we did ot foel that nclusion in our mode]
was nocessary for accurste dose calculafions, Indeed, fhe pre-
dicted busulfan concentrations, based eifer on population o
Bayesian posterior medians, wene well matched to their come-
sponding measured conoentrations, a5 shown in Figune 5. The
Bayesian posienior biss (mean prediction emor) was —3.2 ng'
mL with an imprecision (ot mesn bissadused squaned
arror) of 70 ng/mL. To put tese in context, the mean observed
concentration was T38 nginl; therefore, the mean bias i onby
0.42% of thiz, with an imprecison of 9.2%.

Validation Against External Cohorts
Using the model & the previous and the (-cyele option
in Pmetrics, we calculated Bayesian posberior parameter value

TABLE 4. Population Parameter Value Summanes in the Final
Mo del

Pamsmeer  Medun @5% €1)  MAWD @5% CT) Bange
K 100 (053 10T) 00N (O%0-QI3) 076116
Vs 100 (05 104) 00 (02 411 074188

MAWD = e medm abolie woghied dewnSon, smlogoas b
warmneT Mo H el dercte bufsin (-3 EERE] Ia the
model,  Ke= Kol dbw 03 40y 4 O tjape] + Citjape] 24 Citape]') md
F = FE+ dbrme g+ O+ jape] +f;*huf_|.wln: B e ol menation Slc G-
stanl from e contm] compadment | b, Kef i the wcaled Ko dbw @ adeal
Bodyweight in kg, caloubso) using the Traub and fobmon Bremb™; F i e
woline of the contml compasment in L and FS & the axled volime. Cp, ..., Ty
e b coelbamis deoeshag the age dependonee: of KErand F, whach wes Ged
i o Bl moded Foe Ko, Co= 051, Cp = 010, T = —0UH0, Oy = 000028, For
Foly=07L, C, = 014 C; =T,
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disribufions for both the French and CHLA validstion colors
to determine how well the model could predict condoe miratioms
in patients who did not contribuie & the model. From each
subject’s median Bayesian posterior parameter values, we cal-
culated fe predicted busulfan concentrations and companed
them with the messured valwes. For the French oohort (n =
105), the bias was —4.6 ng'mlL and imprecigion was
124 mgfml. The intercept of the regresson line for observa-
tions versus predictions was 214 (95% CL, —9.3 to 52.1) and
the slope was 098 (95% CL 0.94-1.01), ndicating them neither
wene significandy different from their ideal vales of 0 and 1,
respectively. The regression coefficient of determination (BY)
was (L9, For the CHLA walidation colort (n = 11), prediction
bias was 16.4 ngiml and imprecison was 119 ng'mL, The
inderoept of the regression line for observations versus predic-
tions wes —6.9 (5% CL —460 o 322) and the slope was
103 (95% T, 0.99-1.08). R? was 0.92.

For a lsample design, the whMopt time was 225
hors after starting a 2-howr nfision, or 15 minutes after the
end of fw nfusion. For the 2-sample design, te wMMopt
times were 225 and & howrs after the start of the infusion, or
15 minutes and 4 hours after the end of the infusion, ie, a peak

and trough,

Probability of Target Attainment and Initial
Dosing Matrix

Simulations of doses of 4, 4.5, 5, 5.5, and & mg per age-
adjusted, alometrically scaled kilogram resulted in target
attsinment raes of 68%, T, 64%, 46%, and 279,
mespactively. Using 4.5 as te best dose, we calculated the
dose i milligram per kilegram for all combinations of
weights from O & 100 kg in 2.5 kg increments, and ages
from 0 to 18 years in 1-year increments, We exchuded weight-
for-age combinations <<5th percentile and =95t peroentle
by CD}C crileria The range of doses was LR i 1.24 mg'ke,
with the highest doses in the lightest 5- i 6-year-olds, and the
lowest doses in the heaviest toenagers, The mean in those
=12 kg was 1.1 mg'kg snd in those =12 kg was 1.0 mg/
kg, with 67% and 76% predicied to achieve a #6-hour Co. of
600 o 90 ng'ml, respectively. Thess doses can be
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FIGURE 2. Marginal plots of population paramse-

ter value dis tributi ons for busulfam KeS {elimination &
adjusted allometrically for body dze and age) and

Vi (volume adjusted allometrically for body sze v
and age).

considerad as reasonshle starting doses in the absence of 8 w0l
like BestDose, which we describe in the next section.

BestDose Busulfan Dosing Strategy Validation
Table 5 shows the summaries of dose recommenda-
tions from SOCAPL compared with the BestDose pecom-
mendations using the full set of concentrations or the
whMopt subsets i generste the Bayesian posteriors, as
well as the bias and imprecision. Using all available data
to generate the Bayesian posterior resulted in dose calcula-
tions by BestDose that had negligible overall bias across all
dose recommendations of 0, 1%, relative to the calculations
by SOCAPL, and & very low imprecision of 9.0%. The 1-
sample whiMopt schedule tendod toward low-dose recom-
mendations, with an average bias of —10.3%, and with
greater imprecision of 18, 1%, The 2-sample whMMopt dose

T

Frooabilts

HIT

Al

recommen dations also had very low hias of only 1.7% and
an imprecision of 8%,

DISCUSSION

For this project o examine our busulfin monioring
practice with te goal of reducing the number of samples per
patient, we fist developed 2 nonparametric population
pharmacokinetic model of inravenous busulfin in 53 chi-
dren of diverse ages and weights, We specifically chose
& nonparametric mode] bocause we inendad 0 wse it in the
multiple-model Bayesian conirol algorithm in BestDose, A 1-
moade] with age and weight dependence ade-

quately described the data in the model-building population.
For the average age in the population of § years and an ideal
body weight of 26.7 kg, Keis 0.36 h—*, Fis 069 Lkg, and

L PLEL P

FIGURE 3. Visual predictive ¢ heck fior the
final mode. Cirdes are measured con-
centrations, the lower and upper limes are
the 2.5th and 97.5th percentiles of sim-
ulated concentrations, and the central

ra

line & the median of the simulated R
oo ceinibrat bons.
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FIGURE 4. Residual plot fior the mode predictions, based on the median populstion parameter values. in the residual plot, there is
a tendency to shightly underpredict later concentrations a5 seen in the middle panel. in the rght pand ks shown a histogram of the

residuals with an ideal normal distribution & a dashed line.

clearance is 4.14 mL-min~'-kg™!, which agree well with
clearance and volume in the package insert of 064 Likg
and 337 mL-min— kg~ ! respectively 2= well as in other
n:pmu‘”’*“

Our mode] includes weight and age as significant
covariates that are independently associated with busulfan
PK across the entine pediatric age range. Other models have
included an age function only in the youngest children,"™**
wherneas fhe model of Long-Boyle et al™ also included age
effects across the entire pediatric age range, defined by an
increasing rae of allometrically scaled clearance up to
a fived age of 12 years, after which clearance doclined.
We did not fix our age function in any way, preferring to
simply fit a continwous age-related polynomial o svoid
a uniform matration breakpoint spplied to all patients.
Investigating age-related changes resulting from maturation
of physiological processes is one of the biggest challenges in

Ny

e pas

FICURE 5. Observed wersus predicted =
plots for busulfan. Predictions were
based on the median population

pediatric FK modeling, and weight and maturation ane of
course highly comelated.*® By first scaling weight allosmaetri-
cally, we weme able to discem the additional age relationship
to busulfan elimination and volume of distribution, but
despiie the quality of the model fit, it is an empiric fit, and
mochanistic interpretation of the polynomial relatonship
between age and FK parameters i limited. Without further
data in adults, this model should only be used for the podi-
atric population up o age 18 years,

We have verified the ability of the maode]l to closehy
predict busulfan concenfrations in neardy 120 additional
children who were not inchuded in te modelbuiding data
sot, Most importandy, we then incomporaied that mode]l as
& softwane canridge in the BestDose computer program for
optimizing wrget-oiented doses  of busulfan wsing our
multiple-moadel, Bayesian adaptive control algorithm In
a blinded comparison, we have shown that with only 2

B AT
e

" agss

: i

o [ ST
‘d

parameter val wes (left) or the medians of
the individual Bayeslan posterior param-
eter values {right ).
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TABLE 5. Blas and impredsion of Dose Caloulations Made With Best Dese, Multiple-Model Adaptive Control, and the Final
Popul ation Model, Compared With Recom mend ations Made by the Seattle Cancer Care Alliance Pharmacokinetics Laboratory
(SCOCAPL) Using Moncompartmental Estimation of Busulfan ALC

BRCAFL Full Wi eptl Meptt
iz 3
Mean famge) dose mg 357 (6.0-60.0) BT (61-63.0) Er e AT 363 (6168
Meam (99% CT) bias 02% (-24 4029, P-085)  —92%(—1676 —15, Pe0ll)  19%(—03 4l P- 005
Tropae i om %) EL 157 48
Do T
Memn famge) dose mg 320 (48570 9 (45-61.8) .1 35575 321 (4665
Meam (9% C1) bias —I3% (61 38 P 08T —10E%(—186 4 —30 Pe08l)  —0TH(—55 w40, P - 015
Tropae i om %) 99 164 99
Doz 11
Mean famge) dose mg 313 (4.8 660 B4 (d6-E2 ) 3T G6-Tik) T (4556
Meam (99% CT) bias L% (—40 8073, P=0%5)  —1L0% (2180 —06 P=ibd)  40% (- 18099, P= 016
Tropae i om %) 1.6 ni 121
A ngg e i dhiss e Bl wan was lew than he SOCATL dowe Full, ol dats points were wied b gmesse e mdvilml] pasear’s B =
walee deteltin Fom e popubsn model; l—btannﬂttdﬂkm“de‘th—.m

w._b:_.::ﬁ-lin-hdi-h-lfh-:ndﬂ‘:_&.lFi-dl_*'l'u:z oyl oy gmete the Hapeon podlesioe.

Bold salies s dafeally sgnifio ol el

optimally imed samples using our MMopt algorithm, this
model can very closely match busulfan dose rmocommends-
tions based on analysis that requines 69
condcentrations. This is only the second stwdy describing a lim-
ited smmpling graiegy for IV busulfan in pedistrics. Dupuis
et al"* recommended a le strategy to calculate AUIC
with an accepble level of precision and a lack of biaz How-
ever, their sraegy was based on multiple lincar regression
afier the first dose only, and its applicshility afier that &
unkmown, Our whihMopt imes {15 minwies and 4 hours after
the end of any infusion, ie, a peak and trough) are casy
remember, fit well into common dreg monitring paradigms,
and could reduce problems relaied to the timing of e hlood
samples. Even | sample, should the other be lost or contsmi-
nated, iz sufficient v make a ressonable estimae of ATRC.
Furthermore, Bayesian approaches are generally more accurate
than nomograms 7 #* and they are robust enough to provide
inerpretable results when sample times deviate from 2 sched-
ule, which is not true for nomograms. The implementation of
the tooks and limited sampling strategies presented in this work
inclinical practice can greathy reduce the burden and cost of the
traditionsl approach of busulfin monitoring in many centers
treating stem-oell transplant children while preserving accurate
estimation of drug exposure and dose requirements.

‘Wi have also provided initial busulfan dose recommen-
dations based on weight =12 or =12 kg. With 1.1 mg'kg IV
every & hours for 16 doses, 67% of the lighter patients are
exxpoctod to be within 2 Cope of G200 ng'mL. Forthe hesvier
patients, T6% will be in this range with 1.0 mglg IV every 6
hvurs fior 16 doses. Ouwr dose recommendations ane very similar
but somewhat simpler than fhose of Long-Boyle et al,™ and we
also found fhat dder, heavier individuals need a slighdly higher
dose on average than in the package insert. Zao et a*™® found
that of 111 pediamic patients, 66% of the patients achieved
8 g within e prespecified trget range after te first dose.
They also noted that existing algorifuns may be les applicable
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in very overweight or very young populations, both of which
wene nepresented in our cohorts (Table 2.

However, we must emphazize that targeied exposures
may neod to be mone wilored than this broad range, and it &
impossible to know befiorehand whether a patient lies within
the 24%—33% who will be outside the therapeutic range. For
this drug, therapeutic drug momitoring clearly remains
mandatory.

The major limitstion of our project is the general
availability of BestDose. We are looking at ways to
possibly make the software commercially available as
a web-based clinical service supporied by expert review.
Howewver, at this time, we am to discuss use of
BestDose on an individual basis. As for other limitations,
ong can always criticize the sample size of a phamacoki-
netic study. Because raditional sample size cakulations
are based on comparisons between groups, proposed
sample size calculations for phase 1 studies are based on
estimation of parameter values with a tolerable impreci-
sion, eg, 95% confidence interval of the mean within
207" The parameters in our model are estimated with
<10 mprecision, Furthermone, we have validsted suffi-
cient diversity of the study population by testin g the mo del
in 3z many ways possible: intermally by simulation meth-
ods, externally on additional cohorts, and in a blinded
fashion to calculate dosages,

COMCLUSIONMNS

We developed a population FE model for busulfan in
podistrics with an original methodology-based limited sam-
pling strategy using only 2 points {peak and trowgh). We have
validated its shility i predict concentrations in ndependent
cohore of patients, &5 well & © accurately and precisely
caleulate busulfan dosages to achieve desired concentrations
when usad in the BesiDose softwane.
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Discussion

Un modéle PK non-paramétrique de population a été développé pour 1’estimation Bayésienne des
parametres PK et ’adaptation de posologie du busulfan en pédiatrie avec une méthodologie basée
sur seulement deux prélévements sanguins. Ce travail présente des avancées sur les plans

méthodologique et clinique.

Les covariables permettant d’expliquer une grande partie de la variabilité PK du busulfan dans ce
modele étaient le poids et I’age de I’enfant. Une approche mixte, a la fois empirique et semi-
mécanistique a été utilisée pour prendre en compte les relations entre les covariables age et poids
et les parametres PK. Pour I’age, une fonction polynomiale a été utilisée, tandis qu’une approche
allométrique, aujourd’hui classique en pharmacologie pédiatrique, a été utilisée pour le poids.
Cette fonction polynomiale a permis de s’adapter de maniére continue a la variation d’age en
¢vitant un point de rupture uniforme appliqué a tous les patiens. Des approches avaient déja été

['?7 ou la fonction liant la

initiées notamment pour le busulfan dans 1’é¢tude de Long-Boyle et a
clairance et I’age était définie par une augmentation de la clairance jusqu’a un age de 12 ans

apres quoi la clairance diminuait.

Ce modele PK est également original par 1’approche non paramétrique sur laquelle il se base.
Cette approche posseéde plusieurs avantages par rapport a I’approche classique paramétrique pour
ce genre d’application. Le premier, conceptuel, est de ne faire sur aucune hypothése (gaussienne
ou log-normale) quant a la forme de la distribution des valeurs des parametres PK. L’approche
paramétrique traditionnelle, résume ainsi la distribution d’un parameétre par sa moyenne et son
écart-type, alors qu’il est admis que cette hypothése ne peut étre vérifiée la plupart du temps!'®2.
L’approche non paramétrique quant a elle n’émet aucune hypothése statistique initiale et va
décrire la variabilité d’un paramétre PK a I’aide d’une distribution discrete, ce qui permet aussi
d’identifier des parametres pour les sous-populations ou les sujets ayant des valeurs de

paramétres extrémes (outliers)'®.

Le second avantage de cette approche est de pouvoir
directement utiliser le modéle construit pour le controle optimal des posologies dans le logiciel

BestDose!%.

Ce travail a confirmé la pratique locale en montrant qu’une stratégie avec seulement deux

prélevements (15 minutes et 4h apres la fin de la perfusion de busulfan) était aussi performante
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pour prédire les valeurs de I’AUC que la méthode traditionnelle avec I’analyse compartimentale
basée sur quatre a neuf prélevements. Par conséquent, il n’y a plus de justification a réaliser ces

multiples prélévements et dosages pour le STP du busulfan.

Sur le plan clinique, il s’agit du premier modele du busulfan en pédiatrie validé en termes de
concentrations prédites et de recommandations posologiques versus une méthode de référence

(méthode non-compartimentale au Centre de Référence de Seattle).

Enfin, ce modele PK non paramétrique a également permis d’élaborer des recommandations de
posologies initiales basées sur le poids de I’enfant : 1,1 mg/kg toutes les six heures pour les
patients avec un poids inférieur ou égale a 12 kg ou moins et 1 mg/kg pour les patients de plus de
12 kg. Ces recommandations permettraient a 67 a 76% des patients d’atteindre ’intervalle cible

de 880 — 1320 umol.min/L, d’aprés les simulations réalisées.

Au final, cette étude a fourni un outil et une méthode d’application pour le STP Bayésien du
busulfan et a validé ses performances. Cet article a recu en 2017 le prix Patsalos décerné par
I’association internationale de STP (IATDMCT) du meilleur article publi¢ dans le journal

Therapeutic Drug Monitoring sur la période 2015-2016.
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3. Optimisation de la posologie initiale du busulfan basée sur un modéle

pharmacocinétique non-paramétrique

Le modele PK de Neely et al.'é! est le premier et unique modéle non paramétrique du busulfan
IV publié a ce jour. Outre les avantages apportés par cette méthode décrits dans la discussion de
’article, I’approche non paramétrique ouvre des perspectives trés intéressantes pour optimiser

I’atteinte de I’intervalle cible d’AUC avec la posologie initiale.

En effet, un modele PK de population peut étre utilisé afin de calculer une posologie initiale pour
atteindre une cible donnée. Si on prend I’exemple d’'une AUC cible a atteindre a 1I’équilibre
pharmacocinétique, la posologie initiale sera déterminée a ’aide de la formule suivante :
Dose qicuice = AUCcip1e X Cl; avec Dose qicuice 1a posologie initiale, AUC;,;. ’AUC que 1’on
veut atteindre avec cette dose et Cl; la clairance individuelle estimée du patient. Cette clairance
est la valeur la plus probable pour cet individu. Si 1’approche paramétrique est utilisée, cette
clairance sera donc la clairance médiane ou moyenne (I’information a priori du modele de
population). L’approche paramétrique permet ainsi de maximiser la probabilité d’atteindre une

valeur cible définie d’AUC.

Cependant, en pratique clinique, la cible que I’on vise se traduit majoritairement sous la forme
d’un intervalle et non d’une valeur ponctuelle : ainsi n’importe quelle valeur a I’intérieur de
celui-ci est présumée avoir le méme rapport bénéfice risque pour le patient, la borne inférieure
¢tant associée a la limite d’efficacité et la borne supérieure a la limite de toxicité, comme c’est le

cas pour le busulfan.

Les mod¢les PK paramétriques ne permettent pas de répondre de fagon optimale a cet objectif. Ils
ne permettent de viser qu’une seule valeur située dans I’intervalle cible, la valeur centrale étant le
plus souvent choisie. A I'inverse, les modeles non-paramétriques sont adaptés pour cette tache.
La distribution des parameétres PK d’un modéle non paramétrique est formée de multiples points
de support (jusqu’a un par patient étudi¢ dans la population d’origine), chacun d’entre eux
supportant une valeur estimée de chaque parametre du modele associée a une probabilité. En
corollaire, une distribution discréte des valeurs d’AUC en réponse a une posologie initiale peut
étre calculée. Une posologie optimisant la distribution des AUC dans I’intervalle cible peut étre

calculée.
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L’objectif de ce travail était de développer une méthode de calcul de la posologie initiale de
busulfan maximisant la probabilité d’atteindre Dintervalle cible d’exposition et de

comparer ses performances aux approches classiques en pédiatrie.
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doging is based on e uwse of a zingle vector of typical
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Thiz approach is teometcally ill-suited for targeting a
range of exposure. The objective of this work was to
develop a general approach for optimal (OFT) targeting of
a drug exposure inkerval. Afer mehodological puposes,
we applied our method to the busulfan case. We usad a
nonparametric  population  pharmacokinetic  model  of
intravenous busulfan © esimate the individual phama-
cokinetic parameters of 163 bone mamow-transplanied
children. Then, an array of 151 doses of busulfan ranging
from 0.5 to 2 mghg was simulated a priori in each patient.
For each dose, 29 possible busulfan plasma conceniration
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prefiles, comesponding to the nonparametric prior, each
associated with a probability, were obtained. The multiple-
madel-based, OPT dose was identified as the dose maxi-
mizing the a priori probability of achieving the bosulfan
target anea under the concentration-time corve (ATRC). Twao
AUC @mrgets wene consid ered: 9001500 {conventional) or
<1500 pM min~". Finally, the OPT dose was individuslly
simulated in each patient. We compared the shility of this
miethed to achieve the target exposure interval with dat of
three other traditional model-based methods and one based
on the nonparametric approach. When wrgeting e
busulfan conventional AUC range, the OPT dose provided
better atainment than the best of the three other methods
afier one dose (B2.2 wa 417 %, p < 0005, two doses
(791 v=. 65.0 %, p << 0.005), and at the end of therapy
(B4 va. T6.T %, p <0.42) The approach provided a
balanced disribution betwesn wnder- (1004 %) and over-
exposure (9.2 %), while other approaches showed higher
raies of underexposure (=19 %). When targeting an AUC
<1500 pM min, the OPFT dose was successful in mind-
mizing overexposure a5 ) % of children showed sinmlaied
AUC =1500 pM min~". Our approach has been designed
to optimize the trgeting of an exposune interval. When
applied to busulfan in children, it cutperformed the tradi-
tiona] model-based dosing approach, with earier and beter
achievement of busulfan target AT, The approach can be
applied for OPT dosing of many dregs, when the target
objective is an interval

A AR
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A general approach based on nonparametric
pharmacokinetic models has been specifically
designed to @rget an exposure interval.

The appreach has been applied to a priori model-
based dosing of busulfan in children and compared
with traditional model based methods based on the
iarget conceniration intervention principles, by using
simulations based on real patients’ data.

The nonparametric approach was sacecessful in
maximizing the frget interval attainment and
minimizing overexposure in e case of busulfan,

1 Introduction

A number of drugs are characterized by a narrow thers-
peutic margin, which means that the range of exposume
associaied with an acceptable high rate of the desired
oucome and an acceptable low rate of oxicity is limited.
Examples of drugs with a narmow therapentic margin
mclude  immuncsuppressant,  lithium, digoxin,  thee-
phylline, anti-epileptic drugs, a5 well as several anticoag-
ulants, anti-cancer, and anti-infective agents [1]. For such
dmgs, a target exposure index has been defined, depending
on the phamacokinatics/pharmacsdynamics of each agent.
Examples of commonly used exposure indexes ane the peak
concentration (e.g., aminoghyeosides), fwe trough conosn-
wration {e.g., lithium, glycopeptides), and the area under the
concentraion-time curve (AUC, eg, mycophenolate,
bumlfan). Most of the time, the target values for those
indexes are defined as ranges: any value inside that range is
awumed to achieve the same desied risk-benefit ratio,
while valees below and above the ange ae considerad as
markers of under- and overdosing respectively. Clinicians
wsmlly aim at achieving an exposure index value within
e range. Deiermining the individual drog dosage regimen
that iz necessary to achieve the target range of exposune is a
meaningful objective of clinical therapy with such agenis.
Thiz may be challenging when inter-individual phama-
cokinetic {(FK) variability is large, which is very common
for such dmgs, a5 e same dose given to all patients can
result in large vaniahility in individual dmg exposires and
[poor target attainment.

When the drug to be used in a patient has a namow
therapeutic margin and large inter-individual PE variabil-
ity, dose individuslization is necessary to optimize e
attainment of the trget exposure. There amre various

& Al

methods for dose individualization. This paper will foous
on doge individuslization based on PK models. The prin-
ciples of model-based dose individualization, also called
target concentration intervemtion have been described
elsewhene [2, 3]. This approach uses PK parameter values
obtasined from population PE studies to estimate the most
prebable individual PK parameters fora new patient. Then,
the individual dosage regimen could be caleulaed to
achieve a defined target. A mome complete description of
this approach will be detsiled in Sect. 2.

There are iwo diginc ways to perform model-based
dose individuslization: a priori and a posterion. A priori
dose individualization {without blood dmg conozntration
messurement) iz only based on the population PE infor-
mation, which can be somewhat individuslized by some
patient’s ocovariates when those covarates (eg., body
weight, renal function, sex) are included into the popula-
tion model A posteriori dose individualization & based on
both e population infomation and individual PE infoe-
mation provided by drog concentrations collected during
therapeutic  dmig monitoring (TDM). The Bayesian
approach is a state-of-the-art method to combine both
sources of information and derive individual parameter
extimates [4].

Misst smdies on model-based drug dosing have focuwsed
on targeting a specific valwe of the exposure index [3]. To
the beat of our knowledge, no stdy has evaluated e
ability of model-based approaches to target an exposune
interval instead of a precize value, especially for initial
desing (a prior), i.e, before measwring any drug concen-
tration. The objectives of this paper are: (1) to present the
principles and limimtions of cument model-based approa-
ches for initial drog dosing, (2) to introdwce 3 multple-
madel approach specifically designed to target a range of
exposure; and (3) to compane the performance of the tra-
ditional and multiple-model approaches for targeting a
systemic exposune mange for busulfan in & cohont of pedi-
airic patients

1 Tradiional Model-Based Approach for Inital
Dhossing

Current PK modeling approaches used for dose determi-
nation are based on two principles: (1) the target & a
specific concentration or AUC, usually the mean or median
of a pre-defined therapewtic window and (2) te most
prebable s2i of PK parameter estimates are used to calen-
late #ee dosage regimen i reach this target.

In this work, the ATNC is chosen as de PR target
exposure index to be optimized, although the principles can
be applied for other indexes. For a drug with linear phar-
macokinetics, e maintenance dose to be given in a patient
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on each adminisration can be calcolaied with the following
quAtion:
Dase = Target ATC ey 3 Tl (1)

where Target AUC . is the target AUC value af ihe

sieady state dhosen for this dmg for a given dose intery al

and (T, .y & #n estimaie of the patient's ntal body

clearamnoe [3].

The estimaied clearance depends on e prior disribu-
ton and individual data When the pricr disribution is
parametric (normal or legnormal) and no concentration
data are available, the clearance egimate i uswally a point
estimate, the mean, or the median of the distribution.
However, it is mathematically possible o discretize e
continuous (parametric) distribution to obtasin a discete
distribwtion, & shown by Katz and colleagues [6, 7). When
drug concentrations are available, the point egtimate is fe
maximum a posterion (MAP) estimate. Individualizing
drug dosage regimens based on TDM and MAF estimation,
also known as Bayesian forecasting [8], has been imple-
mented for various drgs with namow therapeutic margins
in the las 40 years and has shown some clinical benefits
[9-12].

Mosdel-based initial dosing as presented in Eq. | has
meceived less attention so far. This approach has been
afvocated for e doterminstion of fw initial dose of
busulfan in podistrics [13-16]). Busulfan is an alkylating
agent mainly wed for conditioning before bone marnow
transplantation {a more complete description of this dreg, its
e, and dosing is provided in the case sidy below). The
clinical limitations of model-based initial dosing of busulfan
heave bz highlighted in a recent study from Zao et al. [17].
They compared the perfarmance of different guidelines and
FE mosdels for initisl dosing of bumlfsn in children to
achieve the conventional therapeutic target mnge of busul-
fan ATIC (900-1500 pM min). The proportion of patients
with an AUC within the target range ranged from 51 to
T4 % (4564 % in infants). These resulis raise questions on
the performance of model-based indtial dosing.

Initial drg dosing performed as presented inEq 1 with
paametric PK models has feee majpr metodological
draw backs, which are the consequences of what is called
e separation principle [18, 19]:

1. Ome can only target & single value of the ATC, not a
range of values. It iz impossible to optimize e
probakility to achieve an interval, and to minimize the
probability of under- or overexposure.

2. No criteion iz optimized in the dose regimen
calculation.

3. The variahility and imprecision of @rget attasinment is
unseen. While population siundies provide vanability of

PK parameters, this varshility is neglected in e
dosage calculation and only a single point estimate of
clesrance is considered. It is asumed that this point
estimate & the trwe value in fw individual As a
consaquence, one has e (false) impression that e
target will centainly be achieved, while this will only
be true if fwe patient has a clearance strictly equal to
the population mean or median.

Indeed, with the parametric population approach, CL,
for an individual § may be modeled as follow s

i =TVa + ficLs (2)

where T¥c is the typical {mean) value of the clearance in
the population and f; is & random variable quantifying
the variation from the typical (average) individual. When
the maodel is applied o inditial dose calculation, only TV
is considered, while the variability fy ; & negleced.

The Laboratory of Applied Pharmacokineties and
Bioinformatics has developed altemative model-based
dosing methods based on nonparametric PK models
[2, 5]. As there is a finite number of parameter values in
a nonparametric distribution, each one with a given
probability, the entire distribution can be used in the
dosage calculation. Pammeier variability is taken into
account and an optimization criterion is incorporated
into the process. Therefore, this approach called multi-
ple-model or gochastic control addresses the last two
issues presented above. However, the ability of ithis
approach to mrget an exposure interval has received
litle attention so far.

3 Multiple-Modd Optimal Approach
3.1 Nonparametric/Stochastic Approach

Instead of estimating only means and covarances of
parameter distributions, nonparametric PK modeling
methods estimate the entie discrete parameter distribu-
tions. The nonparametric PK approach & based on e
theore ms of Lindsay [20] and Mallet [21]. A nonperametric
madel parameter distribution consists of multiple disee
point (support points), up to o per patient studied in de
original population. Each discrete support podnt consists of
an extimated value for each mode] parameter, along with an
estimate of the probability of that parameter value in e
population [22]. Figure la, b show the distribution of two
PK parameters, &5 obtained from parametric and nongars-
metric approaches, mespectively. When a non-parameiric
digtribution is used, this results in a discrete nonparametric
distribuwtion of the exposunre, as shown in Fig, 2.
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Fig. 1 Parametrsic (a) and non-
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Schumitzky ot al. [18, 23] first introduced the stochastic
comntro] theory and the muliple-model approach to optimal
{OPT) design of dosage regimen. Then, D' Argenio ot al.
applied the sinchastic control theory o the problem of
targeting the systemic exposure of 4 dmg, uzing eniposide
a5 a theoretical example [19]. The approach has also been
compared with the MAP approach for a posierion opti-
mization of aminoghycosides and eicoplanin conozntrs-
tions, based on real daw [7, 24]. Theefore, those questions
are not mew, but there have been very few applications of
the a priori stochasiic control of a target AUC interval
based on real patient data.

& dFy

“ 1500 140
AT el ming

In contrast with e traditional model based
when a nonparametric population mode] is used for initial
dosing [21, 25], a finite number of PE parameter sets ane
available, each having its probabiity. Each parameter set
can be used to smolate a candidate dosage regimen and
thus nmultiple predicted PK profiles with their probabilities
can be made, instead of only one.

Let us consider an intravenous (TV) dmg with one-
compartment kinetics described by a nonparametric popu-
lation PK model with iwe PE parameters, the elimination
raie constant and volume of distribotion (& and Vi) Letus
suppose that this nonparametric PK mode]l has » support
point, and that the asomed AURC target range is defined
by a lower (L) and an upper (L) bound. Based on the prios
digribution described by the suppon poinis and their
probabilities, any patient can possibly have n a prion
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values of PK parameters, each one associated with a
probability (proby). For a given desage megimen, & PK
prfiles can be simulited, using de n probable PK
parameter values. For each set of parameters (Ke, Vi)
among e discrete collection of n, he plasma concenira-
tion at any time is a function of those parameters & well as
dose and time (for the sale of simplicity, we assume that
e infision time & constant, thus only fe dose influences
the administration rabe):

G(1) = fldose, Ky, Vi.0). (3
For each profile, an AUC can be cakulaied, as follows:

(3
AUChi_a= | Gf) x dr, (4)
/

where gach AUCT has a probahility prob,.

The prior probahbility that the AUC is within the target
range for tis dose is the sum of the probabilities, for each
set of the i suppont points, that the ATC calculated belongs
o the target range defined as [LL0:

Y proby(AUG; € [1;0]), (3
=0

where prob; are the probshilities related to each suppont
point of the nonparametric mode]l and AUG & the AUC
calculated for one given dose in one given individual using
one possible set of P parameier valwes sssociaed with the
prob,.

Our goal i to maximize the prior probability to achieve
the target AUC interval [L, U] Matematically, this trans-
lates as fiollows:

Optimal dose = arg{max(s]}. (6)

Thus, each given dosage regimen is associated with a
probability of achieving e AU target range. The
Optimal dose is defined s the dose with the highest
probability o get an AUC within the target interval [L, L]

Az presented above and previously by D"Argenio and
colleagues [19], targeting an interval is a straightforward
application of the stochastic, multipk-model control
approach. This basically consists in selecting the dose that
maximizes fwe coverage amea between the prior AUC dis-
wibution and fhe target AUC interval. The a prion proba-
bility of achieving the target interval with the OPT dose is
calculated, thus one has an estimate of the uncertainty
associaed with the dosage regimen proposed. This proba-
bility depends on both the prior parameier distribution and
the target interval width,

Additionally, this model allows flexibility &t several
kevels:

1. Any target type, pharmacokinetics and even pharma-
codynamics can be optimized, at any Gme, & long & it
can he calculated from the mode] equations

2 Any bounds and widty can be wsed for the inerval
Omne can zelect an unconventional interval if desined for
a given patient.

3. Importanily, i is alko possible to target a unilateral
interval. For example, find the largest dose possible
with minimum probability of exceeding an upper
target (emphasize safety), or conversely find e
smallest dose possble with minimum probability o
fall shont of a lower target (emphasize efficacy).
Obviously, this is not possible with the traditionsl
approach based on a point estimaie of PK parameters.
An application of this later point will be presented in
the case sudy.

33 Case Study: Application to Busulfan

High-dose IV busulfan is widely wsed in conditioning
regimens as an allemative to total body imadiation prior to
hematopoietic stem cell transplantation in adults and chil-
dren. Buslfan is a bifunctional alkylating agent that is
characterized by a relatively narrow fwrapeotic window
and a high PK variability. An extensive body of teraturme
indicates an association botween clinical owicomes and
busulfan systemic exposure. Busulfan AUC <900 pM min
has been oormelated with grafi failore and disease recur-
rence [X-28], whemneas high busulfan sysemic exposure
=1500 pM min has been associsted with increased owic-
ity, especially hepaiic toxicity (veno-occlusive disease)
[29, 30]. As a consequence, plasma ATC per dosing
inerval at the steady stabe in the range of
Q001500 pM min is commmly used as the therspeutic
ebjective. Controlling busilfan exposires in children is
maore difficult than in adults owing to a larger PE vari-
ahility [15, 31-33] and to the observed influence of age and
weight on the apparent dmg clearance, and e use of
different dose levels is necessary. Many transplant centers
perform TDM-based dose individualization to enshle each
patient to achieve exposure within this therapentic window
during the 16-dose treatment. TDM has proven its benefits
in controlling buslfan exposure during therspy [34, 35].
However, it cannot be performed without concentration
measurements, and fws the indtial dose & based on official
guidelines, Forthermore, TDM practice & ot officially
recommended by the manufacturer and health awthorities in
all children. Centers that do ot perform busulfan TDM use
the recommended initial dose throughout therapy. For these
reasons, OFT methods for initial dosing of this dmg ae
desirahle.

A AR
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A number of pediatric dosing guidelines have boen
developed to assist in deemining the initial dose of TV
bumlfan. In 2004, Nguyen et al. [15] showed that a con-
tinwous log-linear function between bumlfan clearamoe and
acinal body weight best explained the age-related variation
of TV buslfan clearance in children, Based on this model,
a dosing guideline with five body weight strata and a dif-
ferent dose in mgkg for each stamm  (range
0.8-1.2 mg kg) has been defined. The Evropean Madicine
Agency (EMA) dose recommendations are based on this
sidy. Since then, several studies have proposed other
dosing algoritims to improve the target range atisinment
[13, 14, 16, 36].

We chose to apply the previously described model
based dosing approach to optimize the achievement of e
target exposure interval of busulfan in pediatrics.

4 Material and Methods
4.1 Populaton and Pharmacokinetc Model

Data from 163 bone mamow ransplanted childen [age
6.l £ 5.0 years, ideal body weight (TBW) 209 £ 139 k]
treated with IV busulfan in Lyon (France) between June
WMy and March 2015 for malignant and nonmalignant
diseases were wed in this sindy. The patients’ character-
istics are described in Table 1. This population study has
been described in detail in a previows publication, for its
mest part, although a few more patients were included in
the present analysiz [35] This was a non-interventionsl
siudy without any additional procedure. Busulfan TDM
and data collection were pant of routine patient care. For
these measons, no instintionsl review board or ethics
committee approval was required, in accordance with e
French regulation on biomedical research [37, 38].

We used e nonparameiric population FE mode] of TV
bumlfan published by Meely et al. [39] & estimate e
individual PK parameters of all patients. Thizs & a one-
compartment model with two parameters, Vy and K, both
scaled to TBW and age. The nonparametric distribution of
busmilfan PE parameiers consists of 29 discrete suppornt
points. The mode] characteristics are swown in Table 2.

This mode] has been used as the prior to calculate e
using Bayesian estimation within the Pmetrics sofiow ane
[40]. To determine the predictive shility of te model in
our cohont, we calculated hias, imprecision, and liness
regression descripiors for the predictions vs. observations,
with predictions for each subject based on the median of
the Bayesian posterior parameter value distribution. How-
ever, predicted concentrations wene not used in the sub-
soquent dosing calculations, which were only based on

& Al

Table | Patienss’ chanaesstics (a = 163)

Age (years), mean/fmedianfrang e GIF50A0L1T=21
ABW (kg ), meanfmedian/ran g T2 TN6 90287
No. of patients <9 kg (%) {184
TEW* (kg), mean/medianfange N916.50.2-59 6
No. of patients <9 kg (%) 30184
Diiagnisis, mo. of patienss (%)
AML 47 (Z8.E)
SCTD 17 {10.4)
ALL 16 {9.8)
Nanmhlastoms 13 (RO)
Sickle cell memia 12 (74)
Thalassemia 12 (74)
MDS {49
Ly ik =i oy sis 63T
BAA 4{15)
Oiher H(I17.3)

ABW axctmal hody weight, ALL acute hymphoblastic lankemia, AML
amte mydoid leokemia, /BW iden] body weight, MDS myslodys-
plastic syndrome, SAA severe splastic memiz, SOTD seves combined
immn nodefi ciency

* Calmlated wsing the Traoh and Jobmson formala [52]

prics parameter distributions. As predictions of busulfan
concentrations  provided by this model were excellent
(Sect 4), the individusl parameters obmined with this
medel were considered as the “true” parameiers of each
subject and wemre uosed for all subsequent dosing
simulations.

42 Calculation of Model-Based a Prior Optimal
Duase Regimen

This nonparameiric model has been used to caloulate e
individual OPT doses for each patient using the procedure
explained abowe (Egs. 3-6).

We iested an amray of 151 doses of busulfan ranging
from 0.5 @ 2 mgfeg with an increment of 001 mgkg for
each patient. Based on the 29 suppont points of the model,
29 possible busilfan plasms concentration profiles, each
associated with a probability could be simulated for each
patient {according to their IBW and age) and each dose.
Assuming an every 6-h dosing schedule (16 doses) with a
2-h TV infusion, busulfan plasma concentrations were cal-
culated for each dose ested and each of the 29 parameter
mots, a5 follows: During e first infusion:

Cir) = x (1—e 5, (7

.
E =W
After the end of the infusion:

Clf) = Cap = ™" (%)
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Tahle 2 Parameder valoes of
the hosolfan popalation
pharmacolkd netic made] from
Nedy et al. [¥9]

Parameter Median @5 % CT) MAWD (95 % CT) Rmge
ES"= 1) 101 @.93-1.07) Q0B (0.050-0.13) a76-116
VS (L kg™ 101 {0961 ) QU052 (002 1-011) 074155

Tdeal bodyweight (TBW) and age influence the KeS and V5 s blows K, = K5 x TBW " ™x
tCu+C,x.ﬁ.F+C=xAg:=+C, xig:’_j. Vo= V5 x TBW x (G + O » Age + O3 xAge®), where
K, is the elimimfion mt= constant fiom the centm] compariment in I:_',K,Sil the scaled K, B W isideal
bodyweight in kg cakulsted msing the Tranh and Johmson formuola [52], ¥is the volome of the central
compariment in £, and V5 is the soled volome. O, ©, Ca, d Cy are the onefficients desaribing the age
dependence of K, and ¥, which were fixed in the final model. For K, Cp e 051, ) we QL10, Cy = =000110,
and Ty = 000029, Far ¥, Go = Q.71 C) = =00 16, and Cz = QOMT

The age factor derived from ghe pol ynomiak may be viewsd ax a scalar term, this the ik of K5 md VS
arekg" ™ b and L kg™, respectively, with kg maaning Klgam of TRW

CI confidence imarval, K5 dimination =i constant, WARD median absoloe weighted deviation, anal-
agos to variznce for 2 normal distritmton, VS volome of disribotion

After muliiple doses:

iy
ko Wy
where Cir) is the concentration at the time f, R is fe
infusion rate {dose/2h), kg is the constant mte infusion, K
is the individual elimination rate constant, V) is the volume
of distribution, Cas is the concentration at the end of the 2-h
infusion (., ), and CJr) is the concentration after the nth
infusion, with a G-dosing interval.

Then, the AT was calculaied as follows:

Galf) = Car 6™ 1 (1— e, (9)

L
Am,,_u=jr:xd;. (1)
L

The a prier OPT dose, which optimized the atiainment
of e target ATC interval was identified for each patient
using the multiple-mode] optimization procedune described
above (Egs. 3-6); see Electronic Supplementary material
for the different steps of this process of dose optimization.

Using this approach, we were able to target varous
AU interval ranges, af various times during busulfan
therapy: afier the first dose, dwe second dose, and afier e
end of busulfan therapy (96 h, 16 doses).

42 1 Comparison with Orher Busdfion Dosing Methods

To assess fhe performance of this method, we have com-
pared its ahility to achieve different ATC target ranges
with that of ofher methods of inital dose deemoinstion
usad fior busulfan in pedistrics: from the Nguyen et al PK
madie] [15], based on a relationship between weight (BW)
and clearance, as follows:

CL; = 8y + 4.57 x [In(BW) — 3], (11}

where 8y is the typical clearance value in the population.
From the Paci et al PK model [14], also based on a
relationship between weight and ¢learance:

[N
CLi=6 x (%) : (12)

where 8, is the iypical clearance value in the population
and 6 & e scaling exponent for clearance in children.
From the MeCune et al. PE model [13]:

CLi =8 % Fase % Faaze % Fuea, (13)

where 8y is the typical cdearance value in fw population,
Fo is the fraction of the adul busulfan clearance walue,
Fap is the fractional difference in allomewrically scaled
size compared with a T0-kg normal fai mass individual,
and F_, is a hinary covariate related to dwe sex.

For each of hese parametric models, Eq. 1 was used for
initial dosing determination (mespectively named “EMA
dose”, “PACT dose”, and “MAC dose™) to achieve a
1200-pM min wrget, the median of e mecommended
target interval of 9001500 pM min.

In addition, we evalusted the nonparametric mode] of
Meely et al, but used in the tradiional way, ie, targeting
the: point wrget of 1200 pM min. In this case, initial dosing
hes been determined vsing the multiple-model, Bayesian
adapiive dosing controller in BesDose  software
[2, 5, 4143].

Finally, to evaluaie the performance of all five model-
based dosing methods (OPT, EMA, PACT, MAC, and
muliple-mode] doses), e administration of the dose cal-
culated with each approach was simulaied in each patient
using its individual PE paameter estimaes and AUC
values have been caloulaied using PK Eqs. (T)—{(10) and
compared with target values

Two different AUNC target ranges were considered to
illustraie the flexibility of the spproach: (1) the conven-
tional ATNC @rget range: Y00-1500 pM min (Target 1)and
{2) a single bound interval: ATRC <1500 pM min { Target
2). This target could only be ested for the OFT mathod.

In this last case, the optimization procedure was slightly
madified. It consisied of testing an increasing dose starting

LYY N
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from 0.5 mgke and identifying the hrgea busulfan dose
siill associabed with an a prior probability of achieving
AUC = 1500 M min equal i zem, so that the identified
dose, while ill preserving efficacy, can grictly minimize
iy,

As explained above, TDM may be wed to individualize
the busulfan dosing regimen. When TDM can be per-
formed, the a prion optimization is desirable before TDM
results are known, ie, for dwe firsg two doses in general
When TDM cannot be performed, the initial dose is applied
throughout therapy and clinicians aim at achieving an
average ATIC within the target interval. For this reason, the
attsinment of the target AUC interval was evalusted st
various times during busulfan therapy: after the first dose
(ATRCT), after the second dose (ATRC2, the mean AT after
two doses), and at the end of the 16-dese therapy (ATICIE,
e mean AUC after 16 doses).

With our multple-model approach, we specifically cal-
culated the OPT dose to achieve the AT wrget interval at
those specific times, acoording to Eq. (4) with r, equal to
and r; being equal to 6 h (AUICL), 12 h (ATICZ), or %6 h
(ATRC16). This yielded to different OPT doses for each
endpoint. For the other methods, only a single-dose regi-
men was derived using Eq. 1, which comesponds to tar-
geting the steady-state AUC, which is the cument practice.

422 Cowgpatarion and Stafistical Amalysis

All optimization calculations and PK smulations were
paformed with e Matlab sofiware (version T.8; The
MathWorks Inc., Natick, Massachusess, TISA)

The difference in the percentage of target imterval
attsinment {FTTA) between the five dosing methods was
evalated with a Chi-square test. Statistical significance
was set at p o< (U5 for all tests.

5 Rusults

51 Pharmacolinetic Model Performance
in the Patent Population

Using the model of Neely et al. [39] as the prior and e
Ocycle option in Pmetrics, we calculated Bayesian poste-
rior parameter estimaies (K, and V) for each patient in our
onhont.

From each subject's parameter values, we calculaied e
predicted busulfan concentrations and companed them with
the messured valoes. The plot of predicted ve. observed
busulfan concentrations is shown in Fig, 3. The bias (mean
prediction ermor) was —6.4 ng/mL (09 % of the mean
observed concentrations) and impreciion (bizs-adjused
mean weighted squared ermr) was 121 ng/ml. The

& dFy

21
L]

CEgeived

T
s L= na 1% o iz
Il Fiedeied

Fig- 3 Individod pedictions vs lmsolfan clsaved concentmtions.
The Mack Bar is the identity line; e dogad Bne is the regression line
{mocmtraton omit is mgfl)y

inercept of the regression line for observations vs. pre-
dictions was 295 nginl. (9 % confidence interval
38-55.2) and the slope was (L97 (95 % confidence interval
094-1.000. The megession ooefficient of deweminstion
{F*) was 0.89. These results indicated that the population
madel adequately described the individual data and that
individual parameters could be used adequately for sub-
saquent simuolations,

52 Calculation of a Priori (Initial) Dose Regimen

The mean OFT doses caleulaied with our multple-model
approach are described in Table 3. On average, OPT doses
were higher than the other methods, whatever the chosen
target range and timepoint. The PTIA associated with e
five model-based dosing methods ame shown in Tahle 4.

521 Targer Range 1

The a priori probabilities achieved for each of these OPT
doses wene from 94 i 9% %. The PTIA of OPT doses was
significantly greaier than the highes PTIA of de theee
other parameric methods for AUCH (82.2 ve. 41.7 %,
£ = (U005 and ATRC2 (79,1 v, 65.0 %, p <= (LO0S) bt not
for AUCIG (804 va T6T %, p <0.42) The classical
multi-mode]l approach provided a higher PTIA than e
three other parametric models for AUCT and ATIC2, but
noit fior AUC LG,

Az spen in the Table 4, our fochastic metwd allows &
well-balanced distribution of the ATTC around the target
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Table 3 hifial dose regimen hased on the OPT appmach

D (g fcg)™ ALCH A2 AL 16
Target range 12 900=1500 pM min

Mean 4+ 5D 134 4 006 1.27 4 0.06 L16 4 003

Ramge: 1 25=1.81 1.11=1.63 099145
Target range 2 AUC -1 500 pM min

Mean X+ 5D 134 2 006 121 & 005 108 & (06

Range 124-152 17158 091=133%

ALNC area mnder the concentrationtime corve, OFT optimal, S0
sondard deviation

* The dose indicated is the dose for each 2-h intravenons infosion of
oo Ham, for 2 6-h dosing schedule dosing 4 days {16 doses)

The rates of under- and overexposure are quiie similar for
the varons time-points. By contrast, all de other methods
provided low rates of oveexposwe but resulied in signif-
icant underexposure, especially over the first two doses
(ATRC] and ATRCZ).

Amaong the patients with an ATC higher than the upper
limit using he OPT dose, more dean 80 % had an ATRC
between 1500 and 1800 pM min (=20 % higher than L7
whatever the timepodint (ATCL, AUCE, and ATC16).

Considering children weighing under 9 kg (n = 30),
733 % of them had an adequate exposure reganding their
AUC (same reslis obtsined for AUCI, AUCZ, amd
ALC16) uwsing OPT doses, 16.7 % wene under-dosed and
10 % over-dosed. PTIA was 23.3, 500, and 63.3 % for
AUCH, AUCY, and AUCLS, mespeciively, with Evropean
recommendation-based doses (EMA), 467, 600, and
#33 % using doses from the Paci et al. PK model, and
333, 60D, and 700 % using the MoCune ef al PK
masdiz].

522 Targer Range 2 ((Oprimal Only)

Using the highest dose allowing an a priori 100 %-proba-
hility to get an ATRC <1500 pM min (non-toxic dose),
853, B4.0, and 712 % of patienis had an ATKC] {mean
dose 134 mg/kg, range 124-1.82) ATC2 (mean dose
121 mg'kg, mange 1.07-1.58), and ATRC16 (mean dose
108 mg'kg, range 091-133) within the recommended
target  interval  (900-1500 pM min), mespecively. Mo
jpatients had an ATIC higher than the upper limit (Table 4).

The resulis were even batter in children weighing under
9 kg becanse 8006, 859, and 865 % achieved the 900- to
1500-pM min interval for ATMCL, AUC2, and ATRCIE,
megpectively, with 0 % of overe xposure.

6 Discussion

A major application of population phamacokinetics i o
design adoquake dosage regimens of drogs to optimize he
efficacy and safety, especially those with a namrow thera-
peutic margin in individual patients. The raditionsl
approach of a model-based dose design is © use a point
estimate from a parametric distribution of PE parameters
and target 4 specific exposure valwe within a @rget interval
[3]. While this approach is simple and intuitive, it & wot
OFT. As a consequence of the separation principle, no
performance criterion is wsed and dwe PK variahility is
ignoned in the process of dose calculation. The a prios
probabdity of achieving the target & unseen, yielding a
fake impression of acouracy.

For most drogs with a namow therapeotic margin, an
inierval of OPT exposure has been defined. Clinicians

Tahle 4 Percemiage of AU target imerval astainment provided by the varions dosing approaches

Frstdose  ATNC] ALC2 ALCI6
% Immide % Balow % Above % hside % Below % Above % Imside 5 Below % Abhaove
(% dev) fhdev)  (dev) (% dev) (dev) (Tdev) (% dev) (% dev)
Taget mage 1: 9001500 pM min
OPT B’ 1L.7(=159 &l (+18 791" 1.7 (=115) 92 +42) 804 104 (=109 9.2 (+10I)
EMA e GRI{=178H @ 540 448 (=155) 12 +02) Tid4 252 =119y 06 (+8.0)
PACY 64 TIG(=180) O 466 528 (=14.6) 0 (1.1p 699 IRE (=144 L8 ($6.1)
MAC 41.7 SE3(=15T) @ 510 350 (=145) [i] TAT 190 (=37} 4.3 {4 .8)
WM . 23 (-144) 0 plig 233 (=15T) AT #+21) 755 160 (~=ILY)y 8BS (+.T)
Target mnge 2: AUC <1500 pM min
OPT B3 147 (+8.2%%) @ B0 160 (+1425%) 0 712 R (+92%) O

AIAC area onder the comcentration-time: corve, EMA Boropean Medicines Agency, MAC first dose hased on MoCmme et al. PE mode] [ 13], M
mulple-made], MY % dev. mean perceniage of deviaion of the calcnlaied AUC from ghe lower or opper boond, OFT optimal, PACT fimt dose
hased on Pad et . PK made] [14]

* Compared with the highest pecentage in the three model-based meshods from Mgoyen et al [15], Pad et al [14], and MoCone et 2l [13];
P LS
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usmlly aim at achieving any dmg exposure within this
interval for patent, mot a specific value. For example, e
recommended target interval of the vancomycin trough
concentration is 1520 mg/L [44]. There is no scientific
evidence supponting that any precise vale within that
range is more approprizie than amother one.

Targeting an exposume interval & a gpecific abjective,
distinct from targeting a value. The traditional mode]-based
approach based on a point estimate of PK parameters iz ill-
suited to address this task. Stochastic control of a target
range appears to be a more natural exension of nonpars-
meiric models in the PE community, as the discred dis
wibution of PK parameters directly results in a discrete
distribution of the contmol objective. However, it & note-
waornthy that parametric models can also deal with =ach an
objective, but additional steps are necessary, e.g., & discrete
approximation [45, 46]. Targeting the center of the interval
B an intuitive but suboptimal solution, as shown for
busilfan in our case siudy. If the a prien disribution of e
trget exposure & not symmetrical but heavy tailed, which
& often the case, this dosing approach may result in sub-
optimal over- or underexposure.

Targeting an exposure interval is a nabural extension of
e multiple-model, stochastic control hased on
non-parametric, disorete population modek [5]. As e
entire prior information on the popolation PE parameters is
uzad in the dose design process, the isues ssociaed with
e traditional approaches are properdy addmessed, and, in
addition, baoth hilateral and unilatera] target intervals can be
optimally targeted. Whik original nonparameiric popula-
tion PK modek are the nawral prior to be used in such an
approach, parametric models can also be used after a dis-
cretization step, as shown by D' Argenio et al. [19].

D" Argenio and colleagues first presented the principles
of targeting an exposure interval with a stochastic control
approach [19]. Unformmately, this approach has meceived
little attention in clinical practice since then.

In the present study, this approach has been spplied to
the case of busalfan in pediatrics. OPT inditial dosing of
buslfan in children is eritical: the treatment & shost, with
lmited time to adjust the dosage if inadequate, and e
consequences of over- and under-exposure can be serious.
The resulis show important conclusions regarding maodel-
hasad busulfan dosing and in general.

First, owr multiple-maodel, stochastic control approach of
initial desing performed betier than the official EMA dosing
algorithm and two other focent model-based dosing me fwods
(all based in the wadifonsl approach) in achieving the
conventional target range of busolfan AUC  of
Q001500 pM min. Tt was markedly superior for achieving
this ATC target interval early during the therapy (afier dose
one or fwo), but it also cutperformed the ofher methods in
achieving this goal if the inital dose caleulsied would be

& Ala

used throughout therapy, with 10 % mome patients achieving
the mrget inerval compared with $he EMA guidelines.
Impontandy, our approach also performed well in e very
young children weighing under 9 kg achieving adequate
exposre in this special population is challenging, as
reporied in previeus sudies [13, 14, 47, 48].

To evaluate the ability of our approach, it seemed log-
ical o also compare PTIA with the clasical muldple-
masdel approach. In this way, we delermined the initial
OFT dose allowed to hit $e 1 200-pM min target for the
entite conditioning (ATC16), a made for fwe free para-
metric first-dose determination methods, Although it is
possible to determine fwe a prion OPT dose for any chosen
target time (ATC L, ATRC2, snd ATRC16) nsing the classical
multiple-mode] approach, this choice has been made to
keep the same setings & te parametric models and per-
form & fair comparison.

While our resulis are based on simulations, performan e
of te EMA, PACL and MAC desing methods observed ae
consiztent with previous reponts. Zao et al., who evaleated a
number of bumlfan dosing methods in chddren by sinola-
tion reponted fat 51-74 % of the patients had an average
AIC  within @ the rmecommended target  range
(S00-1500 pM min) [17]. Nguyen et al. [15] reported a
probability of trget attainment {PTA ) equal to 74 % with
their approach. TUsing the ir nomogram dosing (EMA dose),
wi have found thatonly 64.4 9% of the ATC would be within
the recommendad target range, and Zao et al. [17] have
extimated this propontion at shout 70 %. In the sudy of Zao,
assesxing the performance of different busulfan desing [17],
they reponted a simulation-based PTA of 72 and T % using
the respective initial dosing from Paci ef al. [ 14]and McCune
et al. smdies [13] Initial reponts from Paci ef al [14] and
MeCune et al. [13] studies have shown that their ability to
target the AUC window was respectively, 71 and 72 %.
Using our approach and initial dose regimens from Pacietal
and McCune ef al, we found that the PTA wouold be
approximaiely 60 % [ 14] and 70 %, respactively [13].

One of the srengths of our dosing method is the ability
to achieve the busulfan AUC target early during therapy.
Betier target attainment can be ob@ined with multple-
madiel-based doses, which ame subatantally higher fan
standard doses. This was expected, as the other dosing
methods were ot specifically designed to hit te hera-
peutic range after the first dose, but on average owver the
16-dose twerapy. Using EMA, PACT, or MAC srategies,
e than half of the patients are underexposed after the
firat dose. These result are consigent with previous stud-
ies: 56.1 % of patient receiving e initial EMA mecom-
mendad dose requined dose adjpstment after the first two
doses ina previous sdy from our group [35], 74 % in fhe
Maldir et a. study, [48] 54 % in the Tesfaye et al. study
[49], and &7 % in the Buffery et al. smdy [50].
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The betier results obtined with owr dosing approach for
busulfan are in accordance with the theoretical principles of
the multiple-model approach, as itk specifically designed to
hit & target range of exposure, while parameric appooach-
based methods require a discetizadon of the probability
density function for changing continwous disribution into
discrate distribution. These results indicat that this busulfan
desing approach may be valuable in any case, whether TDM
& performed or not If TDM iz planned, this approach can
pemit earlier and better trget achievement befare TDM iz
pearformed for subsequent dose individualization. i TDM
cannot be performed and the initial dose is administered
iroughout therapy, this dosing approach would still resli in
more patients with an average AUC within the range of
GO0-1500 ph min tan coment standsnds of busulfan dos-
ing medvds. Although the ability of reaching more precisely
a target range seems to be established with our approach,
specific smdies are mequired to investigate if this method iz
alzo capable of improving clinical cuwicomes

The busulfan casze smdy alsp illusrates the genoral
performance and flexibility advantages of tis mode]-based
dosing approach ower e traditonal method. It can
acoommaodate any interval, large or namrow, alwogh e
magnitude of the interval obviously influences the target
attzinment rates It provides $e a prion probability to
achieve the mrget interval for a given patient and a given
dosing regimen. It is aso possible o target a single bound
interval, to maximize efficacy or minimize toxicity.

Az shown for bieulfsn in Tahle 1, when targeting the
conventional AU inerval of 9001500 pM min, our dos-
ing approach resulis in a well-halanced proportion of wnder-
and overexposure, while the three ofwr methods provided
higher rate of underexposure and lower raes of overexpo-
swe. In clinical practice, one may want o prioritize the
lower or upper bound of fe interval, and especially aveid
owenxposure aeociated with potentially life-threatening
oxicity. The multiple-dosing approach can ako deal ade-
quately with such an objective, as shown in the simulations
targeting an AUC <1500 pM min. It iz possible i minimize
bueulfan overe xposure, initally or theoughout therspy, while
preserving efficacy in an OPT way.

This study has 8 number of limitations #at one should
take into account it was hased on neal PE data collected in
quite a large number of children from a single center. An
evaluation of this approach on a larger group of patients
from several centers needs to be performed to confirm
hese preliminary results. Additonally, the asessment of
e dosing approaches was performed by sinulation, not in
real patients. A clinical sudy with e real use of the a
priodi OPT dose identified would be necessary to confimm
ihai this dosing approach performs better than conventional
dosing for this drug.

The number and the relevanos of fwe covariates inoor-
peraied in the model may have an impact on the ability to
reach a target exposure when using te model for drog
dosing. Bocause covariate inclusion uwsuslly nesults inoa
decrease in pamameier prior vanances, precision of e
model-based dosing swuld be incressed compared with a
made]l witout covariates As a result, differences in
covariate models may influence the comparative perfior-
mance inexposune targeting of te models compared in this
smdy. Actuslly, all the models compared in our study
included a size descriptor based on body weight. Tt has
boen dwwn that body weight has 8 major influence on
busulfan pharmacokinetics i children, explaining more
than 60 % of inter-individeal varability in busulfan
clearance and Vy, mespectively [36). However, the other
oovariates included in the models were somewhat different
and this point muost be taken into acoount in e
indeTpretation.

We believe that this approach, owing i its heormetical
advantages, may be relevant for e dosage design of many
other drugs, both a prior and a posterion. Virually all
drugs with a predefined PK target interval of exposure ane
candidates for suwch dosing The approach can also be
extended to PK-pharmacodynamic models for targeting a
pharmacedynamic target inerval, such as the international
normalized ratio used in the monitoring of vitamin K
antagonists [51].

7 Conclusion

The general properties of & muliple-mode], stochastic
control approach in argeting a dmg exposure interval have
been presented. When applied to a simulation study of
busulfan dosing in bone marrow-ransplanted children, this
approach outperformed traditional model-based dosing
approaches, with earlier and better achie vement of busulfan
target AUC. The approach can be applied for OPT dosing
of many dmgs, when the rget objective is an interval.
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Discussion

Une des applications majeures de la PK de population est la détermination de la posologie initiale
des médicaments, notamment pour ceux a marge thérapeutique étroite. La méthode traditionnelle
de la détermination de dose avec un modele PK est basée sur une estimation ponctuelle a partir
d’une distribution paramétrique des parameétres PK ainsi qu’une valeur précise de cible. Cette
approche n’est cependant pas optimale étant donné qu’elle ne prend notamment pas en compte
toute la variabilit¢ PK du médicament dans le calcul de la dose. D’autre part, c’est I’atteinte d’un
intervalle cible d’exposition, et non une valeur précise, qui est 1’objectif cliniquement pertinent

pour la plupart des médicaments a marge thérapeutique étroite.

Cibler cet intervalle est une application naturelle des modéles non paramétriques. Nous avons
donc appliqué cette méthodologie au cas spécifique du busulfan en pédiatrie en déterminant
individuellement une posologie initiale optimale et en comparant sa capacité a atteindre
I’intervalle cible a des stratégies traditionnelles de détermination de la dose a priori fondées sur
des modeles paramétriques. Les résultats des simulations montrent une proportion d’atteinte de
cet intervalle cible plus grande mais également une atteinte plus rapide, dés les deux premiéres
doses. De plus, les patients avec une AUC en dehors de I’intervalle sont plus équitablement
répartis de part et d’autres de celui-ci : il n’y a donc pas de tendance marquée au sous- ou au
surdosage. Par ailleurs, cette approche est la seule qui permet de gérer de fagon optimale une
cible d’exposition définie par une borne unilatérale, c’est-a-dire de minimiser la probabilité¢ de

sous-dosage ou de surdosage.

Cette approche, développée a travers cet exemple du busulfan, ouvre de nombreux champs dans
le domaine du STP. En effet, pour cette méme molécule, le clinicien pourrait en fonction de son
patient, de ses propres facteurs de risque, définir des bornes de I’intervalle cible plus ou moins
¢levées, voire méme asymétriques s’il lui semble que 1’objectif majeur pour ce patient est d’éviter
une toxicité ou au contraire d’assurer ’efficacité a tout prix. Il pourra ainsi obtenir la dose a

priori la plus probable pour atteindre cet intervalle cible « sur mesure ».

Cette méthode reste a évaluer prospectivement pour confirmer les avantages montrés par la
simulation. Malgré les limites de ce travail, basé uniquement sur des simulations et données

rétrospectives monocentriques, nous pouvons penser que cette méthodologie pourrait s’appliquer
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a de nombreuses molécules pour lesquelles une cible PK a été¢ définie par un intervalle, mais
¢galement étendue aux modéles PK-PD pour le ciblage de d’intervalles cibles PD. On peut
donner par exemple le cas de la warfarine, un anti-vitamine K utilisé dans la prévention des
évenements thromboemboliques chez les patients atteints de fibrillation auriculaire. En effet, ce
médicament posséde une trés grande variabilit¢ PK nécéssitant des dosages plasmatiques
réguliers, ainsi qu’une cible PD connue qui est un INR (international normalized ratios) entre 2 et
3 pour assurer la protection du patient et éviter le risque hémorragique'®*. La construction d’un
modele PK-PD non paramétrique pourrait étre utilisée pour déterminer la premicre dose puis les

suivantes permettant d’optimiser 1’atteinte de cette cible.
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4. Modele PKPD : étude de la relation exposition-toxicité du busulfan

La principale toxicité du busulfan est la MVO, une atteinte des cellules endothéliales sinusoidales
et des hépatocytes, entrainant une obstruction des petites veines hépatiques. Elle touche environ
15 a 20% des enfants recevant un conditionnement par busulfan et est responsable d’une forte
morbidité et d’un taux de mortalité atteignant jusqu’a 90% dans les formes sévéres'®>. Sa prise en

85.166 et ’amélioration des traitements

charge s’est nettement améliorée grace au défibrotide
symptomatiques et de réanimation, mais cette complication reste aujourd’hui toujours la

principale crainte des cliniciens.

Comme nous I’avons précédemment explicité, I’AUC est le critere PK de choix pour apprécier
I’exposition plasmatique du busulfan. L’intervalle cible 900 - 1500 umol.min/L reste aujourd’hui
la référence, bien que de récentes études préconisent d’autres cibles. Bartelink e al. par exemple
préconisent une cible plus haute, 1190 - 1540 pmol.min/L, afin d’améliorer la survie des

patients !,

Dans notre premiere étude, nous avons rapporté que pres de 90% des patients ayant développé
une MVO avaient une AUC dans la cible 900 - 1500 pmol.min/L. Ce résultat remet en question
la valeur prédictive de cet intervalle pour le risque de MVO. Historiquement cette valeur fut
associée au risque de MVO dans d’anciennes études ou le busulfan s’administrait par voie
orale!**!171¢7 Cependant, depuis la commercialisation de la forme IV, aucune étude n’a mis en
évidence une corrélation nette entre des AUC supérieures a 1500 pmol.min/L et la survenue de la
MVOQ!22125.139.14L168 plyg précisément, 100%, 83%, 75% et 70% des patients ayant présenté une
MVO avaient une AUC < 1500 umol.min/L selon les études respectives de Malir et al.'*’, Vassal

1125

et al'®, Okamoto et al.'® et de Michel et al.'*'. Toutes ces données remettent donc en question

I’intérét de I’AUC pour la prévention de la MVO.

L’objectif de ce travail est donc d’étudier les relations entre différents indices PK busulfan
et la toxicité par MVO afin d’identifier les déterminants plus spécifiques de la survenue de
la MVO dans une large population pédiatrique. L’objectif secondaire était d’analyser les

déterminants de la prise de greffe chez ces mémes sujets.
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Abstract

Veno-occlusive disease (VOD) is a severe adverse reaction to busulfan-containing regimens used
in the preparation of children for hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). While the
clinical response to intravenous busulfan has been associated with area under the concentration-
time curve (AUC), little is known about the influence of busulfan pharmacokinetics (PK) on
VOD occurrence. We conducted a retrospective analysis of data from two pediatric HSCT
centers to examine determinants of VOD in children who received IV busulfan for HSCT

conditioning.

Busulfan pharmacokinetic parameters as well as various indices (maximal concentration — Cmax,
AUC) were estimated using a validated Bayesian approach. The influence of available PK,
demographic, and clinical variables on the incidence of VOD was evaluated by using logistic

regression and classification and regression tree (CART) analyses.

Among the 293 patients included, the median (minimum — maximum) age was 4 (0.2 — 21) years
and the median body weight was 17.8 (3.2 — 137) kg. The incidence of VOD was 25.6%.
Busulfan Cmax as well as weight <9kg or age <3 years were identified as independent predictors
of VOD in logistic regression analysis. CART analysis identified busulfan Cmax over the entire
regimen as the strongest predictor of VOD; a cut-off Cmax value > 1.88 mg/L was associated

with a greater incidence of VOD (63.3% versus 21.3%, p < 0.001).

This study suggests that busulfan-associated VOD is in part a concentration-dependent reaction.
In addition, the youngest children showed the highest risk of VOD. These findings may have
important implications for busulfan dosing and therapeutic drug monitoring practice in HSCT

children.
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Introduction

Busulfan is an alkylating agent used as myeloablative therapy prior to hematopoietic stem cell
transplantation (HSCT) (1,2). It has been increasingly used in conditioning protocols as an

alternative to total body irradiation, which is often poorly tolerated in children (3,4).

Busulfan is known for having a narrow therapeutic index and large inter-individual
pharmacokinetic (PK) variability, which makes its use challenging, especially in children. Low
exposure has been associated with non-engraftment (5,6) whereas over-exposure has been
associated with transplantation-related complications and death (7). The main toxicity of busulfan
is veno-occlusive disease (VOD), also known as sinusoidal obstruction syndrome, which is a life-

threatening vascular disease of the liver (8).

A large review has estimated the overall incidence of VOD after HSCT in patients of all ages to
be 14.6% for the 1994 to 2007 period (9). Patients with severe VOD resulting in multi-organ
failure have an estimated mortality rate of 84.3% (4). VOD remains a major complication in

patients receiving conditioning regimens with busulfan before HSCT.

For busulfan, the area under the concentration-time curve (AUC) is considered as the main PK
determinant of drug response. The conventional AUC target of busulfan is 900-1500 pumol/L.min
per dose for a dosing regimen consisting of 2-hour infusions administered every 6 hours over 4
days. Several studies have confirmed a higher risk of graft failure in patients with AUC values
lower than 900 pmol/L.min (5,6). Furthermore, VOD has also been associated with busulfan
AUC when the drug was administered by the oral route (10,11), however most centers in Western
countries now use the intravenous formulation of busulfan. To our knowledge, no study has
demonstrated a clear relationship between busulfan overexposure (AUC > 1500 pmol/L.min) and
VOD occurrence in patients who were administered IV busulfan (12-15). In addition, the
incidence of VOD is significant in patients whose plasma busulfan AUC is within the
conventional target range, which suggests that busulfan AUC may not be the strongest

determinant of VOD.
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In this context it would be desirable to identify the determinants of VOD in patients receiving
busulfan and to thoroughly assess the potential relationships between busulfan pharmacokinetics

and VOD occurrence.

The primary objective of this study was therefore to identify determinants of busulfan-
induced VOD in a large cohort of HSCT children with available busulfan PK profiles. A

secondary objective was to analyze determinants of engraftment in a subset of subjects.
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Material and methods
Setting and Study Population

Data were collected retrospectively from medical records of patients who received IV busulfan as
a part of preconditioning regimen before HSCT for malignant and non-malignant disease
between June 2006 and June 2015 in two centers : the pediatric hematology and oncology units
of the Hospices Civils de Lyon and the Children’s Hospital of Los Angeles (CHLA). Busulfan
was mostly administered over 4 consecutive days as a 2-hour infusion administered every 6
hours. Ten patients received busulfan under a once-daily regimen (3 hour infusion) and one under
a twice-daily regimen. Therapeutic drug monitoring of busulfan and dose individualization was
performed for all patients in order to achieve the conventional AUC target of 900-1500
umol/L.min (3.7-6.1 mg.h/L) per dose. The data collected included patient demographic data,
diagnoses, conditioning- and graft-related data, busulfan dosing history, busulfan plasma
concentrations, and clinical outcomes. Of note, part of these study data have been used for a
population PK analysis previously published by our group (16). This was a non-interventional
study, using existing data collected during routine patient care. Both the CHLA Institutional
Review Board and the ethics committee of Hospices Civils de Lyon approved the project and a
waiver of informed consent was obtained, as we only used existing clinical data that were de-

identified for this project.

Pharmacokinetic model

Busulfan concentrations measured in patients were used to derive various PK estimates by using
a Bayesian approach. We used a validated nonparametric population PK model of IV busulfan
previously published by our group (16) for Bayesian estimation of busulfan PK parameters in all
individuals. This is a one-compartment model with two parameters, the volume of the distribution
V and the elimination rate constant Ke, both scaled to ideal body weight (IBW) and age. Details

on model building and its validation are available in the article by Neely et al (16).

First, this model was used as prior to calculate the individual PK parameters and full busulfan PK

profiles over the entire therapy, using Bayesian estimation in the Pmetrics R package (17). The
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model fits the individual data very well, with no significant bias and low imprecision as shown in

a previous publication from our group (18).

Second, we used these individual PK profiles to derive several PK variables for each patient :
AUC after the first dose (AUC)), the first two doses (AUCy), and the cumulative AUC over the
entire therapy (AUCcum); Maximal concentration after the first dose (Cmax1), the second dose
(Cmaxz), and over the first, second, third and fourth day (Cmaxdayi, Cmaxday2, Cmaxday3, and
Cmaxdays, respectively) and the entire therapy (Cmaxan); Minimal concentration after the first
dose (Cmin;) and over the entire therapy and (Cminan); Proportion (%) of time spent above a
given concentration threshold (for example, “T>1000" as the proportion of time spent above

1000 ng/mL).

Outcomes

The primary outcome analyzed was busulfan-associated VOD. VOD was diagnosed according to
modified Seattle criteria in both centers (19). Severity of VOD was assessed according to the

system of Bearman (20).

The secondary outcome was the engraftment at month 1. Chimerism >95% was considered as
full donor engraftment, donor chimerism >10 and <95% was considered as partial engraftment,

and graft rejection was defined as donor chimerism <10%.

Descriptive statistics and logistic regression analysis

First, the characteristics of patients with and without VOD were compared. The Chi-squared test
was used to compare categorical variables and the Student t-test or the Mann-Whitney U test was
used for continuous variables, as appropriate. All tests were two-tailed with statistical

significance set at 0.05.

Logistic regression analysis was performed to investigate the variables associated with VOD
occurrence. The tested variables were : all PK variables (as described above), patient

characteristics (sex, height, age, actual and ideal body weight, each tested as a continuous
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variable and as a binary variable with different cut-off values for age and weight), disease
characteristics (hematological malignant diseases, hemoglobinopathies, solid malignant diseases,
non-malignant diseases), graft characteristics (allo/autograft, number of mismatches, source of

cells) and conditioning drugs associated with busulfan.

A stepwise procedure was carried out. All variables were first tested in univariate logistic
regression. The statistical significance of the regression coefficient associated with each variable
was assessed using the Wald test. Variables with a p value <0.10 in the univariate analyses were
included in the multivariate model. A backward stepwise procedure was then applied. Only
variables associated with a p value <0.05 were retained in the final model. Adjusted odds ratios
(OR) and their associated 95% confidence intervals (CIs) were calculated. The final model was
chosen based on statistical results and predictive performance as assessed by receiver operating
characteristic (ROC) curve analysis of the final model. A similar procedure was applied to

analyze determinants of engraftment. All analyses were conducted using R software, version

3.3.2 (21).

Classification and regression tree analysis

Predictors of VOD were also assessed by using classification and regression tree (CART)
analysis. As the variable to be predicted (VOD) is a binary variable, a classification tree was
obtained. However, the conventional abbreviation CART will be used throughout the paper for

sake of clarity.

CART is a nonparametric, data mining and machine-learning approach. It is a binary recursive
partitioning technique, splitting predictors at nodes into two groups of maximum inner
homogeneity and between-group heterogeneity. The partitioning is done automatically through
all possible predictors and values in order to identify the most significant variables and the
optimal cut-off value for continuous variables at each node. CART was performed using the
Matlab software (version 2011b, The Mathworks, Natick, MA, USA). A total of 30 variables

were examined as potential predictors of VOD.
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The minimal number of observations per tree leaf was fixed at 30, i.e. about 10% of the
population sample size. Pruning was set to compute the full tree and the optimal sequence of
pruned subtrees. The Gini’s diversity index was used as criterion for optimal splitting. Ten-fold
cross-validations were performed to assess the misclassification cost of the tree and its standard

CITor.

Then, ROC curve analysis implemented in the Matlab software was carried out. The ROC curve
was defined as the plot of the true positive rate (sensitivity) versus the false positive rate (1 -
specificity) for classification by the classification tree. Ninety-five percent pointwise confidence
bounds for the AUC of the ROC curve were obtained by a bootstrap procedure (n = 1000
replicates). In addition, Fisher’s exact test was used to compare the rates of VOD between tree
leaves and derive OR associated with the node variable for the two strongest predictors. For

Fisher’s test, statistical significance was set at 0.05.
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Results
Patients, disease, and PK characteristics
Table 1 summarizes data from the 293 children according to VOD status.

Mean age was 6.5 years, mean body weight was 26.3 kg; 51 children weighed <9 kg. There were
more patients weighing < 9 kg in the VOD group (29.3%) than in the group without VOD
(13.3%, p<0.01). A graft obtained from a matched, unrelated donor was also more frequent in the
patients who developed VOD (32.0% versus 16.1%, p<0.01). Fifty-eight percent of patients
received cyclophosphamide as a companion conditioning drug and 77.8% of grafts used bone
marrow as stem cell source. No significant difference was observed in the use of VOD

prophylaxis with defibrotide between the two groups.

The mean number of dose changer per patient was 168 (57.3%) after the second dose. Among
them, 71 patients underwent a second dose change after the sixth dose (42.3%). The mean

(standard deviation) percent difference between first and last dose amounts was 8.6% (+13.9%).

Mean AUC; was 959 pumol/L.min and AUCcum was 16648 pmol/L.min, with a wide interpatient
variability (coefficient of variation of 42.8% and 17.0%, respectively). AUC; was significantly
higher in the VOD group (1155 pmol/L.min) as compared to patients without VOD (892
umol/L.min; p<0.01), as was Cmaxan (1670 versus 1384 ng/mL, p<0.01; Table 1).

VOD incidence and risk factors

The overall incidence of VOD was 25.6%, and it occurred after a mean interval of 15.5 days after
HSCT. Among the 58 patients with available data for VOD grade, 18 had grade 1 VOD (31.0%),
33 grade 2 (56.9%), and 7 grade 3 (12.1%).

Univariate logistic regression
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Univariate analysis found that age was associated with VOD occurrence, both as a continuous
variable (OR=0.95, p=0.054) and a binary variable (age < 1 year, OR=2.78, p=0.002, age < 3
years, OR=2.70, p < 0.001; age < 5 years, OR=2.17, p=0.005). Weight, considered as a binary
variable, was also associated with VOD occurrence (< 9 kg, OR=2.7, p=0.002). Having a severe
combined immunodeficiency or a lymphohistiocytosis (OR=1.79, p=0.09), and a conditioning
regimen containing etoposide (p=0.03, OR=6.08) were also associated with VOD. There was no
significant association between allograft, autograft or autologous HSCT and the occurrence of
VOD. Among PK variables, early exposure indices (AUC; : OR=1.42, p<107; AUC, : OR=1.25,
p<10"*) were significantly associated with VOD occurrence, whereas overall exposure (AUCcum)
was not. Maximal concentration-related variables (Cmax; : OR=3.19, p<I0?; Cmax, : OR=2.10,
p=0.08) and Cmaxan (OR=3.53, p=0.08) were significant or near-significant predictors of VOD.
The proportion of time spent above 1300 ng/mL (p=0.003, OR=2.05) was also found to be

associated with VOD occurrence.

Multivariate logistic regression

Four different models predicted VOD similarly. All included a PK variable related to the peak
concentration (Cmaxay or Cmaxi) and weight or age as binary variables (Table 2). This result is
not surprising considering that Cmax and Cmaxl1, as well as weight and age were highly

correlated.

As an example, Figure 1 shows the ROC curve corresponding to the model with the following
covariates : Cmax; and actual body weight (9 kg cut-off). The ROC curve AUC was 0.618 with a
positive predictive value (PPV) and a negative PV (NPV) of 92.3% and 77.5%, respectively.

CART analysis

The final classification tree of predictors of VOD is shown in Figure 2. The receiver Operating
Characteristic (ROC) curve associated with the classification tree-based prediction of busulfan-
induced VOD had an AUC of 0.76, significantly different from 0.50 (95% confidence bounds,
0.70 — 0.82 (Figure 3).
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The strongest predictor of VOD occurrence was the estimated maximal concentration of busulfan
over the entire therapy (Cmaxan), with a threshold estimated at 1.88 mg/L. Children with a
Cmaxan value over this threshold showed a significantly higher rate of VOD than children with
Cmaxan < 1.88 mg/L (63.3 versus 21.3%, p < 0.001). This difference corresponded to an
approximated 6-fold greater risk of VOD. In patients with Cmaxan < 1.88 mg/L, the second
predictor of VOD occurrence was height. Patients smaller than 74.8 cm had a significantly
greater rate of VOD than patients who were 74.8 cm tall or greater (39.0 versus 18.0%, p =
0.006). This height threshold was associated with an almost 3-fold difference in VOD risk
between the two sub-groups. In patients with Cmaxay < 1.88 mg/L and height > 74.8 cm, a
subtree was obtained with various predictors including Cmaxaay1, type of disease (hematological
malignancies versus other diseases), AUCcum, and Cmax,. It is noteworthy that various Cmax
indices were found as predictors of VOD in the tree leaves, with a somewhat surprising influence.
While Cmaxan was the strongest predictor of VOD in the entire population, with increased VOD
rate for values greater than the identified cut-off, the rates of VOD appeared to decrease for
Cmaxdayt and Cmaxo values greater than the identified cut-off of these two variables (1.43 and
1.10 mg/L, respectively) in some subpopulations of patients described by the tree. Investigation
of the observed rates of VOD as a function of Cmaxan found that the patients with the highest
Cmax values (median 1.79 mg/L) had the highest rate of VOD (43%) and that the patients with
the lowest Cmax values (median of 1.02 mg/L) had substantially greater VOD rate (26%) than
the three other groups of patients with intermediate Cmax values (VOD rates of 21, 19 and 19%,
respectively Figure 4).

Engraftment

Data from 154 patients were available for the analysis of engraftment outcome, all from the Lyon

center. Full engraftment occurred in 124 children (80.5%) at month 1.

In the univariate analysis, all the variables related to patient weight and age were correlated to
probability of success. In addition, hematological malignant disease (OR=16.95, p<I07), co-
administration of cyclophosphamide (OR=3.61, p=0.02) were also significantly associated with

success, whereas co-administration of fludarabine was significantly associated with non-
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engraftment (OR=0.24, p<I0?). Among PK parameters, only AUCcm was significantly
associated with engraftment (OR=1.06, p=0.007); whereas AUC;, AUC,, Cmax; and Cmaxan

were not.

In the multivariate analysis, AUCcum Was positively correlated (OR=1.0002, p=0.023) and non-
malignant disease negatively correlated (OR=0.17, p=0.0001) with engraftment. The linear

model was as follows :

logitp* = In D 184+ 0.00024 X AUC,yS — 1.73 X NMD"

* p = probability of engraftment

S Cumulative AUC over the entire therapy (umol/L.min)

® Nonmalignant disease as underlying disease

Regarding relative risks associated with these covariates, an increase of AUCi: of 1000
pmol/L.min over the entire conditioning (which would correspond to an increase of 62.5
umol/L.min/dose for a 16-dose procedure) was associated with an increase in the probability of
engraftment of 27%. As the same way, suffering from a non-malignant disease multiplies the risk

of non-engraftment by 5.64.
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Discussion

In this study, we aimed to examining variables associated with VOD, a major complication of
busulfan-containing drug regimen used for conditioning before HSCT in a large cohort of
children from two centers. A number of plasma exposure metrics could be examined, thanks to
Bayesian estimation of individual PK parameters based on a previously validated PK population

model. Two statistical approaches were used and the study has provided several important results.

The rate of VOD herein was somewhat similar to that found previously in other pediatric studies

(12,15,22-26). This confirms that VOD remains a frequent complication in HSCT children.

Previous studies focused on the cumulative AUC to study relationships between busulfan
exposure and both efficacy and toxicity outcomes. Here, we considered that different PK indices
could be independent determinants of each outcome. Indeed, our analysis confirms that the

determinants of VOD and engraftment may not be the same.

Regarding VOD, we found that maximal concentration of busulfan, but not the AUC, was a

significant predictor of this event, using two different statistical models.

Interestingly, the concentration-effect relationship appeared to be partly non-linear (U-shape)
with a lower risk of VOD for intermediate Cmax values and a greater risk for low and especially
high Cmax values. The CART analysis provided a Cmax cut-off of 1.88 mg/L associated with a
high risk of VOD, and nearly two-thirds of patients with a Cmax higher than 1.88 mg/L
developed VOD, all of grade 2 or 3. Although further research is necessary to confirm this
finding, this value may be used as a toxicity target (upper limit of Cmax) for busulfan therapeutic
drug monitoring (TDM). The other determinants of VOD were younger age, lower weight, and
lower height, depending on the model used. As these variables are highly correlated in children,
these findings are in agreement and confirm that the youngest children have a greater risk of

VOD.

The absence of a relationship between AUC and the occurrence of VOD suggests that AUC

should not be considered as the only PK index to be optimized in children.

The influence of Cmax on the occurrence of VOD raises questions about the optimal initial

dosing of busulfan. A high busulfan Cmax is more likely to occur after the first two doses, before
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TDM results are available. In addition, the weight-based dosage of busulfan currently
recommended has been designed to optimize the average AUC over the entire conditioning (27);
it has not been designed to prevent a potentially high initial Cmax. In the future, it may be
interesting to design dosage regimens of busulfan to optimize two different targets, the AUC for

efficacy and Cmax for toxicity.

The results also raise questions about the safety of an extended dosing interval for busulfan
administration. Based on the results of the present study, once-daily administration should result
in higher busulfan Cmax and increased rate of VOD compared with four-times daily dosage.
Among the eleven patients who received busulfan once or twice daily, VOD occurred in 9
children (81.8%) with a median Cmax of 3.3 mg/L. Data from the literature are, however,
conflicting on this point. No significant difference in VOD rates was found between four-times
daily versus once-daily intravenous busulfan in the study reported by Ryu et al.; however, 5 VOD
occurred in the “once-daily” group versus 3 with the classical administration scheme (28).
Moreover, this study was conducted only in adults and most of conditioning regimens combined
busulfan and fludarabine, which is considered to be less toxic than busulfan and
cyclophosphamide (29-34). In another study conducted in children, VOD occurred significantly
more frequently in the IV once-daily dosing group than in the oral four-times daily group : 11/30
versus 4/30 (OR = 3.76, p = 0.044) (35). Further research is required to assess the comparative

safety of various dosing schedule of IV busulfan in adults and children.

Regarding the secondary outcome, our results confirm the influence of cumulative AUC on
engraftment, which is consistent with many prior studies (10,11,36). Suffering from non-
malignant disease was also identified as a risk factor of non-engraftment. Non-malignant diseases
(severe combined immunodeficiency disease, severe aplastic anemia, adrenoleukodystrophy,
Niemann-pick disease, chronic granulomatous disease) mostly required fludarabine-based
conditioning regimens which is known to be less myeloablative than cyclophosphamide. This

could explain the poorer performance on engraftment.

This study has a number of limitations that one should take into account. First, we performed a

retrospective data analysis which has inherent biases. As suggested above, a controlled clinical
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study comparing various dosage designs of IV busulfan would help to confirm the relationship
between busulfan PK and VOD incidence. Moreover, PK data were sparse and obtained in
routine conditions. While the modeling approach used to estimate PK quantities has proven its
performance, a study with rich PK data would be useful to confirm the concentration-dependent

characteristic of VOD.

Overall, the results of the present study indicate that two PK indices may be relevant for busulfan
dosing and TDM in children : the AUC, which correlates with engraftment, and Cmax, which
appears to predict VOD risk. Although the concentration-dependent characteristic of VOD needs
to be clinically confirmed, these findings suggest that busulfan dosing regimens and TDM
practices may need to be revised in order to control those two objectives. A goal-oriented, model-

based dosing approach as developed by our group may be helpful in such task (18).
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Conclusion

Maximal concentration of IV busulfan was found to be a significant predictor of VOD in this
study; the Cmax should be kept below 1.88 mg/L to minimize VOD risk. The youngest children
showed the highest risk of VOD. Those results support the need for busulfan TDM and target-
oriented, model-based dosing approach to optimize both efficacy and safety of IV busulfan in this

special population.
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Tables.

Table 1. Patient characteristics

Patients with VOD Patients without | Statistics
(n = 75) VoD
(n=218)
Centre 1 / Centre 2 43/32 135/83 p=NS
Age (years), mean (min - max) 54(0.2-21) 6.9 (0.2 —20.7) p=0.599
Sex (M :F), n 42 /33 103/ 115 p=NS
ABW (kg), mean (min - max) 23.8 (4.6 —137.3) 27.1 (3.2 -120) p=NS
<9 kg, number (percentage) 22 (29.3) 29 (13.3) p=10.0015
Height (cm), mean (min - max) 101 (50 - 175) 109 (50 - 190) p=NS
Underlying disease, n (%)
Hematological malignant 31 (41.3) 94 (43.2) =NS
disease 9 (12) 35 (16.1) =NS
Hemoglobinopathies 12 (16) 33 (15.1) =NS
Solid malignant tumor 23 (30.7) 56 (25.7) p=NS
Non-malignant disease 4(5.3) 14 (6.4) p=NS
Thalassemia 5(6.7) 21 (9.6) p=NS
Sickle cell 11 (14.7) 26 (11.9) =NS
Neuroblastoma 12 (16.0) 21 (9.6) =NS
DICS / LHF
Conditioning, n (%)
Cyclophosphamide 42 (56.0) 127 (58.2) p=NS
Fludarabine 29 (38.7) 72 (33.0) p=NS
Melphalan 18 (24.0) 44 (20.2) p=NS
Thiotepan 6 (8.0) 18 (8.3) p=NS
Etoposide 4(5.3) 2(0.9) p=NS
Donor, n (%)
Matched sibling 18 (24) 76 (34.9) p=NS
Mismatched sibling 0() 3(14) p=NS
Matched unrelated 24 (32.0) 35 (16.1) p=0.0029
Mismatched unrelated 19 (25.3) 64 (29.3) p=NS
Autologous 14 (18.7) 40 (18.3) p=NS
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Source of graft, n (%)
Bone Marrow 51 (68.0) 135(61.9) p=NS
PBSC 17 (22.7) 45 (20.6) p=NS
Cord blood 7(9.3) 38 (17.4) p=NS
Use of prophylactic
- 5(6.7) 18 (8.3) p=NS
debifrotide, n (%)
PK variables, mean (min -
max)
_ 1155 (529 - 3361) 892 (483 — 2885) p=1.16.10"
AUC1 (pmol/L.min) 16648 (3429 — 23271) 16686 (7265 — 24546) p=NS
AUCeum (pmol/L.min) 1670 (590 — 3826) 1384 (901 — 3348) p=2.06.10°
Cmaxan (ng/mL)

NS : non significant
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Table 2. Final logistic regression models for VOD

Model Covariates AIC OR 95%ClL Equation
0 None 363 -
Cmaxi
2.54 1.37-4.70 i
1 (ng/mL) 315 logit(VOD)* = —1.78 + 0.351 X Cmax; + 0.74 X A3}
0.48 0.27-0.84
3 years of age
Cmaxall
2.88 1.53-5.43
2 (ng/mL) 313 logit(VOD)* = —2.23 + 1.056 X Cmax + 0.74 x A3}
0.47 0.27-0.84
3 years of age
Cmaxi
2.85 1.55-5.24
3 (ng/mL) 317 logit(VOD)* = —2.48 + 1.047 x Cmax; + 0.87 X Wyyg"
2.20 1.12-4.29
9kg
Cmaxal
3.16 1.69 —5.92
4 (ng/mL) 314.8 logit(VOD)* = —3.96 + 0.558 X Cmax + 0.09 X Woy,"
ok 2.17 1.11-4.26
g

* logit(VOD)* = In(p/1-p) with p = probability of VOD

§ A3, =1 ifage <3 years, 0 otherwise

#Woig = 1 if body weight < 9kg, 0 otherwise

AIC : Akaike information criterion

OR : odds ratio

95%CI : 95% confidence interval

Cmax,; : maximal concentration over the entire therapy

Cmax; : maximal concentration after the first dose

VOD : veno-occlusive disease
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Figures.
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Figure 1. Receiver Operating Characteristic (ROC) curve of the Cmax; and ABW final model.
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Figure 2 : Classification tree of predictors of busulfan-induced veno-occlusive disease

Abbreviations : Cmaxal, estimated busulfan maximal concentration over the entire therapy,
Cmax,, estimated busulfan maximal concentration after the second dose, Cmaxgay1, estimated

busulfan maximal concentration over the first day of therapy, VOD, veno-occlusive disease.
Comparison of VOD proportion between opposite tree leaves (Fisher exact test)
*OR=6.3(95% CI, 2.7-15.7),p <0.001

®OR =2.9(95% CI, 1.3 - 6.3), p=0.006
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Figure 3. Receiver Operating Characteristic (ROC) curve associated with the classification
tree-based prediction of busulfan-induced veno-occlusive disease. The black solid line is the
estimated ROC curve, the dotted lines are 95% bootstrap confidence bounds. The area under

the curve (AUC) is 0.76 (95% CI, 0.70 — 0.82)
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Figure 4. Rate of busulfan-induced veno-occlusive disease (VOD) as a function of estimated
busulfan maximal concentration over the entire therapy (Cmax). Each bar represents the
observed frequency of VOD in groups of ascending busulfan Cmax. All groups have the same
size (n = 58), except the highest Cmax group (n = 61). The x label shows the (min-max) and

median values of busulfan Cmax for each group.
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Discussion

La MVO est la principale complication du conditionnement de greffe de CSH chez I’enfant. 11
est désormais admis que le busulfan est un facteur de risque certain, mais que d’autres
variables rentrent également en compte dans sa survenue!’’. Le STP du busulfan est basé sur
I’atteinte de I’intervalle cible d’AUC 900 - 1500 umol.min/L, les deux bornes de cet intervalle
étant supposément corrélées, pour la borne inférieure, a la prise de greffe et le risque de
rechute, et pour la borne supérieure, au risque de MVO. Une analyse de la littérature,
notamment depuis la commercialisation de la forme IV, et de nos données rétrospectives
suggerent que la survenue de la MVO n’est pas associée a une AUC supra-thérapeutique.
Nous avons recherché les déterminants de la survenue de MVO, en examinant en particulier
divers indices PK (I’AUC moyen sur tout le conditionnement, I’AUC apres la premiere dose,
la concentration maximum, minimum, le temps passé au dessus de certaines valeurs de

concentrations seuils), dans une large cohorte rétrospective.

Parmi les 293 patients inclus de deux différentes cohortes, le modele PK précédemment

décrit'® nous a permis d’obtenir différents paramétres PK autres que I’AUC classiquement
utilisé. On voit ici au passage 1’intérét de la modélisation dans ce type d’étude qui permet de
fournir des données non-directement mesurées comme la concentration maximale et minimale

de busulfan.

Le résultat principal est que la Cmax du busulfan, et non ’AUC, était un prédicteur
significatif de la survenue de la MVO, avec une valeur 1,88 mg/l a un surcroit de risque
maximum. A notre connaissance, c¢’est la premicre fois qu’un lien établi entre la concentration
maximale du busulfan et la toxicité par MVO est établi, et qu’une valeur seuil de Cmax

associée a un risque toxique est identifice.

D’autres variables ont été également été significativement corrélées a la MVO et inclus dans
le modéle logistique multivarié, a savoir 1’age et le poids. Les plus jeunes enfants ont un

risque accru de MV O par rapport au plus agés, indépendamment des concentrations atteintes.

Par ailleurs, comme la littérature abondante 1’indiquait déja, la prise de greffe est apparue

corrélée a I’AUC.
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Ces résultats mettent donc en avant la possibilit¢ que deux critéres PK différents puissent
définir I’efficacité et la toxicité du busulfan Bien que d’autres études devront €tre menées
pour confirmer ces résultats, notre étude suggere de considérer désormais pour le STP du

busulfan une cible de Cmax a ne pas dépasser pour limiter le risque de MVO.

Ce travail pose également la question de la gestion du risque toxique lors du choix de la dose
initiale La posologie du fabricant et celles alternatives proposées par de nombreux travaux ont
¢té uniquement congues pour atteindre I’AUC cible, pas pour contrdler la Cmax. La survenue
d’une forte concentration maximale des les premicres doses est possible, et peut conduire a un
risque accru de MVO d’apres nos résultats. Ce risque pourrait ne pas étre réduit par le STP et
I’adaptation posologique contrairement a I’AUC cumulée, si les Iésions de MVO sont déja

produites.

De nouveaux schémas posologiques congus pour contrdler a la fois ’AUC et la Cmax
semblent donc a développer pour optimiser davantage I’efficacité et la sécurité des

conditionnements de greffe de CSH a base de busulfan.

La place des nouveaux schémas d’administration du busulfan IV, plus souvent utilisés chez
I’adulte que chez I’enfant, avec une seule administration quotidienne au lieu de quatre est
¢galement a investiguer de plus pres. En effet, la dose étant quatre fois supérieure, la
probabilit¢ d’obtenir une Cmax élevée potentiellement toxique est augmentée, ce que

suggérent notre étude et certaines données publiées'’!!72,
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DISCUSSION GENERALE

Le busulfan est aujourd’hui fréquemment utilis€¢ dans les protocoles de conditionnement de
greffe de CSH en pédiatrie, notamment du fait de la toxicité des conditionnements a base
d’ICT. Le busulfan est un médicament a marge thérapeutique étroite avec une forte variabilité
PK interindividuelle. Le principal risque i€ a son utilisation est la MVO hépatique, également
appelé syndrome d’obstruction sinusoidal, qui touche prés de 20% des enfants traités et
jusqu’a 60% pour les enfants a haut risque*®. Depuis le début des années 2000, une nouvelle
formulation IV du busulfan a permis de réduire significativement la variabilité PK par rapport
a la forme orale utilisée auparavant. Cependant, 1’incidence des toxicités ne diminue pas et le
risque de rejet de greffe et de rechute est toujours une problématique majeure dans la prise en

charge de ces pathologies.

Le STP est recommandé pour pouvoir controler 1’exposition plasmatique du busulfan et
adapter les doses suivantes si besoin et semble justifi¢ par les relations PK/PD établies. De
nombreuses ¢tudes ont démontré I’intérét de contrdler cette exposition plasmatique en ciblant
une AUC entre 900 et 1500 umol.min/L. En effet, la probabilité de non prise de greffe est
étroitement corrélée avec une exposition inférieure a 900 umol.min/L'2%!22123 alors que la
toxicité a été reliée a une surexposition en busulfan!!’"11%173 Cependant, aucune étude depuis
la commercialisation de la forme IV n’a mis en évidence une corrélation nette entre des AUC

supérieures & 1500 umol.min/L et la survenue de la MV(Q!22:125.139.141.168

Le contrdle de 1’exposition au busulfan est donc devenu un objectif majeur dans la prise en
charge des conditionnements de greffe. Le choix de la premiere dose est primordial étant
donné la courte durée de traitement (4 jours). La posologie recommandée par le fabricant du
busulfan IV est basée sur un travail de modélisation de Nguyen et al. de 2004 décrivant cing
niveaux de doses qui permettent normalement, en fonction du poids de 1’enfant, de maximiser
la probabilité d’atteindre 1’intervalle cible d’AUC!**. Beaucoup d’études montrent que
Iatteinte de cet intervalle cible d’AUC cible reste un challenge!**!4*142 Depuis ce travail de
N’Guyen et al., de nombreuses équipes ont publi¢ des études PK de population du busulfan en
pédiatrie et proposé des méthodes alternatives de calcul de posologie®!-126-128.168174.175
Cependant, peu ou pas d’études ont remis en cause la cible elle-méme, ni n’ont validé les

performances de leur modele pour I’adaptation posologique. Enfin la MVO et des

déterminants PK n’ont jamais été spécifiquement considérés.
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Dans ce travail, nous avions pour objectif d’optimiser la prise en charge des enfants
recevant un conditionnement par busulfan IV pour une greffe de CSH en étudiant les
relations entre I’exposition du busulfan et ses effets thérapeutiques et toxiques au moyen
de la modélisation PK. Les problématiques étaient diverses et comprenaient notamment
le choix de la dose initiale, ’amélioration du suivi thérapeutique et de ’adaptation
posologique a P’aide de la modélisation et la détermination de critéres et de cibles
pertinents pour effectuer ce suivi, avec pour finalité une optimisation de la prise de

greffe et la prévention de la toxicité.

Historiquement, une forte expérience du STP Bayésien existe a Lyon, a 'THOP, que ce soit
pour le busulfan mais également pour d’autres médicaments a marge thérapeutique étroite
utilisés chez les patients atteints de pathologies malignes ou non (immunosuppresseurs, anti-
infectieux). Dans le cas précis du busulfan, prés de 150 patients ont été traités au sein de
I’IHOP entre 2006 et 2014 pour un conditionnement de greffe de CSH. Plusieurs travaux ont
déja apporté la preuve de I’apport du STP dans la prise en charge par busulfan, notamment les
études de McCune et al.”* et de Bleyzac et al.'>>!5176 démontrant un impact direct sur la

toxicité et la réussite de la greffe.

Malgré cette pratique répandue du STP du busulfan et le nombre de publications a ce sujet,

des questions cliniques et méthodologiques subsistent.

- Premicrement, le STP est utilisé de fagon hétérogene selon les centres. La question de
la systématisation du STP pour tous les enfants traités se pose, le fabricant du busulfan
ne le recommandant que pour les enfants avec un poids inférieur a 9 kg'¥.

- Deuxi¢mement, la question de ’intervalle cible sur lequel le STP se base, 900 — 1500
pumol.min/L, est-il optimal ?

- Ensuite, la question de la méthodologie est également centrale. Certains centres se
basent encore sur une analyse non compartimentale avec des prélévements multiples

alors que d’autres utilisent les méthodes Bayésiennes.

- Peut-on améliorer ’atteinte de la cible sans dosage, notamment pour la dose initiale ?
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- Enfin, la toxicité par MVO persiste malgré le contrdle de I’AUC, y-a-t-il d’autre

déterminants PK a celle-ci ?

Ce travail de thése a donc eu pour objectif de répondre ou d’apporter la matiére scientifique
pour répondre a ces problématiques. Toutes ces questions sont a 1’origine de nos travaux,
effectués d’une part a I'IHOP avec toute I’expérience de leur équipe médicale et
pharmaceutique sur [’utilisation du busulfan et du STP, mais également en étroite
collaboration avec le laboratoire de pharmacocinétique appliquée du Children’s Hospital de

Los Angeles au sein duquel j’ai pu effectuer une partie de mon travail au cours d’un stage.

Nos travaux ont donc débuté par une analyse des données rétrospectives d’utilisation du
busulfan chez les enfants pris en charge a ’IHOP. Le premier point qui a pu étre mis en avant
dans ce travail était la confirmation de 1’apport du STP pour Iatteinte de I’intervalle cible!”’.
En effet, plus de 90% des patients ont obtenu une AUC dans la cible conventionnelle, résultat
supérieur aux €tudes publiées ou cette atteinte se situe plus aux alentours de 75% sans STP
mais avec seulement I’utilisation d’une posologie initiale basée sur la
modélisation!?+125:141.169.174 "1 >importance du STP est donc démontré, étant donné que sans
I’utilisation de ce dernier, un quart des patients traités aurait été sous ou surdosé sur
I’ensemble du conditionnement (en dehors de I’intervalle cible). Ces patients ayant nécéssité

un ajustement de dose n’avaient pas de spécificités significatives relatives a leur poids, leur

age ou leur pathologie, indiquant donc que tous les enfants devraient bénéficier du STP.

L’autre questionnement a I’origine de ce travail était celui sur le choix de cet intervalle cible.
Cet intervalle est basé sur des études publiées avec les années 2000 avec une utilisation du
busulfan par voie orale notamment!'!"-120:167.173 et est repris continuellement dans tous les
articles publiés sans jamais le remettre en question. Nous avons donc comparé les résultats
cliniques, tant du point de vue de la prise de greffe que de celui de la toxicité, des patients
ayant une AUC au plus prés de la médiane de I’intervalle cible (correspondant a notre
intervalle cible locale 980 - 1250 umol.min/L) a ceux ayant une AUC située a I’extérieur de
cet intervalle cible restreint mais toujours entre les bornes 900 — 1500 umol.min/L. Il n’a pas

pu étre mis en évidence de différence significative entre ces deux groupes de patients. La
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cible, et la précision avec laquelle elle est atteinte n’a donc pas I’influence escomptée dans la
prise de greffe et I’incidence de la MVO. Cibler un intervalle plus restreint n’améliore donc

pas le devenir clinique'”’.

Nous avons également objectivé, a 1’aide de cette cohorte rétrospective de patients traités dans
notre centre, I’impression existante qu'un STP efficace, maximisant la proportion de patients
avec un AUC dans I’intervalle cible, ne suffisait pas a réduire 1’incidence de la MVO. Malgré
un intervalle cible atteint, I’incidence de la MVO n’était pas inférieure a celle retrouvée dans
la littérature. En effet, la majorité¢ des patients ayant développé une MVO dans notre étude
avaient une AUC comprise dans I’intervalle cible recommandé¢ et aucune relation statistique
n’a pu étre mis en avant entre la valeur de I’AUC et la MVO. La MVO n’est donc pas
corrélée a I’AUC!"7. Ce premier travail confirme donc le questionnement a la base du projet
initial auquel les futurs travaux devront répondre: est-il possible d’améliorer le STP ? La cible

est-elle optimale pour la toxicité ?

Le second travail concernait le développement et de la validation d’une méthode Bayésienne
non-paramétrique compléte. Cette approche non-paramétrique a donc été utilisée a la fois
pour le développement d’un modéle PK de population ainsi que pour le développement d’un
modele de détermination de la dose initiale, faisant 1’originalité de nos travaux. Le modele PK
non-paramétrique construit sur les données issues de deux cohortes d’enfants traités par
busulafn IV (IHOP et Children’s Hospital of Los Angeles)!®' était décrit de fagcon mono-
compartimental (et donc deux parametres PK, le volume de distribution et la constante
d’élimination) et 29 points de supports. Ces 29 points de support représentent 29 valeurs
possibles de ces parametres PK, associées chacunes a une probabilité. L autre originalité de ce
modele est la relation des covariables, age et poids, avec les parmaetres PK, avec notamment
une relation polynomiale pour la covariable age reflétant la maturation physiologique des

organes chez I’enfant et donc la variation de la valeur de ces paramétres avec le temps.

Les performances du modele ont été vérifies en prédisant avec une grande précision les
concentrations de busulfan chez 120 enfants non inclus dans la construction du modéle. De
plus, les performances de ce modele ont été validées au regard d’une méthode de référence. 11
a permis de simuler plusieurs stratégies de prélévements sanguins afin d’optimiser la
précision du calcul de I’AUC: nous avons montré qu’une stratégie avec seulement deux points

combinée a 1’algorithme non-paramétrique apportait d’aussi bons résultats que les stratégies
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utilisées jusqu’alors utilisant entre 6 et 9 prélevements. Ce modele PK, basé sur 1’approche
non-paramétrique améliore donc la faisabilité du STP : le nombre de prélévements sanguins a
effectuer chez I’enfant est significativement réduit, et la précision dans I’estimation de I’AUC

et dans I’adaptation posologique est meilleure.

Le STP permet donc, avec 1’adaptation Bayésienne des doses basée sur un modéle PK
performant, d’améliorer 1’atteinte de I’intervalle cible d’AUC. Afin de poursuivre cette idée
d’optimisation de I’atteinte de la cible, I’'idée de concevoir une méthode exclusivement dédiée
a cet effet sans dosage (notamment pour la dose initiale) était la suite logique de notre
réflexion. Tout comme le STP, la détermination de la premiere dose a donner a I’enfant est
¢galement basée sur une approche paramétrique. En effet, le modele PK de population est
sous-jacent dans la posologie préconisée par le fabriquant!*>. Bien que ce soit une dose en
fonction du poids de ’enfant, elle est basée sur le modéle PK paramétrique de Nguyen et al.
ayant déterminé les différents niveaux de dose selon la relation log-linéaire entre le poids le la

clairance d’élimination du busulfan'?*.

Cela comprend donc les mémes limites, a savoir qu'une valeur ponctuelle de la clairance
d’¢limination estimée pour un patient en vue de calculer la posologie initiale optimale pour
atteindre la cible, qui elle-méme ne peut étre qu’une valeur ponctuelle (la plupart du temps la
médiane de I’intervalle cible). La connaissance du modeéle non-paramétrique et de ses
propriétés (discrétisation de la distribution, prise en compte de toute la variabilité PK) couplée
a une cible représentée par un intervalle, c’est-a-dire plusieurs valeurs cibles possibles
encadrées par deux bornes, nous ont donc permis de développer ce modéle original de
détermination de la dose a priori. Cette approche avait déja été abordée par D’ Argenio et al.
qui avait appliqué cette théorie du controle stochastique a la problématique du ciblage d’un
intervalle cible d’exposition d’un médicament en travaillant sur le téniposide, molécule
anciennement utilisée en cancérologie!’®. Notre étude fiit cependant la premiére en tant
qu’application sur des données PK réelles issues de patients. Notre méthode s’articule autour
de I’idée que n’importe quelle valeur d’AUC comprise dans ’intervalle possede la méme
probabilité d’étre liée a un événement clinique donné (efficacité, toxicité). Elle s’oppose a
I’approche traditionnelle (paramétrique) qui est de cibler la médiane de D’intervalle en

espérant que 1’exposition sera distribuée de fagon homogene autour de cette médiane.
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Les résultats de ce travail montrent trois points importants. Premi¢rement, cette méthode
permet la détermination de la dose individuelle a priori en prenant en compte toute la
variabilit¢ PK de la molécule. Ensuite, les performances dans 1’atteinte de I’intervalle cible
sont meilleures que celles des approches classiques: la proportion de patients avec une AUC
dans la cible est plus grande et ce dés les premicres doses. Cette notion de vitesse d’atteinte de
I’intervalle cible est trés importante, notamment dans la problématique de I’utilisation du
busulfan. En effet, le conditionnement par busulfan ne dure que quatre jours. Les
prélévements sanguins, leur envoi au laboratoire de pharmacologie, le dosage puis le rendu
des résultats entrainent une adaptation posologique seulement possible pour la troisiéme dose,
c’est-a-dire 12h apres I’initiation du traitement. S’assurer une probabilité maximale que la
dose initiale choisie entraine une AUC dans I’intervalle cible est donc une aide significative
pour le clinicien. Ces résultats doivent tout de méme étre mis en regard des autres méthodes
de détermination de la dose a priori qui, elles, étaient élaborées dans 1’objectif d’atteindre
I’intervalle cible d’AUC moyenne sur I’ensemble du conditionnement. Un autre résulat
important de cette étude est la distribution homogeéne des AUC en dehors de I’intervalle sans
tendance particuli¢re et sans valeurs aberrantes. Enfin ce travail ouvre de belles perspectives
tant au niveau de son application sur d’autres molécules, qu’a sa souplesse d’utilisation.
Toutes les molécules dont la cible PK est définie par un intervalle peuvent donc se voir définir
une dose initiale a partir de cette approche, la condition prélable étant la construction d’un
mode¢le PK non-paramétrique pour connaitre 1’information a priori issue de la population. On
peut prendre I’exemple de la ciclosporine, un immunosuppresseur utilisé¢ dans la prévention
de la GVH post-allogreffe de CSH. Chez I’adulte comme chez 1’enfant, un intervalle cible est
recommand¢é afin de maximiser I’immunosuppression nécessaire a la prise de greffe tout en
évitant la GVH. Un autre exemple est la vancomycine, antibiotique de choix pour les
infections a staphylocoques, possede une cible de concentrations résiduelles entre 15 et 20

mg/1179

afin d’avoir une action bactéricide tout en évitant la néphrotoxicité. Outre son
application sur d’autres molécules, la capacité de pouvoir cibler un ensemble de cible permet
¢galement d’ajuster I’intervalle cible a souhait et de privilégier pour le clinicien la probabilité

de ne pas étre toxique, ou au contraire 1’efficacité comme objectif majeur.

La derniére partie de ce travail de thése aborde la problématique de la toxicité et les relations
entre la PK du busulfan et la MVO. Lors du STP, on cherche a maintenir une AUC moyenne

sur I’ensemble du conditionnement entre 900 et 1500 umol.min/L. Cependant, I’AUC
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moyenne ne refléte pas systématiquement une possible surexposition ponctuelle (sur une ou
deux doses par exemple) notamment du fait du STP et de sa capacité a équilibrer la valeur
moyenne de I’AUC sur I’ensemble du conditionnement. Les profils PK individuels
(fluctuations des concentrations au cours du temps) peuvent étre complétement différents d’un
patient a I’autre en ayant pourtant la méme AUC moyenne dans I’intervalle cible. Nous nous

sommes donc questionnés sur la pertinence I’AUC comme parametre a cibler.

Dans un premier temps, le mécanisme propre d’une toxicité médicamenteuse peut amener a
penser qu’'une lésion induite par ce médicament peut étre la conséquence d’une surexposition
ponctuelle, et donc non d’une exposition moyenne sur plusieurs jours. De nombreux
médicaments ont ce type de mécanisme d’action toxique. L’approche consistant donc a
obtenir une AUC moyenne dans la cible peut étre discutable. De plus, une analyse
bibliographique nous a permis de confirmer 1’absence de relation AUC — MVO pour le

Vl 17,120,167,173

busulfan I , confirmée également par notre étude initiale montrant que tous les

patients ayant subi une MVO avaient une AUC moyenne dans I’intervalle cible!”’.

Le résultat principal était que la Cmax du busulfan, et non ’AUC, représentait donc un
prédicteur significatif de la survenue de la MVO. En revanche, la prise de greffe est bien
corrélée a I’AUC moyenne sur I’ensemble du conditionnement ce qui rend encore plus
important le réle du STP pour cette molécule: s’assurer une exposition moyenne dans

I’intervalle cible tout en évitant des concentrations sanguines trop ¢levées.

La série de travaux publiée dans le cadre de cette thése a permis de remettre en question
beaucoup de principes relatifs a 1’utilisation du busulfan dans le conditionnement de greffe de
CSH. Bien que de trés nombreuses ¢tudes soient régulierement publiées sur cette molécule,
peu apportent quelque chose de novateur et sont seulement publiés de « nouveaux » modeles
PK de population et de « nouvelles » recommandations de doses initiales, toutes basées sur la
méme approche. Notre approche s’est au contraire basée sur une méthodologie novatrice.
L’approche non-paramétrique nous a apporté des outils différents et qui se sont montrés plus
efficaces et plus pertinents dans le domaine du suivi thérapeutique, du choix de la premicre
dose jusqu’a ’adaptation de ces doses durant le traitement du patient, afin de maximiser ses
chances d’étre dans la cible. La remise en question du choix de la cible était également
nécessaire dans le questionnement du STP du busulfan. Les seuls travaux a ce sujet portaient

sur des valeurs plus ou moins différentes des bornes de I’intervalle. Nous nous sommes
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intéressés a la possibilité que d’autres marqueurs pouvaient étre prédictifs et avons mis en
avant que deux cibles devaient étre pris en compte pour I’optimisation du STP du busulfan :

I’AUC moyenne et la Cmax.

\

Cependant, de nombreuses questions restent a explorer concernant I’optimisation du
conditionnement de greffe. La PK du busulfan doit encore étre étudiée, notamment sa
variabilité intra-individuelle. En effet nos travaux ont permis de décrire la variabilité
interindividuelle, c’est-a-dire la différence dans les concentrations mesurées chez différents
patients recevant la méme dose (expliquée par les covariables d’intérét en grande partie),
cependant demeure la problématique des variations de concentrations et d’AUC chez un
méme patient au cours du temps : les paramétres PK d’un patient peuvent se modifier et ce

malgré la faible durée du traitement par busulfan!%7-180-181,

Enfin, autre point trés important a investiguer est I’intérét du STP des autres cytotoxiques.
Le busulfan est toujours utilisé en association dans les conditionnements de greffe, les
molécules les plus utilisées étant le cyclophosphamide et la fludarabine. Pour une prise en
charge optimale, la totalité¢ de la stratégie thérapeutique doit étre alors prise en compte. Pour
le cas précis de la MVO par exemple, le cyclophosphamide est un facteur de risque que 1’on
peut retrouver dans la littérature*>3673165 tout comme I’état hépatique pré-conditionnement de
I’enfant et les mutations génotypiques portant sur les enzymes de métabolisation du
busulfan'®*7184, Pareillement, la prise de greffe et la prévention du rejet sont étroitement liées
au busulfan, a sa PK, mais également aux autres molécules utilisées. L’¢tude de la PK de ses
autres médicaments et des relations PK — efficacité / toxicité permettraient un STP optimal
dans la prise en charge du médicament chez I’enfant conditionné pour une greffe de CSH. Des

études ont déja présenté des résultats sur les relations entre la PK du cyclophosphamide!®18¢,

187-190 191

de la fludarabine ou de I’étoposide’” avec leur effet ou leur toxicit¢ dans le

conditionnement de greffe de CSH.
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CONCLUSION

La greffe de cellules souches hématopoiétique est parfois le seul traitement curatif pour des
enfants atteints d’hémopathies malignes, d’hémoglobinopathies, de déficits immunitaires ou
de certaines tumeurs solides. La réalisation de cette greffe nécessite un conditionnement avec
I’utilisation du busulfan, un cytotoxique myéloablatif avec une forte variabilité
pharmacocinétique et une marge thérapeutique étroite. Sa toxicité principale, la maladie
veino-occlusive hépatique, est responsable d’une morbi-mortalité conséquente. La mise en
place d’un suivi thérapeutique basé sur les informations pharmacocinétiques moyennes de la
population pédiatrique ainsi que sur les informations propres au patient, résultats de dosages
plasmatiques du busulfan, permettent de maintenir 1’exposition au busulfan dans un intervalle
cible optimal pour assurer la prise de greffe et limiter la toxicité. Cependant, 1’incidence de

cette toxicité reste conséquente et le suivi thérapeutique suboptimal.

Dans ce travail, nous avons présenté¢ une approche de modélisation pharmacocinétique de
population originale, basée sur une méthode non paramétrique. Notre travail initial a mis en
¢vidence d’une part 1’apport du suivi thérapeutique dans I’amélioration de [’atteinte de
I’intervalle cible et d’autre part I’absence de relation entre I’atteinte de cette cible et la
survenue de la maladie veino-occlusive. Dans un second travail, un mod¢le
pharmacocinétique de population a été développé. C’est le premier modele validé pour le
suivi thérapeutique Bayésien du busulfan et disponible sur un logiciel d’adaptation
posologique. Il a également permis de faciliter le suivi thérapeutique en minimisant le nombre
de prélevements sanguins nécessaire a une estimation précise de I’exposition au busulfan. Ce
modele a ensuite été utilisé pour développer un modele de détermination de la dose initiale.
Contrairement aux approches classiques fondées sur des modeles, ’ensemble de la variabilité
pharmacocinétique a pu étre pris en compte grace a [’approche non paramétrique.
L’originalité de ce travail résulte dans la capacité a cibler un intervalle cible d’exposition, et
non pas une valeur cible unique. Ce modele posséde des applications larges pour la
détermination de la dose a priori pour le busulfan (individualisation de I’intervalle et de la
valeur des bornes selon les caractéristiques propres du patient) mais également pour de
nombreuses molécules pour lesquelles une cible pharmacocinétique a ét¢ définie par un
intervalle. Enfin, un mode¢le pharmacocinétique — pharmacodynamique a été élaboré afin

d’établir les relations entre divers critéres pharmacocinétiques et la survenue de la maladie
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veino-occlusive. Ce travail nous a permis de confirmer I’AUC comme marqueur de
I’exposition prédictif de la prise de greffe, mais a surtout mis en avant un nouveau marqueur
de la toxicité, la concentration maximale. Ces résultats modifient donc la fagon d’effectuer le
suivi thérapeutique en prenant en compte deux critéres pharmacocinétiques dans

I’optimisation du conditionnement de greffe.
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1. Annexe 1. Communication affichée au congrés EBMT 2015

Should all the pediatric HSCT patients benefit from busulfan

therapeutic drug monitoring? Experience on a large cohort

M. Philippel, S. Goutelle?, J. Guitton3, Y. Bertrand, N. Bleyzac! Q ot intermeey e s Acians. toman

en Pharmacie des Hopitaux de Lyon »

1Pharmacy Department, Pediatric Hematology and Oncology Unit, IHOP, France ; 2Pharmacy Department, Groupement hospitalier de gériatrie, Lyon, France ;
3Chemotherapy Targeting in Oncology Laboratory, Hospices Civils de Lyon ; “Transplantation Unit, Pediatric Hematology and Oncology Unit, IHOP, Lyon, France.

Introduction ‘

Busulfan (Bu) used prior to hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) presents a narrow therapeutic index: low drug
exposure is associated with increased risk of graft rejection or relapse, and high drug exposure with toxicity (in particular
veno-occlusive disease VOD). Therapeutic drug monitoring (TDM) and dose adjustment to achieve a target of area under the
concentration-time curve (AUC) of 900 to 1500 uM.min has been shown to improve the outcome.

The aim of this study was to assess the impact of Bu TDM in a large cohort of children.

Materials and methods ‘

142 HSCT corresponding to 138 patients receiving IV Bu 4 times a day for 4 days were analyzed. The first dose was adjusted
to the patients’ body weight (BW) as recommended by Bu manufacturer!. | <okg | 9-16kg | 16-23kg | 23-3akg | >34kg |
Two blood samples were drawn 2.5h and 4.5h after the first dose. | 1.0mg/kg | 1.2mg/kg | 1.1me/kg | 0.95 me/ke | 0.8 me/kg |
Afterwards, Bu PK parameter values (one-compartment model) and AUC were estimated by using Bayesian estimation
implemented in the USC-PACK software? and were used to predict future Bu plasma levels, subsequent individual AUC and to
calculate the doses needed to reach the target AUC range.

The main clinical endpoints were engraftment (full engraftment if donor chimerism > 95%) and occurrence of VOD. Event-
free survival (EFS) and overall survival (OS) after HSCT were evaluated for patients with a follow up of at least 6 months

Results

Bu AUC were within the AUC target range in 68% of children after the first dose and the mean predicted AUC for the 16 doses
would have been in the target range in 74.8% of children if the initial dose was maintained.

Bu dose adjustment was performed in 54.9% of patients, whatever were the weight and pathology. At least one dose
adjustment higher than 30% was necessary in each weight and pathology group. Dose individualization increased the
probability to achieve the AUC target to 91% after the 16 doses (p<0.001). Achieving the target in thalassemia patients
(75%) was less easy than other (92.3%, p=0.047).

Patients characteristics

% Achievement of AUC target range (% below ; % above)

Follow up (months) , median (range) 54 (9 —104)
Age, mean (range) 6.5 (0.2-21) 67.6(29.5;2.9)
Weight, mean (range) 23.6 (3.2-87) Mean predicted AUC for | Without TDM 74.8"(18.0;7.2)
<O, () 2B (57 the 16 doses \ With TDM 90.8'(7.8; 1.4) |
Allogeneic HSCT, no (%) 88 +: p<0.001 Chi-2 Pearson test
Autologous HSCT, no (%) 12
Underlying disease (%) Mean busulfan AUC/dose (pg/mL.h) of total course
Hematological malignant diseases 51 (£ standard deviation)
Non malignant diseases 21 b Yes No
Solid malignant tumors 12
Hemoglobinopathies = 142 4.62(0.55) 4.51(0.70)
115 4.58 (0.59) 4.55 (1.05)

) o .
Full engraftment occurred in 80.1% of children, @ 440(057) 457 (0.71)

while 4.3% experienced rejection.
EFS was 88.5% and OS was 92%.

*Number of evaluable patients; §Student's t-test; TRelapse post full or partial engraftment

VOD occurred in 26 patients (18.3%), none of e et e e R S

whom showed a Bu AUC less than 1500 pM.min. Risk factor of VOD Relative Risk 1Cosy,
Hematological malignant diseases 1.43 [0.3-6.9]
In multivariate Cox regression analysis, BW <9kg Non malignant tumors 0.45 [0.1-3.2]
was found to influence the onset of VOD. Hemoglobinopathies 2.94 [0.5-16.5]
No correlation was found between Bu AUC and | Weight < 9 kg 33 [1.1-10.6] |
VOD occurrence. AUCtot within target range 1.82 [0.7-4.9]
Conclusion ‘

This study confirms the importance of TDM and PK-based dose individualization for safe and effective Bu use prior to HSCT
for all children and not only a restricted population as usually done. However, further research is necessary to identify a PK
criterion linked more specifically than AUC with VOD.

1 Nguyen et al. Bone Marrow Transplant 2004;33(10):979-87.
2 Laboratory of Applied Pharmacokinetics. USC* Pack P.C. University of Southern California, School of Medicine, Los Angeles, CA, 1995.
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P40
OPTIMISATION DE LA DOSE INITIALE DE BUSULFAN EN ONCO-HEMATOLOGIE PEDIATRIQUE:

UNE NOUVELLE METHODE AUGMENTANT LE NOMBRE DE PATIENTS DANS LA CIBLE
THERAPEUTIQUE

Michael Philippe’?, Nathalie Bleyzac?, Yves Bertrand!, Michael Neely*4, Sylvain Goutelle?>

1nstitut d'Hématologie et d'Oncologie Pédiatrique, Lyon; 2UMR CNRS 5558 - Equipe et lisation des Effets Thér i 3Laboratory of applied pharmacokinetics;
4Children's Hospital of Los Angeles, Los Angeles, Etats-unis; SGroupement hospitalier de gériatrie, Hopital Pierre Garraud, Hospices Civils de Lyon

Introduction

Le busulfan IV est largement utilisé comme agent myélo-ablatif dans le conditionnement des greffes de cellules souches
hématopoiétiques chez I'enfant. C’est un médicament a marge thérapeutique étroite, dont I'exposition quantifiée par I'aire sous la
courbe des concentrations en fonction du temps (AUC) doit étre comprise entre 900 et 1500 uM.min/dose. UAgence Européenne du
Médicament (EMA) propose un nomogramme pour le calcul de la dose initiale du busulfan IV en fonction du poids de I'enfant, fondé sur
une étude pharmacocinétique (PK) de population [1]. Plusieurs travaux ont mis en évidence que ce schéma posologique ne permettait
d’atteindre l'intervalle cible que chez une proportion limitée de patients [2,3]. Ces études ont proposé d’autres schémas posologiques
fondés sur de nouveaux modeéles PK de population, mais aucune méthode n’a été spécialement congue pour optimiser le pourcentage de
patients dans I'intervalle cible d’AUC.

L'objectif de ce travail est de mettre au point et d’évaluer une nouvelle méthode PK de calcul de la dose initiale de busulfan chez
I’enfant, spécialement congue pour maximiser la probabilité d’atteinte de I'intervalle cible d’AUC.

Matériel et Méthodes ‘

- Méthode basée sur un modéle PK non-paramétrique de population du busulfan R I N . N

développé par Neely et al. chez I'enfant [4]. ,*’ | | { |

Juin 2006 — Mars 2015: 163 enfants (dge= 6.2 + 5.4 ans, poids idéal=22.7 + 16.6 kg) % ‘ ‘ ‘ “ | ¥z l H ‘ H |
Pathologies malignes / non malignes S (RN TR T i N

@ Calcul des paramétres individuels par méthode Bayésienne KeS / VS

des é PK par 31 valeurs discrétes associées a leur

@ Pour 1 patient donné (age/poids) et chaque dose testée (de 0.5 a 2 mg/kg, pas=0.01) Dose optimale individuelle (OPT dose)

- 31 valeurs possible de KeS / VS associée a la probabilité maximale
- 31 profils de concentrations possibles - Associés a 1 probabilité d’atteindre I'intervalle cible dAUC apres:
- 31 AUC possibles - La 1®edose (AUC1)
@ - La2%me dose (AUC2)
Pour chaque dose = Calcul de la probabilité a priori que 'AUC soit dans I'intervalle cible - Laderniere dose (AUC16)

@ Simulations

Les AUC individuelles aprés 1, 2 et 16 doses ont été simulées pour les 163 patients en utilisant les parameétres PK individuels
estimés dans la 1% étape pour chacune des 4 méthodes de détermination de la 1% dose suivantes:

1) OPT dose 2) dose EMA [1] 3) Modele PK de Paci [2] 4) Modeéle PK de McCune [3]

Les différentes AUC calculées ont ensuite été comparées a l'intervalle cible 900 - 1500 pM.min

La différence de pourcentage d’atteinte de I'AUC cible entre les méthodes a été évaluée a I'aide du test de Chi-2.

Résultats ‘

Table 1. Patients’ characteristics (n=163)

La dose moyenne OPT permettant d’atteindre I'intervalle cible était de 1.49 mg/kg o T e
(min — max: 1.22 - 1.92) pour 'AUC1, de 1.37 mg/kg (1.08 — 1.76) pour 'AUC2 et [y, 209/165/32-596
de 1.16 mg/kg (0.84 — 1.73) pour '’AUC16. En moyenne, la dose OPT était 29.2% 30 (18.4%)
supérieure aux autres méthodes pour I'AUC1, 22.9% supérieure pour 'AUC2 et
8:3% supérieurs pour FAUC1S. ans
Table 2. AUC target range attainment —
'
1% Dose % Inside % Below % Above % Inside % Below % Above %Inside % Below % Above 12(7.)
opPT 76.1* 104 135  761* 104 135 74.9* 9.8 153 E 8(4.9)
“ 417 58.3 0 515 46.6 1.8 64.4 31.9 3.7 6(37)
362 63.8 0 515 47.9 0.6 58.9 362 4.9 (23}

MAC 46.6 53.4 0 60.1 38.0 1.8 68.7 24.5 6.8 ABW, actual body weight; IBW, ideal body weight; AML, acute myeloid leukemia; ALL, acute
. lymphoblastic leukemia; MDS, myelodysplastic syndrome; SCID, severe combined
p<0.01 immunodeficiency; SAA, severe aplastic anemia.

Quelque soit la cible choisie (AUC1, AUC2 ou AUC16), la dose OPT calculée a partir de ce nouveau modeéle permet d’atteindre de maniere
significative I'intervalle cible dans une plus grande proportion.

Conclusion

Une méthode originale de calcul de la dose initiale de busulfan utilisant un modéle non-paramétrique a été spécialement développée
pour optimiser I'atteinte de I'intervalle cible d’AUC du busulfan en onco-hématologie pédiatrique. D’apres les simulations effectuées, cette
approche permet d’augmenter significativement la proportion d’atteinte de la cible et d’atteindre celle-ci plus rapidement en comparaison
a la dose recommandée par le fabricant et celles dérivées d’autres modeles PK. Cette méthode permettrait également d’optimiser
I'atteinte de la cible sur la totalité du conditionnement, dans le cas oU un suivi thérapeutique n’est pas réalisé (AUC16). Ce travail étant
basé principalement sur des simulations, I'intérét de la méthode reste a valider de maniére prospective par une étude clinique.

1 Nguyen et al. Bone Marrow Transplant 2004;33(10):979-87; 2 Paci et al. Ther Drug Monit 2012;34:198-208
3 Mc Cune et al. Clinical Cancer Research 2013;20(3):754-63; * Neely et al. ACCP 2014 Annual Meeting

15eme congres de la Société Frangaise de Greffe de Moelle et de Thérapie Cellulaire, 18 — 20 Novembre 2015 — Clermont Ferrand, France
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Maximal concentration of intravenous
busulfan is a determinant of veino-occlusive

EBMI( disease in bone marrow transplanted children

Michaél Philippe’, Michael Neely?, Teresa Rushing?, Yves Bertrand',
Nathalie Bleyzac', Sylvain Goutelle?

1 Institute of Pediatric Hematology and Oncology, Lyon, France.

2 Laboratory of Applied Pharmacokinetics and Bioinformatics University of Southern California Children's Hospital Los
Angeles, Los Angeles, USA.

INTRODUCTION

Veno-occlusive disease (VOD) is a potentially fatal adverse event caused by intravenous (IV) busulfan used in bone marrow
transplantation (BMT) conditioning. The objective of this study was to identify determinants of VOD in children treated by IV busulfan.?

Marrow Transplantation

PATIENTS AND METHODS

This was a retrospective analysis of data collected in 293 children from two BMT centers over 10 years. VOD was diagnosed according to
modified Seattle criteria.

Individual pharmacokinetic data, including busulfan area under the concentration-time curve (AUC) and maximal concentration (Cmax)
were estimated in all children by using a validated Bayesian approach [1].

We examined the relationships between the occurrence of VOD and available data in a learning (n=243 patients) and validation set (n=50
patients) obtained by random splitting.

Logistic regression was used as a continuous statistical model. In addition, we used classification and regression tree (CART) analysis, a
machine learning and binary partitioning technique, to identify determinants of VOD and their optimal cut-off values. The predictive
performance of variables within both models was assessed by statistical tests and receiver operating characteristics (ROC) curve analysis.

RESULTS

178 children were treated at the Institute of Pediatric g::)mple
Hematology and Oncology of Lyon and 115 at the

Children’s Hospital of Los Angeles. Age (u % sd) 6.4+58 72%57 6.5+5.7

RN

Most of them received busulfan as 16 doses divided ABW (it sd) 26.0+221 27.2+234 262223
every 6 hours over 4 days (96%). Only 11 children
received busulfan once daily. <9 kg (%) 18.5% 12% 17.4%

Malignant disease 57.2% 60% 57.7%
Median AUC was 69.8 mg.h/L (16.3 — 100.6) and Cmax

was 1350 ng/ml (590 — 3830). VoD 25.5% 26% 25.6%

The overall incidence of VOD was 26.2%. In the learning sample, the final logistic regression model included two variables associated
with VOD: an ideal body weight (IBW) < 9kg (OR=2.30) and busulfan Cmax over the entire conditioning (OR=3.25).
This model had a ROC curve AUC of 0.618, a positive predictive value (PPV) and a negative PV (NPV) of 90% and 77.3% respectively.
In the validation set, this model showed similar results: ROC AUC of 0.612, a PPV of 100% and a NPV 77.1%.

Cmax—day1

< 2000 ng/mL > 2000 ng/mL
/ \
/ \

xx% : probability of / \ The CART analysis identified 12 binary variables predictive of VOD in the learning
vop w;_"za% Q set. The three strongest predictors of VOD were :
Height 90% - Cmax 2 2000 ng/ml on the first day of therapy (OR = 30)
< 75}5 cm > 755 cm - Height<75.5cm (OR =3.1)
,;9% \ - Use of cyclophosphamide in the conditioning (OR = 10.5).
Lzﬁj 2%
Conditioning / Cyclophosphamide The AUC of the ROC curve associated with this predictive tree was 0.89 in the
YES NO learning set and 0.63 in the validation set.
b TR g
7% CONCLUSION

Maximal concentration of IV busulfan is a significant predictor of VOD in BMT children. Those results support the need for busulfan therapeutic drug
monitoring and target-oriented dosing approach [2].

REFERENCES

[1] M. Neely et al. Accurately achieving target busulfan exposure in children and adolescents with very limited sampling and the BestDose software. Ther Drug Monit. 2016
Jun;38(3):332-42.

[2] M.Phillippe et al. A Nonparametric Method to Optimize Initial Drug Dosing and Attainment of a Target Exposure Interval: Concepts and Application to Busulfan in Pediatrics.
Clin Pharmacokinet. 2017;56: 435.
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