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l. Présentation du sujet

A. Les syndromes myélodysplasiques

Les syndromes myelodysplasiques (SMD) sont des affections clonales de la cellule souche
hématopoiétique (CSH). Ils sont caractérisés par une hématopoiése inefficace avec des
anomalies de maturation et une apoptose excessive responsable de cytopénies périphériques et
de dysplasies des précurseurs médullaires. Les SMD évoluent pour 30 % d’entre eux en
leucémie aigué myéloide (LAM) (1).

1. Epidémiologie

Les SMD représentent la 4°™ hémopathie maligne la plus fréquente en France, avec plus de
4000 nouveaux cas en 2012 selon le rapport de I’'INCa. Il s’agit d’une pathologie du sujet agé
avec une médiane d’age au diagnostic de 70 ans. L’incidence dans la population générale est
estimée a 4 /100 000 habitants /an en Europe mais explose apres 75 ans a 40-50 /100 000
habitants (2). Alors que la majorité des SMD se développent de novo, on objective des
facteurs de risque de développement d’un SMD dans environ 20 % des cas. Parmi ces facteurs
de risque, on retient :

-Les antécédents familiaux d’hémopathies malignes et notamment de SMD/LAM.

-Les mutations constitutionnelles de genes impliqués dans le contrdle de 1’hématopoiese
(CEBPA, RUNX1, GATA2) et le maintien des téloméres (TERT et TERC)

-Certaines pathologies : 1’hémoglobinurie paroxystique nocturne, 1’anémie de Fanconi, la
trisomie 21, la neurofibromatose.

-L’exposition a certains agents toxiques: [’intoxication tabagique, 1’exposition
professionnelle au benzéne et autres solvants organiques, les radiations ionisantes
accidentelles ou thérapeutiques, ainsi que ’exposition a des agents cytotoxiques pour le
traitement de diverses pathologies, essentiellement malignes (3). Le traitement des
lymphomes hodgkinien et non hodgkinien est particulierement reconnu comme responsable
de développement secondaire d’'un SMD/LAM, surtout suite au traitement intensif avec
autogreffe de CSH. Les agents majoritairement responsables sont les alkylants, les analogues
nucléosidiques et les inhibiteurs des topoisomérases. L’incidence des SMD/LAM secondaires
a la chimiothérapie conventionnelle pour le traitement d’un lymphome (hodgkinien et non-
hodgkinien) est de 0,8 a 6,3 % a 20 ans, avec un age meédian de survenue de 3 a 5 ans. Suite a
une intensification thérapeutique et autogreffe, 1’incidence de SMD/LAM est de 1,1 a 24,3 %
a 5 ans avec un délai médian de survenue post autogreffe de 12 a 24 mois (4,5).

2. Description historique

La premiere description clinique de SMD semble dater de 1900, avec la description par von
Leube d’un cas d’anémie évoluant vers une leucémie aigué. En 1926, di Guglielmo publie une
série de patients présentant une anémie avec érythromyélémie, et décrit le syndrome di
Guglielmo qui contient des cas d’érythroleucémies avec état pré-leucémique (6). En 1938,
Rhoads et Barker publient le suivi d’une cohorte de 100 patients présentant une anémie
réfractaire (7), par opposition aux anémies pernicieuses répondant a un régime a base
d’extraits de foie. Parmi cette cohorte d’anémies réfractaires, 60 % présentaient une anémie
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réfractaire primaire, parmi lesquelles on pourrait identifier des myélofibroses, des leucémies
aigués, des aplasies médullaires et des cas d’anémie réfractaire avec une moelle osseuse riche.
Par la suite, de nombreuses descriptions d’anémie réfractaire ont été publiés, avec ou sans
sidéroblastes au myélogramme ou exceés de blastes. Les nombreuses publications décrivent
des entités différentes mais présentant des similitudes, notamment sur la présence de
cytopénies avec des signes dysplasiques au myélogramme et 1’évolution vers une leucémie

aigueé (8).

L’utilisation du terme syndrome myélodysplasique ou syndrome dysmyélopoiétique date de
1976 avec 1’établissement de la classification Franco-Américano-Britannique (FAB) des
leucémies aigués (9).

3. Physiopathologie des syndromes myélodysplasiques

La physiopathologie des syndromes myélodysplasiques est complexe. Elle implique des
perturbations de la niche hématopoiétique avec une composante immunologique ainsi que des
anomalies génétiques et épigénétiques de la cellule souche hématopoiétique. La Figure 1
résume la physiopathologie des SMD.

| Immune attack | ‘ Environmental exposure ‘ | Ageing | ‘ Radiotherapy and chemotherapy ‘
(Micro-) environmental changes Somatic gene mutations Epigenetic changes Combined haploinsufficiency
(Osteoblast dysfunction?), (Epigenetic requlators, spliceosome  [—  (Promoter methylation) [4— (Interstitial deletion)
immune derequlation genes)

| | |
g .

Clonal expansion Increased progenitor apoptaosis,
cells /

\ differentiation defect
Mesenchymal cells R ‘. ’ \
Tk

Clonal selection
(zadditional genetic lesions)

MDS-initiating | > MDS progenitors Cytopenias

Risk of progression to AML

Figure 1: Physiopathologie des syndromes myélodysplasiques (3).

Modifications génétiques et épigénétiques lies a 1’age, dans la cellule souche hématopoiétique (HSC) responsable d’une
prolifération oligoclonale avec défaut de différenciation. Exces d’apoptose des progéniteurs myéloides. Modifications du
microenvironnement et immunitaires contribuant au défaut de différenciation. MDS=syndrome myélodysplasique ;
AML=leucémie aigué myéloblastique.

Le microenvironnement médullaire est impliqué dans le développement des SMD. On
retiendra le role des cellules souches mésenchymateuses (10) qui forment le stroma
médullaire et la niche hématopoiétique et confere aux cellules souches (CSH ou cellules
tumorales) leurs propriétés de quiescence et d’auto-renouvellement (11) ainsi que
I’acquisition d’anomalies cytogénétiques (11,12).
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Les MDSC (myeloid-derived suppressor cells), cellules myéloides immatures décrites surtout
dans le microenvironnement tumoral, sont aussi décrites dans les SMD. Elles ont des
propriétés immunosuppressives des lymphocytes T (LT) (10) et des cellules NK, ce qui
diminue la surveillance immunitaire anti tumorale. Elles ont aussi un effet pro-apoptotiques
sur les progéniteurs myéloides par I’intermédiaire de la production de cytokines anti-
inflammatoires (IL-10 et TGF- ) (13,14) et peuvent induire une instabilité chromosomique
par la production de radicaux libres oxygénés (15).

Les SMD sont associés a une dysimmunité (16). Des études décrivent une lymphopénie T
CD4+ et des anomalies fonctionnelles des cellules NK (32,33). Parmi les LT CD4+, il est
constaté une diminution des lymphocytes T-régulateurs (T-rég) CD4*CD25™" FoxP3" et une
augmentation des LT CD4+ de profile Thl17 (18) dans les SMD de faible risque. Cette
répartition serait responsable des manifestations auto-immunes (19-22). Une augmentation
des T-rég par rapport aux Th17 dans les SMD de haut risque, est responsable d’une tolérance
immunitaire des cellules hématopoiétiques en transformation (23). Ainsi, les SMD sont
fréguemment associés a certaines maladies systémiques, comme la polychondrite atrophiante
secondaire ou non a un auto-anticorps anti-collagéne, les arthrites séronégatives et les
vascularites cutanées (19,24). De plus, les SMD semblent associée aux maladies
inflammatoires chroniques de 1’intestin (maladie de Crohn et rectocolite hémorragique) (25).
La composante immunologique est particulierement vraie dans les SMD associés a un clone
HPN (hémoglobinurie paroxystique nocturne) et les SMD a forme hypoplasique associée au
HLA-DR15 et a une trisomie 8, sont généralement réfractaires a un traitement par agents
stimulant I’érythropoiése (ASE), mais répondent a un traitement immunosuppresseur actif sur
les LT. Les cytopénies sont dans ces cas liées a une inhibition du GM-CSF mediée par les LT
(26). Le sérum anti-lymphocytaire (SAL) de cheval permet une correction des cytopénies
dans ces cas de SMD (19) en modifiant le répertoire de LT a la faveur d’une expansion
polyclonale des LT a la place du clone auto-réactif (27). Le sérotype HLA-DR15 est
fréquemment associ¢ a ’AR et est un facteur prédictif de bonne réponse au traitement
immunosuppresseur (28).

Les SMD ont des anomalies caryotypiques connues depuis des décennies et plus récemment
des anomalies moléculaires de genes intéressant de nombreuses voies cellulaires, non visibles
a I’examen cytogénétique classique, ainsi que des anomalies de la régulation épigénétique de
I’expression de certains génes.

Tout d’abord, les anomalies cytogénétiques ont un impact pronostic majeur. Elles permettent
de classer les SMD, de prédire 1’évolution vers une LAM ainsi que la survie globale (29,30).
L’analyse cytogénétique permet d’identifier des anomalies caryotypiques dans 40 a 50 % des
SMD. Contrairement aux LAM, ou les translocations équilibrées sont fréquentes, les
anomales caryotypiques des SMD sont plutét des gains ou des pertes de matériel (3). Les plus
fréquentes sont les délétions du bras long du chromosome 5 (del(5q)). Lorsqu’elle est isolée,
la del(5q) est associé a un bon pronostic, de méme que la del(20q) objectivée dans 1 a 2 % des
SMD (31). Les autres anomalies fréquentes sont la monosomie 7 et la del(7q), le gain de
chromosome 8 (trisomie 8) et la del(17p) (délétion du bras court du chromosome 17). Les
caryotypes complexes sont de mauvais pronostic, ils sont caractérisés par la présence d’au
moins 3 anomalies cytogénetiques et sont fréquemment associés aux SMD secondaires a un
traitement cytotoxique ou a un exces de blaste médullaire (32). Les SMD sont caractérisés par
des anomalies moléculaires impliquées dans la signalisation cellulaire et la régulation de
I’expression génique (33).
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L’explosion des techniques de biologie moléculaire a permis de mettre en évidence de
nombreuses mutations récurrentes dans les SMD. Ces mutations interviennent sur différents
génes.

1/ Les génes codant pour des facteurs de transcription (TP53, ETV6 ou RUNX1). Le géne
suppresseur de tumeur TP53 est muté dans environ 10 % des SMD et plus fréquemment dans
les SMD secondaires et confére un mauvais pronostique a la maladie (33-35). le géne ETV6
(ou TEL), facteur transcriptionnel, anti-oncogéne, est délété dans environ 10 % des LAM et
des SMD (36)(37). On observe des mutations du facteur de transcription RUNX1 dans environ
20 % des SMD (33).

2/ Les génes de régulation épigenétique. On retiendra la régulation de la méthylation
(DNMT3A), I’hydroxy-methylation (TET2, IDH1, IDH2) ou des modifications des histones
(EZH2, UTX, ASXL1). Ces mutations peuvent provoquer un gain de fonction (IDH1, IDH2)
ou bien une perte de fonction (TET2, ASXL1). Il en résulte une modification globale de
I’expression génomique et une augmentation de I’instabilité génomique a 1’origine de
I’évolution des SMD vers une LAM. L’hyper-méthylation de certains génes est considérée
comme un élément fondamental expliquant la physiopathologie de la maladie. Ces mutations
ne sont pas spécifiques des SMD et peuvent se rencontrer dans d’autres néoplasies myéloides.
Le géne ASXL1 code pour un régulateur épigénétique activateur et inhibiteur. Il est muté dans
10 & 20 % des SMD et jusqu’a prés de 50 % dans les SMD évoluées, type AREB2 (33,38,39).
Les autres genes de régulation épigénétiques impliqués dans le développement et la
progression des SMD sont les genes TET2, 15 a 25 % des mutations somatiques impliquées
dans les SMD (33,40) et dont la mutation un facteur prédictif de bonne réponse au traitement
par agents hypométhylants (41,42) ; le géne DNMT3A, muté dans 5 a 10 % des SMD et
responsable d’une surméthylation des génes suppresseurs de tumeur (40) ; les genes IDH1/2
(isocitrate déshydrogénase), mutés dans 1 a 12 % des SMD (39,40) ; les génes BCOR et
BCORL1, corépresseurs de BCL6 et des corépresseurs transcriptionnels, sont retrouvées
mutés respectivement dans environ 4% et 1% des SMD et sont impliquées dans la
progression de la maladie mais ne constituent pas des mutations initiatrices des SMD (43) ;

3/ Les genes de 1’épissage. Les techniques de NGS (new generation sequencing) ont permis
de mettre en évidence les mutations des genes de I’épissage dans les SMD avec une
spécificité importante dans les SMD par rapport aux autres hémopathies et notamment les
LAM de novo et avec une représentation de ces mutations dans pres de 50 % des SMD (et de
85 % dans les ARS) (44). Les genes les plus fréquemment mutés sont SF3B1 (environ 15 %),
SRSF2 (10 %), ZRSR2 (10 %), U2AF35 (5 %) et dans une moindre mesure, les génes SF3A1,
PRPF40B, U2AF65, SF1 (entre 0,5 et 2 %) (44,45). Tous ces genes participent a la
maturation des ARNm en réalisant 1’épissage du transcrit primaire, ce sont des composants du
spliceosome. Contrairement aux autres mutations, celles impliquant la machinerie du
spliceosome sont hautement caractéristiques des pathologies avec une composante
myélodysplasique.

4/ Enfin, on observe parfois une surexpression du gene EVI1, impliqué dans la différenciation
myéloide (33), dans prés de 30 % des SMD (46), anomalie de pronostic défavorable.

Les mutations des genes de la voie MAPK, principalement des mutations de RAS, dans
environ 15 % des SMD, mais également des autres acteurs de la voie MAPK comme BRAF
(33,47). Bien que la mutation V167F de JAK2 soit caractéristigue des syndromes
myeloprolifératifs non BCR-ABL, des mutations de JAK2 sont retrouvées dans environ 5 %
des SMD (33). Les mutations inactivatrices du géne CBL sont objectivées dans 1 % des SMD
et sont responsables d’une hypersensibilité aux cytokines comme SCF, IL-3, TPO, FLT3-
ligand (33,39).
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4.  Diagnostic des syndromes myélodysplasiques

Le diagnostic de SMD est évoqué devant des signes cliniques liés aux cytopénies (3) : dans
90 % des cas un syndrome anémique, le syndrome hémorragique, et la majoration du risque
infectieux plus particuliecrement bactérien, du fait d’une neutropathie (diminution des
capacités de phagocytose, de la bactéricidie par une diminution de production d’ion
superoxyde et des granules cytotoxiques (diminution d’élastase, de métalloprotéinases, de
myéloperoxydase), mais également du chimiotactisme par diminution des récepteurs
membranaires et des molécules d’adhésion) (20). Ces manifestations cliniques sont d’autant
plus évocatrices qu’elles sont chroniques et d’installation progressive. Le diagnostic positif
repose sur la biologie avec en premiére ligne la cytologie sanguine et médullaire et 1’étude
cytogénétique et de biologie moléculaire. Les examens considérés comme obligatoires par le
groupe francophone des myélodysplasies (GFM) pour le diagnostic positif, diagnostic
différentiel et bilan initial, sont I’hémogramme avec réticulocytes et frottis sanguin, le
myeélogramme avec étude cytologique et cytochimique et le caryotype médullaire, ainsi que
d’autres paramétres sanguins comme le dosage de la ferritine, la recherche de diagnostic
différentiel, le phénotypage érythrocytaire et le typage HLA pour les sujets jeunes (48).

L’hémogramme avec le taux de réticulocytes et I’analyse du frottis sanguin permet une
évaluation quantitative et qualitative des différentes lignées. Ces examens permettent une
détermination du nombre de cytopénies et la caractérisation de 1’anémie, ils permettent de
rechercher également la présence de blastes, les signes dysplasiques sur les différentes lignées
et de déterminer le nombre de monocytes circulants. Le myélogramme par aspiration
médullaire permet d’évaluer la richesse médullaire, le pourcentage de blastes et de
sidéroblastes en couronne grace a la coloration de Perls, et d’apprécier les dysplasies apres
coloration du frottis médullaire au May-Grunwald Giemsa (au moins 10 % de dysplasie pour
affirmer un SMD). La Figure 2 résume les principales anomalies cytologiques des SMD
observées sur I’examen du myélogramme. Contrairement a de nombreux pays, ou le recours a
la biopsie ostéo-médullaire (BOM) est recommandé et nécessaire au diagnostic de SMD, en
France, la BOM n’est recommandée qu’en cas de diagnostic difficile avec une moelle pauvre
a I’aspiration, en cas de doute diagnostic avec une aplasie médullaire ou une myélofibrose.
L’aspiration médullaire permet d’étudier le caryotype en analysant au moins 20 mitoses. En
cas d’échec, le recours a la FISH (fluorescent in situ hybridization) permet de rechercher les
anomalies cytogénétiques récurrentes dans les SMD avec une implication pronostic,
notamment des monosomies 5q isolées, inversion 3g, monosomie 7 et trisomie 8 et les
caryotypes complexes présentant plus de 3 anomalies.
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Figure 2: Anomalies morphologiques observées a I'examen cytologique du myélogramme au cours des syndromes

myélodysplasiques (49).

En haut, dysplasies observée sur la lignée érythroide avec une hyperplasie, une polynucléation, une pycnose nucléaire, une
lobulation nucléaire, un feuilletage cytoplasmique, un aspect de sidéroblaste. Au milieu, dysplasies de la lignée
mégacaryocytaire avec des micromégacaryocytes, des anomalies nucléaires. En bas, dysplasies de la lignée granuleuse avec
un aspect pseudo-Pelger des précurseurs neutrophiles, des noyaux rubanés, une hypogranulation et la présence de

myéloblastes.

D’autres explorations sanguines sont nécessaires au diagnostic de SMD, afin d’écarter un
diagnostic différentiel et afin d’optimiser la prise en charge des patients. Ces explorations sont
résumées dans le Tableau 1. 1l est recommandé d’inclure les données clinico-biologiques des
patients dans le registre national des SMD, avec le consentement écrit des patients (50).
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Catégorie Test spécifique
Hématologie Numération formule sanguine avec
examen du frottis sanguin
Réticulocytes
Biochimie Bilan vitaminique (B9/B12)
Bilan ferrique
LDH
Bilirubine
Haptoglobine
CRP
Transaminase
PAL
Albumine
Acide urique
Créatinine
Electrophorése des protéines sériques
B2-microglobuline
Bilan thyroidien
Electrophorese de 1’hémoglobine
Virologie Sérologie HIV, B19 et CMV
AgHbs et sérologie Hépatite C chez
patient avec soutien transfusionnel
Autres Recherche d’hémoglobinurie
paroxystique nocturne

Dans le cas de criteres insuffisants pour le diagnostic de SMD : caryotype normal, dysplasie
médullaire inférieure a 10 % des cellules d’une lignée, cytopénies a la limite supérieure des
seuils et en dehors de toute autre cause de cytopénie ; on définit les ICUS (ldiopathic
Cytopenia of Undetermined Significance) ou en dehors de toute autre cause de dysplasie, les
IDUS (ldiopathic Dysplasia of Undetermined Significance) (53).

Le diagnostic de myélodysplasie selon les critéres cytologiques est opérateur dépendant, tant
au niveau des signes dysplasiques que de la quantification du pourcentage de cellules
dysplasiques dans chaque lignée et la quantification du pourcentage de blastes médullaires.
Ainsi, I'immunophénotypage des cellules médullaires a été étudié pour contribuer au
diagnostic de SMD (54). L’ immunophénotypage par cytométrie en flux (CMF) est intéressant
pour la standardisation du diagnostic de SMD mais sa mise en ceuvre est encore difficile du
fait de 1’absence de panel d’anticorps validé et standardisé. Cependant, des scores
diagnostiques ont été décrits tel que le score d’Ogata (55) revisité (56) ; le RED-score pour
I’étude de la dysérythropoiése par CMF (57) ; le score pronostic FCSS de 1’équipe de Wells et
al. permettant de caractériser les anomalies cytomorphologiques et phénotypiques rencontrés
dans les SMD afin d’aider au diagnostic et de classer les myélodysplasies dans 3 groupes a
risques différents (58).

5. Classification des syndromes myélodysplasiques

La classification des SMD repose sur la classification OMS 2008 revisitée (59) et récemment
revisitée avec la classification OMS 2016 (60).

En 1976, la classification FAB des leucémies aigués décrit les syndromes myelodysplasiques
comme étant des pathologies pré-leucémiques. Cette premiére classification différencie
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I’AREB (anémie réfractaire avec excés de blaste) et la LMMC (leucémie myélomonocytaire
chronique) (9). En 1982, la premiére classification FAB dédiée a la myélodysplasie décrit de
nouvelles entités: anémie réfractaire (AR), AR avec sidéroblastes en couronne (RARS =
refractory anemia with ring sideroblast) et AREB en transformation (AREB-t) avec 20 a
30 % de blastes médullaires (61). En 2001, la premiere classification OMS 2001 redéfinit les
AREB et AREB-t en AREB-1 (avec 5 a 9 % de blastes medullaires) en AREB-2 (avec 10 a
19 % de blastes médullaire), la LAM étant définit par la présence d’au moins 20 % de blastes
médullaires. Apparaissent également dans cette classification : les cytopénies réfractaires avec
dysplasiec multilignée (CRDM) et temporairement 1’entit¢é CRDM avec sidéroblastes en
couronne (CRDM-SC) qui disparait de la classification suivante, les SMD inclassables et les
SMD associees a une délétion 5q isolée (62). La classification OMS 2008 revisitée est
actuellement la plus couramment utilisée. Elle inclue I’AR dans I’entité cytopénie réfractaire
avec dysplasie unilignée (CRDU) avec la thrombopénie réfractaire et la neutropénie
réfractaire (TR et NR). Le Tableau 2 décrit la classification OMS 2008 et les caractéristiques
médullaires et sanguines des différentes entités. La nouvelle classification OMS 2016 reclasse
les SMD en SMD avec dysplasie d’une seule lignée, SMD avec dysplasie multilignée, SMD
avec sidéroblastes en couronne avec dysplasie d’une seule lignée ou avec dysplasie
multilignée, SMD avec délétion 5q isolée, SMD avec exces de blaste 1 et 2 selon la blastose
médullaire, SMD inclassables (avec 1 % de blastes périphériques ; avec dysplasie d’une seule
lignée et pancytopénie; définit par les anomalies cytogénétiques) et I’entité provisoire
cytopénie réfractaire de 1’enfant (60).

Les SMD sont caractérisées par le risque évolutif en LAM. En 1997, Greenberg propose le
score pronostic IPSS pour classer les SMD selon leur niveau de risque. On distingue ainsi les
SMD de faibles risques (IPSS faible et intermédiaire-1) des SMD de haut risque (IPSS
intermédiaire-2 et élevé) a partir de la blastose médullaire, du nombre de cytopénies et du
caryotype (caryotype de bon pronostic, pronostic intermédiaire, mauvais pronostic). Alors que
la survie médiane des patients avec une SMD de faible risque est de 3,5 a 5,7 ans et le délai
médian de transformation aigué de 3,3 a 9,4 ans, pour les SMD de haut risque, la survie
médiane et le délai médian de transformation aigué est respectivement de 0,4 a 1,2 ans et de
0,2 a 1,1 ans (29). En 2012, le score pronostic est revisité en IPSS-R en distinguant les
anomalies cytogénétiques en 5 sous-groupes de pronostic différents, la blastose médullaire
avec 3 seuils différents (2, 5 et 10 % de blastes) et les données de I’hémogramme. Le score
IPSS-R classe les patients en 5 sous-groupes de risques différents (30). Actuellement, le score
IPSS reste le plus couramment utilisé, notamment dans les protocoles cliniques. Les Tableau
3 et Tableau 4 décrivent le score IPSS et le pronostic selon le score IPSS et le Tableau 5, le
score IPSS-R.
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Tableau 2: Classification OMS 2008 revisitée des syndromes myélodysplasiques et caractéristiques périphériques et
médullaires d’apreés Vardiman et al. (59).

Catégories

Caractéristiques sanguines

Caractéristiques médullaires

Cytopénie réfractaire avec dysplasie
unilignée (CRDU)

Anémie réfractaire avec sidéroblastes
en couronne (ARS)

Cytopénie réfractaires avec dysplasie
multilignée (CRDM)
Anémie réfractaire avec excés de

blastes de type 1 (AREB-1)

Anémie réfractaire avec exces de
blastes de type 2 (AREB-2)

Syndrome myélodysplasique

inclassable (SMD-I)

Syndrome myélodysplasique associé a
une délétion 5q isolée (syndrome 5g-)

Cytopénie unique ou bicytopénie.

Absence ou rares blastes (<1 %)*

Anémie
Absence de blastes

Cytopénie(s)

Absence ou rares blastes (<1 %)?
Absence de corps d’Auer
Monocytes < 1G/L

Cytopénie(s)

<5 % de blastes®
Absence de corps d’Auer
Monocytes < 1G/L
Cytopénie(s)

5-19 % de blastes

Corps d’Auer+/-®
Monocytes < 1G/L
Cytopénies

<1 % de blastes?

Anémie

Taux de plaquettes normal ou
augmenté

Absence ou rares blastes (<1 %)

Dysplasie unilignée : > 10 % des
cellules d’une lignée myéloide

<5 % de blastes

< 15 % de sidéroblastes en couronne
> 15 % de sidéroblastes en couronne
Dysplasie de la lignée érythroblastique
uniguement

< 5 % de blastes

Dysplasie > 10 % sur > 2 lignées
(neutrophile et/ou érythroblastique
et/ou mégacaryocytaire)

<5% de blastes

Absence de corps d’Auer

+/- 15% de sidéroblastes en couronne
Dysplasie uni- ou multilignée

5 a 9% de blastes2

Absence de corps d’Auer

Dysplasie uni- ou multilignée
10 a 19% de blastes
Corps d’Auer +/-

Dysplasie marquée mais <10% sur une
ou plusieurs lignées

Présence d’une anomalie cytogénétique
considérée comme présomptive du
diagnostic d’'un SMD

<5% blastes

Nombre de mégacaryocytes normal ou
augmenté avec noyau hypolobé

<5% de blastes

Anomalie cytogénétique isolée :
del(5q)

Absence de corps d’Auer

1 Une bicytopénie peut occasionnellement étre observée. Les cas pancytopéniques doivent étre classés en SMD-I
23j le pourcentage de myéloblastes est inférieur & 5%, mais que 2 & 4% de myéloblastes sont retrouvés dans le sang,
la pathologie est alors classée en AREB-I. Les cas de CRDU et CRDM avec 1% de myéloblastes dans le sang doivent

étre classés comme SMD-I

% Les cas avec corps d’Auer, <5% de myéloblastes dans le sang et <10% de myéloblastes dans la moelle doivent étre

classés en AREB-2

Tableau 3: Score pronostic IPSS des syndromes myélodysplasiques d’aprés Greenberg et al. (29).

Valeurs du score pronostic IPSS

Critéres pronostiques

0,5 1 1,5 2
Cytogénétique Bon intermédiaire Mauvais - -
Blastes (%) <5 5-10 - 11-20 21-30
Cytopénies 0/1 2/3 - - -
Groupe cytogénétique: Catégories Score
Bon normal, -Y, del(5q), del(20q) Bas 0
Intermédiaire autres Intermédiaire-1 0,5-1
Mauvais caryotype complexe, anomalies du 7 Intermédiaire-2 1,5-2
Cytopénies Hb<10g/dL Neutrophiles<1.8G/L Plaquettes<100G/L ' Haut >25
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Tableau 4: Groupes pronostiques du score IPSS d’aprés Greenberg et al. (29).

Groupes pronostiques Bas Intermédiaire-1  Intermédiaire-2  Haut

Survie (années) 57 3,5 1,2 0,4
Délai médian de transformation en
LAM (années) 9.4 3.3 11 0.2

Tableau 5: Score IPSS-R des syndromes myélodysplasiques d’apreés Greenberg et al. (30).

Critéres Valeurs du score pronostic IPSS-R
pronostiques 0 05 1 15 2 3 4
e \ . . Tres
Cytogénétique Trés bon - Bon - Intermédiaire  Mauvais mauvais
Blastes (%) <2 - >2a<5 - 5-10 > 10 -
Hb (g/dL) 210 - 8a<10 <8 - - -
Plaquettes (G/L) =100 50 a < 100 <50 - - - -
Neutrophiles ) ) } ) )
(GIL) >0,8 <0,8
Groupe cytogénétique: Catégories Score
Trés bon -Y, del(11q) Trés bas <15
Bon normal, del(5q), del(12p), del(20q), del(5q) + 1 autre Bas S1543
anomalie
Intermédiaire Slec:%qs), +8, +19, i(17q), autres anomalies non citées simples ou doubles Intermédiaire-1 >344.5
. -7, inv(3)/t(3q)/del(3q), doubles anomalies incluant -7/del(7q), complexes R
Mauvais (3 anomalies) Haut >45a6
Tres mauvais complexes (> 3 anomalies) Tres haut >6

6. Traitement des syndromes myelodysplasiques

La prise en charge thérapeutique d’un SMD dépend du risque évolutif et donc du score
pronostique. Alors que les SMD de faible risque (IPSS faible et intermédiaire-1) tirent
bénéfice d’un traitement symptomatique par support transfusionnel et chélation du fer, associé
a une supplémentation en érythropoiétine (EPO), dont le but est I’amélioration de la qualité de
vie ; les SMD de haut risque (IPSS intermédiaire-2 et élevé) nécessitent un traitement plus
agressif. Les sujets agés atteints de SMD de haut risque, non éligibles a la greffe, peuvent
bénéficier d’un traitement par agent hypométhylant, comme la 5-azacytidine (ou VIDAZA®),
ayant I’AMM dans cette indication (63). Les sujets jeunes présentant un SMD de haut risque
doivent se voir proposer une allogreffe de CSH, seul traitement curatif des SMD a I’heure
actuelle. Le cas particulier du syndrome 50- peut bénéficier d’un traitement par Iénalidomide.
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B. L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

1. Principe de I’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques

L’allogreffe de cellules souches hématopoiétiques consiste en une chimiothérapie dite de
conditionnement suivi de la réinjection de cellules souches hématopoiétiques d’un donneur
compatible. Depuis les premiéres descriptions par ED Thomas en 1957 (64) et G Mathé en
1959 (65), et la découverte du systeme HLA par J Dausset (66), 1’évolution technique a
permis d’étendre I’indication de I’allogreffe aux hémopathies malignes et d’élargir cette
technique a une population plus agée. Le conditionnement de [’allogreffe comprend
généralement une association chimiothérapie et irradiation corporelle totale mais qui tend a
étre remplacée par les nouvelles drogues de chimiothérapie. Ce conditionnement présente un
effet anti-tumoral, pour les conditionnements de forte intensité, dit myeloablatifs ou MAC
(myeloablative conditioning), associé a un effet immunosuppresseur favorisant la prise de la
greffe. L’allogreffe de CSH permet une reconstitution hématologique permettant d’effectuer
chez le receveur un lourd traitement anti tumoral (MAC) mais son efficacité thérapeutique
repose également sur 1’effet allogénique du greffon contre I’hémopathie maligne, c’est 1’effet
GvL (greffon contre la leucémie ou graft-versus leukemia). L’effet GvL est particuliérement
recherché dans les greffes a conditionnement atténué, ou RIC (reduced-intensity
conditioning). Si I’allogreffe de CSH permet d’obtenir un meilleur controle de la maladie
hématologique grace a I’effet GvL, cet effet est associé a une toxicité du greffon dirigée
contre le receveur, c’est I’effet GvH (graft-versus host disease) (67). Ces 2 effets, médiés par
les lymphocytes T du greffon a permis de développer une immunothérapie adoptive anti-
leucémique par la réinjection de lymphocytes du donneur ou DLI (donor lymphocyte infusion)
(68). L’allogreffe de CSH fait appel a un donneur apparenté, de la fratrie dont la probabilité
de compatibilité HLA pour les alleles principaux (HLA-A, -B, -C, DQ, -DR) avec le patient,
dit géno-identique, est de 1/4. L’utilisation de donneurs non apparentés, phéno-identiques
pour les 5 alleles HLA (A, B, C, DR, DQ), recrutés sur fichiers permet 1’accessibilité a
I’allogreffe a une plus large population de patients.

L’allogreffe de CSH permet d’obtenir une plus forte probabilité de guérison dans certaines
hémopathies malignes, comme les leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) et
myeéloblastiques (LAM), et est actuellement le seul traitement potentiellement curatif des
syndromes my¢élodysplasiques. Cependant, ce traitement s’accompagne d’un morbi-mortalité
nécessitant une sélection des patients capables de supporter une telle technique. En effet
I’allogreffe de CSH peut engendrer des complications soit liées au conditionnement, soit lié a
I’effet immunologique du greffon. La mortalité toxique, non liée a la rechute ou NRM (non-
relapse mortality), comprend le déces lié & une GvH non contr6lée, a une toxicité directe des
drogues de conditionnement (surtout dans les greffes préparées par un MAC), ainsi qu’aux
complications secondaires comme la maladie veino-occlusive et les complications
infectieuses. Celles-ci sont liées au déficit immunitaire post-greffe, majoré par les traitements
immunosuppresseurs en cas de GvH.

2. Evolution des conditionnements preé-allogreffe dans la LAM

Du fait de la toxicité liée a la procedure, les conditionnements myeloablatifs ne peuvent étre
proposés au-dela de 50-55 ans. Or, 1’dge médian au diagnostic de LAM est de 67 ans. Une
grande partie des patients est donc inéligible a une allogreffe aprés MAC. En 1997, I’équipe
du MD Anderson publie une série de 15 patients d’age médian 59 ans, atteints de LAM et de
SMD, traité par allogreffe de CSH aprés conditionnement non-myéloablatif a base de
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Fludarabine. Ce traitement a fait la preuve de sa tolérance avec un seul déces toxique, et de
son efficacité avec I’obtention d’une rémission compléte (RC) chez 8 patients (69). En 1998,
Slavin et al. publie une série de 26 patients dont 5 patients 4gés d’au moins 50 ans, allogreffés
pour divers hémopathies aprés un conditionnement d’intensité réduite associant fludarabine,
faible dose de busulfan et sérum anti-lymphocytaire (SAL). Ce type de greffe a permis
d’obtenir, avec un suivi médian de 8 mois, une survie globale de 85 % et une survie sans
progression de 81 % (70).

Plusieurs études ont été publiées depuis les premiéres descriptions d’allogreffe préparées par
RIC. Méme si les patients inclus dans ces différentes etudes sont difficilement comparables, la
survie globale est comparable et varie entre 30 et 50 % a 2 et 3 ans avec un taux de rechute
entre 30 et 50 % et surtout un taux de déces toxique inférieur au MAC entre 30 et 50 %
(Tableau 6).

Donneur
. . intrafamiliale - GvH aigué I1-1V Survie

Auteur Diagnostic ~ Age HLA Conditionnement / GH chronique TRM Rechute globale

identique (%)

- - - 0, 0,

Hegenbart LAM 58 (17-74) 48% &T) 2Gy (16)/ Flu-ICT-2Gy ggtfn’s ﬁg/‘) 16%  39%  48%
Blaise  LAM 52 (26-60) 100% FluBu-SAL 24%  64% 0%  18%  79%
De Lima gﬁALDAM’ % 5g(20-75) 54% FluMel / Flu-AraC-Ida 366 / 34% 300  40%  34%
Tauro gﬁ/l"DAM’ 0 55 (18-71) 26% FluMel-Alem 28% / 11% 19%  36%  41%
Sayer LAM 51(16-76) 44% & E:ﬂﬁt‘:‘TSAL/lF'”B“Cy’ 42% 1 33% 53%  NA 320
\B/Z‘;‘ien 45%\,1LDAM/ W55 (17.71) 24% FluMel-Alem 33%/18% 33% 3%  48%
Schmid giﬂ"DAM’ 10 5 (18-66) 41% E')‘/‘_‘SSS""'A“‘C"CT'SAL' 49% / 35% 23% NA 42%
shimoni giﬂ"DAM’” 50 (17-70) 53% é?ug‘égy/ 23FWBUAT3T 3600 14706 220 43%  49%

Devant la bonne tolérance et les résultats obtenus grace a ce type de conditionnement, le RIC
est devenu un conditionnement classique avant allogreffe de CSH dans les hémopathies
malignes chez les sujets inéligibles a un conditionnement intensif mais avec une incidence
cumulé de rechute supérieur au MAC (72) et dont le facteur influencant majeur influencant la
survie globale et la survie sans progression est la blastose a la greffe.

En 2005, I’équipe de Kolb décrit un nouveau conditionnement permettant d’améliorer le
contr6le de la maladie dans les LAM et les SMD de haut risque. Ce conditionnement, dit
séquentiel, associe une chimiothérapie cytoréductrice initiale composée d’amsacrine,
fludarabine et aracytine, qui permet de diminuer la masse tumorale. Ce traitement est ensuite
suivi (aprés 3 jours) par un conditionnement d’intensité réduite dont le but est de permettre la
prise de greffe. Ce type de conditionnement associé a une immunothérapie post greffe par des
injections préemptives de lymphocytes T du donneur (DLI) permet d’obtenir un taux de
survie globale (OS) et de survie sans progression (PFS) a 2 ans de 42 % et 40 %
respectivement, dans les LAM de novo et les LAM secondaires a un SMD et jusqu’a 92 % de
survie sans progression & 3 ans chez les patients ayant recu des DLI prophylactiques (73).
Plusieurs études ont ensuite rapporté les résultats de différents conditionnements sequentiels
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dans les LAM et les SMD de haut risque et rapportent des taux de survie globale de 30 a
60 %, de survie sans progression de 25 a 52 % et un taux de déces toxique de 13 a 35 % (74)
(Tableau 7).

Auteurs Indication N Age NRM PFS Rechute  OS GvHall-  GvHc pDLI
médian 1\ ext
(année)

Schmid LAM 103 51,8 22% 37% 39% 40% 38% 7% 23%
réfractaire

Krejci LAM 60 52 15% 33% 38% 42% 18% 16% 18%
réfractaire

Holtick LAM 130 50,9 18% 27% 50% 55% - - -
réfractaire

Pfrepper LAM 44 52 29% 12% 70% 15% 55% 26% -
réfractaire

Kroger LAM/SMD 49 61 22% 49% 18% 54% 39% 32% -
réfractaire ou
haut risque

Detrait LAM/SMD 40 52 35% 29% 25% 30% - - -
réfractaire ou
haut risque

Buchholz LAM/SMD 27 58 13% 52% - 56% 0% - 40%
réfractaire ou
haut risque

Mohty LAM/SMD 24 47 20% 28% 59% 37% - - -
réfractaire ou
haut risque

3. Place de ’allogreffe dans les syndromes myélodysplasiques

L’allogreffe de CSH reste a I’heure actuelle le seul traitement curatif des SMD et doit étre
proposé aux patients présentant une maladie de risque élevé. Ce traitement a prouvé sa
supériorité par rapport au traitement par 5-azacytidine (75,76) bien que la survie globale et la
survie sans progression a 2 ans restent inférieurs a 40 %. Les modalités de 1’allogreffe de CSH
chez ces patients a haut risque de rechute ne sont encore pas clairement codifiées. Chez les
patients éligibles a I’allogreffe, ce traitement devrait étre proposé en premiére intention. Un
traitement par 5-azacytidine en pré allogreffe ne semble pas améliorer la survie de ces patients
mais peut étre un traitement d’attente pendant le recrutement d’un donneur phéno-identique
ou peut permettre une cytoréduction pré-greffe chez les patients présentant une blastose
médullaire importante (77,78). L’utilisation d’un donneur géno-identique ou d’un donneur
phéno-identique n’entraine pas de différences en termes de survie globale, de rechute et de
GvH aprés un conditionnement d’intensité réduite (79). Le choix du conditionnement pré
allogreffe est important afin de minimiser le risque de rechute mais également de limiter la
toxicité liee a la procédure. Alors que les conditionnements de forte intensité, dits
myéloablatifs, permettent un meilleur contréle de la maladie hématologique avec un gain en
terme de rechute, ce type de conditionnement ne peut pas étre propose au sujets les plus agés
présentant des comorbidités (80). Bien que le conditionnement myeloablatif donne de
meilleurs résultats en termes de contréle de la maladie, et le conditionnement d’intensité
réduite soit mieux tolérée avec un taux de deces toxique (NRM) et de GvH inférieur, ces 2
types de conditionnement donnent des résultats semblables sur la survie globale qui est de
I’ordre de 40 a 45 % a 3 ans (80).
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Actuellement, les conditionnements d’intensité ou toxicité réduites comprennent deux
drogues principales dans les hémopathies myeéloides : la fludarabine, analogue des purines, a
des doses de 120mg/m?; et le busulfan, agent alkylant, utilisé a la dose de 6,4mg/Kg (FB2),
de 9,6mg/Kg (FB3) et 12,8mg/Kg (FB4).

Alors gue le conditionnement sequentiel est en passe de devenir un traitement de référence
dans LAM de haut risque, sur la base d’études menées par plusieurs équipes montrant un
bénéfice en termes de survie globale et de survie sans progression par comparaison aux
conditionnements classiques (81,82) ; les données de ce type de conditionnement dans les
SMD sont encore insuffisantes. En 2012, Saure et al. publie une étude prospective sur 30
patients atteints de SMD de haut risque (20 patients) et de LAM secondaire & un SMD (10
patients) traités par une allogreffe de CSH apres un conditionnement séquentiel de type
FLAMSA comprenant une chimiothérapie cytoréductrice par Fludarabine 120mg/m?,
Amsacrine 400mg/m?, Aracytine 8g/m2, associé a une chimiothérapie de conditionnement a
haute dose par Melphalan 100 a 200mg/m? selon 1’age potentiellement associée au Thiotepa
10mg/kg pour les patients les plus jeunes. Grace a ce type de conditionnement, les auteurs
décrivent une OS de 70 %, une PFS de 63 % et une NRM de 30 % & 2 ans (83).
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C. Problématique

Nous nous sommes intéressés aux syndromes myelodysplasiques de haut risque pour lesquels
I’indication d’allogreffe est retenue. L’utilisation des conditionnements séquentiels de type
FLAMSA-RIC, efficaces dans les LAM de haut risque, pourrait permettre un meilleur
contréle du syndrome myélodysplasique chez les patients éligibles a une allogreffe de CSH
mais inéligible a un conditionnement myéloablatif du fait de 1’age souvent avancé dans cette
pathologie.

Dans cette étude rétrospective de fichier, a partir des données de la base Promise de la Société
Francophone de Greffe de Moelle et Thérapie Cellulaire (SFGM-TC), nous avons comparé les
caractéristiques et les données de survie et de GvH des patients adultes traités par allogreffe
de CSH pour le traitement d’un syndrome myélodysplasique de haut risque, selon le type de
conditionnement d’allogreffe utilisé. Nous avons comparé le conditionnement séquentiel
FLAMSA-RIC, aux conditionnements classiques d’intensité réduite (RIC) FB2 et a toxicité
réduite (RTC) FB3/FB4.

Cette étude a été approuvée par le conseil scientifique de la SFGM-TC, est conforme aux
exigences réglementaires francaises, a la Déclaration d'Helsinki et aux bonnes pratiques
cliniques. Tous les patients ont fourni un consentement écrit éclairé autorisant I'utilisation de
leurs renseignements personnels a des fins de recherche.
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Il1. Article

Ce travail fait I’objet d’un article original en cours de finalisation avant soumission, sous le
titre :

« Comparison of a sequential conditioning regimen, FLAMSA-RIC, to classic
conditioning regimens with Fludarabin-Busulfan 1V, for high-risk myelodysplastic
syndrome treated with allogeneic stem-cell transplantation. A French multicenter
retrospective study of the Francophone Society of Bone Marrow Transplantation and
Cell Therapy (SFGM-TC). »
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Abstract

Background: Myelodysplatic syndrome (MDS) is a frequent clonal heterogeneous disease of
the elderly, characterized by a high-nisk of progression to acute myeleoid lenkemia (AML).
Allogeneic stem-cell transplantation (alloSCT) remains the best curative option for patients
with high-risk MDS. While reduce-intensity conditiomng (BIC) 13 well tolerated, this
conditioming regimen 15 associated with a high relapse incidence or progression to AML. We
propose to compare the outcome of patients with high-risk MDS according to 3 different
reduced conditioning regimens: the sequential FLAMSA-RIC, the FluBu2? (named BIC) and
the FluBu3/FluBud named reduce-toxicity myeloablative conditioning (B TC) in a multicentre

retrospective study.

Results: We mcluded 431 patients with a high-nsk MDS, 270 received a RIC. 76 a FLAMSA-
RIC and 85 a RTC. Patients in the FLAMSA-RIC group have a lugher disease-nisk at
transplant becanse 50 % were considered evolutive disease compared to 20 % in RIC and
RTC groups (p<0.0001). In vnivanate analysis: PFS, OS, incidences of acute GVHD and
chromic GVHD were smmilar between the 3 groups (higher mcidence of extensive chromc
GVHD in the FLAMSA-RIC group, p=0.006). There was only a trend to a higher NEM
(p=0.06) and lower relapse incidence (p=0.08) in the RTC group. In multivariate analysis,
characteristics influencing outcomes were disease status at transplant, cytogenetic risk and
percentage of marrow blast at transplant. Despite higher disease risk in the FLAMSA-RIC
group, the outcome (OS5, PFS) was, comparable to RIC and RTC groups, suggesting a better
disease control with the sequential approach

Conclusion: FluBu2, FluBu3, FluBud and FLAMSA-RIC are effective conditioning regimens
in the treatment of MDS with comparable outcomes 1n our stody. However, our patient cohort
15 heterogeneons by disease stage and treatment modalities before transplant, which
complicates interpretation of the results. RIC seems to be a good strategy for vafit patients
with controlled MDS (remussion or stable disease) and FLAMSA-RIC could be proposed to
higher-risk MDS patients (evolotive disease) especially in patients ineligible to an intensive
myeloablative conditioning.

Eev words: High-risk myelodysplatic syndrome — allogeneic stem-cell transplantation —
sequential conditioning regimen



Introduction

The myelodysplastic syndromes (MDS) constitite a group of heterogeneous clonal
haematopoietic stem cell (HSC) disorders, characterized by peripheral cytopenias due to an
mneffective and dysplastic hematopoletic stem cell’progenitor cell differenciation. ' Using the
International Prognostic Sconng System (IPSS), MDS are classified into low, miermediate-1,
intermediate-2 and high-risk for progression towards acute myeloid lenkaemua {ﬂ]’wﬂ.:l-z'} The
IPSS describes two groups: low-risk (IPSS low and mtermediate-1) with transformation rate
under 30 % of patients and a median overall swrvival of 3.5 to 5.7 years; and high-nisk (IPSS
intermediate-2 and high) with transformation rate to AMI over 30 % of patients and a median
overall survival of 0.4 to 1.2 years without treatment™ . Whereas low-risk MDS benefit of a
“watt and see” appmach” high-nisk MDS need a more aggressive treatment Cutler of al
showed that patients belonging to the high-risk group have the longest overall life expectancy
if transplanted at diagnosis."” Indeed, if allogeneic stem-cell transplantation (alloSCT) is the
only curative treatment of MDS,”'H a better outcome 15 observed when patients had a low
blast medullar infiltration at traﬂs-plantaﬁﬂn.u Stem-cell source and denor type (stbling donor
or matched-unrelated donor) lead to same results. 113 Therefore, the intensity of conditioning
regimen in alloSCT and the role of Hypomethylating Agent (HMA) before alloSCT, both
reducing the bone marrow blast percentage at the time of transplantation are still debated. " *
In fact. patients with high-nsk MDS have a high nsk of relapse as well as increased nsk of
treatment-related mortality (TEM), resulting in an inferior long-term survival Upfront
alloSCT with myeloablative conditioning wluch promotes cytoreduction in the preparative
regimen seems to be the best strategy in younger pla'rinerlt&.l“:_:4 But, MDS often affect elderly
patients or patients with comorbidities, where Reduced-Intensity Conditoning (RIC) could
provide satisfying results. RIC prevents disease progression in patients through a Graft-versus
Malignancy (GVM) effect™ and is associated with reduced non-relapse-mortality (NRM),
even if relapse rate is increased. /%4 Reducing toxicity without increasing relapse rate is
debated in the Reduced-Toxicity Conditiomng (RTC) regimens and the sequential
conditioning regimens developed by Kolb and coworkers” These encouraging alternative
treatments of high-risk diseases. such as relapsed or refractory AMIL*¥ are developed for the
upfront treatment of high-risk MDS.*!

We conducted a retrospective multicenter study to compare the sequential FLAMSA-RIC to
conventional FluBu2 (Fludarabmn — Busulfan 2 days at 6.4mg'kg) RIC and myeloablative
restricted-toxicity conditicning (RTC) FluBu3 (Fludarabin — Busulfan 3 days at 9.6mg'kg)



and FluBu4 (Fludarabin — Busulfan 4 days at 12 8mg/kg). in the treatment of high-nisk MDS
whereas randonuzed studies addressing this question had not been performed.

Primary objective was to compare the sequential FLAMSA-RIC, to FluBul RIC and
FluBu3/FluBud RTC, in term of progression-free survival (PFS). Secondary objectives were
the companson of overall survival (OS), non-relapse mortality (NEM), mncidences of acute
and chromic GVHD and incidence of relapse. according to the conditioning regimen



Material & Methods
Study design and data collection:

This is a retrospective nmlticenter analysis using the data set of the Francophone Society of
Bone Marrow Transplantation and Cellular Therapy (SFGM-TC) registry. The SFGM-TC 15 a
voluntary working group including more than 80 transplant centers that are required to report
all consecutive stem-cell transplantations and follow-ups once a year. Audits are routinely
performed to determine the accuracy of the data. This study was planned and approved by the
SFGM-TC. In addition, the study protocol was approved by the mstifutional review board and
complied with French regulatory requirements. The study was conducted m accordance with
the Declaration of Helsinki and Good Climical Practice gnidelines. All patients provided
wriften informed consent avthorizing the use of thewr personal information for research

purposes.

We mchide patients treated with alloSCT for high-nisk myelodysplastic syndrome after
sequential FLAMSA-RIC or FluBu? RIC or FluBu3/FluBud ETC dunng the period 2005 to
2015, Inclusion cntenia were: patients older than 18 year old, treated with a first alloSCT for
high-risk myelodysplastic syndrome (IPSS = 1.5), source was indifferently peripheral blood
stem-cells or bone marrow, from a sibling donor or a matched-unrelated donor. Patients who
received alloSCT from an HLA-nusmatched donor, haplo-identical donor or umbilical cord
blood were excluded. Thirty centers accepted to participate to this study. Patients and alloSCT
characteristics, even the chinical monitoring are extracted to PEOMISE database. Participating
centers were asked to venify the data recorded for each patient in the French Bone Marrow
Transplantation Registry and to provide additional mformation.

A total of 431 patients were included.

Pafient and transplantation characteristics:

Classification of MDS is according to WHO 2008 classification”’ at transplant. IPSS was
calculated at transplant. We documented treatment prior to alloSCT for MDS (chemotherapy
or HMA), recipient and donor characteristics (age, sex, CMV serostatus), transplantation
charactenistic (stem cell source, donor type: sibling or matched-unrelated donor) and the
clinical evolution of patients for response to alloSCT, death (and causes of death). relapse,
post-alloSCT complication such as acute and chronic GVHD and the need of an immune-
intervention with donor-lymphocytes infusion (DLI). Grading of acute GVHD was performed



using established criteria.”” Chronic GVHD was classified as limited or extensive according to
published criteria.

Conditioning regimen:

Patients undergomg sequential conditioming received FLAMSA conditioming, consisted on
flodarabine, amsacrine, and aracytne first, then patients received a conditioning regimen
consisting of busulfan (Bu) and cyclophosphamide (CY) followed by alloSCT.

Patients undergoing non-sequential conditioning recerved FluBu2 or FluBu3 or FluBud as
described.

FluBu? consisted on fludarabine (total dose 150160 mg/'m?) combined with mtravenous (1v)
Bu 3.2 mg/kg daily for 2 days (total dose 6.4 mg/kg)

FluBu3/FluBud consisted on fludarabine (total dose 150-160 mg/m?) combined with ivBu
3.2 mg'kg daily for 3 days (total dose 6.4 mgkeg, FluBu3) or for 4 days (total dose 12.8
mg/kg. FluBud).

All patients, except 7 patients, received anti-thymocyte globulin (ATG) before transplant
(98.4 %).

All patients included in the amalysis received immunosuppressive therapy as GVHD
prophylaxis. Prophylaxis against graft-versus-host disease (GVHD) consisted of cyclosporine
A or tacrolinms and mycophenolate mofetil or a short course of methotrexate (15 mg/m® on
day 1 and 10 mg/m* on days 3 and 6).

Evaluation of response:

Neutrophil and platelet engraftment were defined as the first of three days with an absolute
neutrophil count (ANC) 0.5 x10°/L and the first of 7 days with an untransfused platelet count
20 x10°L, respectively. Acute and chronic GVHD were graded and staged by standard
criteria. Chimerism was tested using PCR. analysis of microsatellite markers. Response and
relapse were determined by standard hematologic criteria.”

Statistical analyses:

Primary endpomnt of the study was PFS. Secondary endpomts included OS, NEM. incidences
and severity of acute and chromc GVHD, engraftment and disease relapse mcidence (RI).
Start time was the date of transplant for all endpoints. PFS was defined as survival without
relapse or progression and NEM as death without relapse/progression. Cummlative mcidence
functions (CIFs) were nsed to estimate BRI and NEM in a competing nisk setting, becaunse



death and relapse compete with each other. For estimating the cummlative incidence of
chromc GVHD, we considered relapse and death to be competing events. The three groups
according to condifioning regimen were compared by the chi-square method for qualitative
variables, whereas the Kmskal-Wallis test was applied for continnous parameters. Univarniate
comparisons were done using the log-rank test for PFS, OS5, and the Gray's test for BRI NEM,
and GVHD comulative incidences. Multivanate analyses were performed using logistic
regression for grade [I-IV acote GVHD rate and Cox proportional hazards model for all other
endpoints. Factors differing in terms of distribution between the three groups and all factors
known as potentially risk factors were included in the final model Factors included in the
Cox models inchided conditioning regimen. patient age at transplant (analyzed with the
threshold of 50 year-old), CMV nsk (lugh-nsk seropositive recipient with seronegative donor
versus others combinations), gender of the recipient, nuwmber of treatment line before
transplant, donor type (matched-unrelated donor versus identical sibling donor), cytogenetic
prognosis, disease status at transplant, percentage of marmrow blasts at transplant and the use of
DLIL All tests were two suded. The type I error rate was fixed at 0.05 for determmation of

factors associated with fime to event outcomes.

Statistical analyses were performed with SAS 9.4 (SAS Institute, Raleigh North Carolina
USA) software.



Eesults

Pafient, disease, and transplant characteristics:

Details of patients, disease, and transplant characteristics are summarized in Table 1. Four
hundred and thirty-one patients with MDS were included in the study. Seventy-six patients
(17.6 %) received a sequential FLAMSA-RIC, while 270 (62.6 %) received a FluBu2 RIC and
85 (19.7 %) recerved a FluBu3/FluBud RTC as a preparative conditioning regimen before
alloSCT between 2005 and 2015, The median age at transplant was 599 years and patients 1n
the FLAMSA-RIC group were younger at transplant (58.7 years, range: 23 4-67.8) than in the
2 others groups (623 years, range: 30.6-71.9 for RIC and 59.2, ranpge: 38.4-69.3 for RTC)
(p<=0.0001) (Table 1). Tune between diagnosis and transplantation was nearly 10 months with
no sigmficant differences between the 3 conditioning regimens (p=0.2716). Patients receiving
a FLAMSA-RIC and a RTC had a shorter follow-up (median 13.4 and 12 8 menths) than
those transplanted with a RIC (16.6 months) (p=0.0005). Patients were mainly male with no
differences between the 3 groups (60.5 %, 58.9 % and 62.4 % respectively in FLAMSA-RIC,
RIC and RTC groups) (p=0.8437). Female donor for a male recipient was observed 20.2 %
patients with no sigmficant difference between the 3 groups (15.8%, 21.1% and 21.2%
respectively m FIAMSA-RIC, RIC and RTC groups) (p=0.5749). Patients in the FT AMSA-
RIC group had a sigmificantly higher bone marrow blast counts at transplant (8 %6, range: -
33) compared to BIC and BTC groups (3 %, range: 0-21 in the RIC group; 4 %, range: 0-221n
the RTC group) (p<0.0001). At diagnosis, few patients had secondary AML in all groups
(3.9 % in the FLAMSA-RIC group. 5.2 % m the RIC group and 0.0 % 1n the ETC group). At
transplantation, proportion of patients having developed secondary AMI. was increased 1n all
groups (263 % in the FLAMSA-BIC group, 21.9% in RIC and 21.1% in RTC groups,
p=0.6750). However, disease was more frequently considered evolutive at transplantation in
the FLAMSA-RIC group (50.0 %) compared to RIC and RTC groups (19.6% and 21.2%
respectively) (p<0.0001). All patients had an Intermediate-2 or High nisk IPSS MDS at
transplant with no significant difference according to IPS5-R cytogenetic prognosis between
the 3 conditioming regimen groups (p=0.8804). Patients in the FL AMSA-FIC group had been
less treated before alloSCT (median of 1 line, range: 0-1) than 1n RIC and RTC groups (both 1
line, range: 0-2) (p=0.0002). Peripheral blood represented the major source of stem-cells
(95.6 %) with no significant difference between the 3 groups. The donor was an identical
sibling donor m nearly 50 % with no sigmficant differences according to the condibioning
regimen (p=0.3912). Patients in the FLAMSA-RIC group had received less frequently in vivo



T-cell depletion in comparison to BIC and RTC groups (90.8 % versus 100 % m both RIC
and RTC groups) (p<0.0001). There was no significant difference in proportions of patients
with high CMV reactivation-risk (CMV-negative donor with CMV-positive recipient)
between the 3 groups (p=0.1606). The choice of conditioning and GVHD prophylaxis was
dependent on centers’ protocols and strategies of transplantation. Patients in the FLAMSA-
RIC group received more frequently an association of cyclosporine (or tacrolimms) and
mycophenolate mofet1l as post-transplant GVHD prophylaxis (74.7 % against 43.0 % and
30.6 % i RIC and BETC groups respectively) (p=0.0001) and they received more frequently
DLI than i BIC and RTC groups (17.1 % m the FLAMSA-RIC group received = 2 DLL
whereas only 6.3% in the RIC group and 1.2% in the RTC group recetved = 2 DLL
p=0.0019).

Engraftment and GI'HD:

Engraftment and incidences of acute and chronic GVHD are summanzed in Table 2. The
comparison of one-year outcomes according to conditioning regimen 1s summanzed in Table
3. There was no difference in terms of engraftment between the 3 condiboming regimens
(97.3 % in the FLAMSA-RIC group. 98.5 % 1n the RIC group and 100.0 % in the RTC group)
(p=0.2786).

In vnivariate analysis, incidence of day 100 grade I[I-IV and grade III-IV acute GVHD were
not significantly different between the 3 groups (29.7, 26.8, and 27.7% for grade II-IV
aGVHD, m FL AMSA-RIC, RIC and ETC groups respectively, p=0.8785; and 10.8, 12.6, and
12.0% for grade [II-IV aGVHD, in FLAMSA-RIC, RIC and RTC groups respectively.
p=0.8916) (Table 2). One-year incidence of all grades chronic GVHD was not significantly
different between the three groups: 32.9 % in FLAMSA-RIC, 37.4% in RIC, and 29.4% in
RTC groups (p=0.3676) (Tables 2 and 3 and Fig. 2.a). Incidence of extensive chronic GVHD
was mcreased in the FLAMSA-RIC group (66.7 %) compared to BIC (37.9%) and RTC
groups (16.7 %) (p=0.0017) (Tables 2 and 3 and Fig. 2b). As shown in Table 2, GVHD-
related deaths represented .27.0, 304, and 559 % of all causes of death 1n FILAMSA-RIC,
RIC and RTC groups, respectively (p=0.1465).

In multivariate analyses, factors associated with increased nisk of grade [I-IV acute GVHD
were the use of a matched-unrelated doner (HR=2.3; 95 % CI [1.5-3.6]; p=0.0003). The
conditiomng regimen did not influence the onset of acute GVHD (p=0.787). Chronic GVHD
ncidence was not different between the 3 condiboning regimen (p=0.618). The post-



transplant DLI was preferentially wsed m patients without chromic GVHD (HE=3.2; 95 % CI
[1.8-3.8]; p=0.0001). Disease status at transplant was associated with a reduced nsk of
chronic GVHD when disease was confrolled (HE=0.6; 95 % CI [0.4-0.9]; p=0.007). But the
conditiomng regumen did not influence the onset of chrome GVHD (p=0.618) (Table 4).

Toxicity and NRM:

In uwmvariate analysis, | there was a trend for a higher one-year NEM in the RTC group
(48.1 %, 95 % CI [26.9-66.6]) in companscn to FLAMSA-RIC (30.0%, 95% CI[17.8-43.7])
and RIC groups (28.8 %, 95 % CI [13.9-45.6]) (p=0.063) and patients died more frequently of
NEM in the RTC group (61.8 %) compare to FLAMSA-RIC and RIC groups (45.9% and
36.0 %o respectively) (p=0.0234) (Tables 2 and 3 and Fig. 1.c).

In nmltivariate analysis, the use of RTC was associated with increased NEM, compare to RIC
(HE=2.0; 95 % CI [1.2-3.53]; p=0.029). The recipient female gender was also associated with a
decrease risk of NEM (HE=0.5; 95 % CI [0.3-0.8]; p=0.004) just as a controlled disease at
transplant (HR=0.5; 95 % CI [0.3-0.8]; p=0.002), while the use of a matched-unrelated donor
was associated with an increased risk of NEM (HR=1.7; 95 % CI [1.0-2.8]; p=0.034).

The main canses of NEM were mnfectious complications and GVHD (Table 2). Death from
infection occurred i 13.5% 1 the FLAMSA-RIC group and in 2.4 % in the RIC group.
Death from GVHD occurred 1n 27.0% m the FLAMSA-RIC group. mn 30.4% m the RIC
group and in 539 % in the RTC group (p=0.1463) (Table 4).

ERelapse:

In vmivariate analysis, comulative relapse incidence (RI) at 1 year after transplantation was
higher in the RIC group (54.3 %, 95 % CI [44.1-64.3]) compare to FLAMSA-RIC (46.5 %,
95 % CI [30.2-61.7]) and RTC groups (30.0 %, 953 % CI [17.3-43.9]) but the difference was
not statistically sigmificant (p=0.085). The incidence of relapse or progression at the last
follow-up was lower m the ETC group (20.0 %) compare to RIC (38.5 %) and FLAMSA-RIC
groups (31.6 %) (p=0.0064) (Table 2). Felapse or progression was the main canse of death in
FLAMSA-RIC and RIC groups compare to RTC (p=0.0234) (Tables 2 and 3 and Fig. 1.d). In
mmltivariate analysis, the use of RIC was associated with an increased nisk of relapse
(HE=1.9; 95% CI [1.1-3.4]; p=0.037). DLI were preferentially nused in case of relapse or
progression (HR=04; 95% CI [0.3-0.7]; p=0.0002). The other factors that influence the



relapse incidence was the percentage of marrow blast at transplant (HR=1.02; 95 % CI [1.00-
1.04]; p=0.043) and poor cytogenetics (HR=2.4; 95 % CI [1.6-3.7]; p=0.0002) (Table 4).

FProgression-firee survival:

PFS at 1 vear was not sigmficantly different according to condiioning regimen i univariate
analysis. One year PFS was 64.3 % (95 % CI [49.6-73.8]) 1n the FLAMSA-RIC group. 70.0 %
(95 % CI [57.2-79.6]) and 65.4 % (95 % CI [46.3-79.2]) respectively in BIC and RTC groups
(p=0.663) (Table 3 and Fig. 1.b).

Multivariate analyses are shown in Table 4. Type of conditioming did not impact PFS. The 2
only factors that influence PFS were poor cytogenetics (HR=2.0; 95% CI [14-2.7];
p=0.0003) and disease status at transplant with a reduced nisk when disease was controlled
(HP=0.6; 95 % CI [0.3-0.9]; p=0.014) (Table 4).

Ohverall survival:

In nmvariate analysis, OS at 1 year was not significantly different according to conditioming
regimen One year OS was 39.9 % (95 % CI [44.7-72.1]) in the FLAMSA-RIC group, 62.9 %
(95 % CI [50.0-73.3]) and 59.7 % (95 % CI [40.8-74.3]) respectively in RIC and RTC groups
(p=0.303) (Table 3 and Fig. 1.a). In omltivanate analysis, the factors that mfluence OS was
the poor cytogenetics (HR=2.1; 95 % CI [1.5-2.9]; p=0.0002), the oumber of pre-transplant
lines of treatment (HR=1.6; 95% CI [1.1-2.4]; p=0.012) and disease status at transplant
(HR=0.7; 95 % CI [0.50-0.97]; p=0.034) (Table 4).



Discussion

MDS is a heterogeneons disease with a poor prognosis in high-nisk group defined by IPSS.
The pejorative prognostic sigmficance of the percentage of bone marrow blasts and
cytogenetics is also maintained after alloSCT. Therefore, upfront alloSCT with myeloablative
conditiomng allowing cytoreduction in the preparative regimen seems to be the best strategy
n fit younger pﬂ’[iEﬂTE.EE'H But the 1deal intensity of conditioning in advanced age patients or
with comorbid illness 15 still debated. The introduction of RIC regimens has dramatically
changed the landscape of alloSCT for patients with high-nisk AMI unable to undergo acute
side effects of the conditioming. These conditioning regimes appeared interesting in MDS
because meost patients with MDS are old and cannot benefit from a myeloablative
conditioning. In RIC transplants, the curative effect agamst myelodysplatic syndrome of
alloSCT is shifted toward the Graft versus Malignancy (MDS) or GVM effect ” Their results
indicate  that fludarabin-busulfan RIC  regimen 15 well-tolerated and highly
inmunosuppressive with no graft failure and a TEM of only 5 %. But, in high-nsk MDS_ RIC
may not provide sufficient disease confrol to allow time for a GVM effect and may have a
deleterious impact on PFS as described by Scott ef al.” In this group, minimal conditioning
intensity regimens such as 2 Gy TBI alone or with fludarabine were associated with low NRM
but a high relapse rate.

As a consequence, we explored the mmpact of a vanety of so-called moderate-intensity
regimens developed for alloSCT in myeloid lenkenua: the RTC and FILAMSA-RIC compared
to BIC FluBu2. Previous studies demonstrated that the sequential FLAMSA-RIC, an effective
conditiomng regimen for the treatment of high-risk AML. seems to be as well tolerated as the
conventional RIC in the treatment of high-risk MDS, with no significant differences in term
Dfm.lg—il

Thus, the data from the present analysis, as from other reports, indicated that the 2-year NEM
15 decreased caly in the RIC group (FluBu2, p=0.029). The NEM after RTC 15 quite high
(=40 % at 3-year follow-up) due to a high incidence of GVHD. As a consequence, there was
evidence of increased relapse incidence only with lower intensity regimens (FluBu2, p=0,037)
in nni- and mmltivanate analysis, but with no significant difference at 1-year. In this stody,
DLI was performed in patient with post-transplant relapse and/or without chrome GVHD.
DLI confer a good GVM effect as we observe a lower meidence of relapse mn mmltivariate
analysis for patients treated with DLI. Despite the strategy to enhance the GVM effect by
DLL we confirm as previous studies, that DLI 15 often unsuccessful in those with unfavorable



n:j.rt-::ugemetiq:s.3ls Therefore our study demonstrate in mmltivariate analysis, that the percentage
of blasts in bone marrow and poor cytogenetic prognosis calculated thanks to IPSS-E. at the
moment of transplantation are imnvolved in a higher incidence of relapse and associated with a
poorer outcome =

Strikangly, there 15 no statistical difference between FLAMSA-RIC, RTC and RIC m PFS and
O5. The absence of significant difference of PFS can be confounded by higher nisk patient
categories, not in term of IPSS or IPSS-F_ but 1n term of evolutive disease at the moment of
transplantation. As previously described, we show that evelutive disease 15 the most important
factor that impact 1n multivanate analysis on PES, OS and NEM. The FLAMSA-RIC group
was represented by 50 % of patients with evolutive disease at transplant when RTC and RIC
were represented by 20% of patients with evolutive disease. Our study suggests that
FLAMSA-RIC is a good option for patients with a progressive MDS to secondary AML.
Moreover, there 1s no difference in mmltivanate analysis between the three conditioming
regimens and the incidence of acute GVHD (stage O-IV), severe acute GVHD (stage III-IV)
and extensive chrenic GVHD. In mmltivanate analysis, only the disease status at transplant
and D11 could impact on the chronic extensive GVHD incidence. Therefore, we assume that
the higher incidence of extensive chromic GVHD observed in the FTLAMSA-RIC group mn
umvanate analysis 1s confounded by the fact that the FLAMSA-RIC group contains patients
with a very high-nsk of evelution to secondary AML. Moreover, in ouwr study, ocnly the
FLAMSA-RIC group contains patients with no in vivo T-cell depletion with ATG which 15 an
important drug reducing incidence of chronic GVHD.™’

In all, FluBu2, FluBu3, FluBud and FL AMSA-FIC are effective conditioning m the treatment
of MDS but their relative advantages may be discussed at the moment of transplant. The
optimmum regimen will likely depend on disease evolutivity and patient characteristics. RIC as
FluBu? 1s, in our study, less toxic than RTC but. because of the high relapse mcidence
observed, we should probably propose BIC for unfit patients with controlled MDS (low
perrcentage of blasts and'or good or intermediate cytogenetic prognosis) at the time of
transplantation. Unfit patients with high-risk MDS (hugh percentage of blasts and/or poor
cytogenetic prognosis), vnable to undergo RTC or FLAMSA-RIC, should probably be treated
with preventive azacytidine +/- DLI after transplatation to avoid relapse without increasing
NEM. In fact, it has been postulated that the GVM activity 15 enhanced with azacytidine after
transplantation, as a consequence of the upregulation of epigenetically silenced munor
histocompatibility and tumor a.nligens.“ Azacytidine has also been shown to augment the



reconstitution of T regulatory cells in the immediate post-transplantation peried and, in mouse
models. its administration reduces the risk of severe GVHD.*

As in many retrospectives studies, our study suffers from selection bias, but we would like to
discuss that FLAMSA-RIC conditioning could be an effective salvage therapy before
transplant with no increase NEM for patients with nncontrolled MDS.
To address this 1ssue, prospective randomized trials companng FILAMSA-RIC versus ETC
conditiomng for patients with MDS evoluting to AML will be required. The absence of
difference in term of PFS, OS, acute and all grade chronic GVHD incidences between the 3
different conditiomng regimens 15 probably explained by the heterogenetty of our population.
'e highlight mn this refrospective study that curently, the clinicians decide to modulate the
intensity of the conditioning regmimen i MDS patients. Thanks to this strategy we observe a
comparable and acceptable PFS and OS in evolutive MDS.Y



Conclusion

AlloSCT remains a potential curative therapeutic option for elder patients with high-risk
MDS5. In this retrospective study, disease stage at time of transplantation, but not the intensity
of the conditioning regimens. was the most important factor influencing cutcomes. Indeed, we
can suggest that for patient with evolutive MDS, FLAMSA-RIC seems to be an effective
alternative option. A prospective study companng ETC to FLAMSA-RIC nmst have to be
performed in order to conclude strongly onto the advantage of FLAMSA-RIC and in which
subpopulation of MDS.
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Tables and Figures:

Table 1. Patient and allogeneic stem cell fransplantation characteriztics (8=431)

Conditioning regimen FLAMEA-BIC RIC RIC pvale
Number of patient 6 (17.6%) M (66 85 (19.7%)

Recipient ageat dinguocks (years), mediom (range) 554 (127-659) 609 GLITLI) 18 GRLEED)
wagmhmﬂtrm},mﬂhl 57 (B4678) 63 GO6TLY) WD (R4E3) oo
Date of transplant (vear), median {range) 017 (0052015) 2012 QO0S01S) 013 QO0ENOIS)  ggem
Eﬁ%‘rﬂm is to rapsplant (monthe), 114 (311884 106 (1.5-3053) 01 (192100 02716
Follow-up (months), median (range) 134 (00558 166 041166 118 @O-725 00005
m{mmwmmg 1 @D 1 @ 1 @ 0.0002
F&m“m“m" ransplant, median g (0:33) 3 @ 4 @1 0,001
Recipient gender, n (%) 0.8437
Male 4 (605) 159 (589 53 (624)

Famals 30 (395) 11 @) 31 376
Recipient CMV status, n (%) 0.0608
Nazative 42 (573) 114 @23 41 @82

Positive 31 (417) 156 (57.49) 4 (518

Missing 1 0 0

MDS WHO classification at diagnose n (%) 0.0605
Transformed to AML 3G9 14 53 0 @

A with excess of blasts-1 (RAEB-1) % (342) 80 223) 3 Q1)

A with excess of blases-2 (RAEB-2) 17 (355) 140 (519) 43 (50.6)

Other W [263) 56 Q20.7) 19 224

MD5 WHO classification at transplant. n (%) 0.6754
Transformed to AML 0 (263) 59 @19 18 Q1)

Other 56 (73) M 7Rl 67 (78.8)

IPSS at transplant,  (4) 0.5950
Intermediate- (1.5) 54 (7L1) 206 (76.3) 62 (729)

Hizh (>1.5) 1 [289) & (23.7) 3 Q1)

Disease status at transplant.  (%4) 0,001
Evolusive 38 (500) 3 (196 18 Q1)

Stable 13 (17.0) ¥ 39 15 (176

Pesponse 35 (319) 193 (71.5) 51 (613)

Donor gender, n (%) 0.6821
Ml 40 (645) 163 (0.4) 35 [4T)

Female 17 (355) 107 (39.6) 30 (353)

Cender matched, n (%) 0.3740
Famale doner 1o mals recipient 12 (158) 57 QL1 18 Q1Y)

Other 64 (842) N3 (729 67 (788)




Table 1. Patient and allogeneic stem cell fransplantation characteristics (N=431) (conmnrued)

Condifioning resimen FLAMEA-PIC RIC BIC Dvake
Number of patient 76 (17.4%) 270 ([62.675) 25 (19.7%)

CALV risk, m (%) 0.1506
High-risk (dorar negative to recipient pesitive) 19 (353) ™ (A83) 17 (20.5)

Low-rizk (donor negatve to recipient negative) 31 (413) 8 (283) 1B ([T
Itermediate-rick (donor posiive) 15 (333) 117 {4335 38 (458

Mizsing 1 1 1

Donor type, n (%) 03912
Tdemtiral sibling donor 36 (474) 115 {41.86) 43 (30.6)
Masched-urmelated domor 40 (524) 155 (374 1 404

Stem cell somrce, m (¥4) .0572
Baone mamow g (7| 7 A8 d (7.0

Penpheral hload 70 (B1LI1) 263 (074 T (E1E

In vive T-cell depletion, m (%4) <101
Mo A L 0 m 0 m

ATG 60 (DOE) 270 (L00.0y 85 (100.0)

Conditioning, n (%) <101
Chemotherapy alone 67 (B21) 270 (L00.0y 85 (100.0)

Chemotherapy + TEI o [(1LE) 0 m 0 o

Post-transplant CVHD prophylaxis, n (%) <1001
Ciclosponn Tacralinmes I () L E TRy 36 (414

Ciclosponn Tacralinms + MMMWF 58 (4.7 116 3.0 A5 (30.6)

Ciclospomn Tacralioms + MTH 11 (14T} 63 233) 18 213}

Other Im 309 G

DAL n (%) 0.00e
Mo 60 (789) 238 (B8.1) 77 (D06

=1 DLI ERNERY] 15 (3.8 T @3

=2ADLI 13 (17.1) 17 (6.3 1 13

Criogenetic proguesis, n (%) 08304
Very good R 4 (14 14

Good 17 (403) 114 (36.0) 0 478

Intermediate 15 (239 4 (1.5 44

Poor 17 (254) 57T AW 13 (155

Wery poor I ) 17 (6o L

Unkniam 9 i 3

Abbreviaton: CMV, cytomegalovings. MDS, myelodysplastc syndrome; WHO, waorld health erzanization: PSS, miematiosa]
prosmostic scorng system; RIC, mstriced-intensity conditioning; BT, restmicted tondrity conditioning. ATG, anfi-thymecyie
globulin; TBL total body iradiadon; GVHD, zraf versus host disease DI docar hmphocyte infizson.



Table 2. Engrafiment and GVHID, relapse, survival incidence (N=431)

FLAMSA-RIC RIC EIC

M=16({175%)  N=IT0(6248%) 00 WN=RS (19.7%)

N T 1. T N " i
Haematopoeiiic recovery |/ engrafiment 027856
Mot engrafted p a7 3 1l a 0.0
Engrafied 71 a73 2a7 R = 1000
Wiszing 3 0 1
Orverall graft function / Haemopoietc chimaerism 02335
Full dosor 52 THS 154 631 51 713
Ilimed 16 135 a7 357 n 75
Graft rejection L 0.0 3 12 1 13
Wiszing b 25 5
Acate GVHD 08785
Grade (-1 52 T3 197 732 i 3
Grade IITILTV n 7 T2 M58 3 N
Wiszing 2 1 2

R

Grade 07 52 03 197 732 i 3
Grade I 14 13.9 3% 121 13 157
Grade ITTF bt 10.8 34 126 10 120
Missing 2 1 2
Chromic GYVHD (one-year cuomulaiive incidence) o7
Lirnited bt 333 ] 2.1 i B33
Esxtensive 16 667 k] ite 4 167
Missing 1 6 1
Felapse or progression after transplant 000G
To 52 3.4 1655 1.5 <] g0.0
Tes 4 ila 104 383 17 20.0
Survival status 02925
Dead 7 43.7 125 453 34 0.0
Al e 513 145 57 5l 0.0
Mam canse of death 0024
Pelapse of progression 20 1 an G0 13 33.2
WEM 17 450 45 3.0 i | 6.8
Camse of death by NEM 0.1465
GVHD 10 ITa 3% 04 19 559
Infection 5 13.5 3 14 a 0.0
Pejection / poar eraft fimction L 0.0 1 08 1 18
Haemomhaps L 0.0 3 L4 1 18
Mltple arzan faihre 2 i4 1 08 a 0.0

Abbreviation: BIC, resmiced-intensity conditioning: FTC, resmicted-wedoity conditioning: GVHD, graft-versas bost dissase;
HWEM. non-relapse marmlify.



Table 3. Comparizon of 1-vear outcomes according to conditioning regimen (N=431)

FLAMSA-RIC RIC ETC
N=T6 (17.6%) M=270 (62.6%) =85 (19.3%)

% 05% CI % 05% CT R 0% CI  poaie
PTS 643 [#06758] 00 [572706) 654 [463702] 0663
os 00 [447701] 820 [500733] 597  [408-743] 0505
NFM cumalative incidence 00 [I78432] 288 [139454] 481 [269-664] 0063
Pelapse incidence 458 [302617] S48 [#414643] 300 [173438] 0085
Chronic GVEHD cumnlative incidence 23 [I80878 519 [439-583] 457 [3l0-93] 07
Chronic extensive GVED cumalafive incidence 203 [17742.0] 189 [I36250) 84 [27213] 0.006

Abhreviation: BIL, resmicted-infensty condiionmz. BIL, Esmcied-towciy COndnmme 937 LL 997 confdence mierval,

PF3, progression-free sumvival; 05, overll sumaval: WEM, non-relapse mormalicy.
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Figure 1: Transplant outcomes according to conditioning regimen. 1.a: Overall survival 1.b: Progression-free
survival 1.c: Cumulative incidence of non-relapse mortality. 1.d: Cumulative incidence of relapse.
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Figure I: Chromic GVHID sccordiss o conditoning regimen. .o Cummlatre incisdence of chromic GVHD. 1h:
Cumulatve incdesce of chromic extensive GVHD.
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Legend of Figures:

Fignre 1: Tramsplamt owtcome: according to conditioming regimem 1.a: Owerall swrvival 1b: Progression-free
survival 1o Cummlative incidence of mon-relapse mortality. 1.d: Comulative incidence of relapse.

Companszon of the overall suraval (PFS) (fig 1.2}, progression-free supvaval (05) (g 1.b), cummlatve incidence
of non-relapsed mortality (MER) (G2 1.¢) and cummlatrve incidence of relapse (fiz.1.d) for patients treated with
allogeneic stem cell transplantation for high-nsk mvelodysplashe syndrome, according to the condihomng
regimen Dotted hines represent FLAWMEA-EIC, full Ines, BIC and hatched hnes, ETC. A logrank test didn't
allow to conclude on a sipmficant difference for FFS (p=0.663), 08 (p=0.5035). A Gray’s test didn't allow to
conchude on a significant difference for MEM (p=0.063), mlapse nodence (p=0.083) between the 3 gZoups at
the thresheld of 5% buf the test 1= at the linwt of sigmficance for WNEM with a tendency of a lower tocnierty of BIC
compare to FLAMSA-FIC and RTC.

Figure 2: Chronic GVHD according fo condiionming regimen. I.a: Comulative mcidemce of chromic GVHD. 2b:
Comulative incidence of chronic extensive CGVHI.

Companson of the all grade clvome GVHD (fiz 2 3} and extensive chromie GVHD (fiz 2.b) for patents treated
with allogeneic stem cell transplantation for gh-nsk myelody=plastic syndrome according to the condihomng
regimen. Dotted hines represent FTLAMSA-RIC, full hnes, RIC and hatched lines, RTC. A Gray's test didn't
allow to conclude on a sigmificant difference for all grade chrome GVHD (p=0.739) but allowed us to conclude
on 2 sigrmficantly higher rate of extensive chrome GVHD in the FLAMSA-RIC sroup (p=0.008) betwesn the 3
groups at the threshold of 3%



I1l1. Discussion et conclusion

Nous avons conduit une étude rétrospective multicentrique incluant 431 patients atteints de
SMD de haut risque (IPSS intermédiaire-2 et élevé) traité par allogreffe de CSH. Nous avons
compareé 3 types de conditionnement :

1/ un conditionnement séquentiel de type FLAMSA-RIC qui a fait la preuve de son efficacité
et de sa tolérance dans le traitement des LAM de haut risque en rechute ou réfractaire ;

2/ le conditionnement d’intensité réduite FB2 dont I’avantage est d’étre mieux toléré avec
moins de morbi-mortalité toxique mais au prix souvent d’une incidence supéricure de
rechute ;

3/ un conditionnement myeloablatif a toxicité réduite FB3 et FB4, traitement responsable d’un
sur-risque de déces toxique mais qui permet un meilleur contréle de la maladie
hématologique.

Tout d’abord, nous avons comparé les caractéristiques des patients inclus et de leur
hémopathie grace a un test du Chi-deux et nous avons suivi 1’évolution de la maladie, les
complications et le traitement post-greffe. Nous avons évalué la survie sans progression
(PFS), ainsi que la survie globale (OS), I’incidence cumulée de mortalité non liée a la rechute
(NRM), de GvH aigué et chronique et I’incidence de la rechute. Nous les avons comparés
entre les 3 types de conditionnement grace a des tests statistiques de Log-rank (PFS et OS) et
de Gray (incidence cumulée de NRM, de GvH aigué et chronique et de rechute). Nous avons
réalisé une analyse multivariée de la PFS, de I’OS, de la NRM, de la rechute et de la GvH
chronique grace a un modéle de Cox et de la GvH aigiie grace a un modele de régression
logistique.

Les caractéristiques des patients different entre les 3 groupes avec des patients plus jeunes
dans les groupes FLAMSA-RIC et RTC, une allogreffe plus précoce dans le groupe
FLAMSA-RIC et des caractéristiques plus péjoratives de la maladie hématologique dans le
groupe FLAMSA-RIC puisque le pourcentage de blaste médullaire au moment de la greffe et
la proportion de patients greffés avec une maladie évolutive sont significativement plus
importants dans le groupe FLAMSA-RIC (p<0,0001 pour les 2 caractéristiques). De plus, les
patients du groupe FLAMSA-RIC ont recu moins fréguemment une déplétion T in vivo par
sérum anti-lymphocytaire (SAL, ou ATG = anti-thymocyt globulin) (p<0,0001) et plus
fréguemment des DLI (p=0,0019).

Le devenir des patients post-greffe dans les 3 groupes de conditionnement a aussi été étudié
par analyse univariée. On objective une incidence de GvH aigué similaire dans les 3 groupes.
L’incidence de GvH chronique globale (limitée et extensive) est aussi comparable dans les 3
groupes. Par contre I’incidence de la GVH chronique extensive est plus importante dans le
groupe FLAMSA-RIC, par rapport aux 2 autres groupes (p=0,0017). Cette observation n’est
pas inattendue puisque dans les caracteristiques des patients a la greffe, seul le groupe
FLAMSA-RIC comprend 50 % de patients en maladie évolutive (donc pourcentage de blastes
en augmentation dans la moelle) et 7 patients n’ont pas recu d’ATG et ce groupe est celui
ayant recu le plus de DLLI.

Toujours en analyse univariée, le nombre de rechute total a la fin de notre étude est inférieur
dans le groupe RTC comparativement aux 2 autres groupes (p=0,0064) a mettre en lien
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probable avec une NRM augmentée (p=0,0234). Les décés de NRM dans le groupe RTC sont
principalement de cause de GvH. Toutefois, 1’analyse univariée a 1 an ne montre pas de
différence significative en terme de PFS (p=0,663), OS (p=0,505), incidence de rechute
(p=0,085), ni en terme d’incidence cumulée de NRM (p=0,063) et de GvH chronique
(p=0,739). Seule I’incidence cumulée a 1 an de GvH chronique extensive dans le groupe
FLAMSA-RIC est plus élevée comparativement aux groupes RIC et RTC (p=0,006).

En analyse multivariée, le type de conditionnement n’impacte pas la PFS, 1’OS, ni I’incidence
de GvH aigué et chronique. En analyse multivariée, le RTC entraine un sur-risque de NRM
par rapport au RIC (p=0,029) mais une diminution du risque de rechute par rapport au RIC
(p=0.037). Les facteurs impactant significativement la PFS dans le modéle multivariée sont
I’état de la maladie a la greffe (maladie évolutive : HR=0,6 ; 1C95 % [0,5-0,9] ; p=0,014) et le
pronostic cytogénétique (cytogénétique favorable : HR=2,0; 1C95 % [1,4-2,7] ; p=0,0003).
Par ailleurs, une maladie évolutive a la greffe entraine une diminution de la survie globale et
une augmentation du risque de GvH chronique (p=0,034 et p=0,007). Le pronostic
cytogénétique défavorable entraine un plus fort taux de rechute (p=0,0002), de méme que la
blastose médullaire élevée a la greffe (p=0,043), et une diminution de la survie globale
(p=0,0002).

Les facteurs impactant le devenir des patients, dans I’analyse multivariée sont les
caractéristiques de la maladie avant la greffe. Une maladie non contrélée a la greffe et un
pronostic cytogénétique défavorable grévent la survie des patients.

Dans notre étude rétrospective, le conditionnement atténuée (RIC) est mieux toléré que le
RTC avec un taux de déces toxique inférieur mais permet un moins bon contréle de la
maladie que le RTC. En comparant le conditionnement séquentiel FLAMSA-RIC aux 2
précédents conditionnements, le conditionnement FLAMSA-RIC semble aussi bien toléré que
le RIC et le taux de rechute ne semble pas différent entre le FLAMSA-RIC et le RTC.
Cependant, les patients dans le groupe FLAMSA-RIC sont plus graves que dans les 2 autres
groupes avec une proportion de patients présentant une maladie évolutive a la greffe plus
importante ainsi qu’un taux de blastes médullaires plus élevé dans le groupe FLAMSA-RIC,
et nous n’observons pas de différence en terme de survie sans progression et de survie globale
entre les 3 groupes. Cela suggére que le conditionnement FLAMSA-RIC permet d’effacer les
facteurs pronostiques défavorables de son groupe au moment de I’allogreffe.

En conclusion, 1’allogreffe de CSH est une option thérapeutique curative pour les patients
agés atteints de SMD de haut risque. Dans cette étude rétrospective, le stade de la maladie au
moment de la transplantation, comme dans d’autres études déja publiées, est le facteur le plus
important sur le devenir post-greffe. Notre étude illustre I’intérét du conditionnement
séquentiel FLAMSA-RIC chez les patients atteints d’'un SMD évolutif. En effet ces patients
ont un devenir post-greffe quasi-superposable aux patients allogreffés par RTC ou RIC avec
toutefois une maladie mieux contrdlée au moment de la greffe. Une étude prospective
comparant ces conditionnements RIC/RTC et FLAMSA-RIC est nécessaire pour conclure
fermement a I’intérét que nous avons port¢ au FLAMSA-RIC. Au CHRU de Nancy, nous
avons choisi d’utiliser le conditionnement séquentiel FLAMSA-RIC en préparation de
I’allogreffe chez les patients inéligibles a un conditionnement my¢élo-ablatif, atteints de SMD
de haut risque dont la maladie est insuffisamment contr6lée au moment de la greffe.

Finalement, notre étude suggere que le conditionnement d’allogreffe pour un SMD est
important a définir en fonction des comorbidités du patient et du statut de la maladie a la
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greffe. Par ailleurs elle suggére aussi la place importante de 1’effet du greffon contre le SMD
appelé « Graft versus Malignancy » ou « GVM » par I’impact des DLI sur I’incidence de la
rechute et de la GvH chronique extensive. Nous concluons donc a une approche importante a
développer dans le traitement des SMD, notamment pour les patients a haut risque de rechute
post-greffe (conditionnement RIC, maladie évolutive, pourcentage de blastes médullaires et
pronostic cytogénétique) d’immunomodulation systématique par Vidaza/DLI de facon
préventive. Nos résultats doivent étre confortés par une étude prospective randomisée, mais
toutefois, selon notre expérience, le conditionnement d’allogreffe pour le traitement des SMD
de haut risque doit étre discuté au cas par cas. Nous proposons a la lumiére de cette étude que
le conditionnement RTC soit retenu chez les patients sans comorbidité, capable de subir une
toxicitt non négligeable du conditionnement. Nous proposons de privilégier le
conditionnement RIC pour les patients avec comorbidités et un SMD en rémission pré-greffe.
Enfin, les patients sans comorbidités et avec une myélodysplasie évolutive au moment de la
greffe pourraient tirer un bénéfice d’un conditionnement séquentiel permettant une
cytoréduction préalable a la greffe.
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RESUME DE LA THESE

Le syndrome myélodysplasique (SMD) est une pathologie clonale de la cellule souche
hématopoiétique. C’est une pathologie du sujet agé évoluant vers une leucémie aigué
myéloide (LAM). Les SMD de haut risque selon la classification IPSS reléve d’un traitement
a visée curative par allogreffe de cellules souches hématopoiétiques. Cependant le taux de
réponse et la survie globale et survie sans progression reste inférieur a 40 % a 2 ans.

Le conditionnement séquentiel pré allogreffe de type FLAMSA-RIC a fait la preuve de son
efficacité et de sa tolérance dans les LAM de haut risque.

Dans cette étude rétrospective multicentrique de fichier portant sur 431 patients allogreffes
entre 2005 et 2015 pour un SMD de haut risque, nous avons comparé 3 types de
conditionnements : conditionnement séquentiel FLAMSA-RIC, conditionnement d’intensité
réduite FB2 et conditionnement a toxicité réduite FB3/FB4.

Nous n’observons pas de différence significative de survie globale ni de survie sans
progression dans le groupe FLAMSA-RIC par rapport au groupes RIC et RTC alors que les
patients traités par le conditionnement séquentiel étaient plus graves au moment de la greffe,
avec la moitié des patients greffés avec une maladie évolutive. Le conditionnement séquentiel
est aussi bien toléré que le RIC avec une incidence cumulée de NRM non significativement
différente. En analyse univariée, on note une augmentation significative de la GvH chronique
extensive dans le groupe FLAMSA-RIC, probablement lié¢ a 1’¢tat de la maladie a la greffe,
évolutive dans la moitié des FLAMSA-RIC. L’analyse multivariée confirme 1’effet péjoratif
des caractéristiques initiales de la maladie, comme 1’état a la greffe, le pronostic
cytogénétique et la blastose médullaire a la greffe avec une diminution de la survie sans
progression et une augmentation de I’incidence de rechute et de I’incidence de GvH
chronique.

Le conditionnement séquentiel FLAMSA-RIC est un traitement prometteur dans les SMD de
haut risque avec un rattrapage des caractéristiques péjoratives de la maladie. Ces données
doivent étre confirmées dans une étude prospective randomisant les patients entre un groupe
FLAMSA-RIC et un groupe RIC ou RTC selon I’age et les comorbidités des patients.
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Comparison of three different conditioning regimens before allogeneic stem-cell
transplantation for the treatment of high-risk myelodysplastic syndrome.
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