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Kernpunten
•	 Er bestaat geen consensus over de optimale blootstel-

ling aan busulfan voor kinderen die een allogene stam-
celtransplantatie ondergaan, mede door een gebrek 
aan grote studies.

•	 In deze omvangrijke multicentrumstudie naar busul-
fanblootstelling bij kinderen, blijkt de cumulatieve area 
under the curve (AUC) van busulfan de event-vrije over-
leving te voorspellen.

•	 Deze resultaten ondersteunen therapeutic drug moni-
toring (TDM) van busulfan, waarbij een totale busulfan-
blootstelling (geschat met een gevalideerd farmacoki-
netisch model) van 90 mg·h/L (78-101 mg·h/L) wordt 
nagestreefd.

ABSTRACT 
Busulfan exposure associated with event-free survival 
in children after allogeneic haematopoietic stem cell 
transplantation: a retrospective multicenter cohort study
OBJECTIVE
To determine the relationship between busulfan cumulative 
area under the curve (AUC) and event-free survival (EFS) in 
children undergoing allogeneic haematopoietic stem cell 
transplantation (alloHCT).
DESIGN
Retrospective, multicenter cohort study.
METHODS
Children who underwent alloHCT in 15 different centres 
worldwide were included in this study (2000-2013). 
Participants had to be on intravenous busulfan and 
pharmacokinetic samples had to be available. Exposure of 
interest was the cumulative AUC of busulfan, and primary 
outcome was EFS (time to graft failure, relapse or all-cause 
mortality). Cox regression models were used to derive 
relative risks (RR), and the optimal busulfan AUC level was 
estimated using propensity adjusted Weibull models.
RESULTS
A total of 674 subjects (41% malignant, 59% non-
malignant) with a median age of 4.5 years (interquartile 
range 1.4-10.7 years) were included in the analysis. We 
observed a significant U-shaped relationship between 
busulfan cumulative AUC and EFS (P = 0.011). The optimal 
target was estimated at 90 mg·h/L (78-101 mg·h/L), 
and was independent of any of the investigated patient 
characteristics. An AUC below the target increased the risk 
of graft failure and relapse (relative risk 1.75, P = 0.004), 
while transplant-related mortality was more pronounced 
when the AUC was too high (relative risk 2.99, P < 0.001).
CONCLUSION
This is the largest study on the relationship between 
busulfan and clinical outcomes in children undergoing 
alloHCT. Our results strongly advocate the use of 
therapeutic drug monitoring of busulfan, using 90 mg·h/L 
(78-101 mg·h/L) as a target.
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Inleiding
Allogene hematopoëtische stamceltransplantatie  

(alloHCT) is de standaardbehandeling voor een divers 
aantal hematologische maligniteiten en goedaardige im-
munologische aandoeningen bij kinderen [1]. Busulfan, 
een alkylerend oncolyticum, is daarbij een hoeksteen van 
de behandeling voorafgaand aan de alloHCT, met als doel 
de maligne cellen te vernietigen [2]. Een belangrijk nadeel 
van busulfan is de grote interindividueel variabele farmaco
kinetiek (FK), zelfs bij het gebruik van de intraveneuze 
toedieningsvorm [3-7]. Dit is belangrijk omdat eerder on-
derzoek heeft laten zien dat bij hogere busulfanblootstellin-
gen het risico verhoogd is op toxiciteit, waaronder mucosi-
tis, graft-versus-host disease (GvHD), veno-occlusieve ziekte 
(VOD) en transplantatie-gerelateerde mortaliteit (TRM) 
[8-10]. Aan de andere kant worden te lage blootstellingen 
geassocieerd met transplantaatfalen (graft failure; GF) en 
ziekterelaps [11-13]. Veel alloHCT-centra meten daarom 
busulfanspiegels, maar er is geen consensus over het thera-
peutisch venster [3,12,13].

De huidige streefwaarde van busulfan (een cumulatieve 
area under the curve [AUC] van 58-86 mg·h/L) heeft enkele 
beperkingen. Ten eerste is deze streefwaarde voornamelijk 
gebaseerd op relatief kleine en oude studies bij volwassenen 
die werden behandeld met busulfan in de orale toedienings- 
vorm [11,14,15]. Recentere gegevens suggereren juist dat 
het optimum van busulfan veel hoger ligt (een cumulatieve 
AUC van rond de 100 mg·h/L) [8,13,16]. Ten tweede is 
het niet duidelijk wat de invloed is van patiëntkarakteris-
tieken op de farmacodynamische effecten van busulfan. 
Zo wordt – ongeacht de leeftijd, onderliggende indicatie, 
voorbehandeling en stamcelbron – hetzelfde therapeutisch 
venster gehanteerd.

Het doel van deze studie was om de relatie tussen de 
cumulatieve busulfan-AUC en klinische uitkomsten (GF, 
ziekte-relaps en toxiciteit) te bestuderen bij kinderen die een 
alloHCT ondergaan en de invloed van patiëntkarakteristie-
ken op de optimale busulfanblootstelling te onderzoeken.

Methoden
Dit betrof een retrospectief multicentrumonderzoek, 

waarbij kinderen werden geïncludeerd die een alloHCT 
hebben ondergaan in de kalenderjaren 2000-2015. Deze 
patiënten kregen intraveneus busulfan in het conditione-
ringsregime. Deelnemende centra (n = 15) waren gesitu-
eerd in Nederland, de Verenigde Staten, Zwitserland, het 
Verenigd Koninkrijk, Canada, Italië, Duitsland en Australië.

De blootstelling in deze studie betrof de cumulatieve 
AUC van busulfan in mg·h/L. Alle centra beschikten ten 
tijde van de busulfanbepalingen over een gevalideerde ana-
lysemethode (HPLC of LC-MS). De individuele cumula-
tieve busulfan-AUC’s werden geschat met een gevalideerd 
farmacokinetisch model [5,6], gebruikmakend van non
linear mixed-effects modeling (NONMEM VII, Globomaxx 
LLC, Hanover, MD, USA).

De primaire uitkomst was event-vrije overleving (EFS). 
EFS was gedefinieerd als overleving vanaf de alloHCT tot 
het laatste contact zonder optreden van GF, relaps van 
maligniteit of sterfte ongeacht oorzaak.

De volgende potentiële confounders en effect modifiers 
zijn meegenomen: leeftijd op de dag van alloHCT, geslacht, 
cytomegalovirus-status van de donor en de ontvanger, 
onderliggende aandoening, bron van beenmergcellen, 
overeenkomst in humaan leukocytenantigeen (HLA), 
aantal alkyleerders (busulfan, cyclofosfamide, melfalan) 
in het conditioneringsregime, gebruik van serotherapie en 
GvHD-profylaxe (in vivo immunosuppressie of ex vivo 
T-celdepletie). Alle variabelen werden als categorisch be-
schouwd, met uitzondering van leeftijd.

De gegevensset werd gesplitst in een ontwikkel- en een 
validatieset. De ontwikkelset bevatte twee derde van de 
gegevens (willekeurige selectie) en werd gebruikt om de 
modellen te bouwen. Het resterende deel van de gegevens 
diende om de verkregen modellen en relatieve risico’s 
(RR’s) te valideren.

Het optimum van de cumulatieve busulfan-AUC werd 
bepaald met parametrische Weibull survival-modellen  
(LIFEREG procedure, SAS 9.1, Cary, USA). De cumu-
latieve busulfan-AUC werd in de analyse continu gemo-
delleerd (polynomiaal, tot vierdegraads). Op basis van 
het Akaike information criterion werd vervolgens het meest 
geschikte model geselecteerd. Uitgaande van dit model 
werd berekend wat het optimum was van de busulfan-AUC 
(laagste kans op een event ± 10%). De modellen werden 
gecorrigeerd voor potentiële confounders met propensity score 
adjustments en gestratificeerd voor diverse patiëntkarakte-
ristieken.

Resultaten
In totaal zijn 674 kinderen (41% maligne, 59% be-

nigne) geïncludeerd met een mediane leeftijd van 4,5 jaar 
(interkwartielafstand 1,4-10,7 jaar) die een alloHCT  
hadden ondergaan en waarvan gegevens over dosering, 
concentratie–tijd-curves en uitkomsten beschikbaar waren.  
Het meest gebruikte conditioneringsschema betrof 
busulfan + cyclofosfamide (52%), gevolgd door busulfan 
+ fludarabine (37%) en busulfan + cyclofosfamide + 
melfalan (10%). Bij 40% van de patiënten werd busulfan 
eenmaal daags gedoseerd en bij 48% was dat viermaal 
daags.

Ons model liet een significante U-vormige relatie zien 
tussen de cumulatieve AUC van busulfan en EFS (figuur 1, 
P = 0,011). Het gemodelleerde optimum bleek 90 mg·h/L 
te zijn (78-101 mg·h/L), wat goed overeenkwam met de  
validatie-dataset (87 mg·h/L) en een goede goodness of 
fit vertoonde. Dit optimum werd consistent gevonden 
over de diverse alloHCT-centra. De nieuw gedefinieerde 
AUC-streefwaarde was geassocieerd met een significant 
hogere EFS dan de historische streefwaarde (figuur 2, 
tweejaars EFS van 77,0 versus 66,1%, P = 0,024). Een 
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te lage AUC (< 78 mg·h/L) verhoogde de kans op GF en 
relaps (RR 1,75; P = 0,004), terwijl een te hoge AUC  
(> 101 mg·h/L) de kans op TRM liet stijgen (RR 2,99;  
P < 0,001).

De onderzochte patiëntkarakteristieken hadden geen 
significante invloed op de optimale AUC van busulfan. 
Patiënten met een maligniteit hadden bijvoorbeeld geen 
significant ander optimum (82-103 mg·h/L) dan patiënten 
zonder een maligniteit (75-101 mg·h/L, P = 0,868). Dat 
gold ook voor HLA-overeenkomst (P = 0,891), donor-relatie 
(P = 0,930), aantal alkylerende cytostatica (P = 0,892), 
leeftijd (P = 0,801), stamcelbron (P = 0,791), jaar van 
transplantatie (P = 0,326), busulfan doseerfrequentie  
(P = 0,811) en serotherapie (P = 0,882).

Beschouwing
Dit is de grootste studie die de relatie tussen de  

cumulatieve AUC van busulfan en klinische uitkomsten 
heeft onderzocht bij kinderen die een alloHCT ondergaan. 
Onze resultaten laten zien dat een AUC van 90 mg·h/L 

(78-101 mg·h/L) geassocieerd is met een significant hogere 
EFS (tweejaars EFS van 77,0% bij het nieuwe therapeu-
tisch venster versus 66,1% bij de historische streefwaarde). 
Bij een lagere AUC stijgt de kans op GF en relaps, terwijl 
de kans op TRM toeneemt bij een hogere AUC. De nieuw 
gedefinieerde streefwaarde lijkt onafhankelijk te zijn van 
diverse patiëntkarakteristieken.

Onze resultaten komen goed overeen met andere stu-
dies naar de AUC van busulfan en klinische uitkomsten.  
Zo lieten diverse studies zien dat een hoge AUC van 
busulfan geassocieerd is met het optreden van TRM [8-10]. 
Daarnaast demonstreerden andere studies dat de kans 
op GF en relaps weer juist toeneemt bij een lagere AUC 
van busulfan [11-13]. Over de daadwerkelijke optimale 
busulfan AUC-streefwaarde bestaat echter grote tegenstrij-
digheid [3,12,13]. Dit komt mede door de verschillende 
methoden die in de literatuur zijn gebruikt om de AUC’s 
te schatten. Mede hierdoor – en een gebrek aan grotere 
studies – was de bewijslast voor therapeutic drug monitoring 
(TDM) van busulfan tot nu toe beperkt en hebben veel 
centra hebben dit nog niet geïmplementeerd. Onze studie 

Figuur 1	 De associatie tussen cumulatieve busulfan-AUC en event-vrije overleving bij kinderen met allogene 
hematopoëtische stamceltransplantatie

 
AUC: area under the curve; EFS: event-vrije overleving

Doorgetrokken lijn: propensity-adjusted Weibull-model (met 95%-betrouwbaarheidsinterval); gestippelde lijn: externe validatiedataset; stippen: niet-

gemodelleerde data
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geeft als eerste antwoord op deze vraagstelling, gebruik
makend van een wereldwijd cohort waarbij eveneens gecor-
rigeerd kon worden voor een groot scala aan confounders.

Een belangrijke beperking van deze studie betreft de 
retrospectieve aard van dit onderzoek. De gegevens zijn 
echter prospectief verzameld en de mate van uitkomsten-
rapportage was niet afhankelijk van de busulfanblootstel-
ling. Daarnaast is dit onderzoek niet gerandomiseerd en 
was de populatie zeer heterogeen. Het zou daarom kunnen 
dat de resultaten verstoord zijn door de ernst van de on-
derliggende aandoening of de algemene ziektelast van de 
patiënt. Voor patiënten met veel comorbiditeit kan bijvoor-
beeld bewust gekozen zijn voor een lagere streefwaarde om 
toxiciteit te voorkomen. Doordat we echter gedetailleerde 
informatie hadden over diverse potentiële confounders, 
hebben we voor een groot deel van deze factoren kunnen 
corrigeren.

Concluderend hebben we in dit grote multicentrumon-
derzoek een optimale busulfan AUC-streefwaarde kunnen 
identificeren (90 mg·h/L; spreiding 78-101 mg·h/L) bij 
kinderen die een alloHCT ondergaan. Deze bleek niet af 

te hangen van de onderliggende aandoening en andere 
patiëntgebonden karakteristieken. Deze resultaten onder-
steunen het uitvoeren van TDM van busulfan en wijzen 
naar een hogere streefwaarde dan die in veel centra histo-
risch gezien wordt nagestreefd. Prospectief onderzoek zal 
de meerwaarde van deze nieuwe strategie verder moeten 
exploreren.  
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AUC: area under the curve; EFS: event-vrije overleving

Doorgetrokken lijnen: Kaplan-Meier (met 95%-betrouwbaarheidsintervallen); gestippelde lijnen: Weibull-model.
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