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INTRODUCTION :

La Leucémie Aiglie Myéloide (LAM), est une hémopathie maligne caractérisée par une
prolifération de cellules myeéloides immatures présentant une différenciation variable. Les
LAM représentent un groupe de maladies biologiques hétérogénes impliquant le plus souvent
la moelle osseuse et le sang périphérique. Elles peuvent toutefois se manifester dans les tissus

extra-médullaires(1).

Les LAM ont une évolution clinique agressive et le taux de survie globale a 5ans est de
25%(2).

Bien que I’étiologie de certaines de ces LAM soit inconnue, de nombreux facteurs de risque
existent et sont décrits, avec entre autres, 1’dge avancé, 1’exposition aux produits chimiques

mais aussi a certains agents antinéoplasiques(1)(2).

Aujourd’hui et ce, depuis plusieurs décennies, la Cytarabine est un des deux piliers dans le
traitement de la LAM en association avec des Anthracyclines selon un schéma « 7+3 » lors de
la cure d’induction et le plus souvent en monothérapie durant les cures de consolidation(3).
Selon les schémas de traitement et les protocoles, la Cytarabine peut étre prescrite a dose dite
standard (DS = 100 & 200 mg/m?/j pendant 7 jours consécutifs) pour la cure d’induction, eta
dose intermédiaire (DI = 1 & 1,5 g/m?/12H pendant 3 jours), ou encore & haute dose (DH =2 &
3 g/m?/12H pendant 3 jours) pour les cures de consolidation(4).

La Cytarabine et les Anthracyclines se présentent sous forme de solutions et sont administrées
par voie intra-veineuse (IV). Leur activité n’est pas ciblée, par conséquent, celle-ci peut
s’accompagner d’ effets secondaires généraux comme des pancytopénies ou encore des
toxicités cardiaques décrites pour les Anthracyclines (5). Ces toxicités pouvant conduire
parfois jusqu’au déces toxique du patient, d’ou I’intérét des recherches qui ont conduit a une

nouvelle formulation : le Vyxeos®.

En effet, en aol(t 2017, la Food and Drug Administration (FDA), a approuveé le Vyxeos®
(Jazz Pharmaceutical),une formulation liposomalecaractérisée par une co-encapsulation de
Daunorubicine et Cytarabine (44mg/100 mg, respectivement) avec un ratio molaire fixe de 5 :
1), indiquée dans le traitement des patients adultes présentant une LAM nouvellement
diagnostiquée, secondaire a un traitement (LAM-t) ouavec des anomalies associées aux
myelodysplasies (LAM-MRC)(6). Le Vyxeos® a obtenu une autorisation temporaire
d’utilisation (ATU) de cohorte en France en juillet 2018, puis ’AMM pour cette méme
indication en ao(t 2018.(7).Elle a obtenu un service médical rendu (SMR) important justifiant
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une prise en charge par la solidarité nationale dans son indication, mais une amélioration du
service médical (ASMR) de 1V, dite mineure(8).

Avec cette nouvelle formulation, le laboratoire offre a la Cytarabine et la Daumorubicine de
nouvelles caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques (9)(10) , avec des

résultats d’étude de phase II promettants (11).

Au sein de I’APHM, dans le service d’hématologie du Pr Costello, 9 patients ont bénéficié
d’un traitement par cette molécule. C’est dans ce contexte que nous avons Voulu réaliser une

étude intégrative du Vyxeos®.

En effet, dans ce manuscrit, nous aborderons dans une premiére partie les Leucémies Aigues
myéloides (LAM) ainsi que leur prise en charge. Puis, un point sera fait sur la forme
vectorielle et les bénéfices attendus en oncologie, nous permettant de mieux appréhender
I’intérét ainsi que le devenir du Vyxeos®. Pour finir une partie recherche sur le Vyxeos®
vous sera présentée associant un versant pharmacocinétique, clinique et physico-chimique

avec une étude de la stabilité de la molécule, ainsi qu’une étude d’incompatibilité dite en Y.
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PARTIE I : Actualités sur la prise en charge de la Leucémie Aiglie My¢loide

I Définition :

Les leucémies Aiglies Myéloides (LAM)représentent 1’ensemble des proliférations malignes
qui aboutissent a une accumulation dans la moelle, le sang et éventuellement d’autres organes
de progéniteurs de cellules sanguines d’origine myéloides : « les blastes ». Ces cellules ont

perdu partiellement ou totalement leur capacité a se différencier.
Le diagnostic repose sur différents examens :

- L’examen cytomorphologique du sang et de la moelle

- EtI’étude cytogénétique

L’immunophénotypage des blastes et I’étude moléculaire complétent le diagnostic et sont

utiles au pronostic et aux nouveaux protocoles thérapeutiques.

Le traitement des LAM repose avant tout sur la chimiothérapie, éventuellement complétée par
I'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques, et dans certains cas par des thérapeutiques
plus spécifiques.

IT Epidémiologie
En France, nous recensons environ 3000 nouveaux cas /an de LAM. L’incidence est de 4 a 5
nouveaux cas/100 000 H/an avec un ratio H/F =1.5(12).

Elle est plus fréquente chez I’adulteavec un d4ge médian de 64ans. La répartition des LAM
dans les différentes classes selon la classification de I’OMS varie avec 1’age : I’incidence
d’anomalies cytogénétiques de bon pronostic est plus grande chez le patient jeune et celle de
mauvais pronostic augmente avec 1’age. Elle est plus fréquemment retrouveée chez les
hommes que chez les femmes(13). Selon le type d’anomalie cytogénétique on peut soigner 20
a 75% des LAM des patients de moins de 60 ans, mais seulement 10% des LAM des sujets
plus agés(14).

Les LAM peuvent étre primaires ou secondaires a 1’expositions a des toxiques :radiations
ionisantes (par exemple traitement par radiothérapie), ou encore chezles travailleurs des
industries nucléaires (mais pas ceux qui vivent a proximité des usines nucléaires) ; des pilotes

d’avions exposés aux radiations cosmiques (risque multiplié par 5).

A T’exposition au benzéne, et au tabagisme chronique qui en est la premiére source

d’exposition : risque accru de 1,2 a 2,3 fois.
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Ces LAM peuvent aussi étre secondaires a un traitement par chimiothérapie (tumeurs solides

essentiellement), avec 2 aspects :
- le plus souvent : apparition 5 a 10 ans aprées un traitement par des agents alkylants,

-ou 1 & 5 ans aprés un traitement par des inhibiteurs des topoisomérases Il

(étoposide, doxorubicine).

III Pathogénie et immunologie

A Pathogenie

La prédisposition génétique (trisomie 21, neurofibromatose) peut expliquer quelques cas de
LAM de I’enfant (et de 1’adulte).

Des variations génétiques des systemes de détoxification du benzeéne et d’autres carcinogeénes
sont aussi impliquées, comme NQO1 (NAD(P)H quinone oxydoréductase 1)et de la famille
du cytochrome P450.

On évoque un modéle a 2 « coups »pour expliquer la survenue des LAM :

- un dommage génétique de niveau 1 (classe 1) : activation constitutive de
récepteurs de surface (RAS, récepteurs tyrosine kinases comme FLT3 ou c-KIT) qui activent
I’hématopoiese,

- un dommage genétique de niveau 2 (classe 2) : hyperexpression de genes HOX ou
de genes de fusion bloguant la différenciation myéloide, comme ceux induits par la t(8;21) ou
I’inv(16).

Une LAM ne se développerait que si les 2 types de Iésions sont présents.

Un mécanisme particulier impliquant I’interaction entre le récepteur de chimiokines CXCR4
des blastes et son ligand (Stromal-cell-derived factor 1) présent sur les cellules stromales peut
expliquer la sensibilité plus faible des blastes médullaires (par rapport aux blastes sanguins) a
I’apoptose induite par la chimiothérapie. Cette interaction semble aussi réguler la libération

des blastes médullaires dans la circulation.

IV Physiopathologie des LAM :

Dans les LAM le décés est la conséquence de I’insuffisance médullaire : en premier lieu
I’infection puis les hémorragies (tous les patients, sans traitement, seraient mort en moins
d’un an). L’inhibition médullaire est la conséquence de la sécrétion de chimiokines

inhibitrices par les blastes leucémiques.
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Une infiltration blastique de certains organes, notamment les poumons et le
cerveau,nécessite une chimiothérapie en urgence pour éviter un syndrome de détresse

respiratoire aigu ou un syndrome de lyse tumorale.

V Les signes cliniques
IIs sont la conséquence de la prolifération des blastes dans la moelle (les cellules normales
deviennent quiescentes), puis la survenue de leur accumulation éventuelle dans un ou

plusieurs organes.

La symptomatologie liée aux cytopénies sanguines est plus ou moins marquée avec:
- un syndrome anémique
- un syndrome infectieux

- un syndrome hémorragique

Le syndrome tumoral est inconstant, en effet les adénopathies sont plus rares.

On peut observer une splénomeégalie dans 15 a 20% des cas, ce qui permet d’orienter le
diagnostic vers une leucémie aiglie (LA) a composante monocytaire.

L’hyperplasie gingivale et les localisations cutanées (leucémides) sont plus fréquentes pour

les LA a composante monocytaire

VI Le diagnostic
Celui-ci se fait sur I’observation de différents critéres, qui sont décrits dans la suite de ce

paragraphe.

A L’hémogramme

1 L’anémie

Elle est quasi constante, moderée a trés sévere (avec une hémoglobine pouvant aller de 3 a 5
g/dL), liee le plus souvent a I’aplasie des cellules normales, et/ou la dysplasie.

Dans 60% des cas : On ne constate pas d’anomaliemorphologique des Globules Rouges (GR).
2 La leucocytose

On peut aller de laleucopénie franche (moins de 1G/L) sans blaste circulant,
jusqu’a ’hyperleucocytose majeure (de 100 a 500 G/L), constituée essentiellement de cellules

tumorales.
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3 Les blastes

IIs peuvent étre retrouves en nombre variable, parfois presque 100%. Un nombre supérieur a
20% évoque une LA.

4 Les neutrophiles

La neutropénie est fréquente avec parfois I’apparition d’une agranulocytose (avec un taux de
neutrophiles inférieur a 0.5 G/L). Ce phénomeéne est lié a un défaut de production.

Il se peut, parfois, que le nombre soit normal ou augmenté. Ce phénomeéne est le plus souvent
lié a la maturation résiduelle du clone tumoral.

5 La myélémie

Une myélémie peut étre observee et elle se définit par le passage dans le sang d’éléments
immatures de la lignee granuleuse.

6 La thrombocytopénie

Une thrombocytopénie est observée dans la majorité des cas, et celle-ci peut étre majeure
(avec un taux de plaquettes inférieur a 10 G/L). Cette thrombocytopénie peut étre due a une
insuffisance de production, ou parfois a une consommation excessive (CIVD), qui sont
surtout observées dans les LAM de type 3 (selon la classification FAB).

Dans quelques cas, on peut observer un nombre de plaquettes normal voire augmenté
(souvent lié au clone tumoral ou a une dysplasie des mégacaryocytes), mais le syndrome
hémorragique reste possible.

B Le myélogramme :

Il est habituellement richement cellulaire. La moelle peut-étre, dans moins de 10% des cas,
pauvre.

La blastose médullaire peut atteindre 20 a 100%

Il faut donc définir :

- le % de blastes : 20 a 100 %,

- les caractéristiques de toutes les autres cellules.

C Classification morphologigue :

L’examen du frottis sanguin permet dans 2/3 des cas d’orienter le diagnostic, mais 1’examen
de la moelle osseuse (MO) est indispensable pour le diagnostic définitif.
Il existe deux classifications :

- Laclassification morphologique FAB (Franco-américano-Britannique)
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- La classification OMS intégrant les données cytogenétique et la biologie
moléculaire (15).
La classification internationale FAB reste utilisée bien que la classification OMS soit la
nouvelle en vigueur.

VII Facteurs pronostics et traitement :

A Facteurs pronostics :

Il existe des facteurs pronostics associés a une mortalité accrue avant qu’une réponse au
traitement soit appréciable, comme 1’age, le score OMS (16), les données cytogénétiques et
moléculaires...).

Certaines caractéristiques cytogénétiques influencent le pronostic dont la majorité sont décrite
dans le EuropeanLeukemiaNet (ELN 2017). (17).

Pour faire suite a ce bref descriptif de la LAM, nous allons maintenant nous intéresser a la

prise en charge et aux traitements de celle-ci.

B Traitement :

1 La Cytarabine

1-1 Pharmacodynamie

La Cytarabine, aussi appelée cytosine arabinoside (Ara-C), fait partie de la famille des
analogues nucléosidiques. En effet, c’est un analogue structural de la déoxycytidine. Elle
integre la famille des antimétabolites en inhibant la synthése de ’acide désoxyribonucléique
au niveau de la phase S du cycle cellulaire(18). La cytotoxicité de la Cytarabine est
dépendante de son métabolite actif, ’arabinofuranosylcytosine triphosphate (Ara-CTP), qui,
incorporé a I’ADN en bloque sa synthése(19). Cette incorporation provoque au sein de I’ADN
des anomalies structurales qui entrainent des perturbations du métabolisme cellulaire et

altérent sa reproduction.
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Structure chimique de la Cytarabine

Figure 1 : Structure chimique de la Cytarabine(20)
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1-2 Les données de pharmacocinétique

La cytarabine est désaminée et transformée en arabinofuranosyl uracile (Ara-U), son
métabolite inactif, dans le foie et le rein. Apres une administration intraveineuse (IV), une
majorité de la dose (90%) est éliminée sous forme de métabolite désaminé inactif. La
métabolisation de la Cytarabine est rapide. En effet, suite a I’administration unique d’une dose
élevée de celle-ci, les concentrations sanguines chutent jusqu’a des taux non mesurables chez

les patients en 15 min environ. Le temps de demi-vie du médicament est de 10 min.

1-3 Les effets indésirables

La Cytarabine entraine différents types d’effets indésirables, comme des infections virales,
bactérienne ou fongique, suite a son effet myelosuppresseur. Son administration entraine des
affections hématologiques et du systeme lymphatiqgue par son mécanisme d’action. Elle

entraine aussi des infections respiratoires, et gastro-instestinales(19).

1-4 Les enzymes du métabolisme

Au sein de 1’équipe de recherche dans laquelle je réalise mon doctorant, une des thématiques
majeure, est I’étude des enzymes du métabolisme des analogues nucléosidiques, dont la
Cytidine déaminase (CDA) fait partie. La CDA est une enzyme ubiquitaire qui a pour role
physiologique de catalyser I’hydrolyse irréversible de la cytidine et déoxycytidine en uridine
et déoxyuridine respectivement, lorsqu’elles sont sous forme libre de mononucléotides ou de
nucléosides (21). La CDA est I’enzyme clé du métabolisme des antimétabolites intégrant la
Cytarabine(22)(23). Elle est codée par un gene soumis a un haut polymorphisme génétique.

On observe alors trois phénotypes de patients :
-les Poor-Metabolizer, PM, avec une activité de la CDA réduite
-les Extensive Metabolizer, EM, avec une activité dite normale de la CDA
-les Ultra-Métabolizer, UM, avec une forte activité de la CDA.

Une étude rétrospective, monocentrique a été réalisée par notre équipe de recherche, sur des
patients traités pour une LAM par de la Cytarabine, au sein du service d’hématologie de la
Conception du Pr. Costello. Nous avons pu identifier grace a une courbe de ROC (Receiver
Operating Characteristic), une valeur seuil de D’activité de la CDA(24). En effet, en
hématologie, la valeur de 2 Ul/mg de protéine, est la limite en dessous de laquelle, le patient
est considéré comme PM, avec un risque de survenue de toxicité plus importante que les

patients ayant une activit¢ de la CDA > 2Ul/mg de protéine(24).Cette survenue de
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toxicitéspourrait s’expliquer par une surexposition plasmatique a la Cytarabine chez ces
patients PM, par défaut de métabolisation de la Cytarabine. Inversement, les patents UM,
pourraient étre sous-exposés a la Cytarabine et donc la rendre inefficace. Ces hypothéses sont
en cours d’étude et font ’objet d’'un AORC au sein de ’APHM (référence 2017-A000070-
53).

2 Les anthracyclines

Les anthracyclines agissent en s’intercalant au niveau des bases azotés de I’ADN et inhibent
I’activité de la topoisomérase de type II. La grande majorité des anthracyclines produisent des
radicaux libres oxygénés responsable de leur toxicité. En effet, elles sont cardio-toxiques avec
un effet dose dépendante et cumulative, ce qui peut donc étre un obstacle a leur utilisation.
Cette cardiotoxicité peut apparaitre de maniére aiglie, apres la premiere administration. Plus
généralement, elle apparait dans I’année qui suit I’instauration du traitement, avec une
insuffisance cardiaque chronique le plus souvent, voire plus tardivement des défaillances
cardiaques congestives et/ou troubles du rythme cardiaque(25). Pour prévenir ce risque, la
mesure de la Fraction d’Ejection du Ventricule Gauche (FEVG), ainsi qu’un ECG avant
chaque cure a la recherche d’une modification transitoire témoin d’une toxicité aigiie, sont
réalisés.

Parmi elles, 1’Idarubicine et la Daunorubicine disposent d’'une AMM dans le traitement

d’induction intensive des LAM.

3 Le schéma « 7+3 »

Depuis plus de 40ans le protocole « 7+3 » reste le protocolestandard internationalde premiere
ligne de prise en charge de la LAM(26). Ce traitement d’induction reste encore en vigueur
pour la majorité des chimiothérapies d’induction de LAM dans le monde. Cet acronyme
désigne la durée de temps pendant laquelle les deux molécules vont étre utilisées. La
Cytarabine va étre administrée pendant 7 jours en perfusion IV continue de 24h & 200 mg/m>.
Associée a celle-ci, une anthracycline de type Daunorubicine ou ldarubicine sera administree
pendant les 3 premiers jours. La Daunorubicine s’administre par voie IV a la dose de
90mg/m?/jr pendant 3 jours, et 1’Idarubicine s’administre par voie IV a 12mg/m%/jr pendant 3
jours consecutifs(27).Apres la cure d’induction la rémission compléte (RC) est observée chez
60-80% des patients jeunes et chez 45-65% des patients agés (17). Cette cure d’induction
peut étre suivie par 1 a 3 cures de consolidation avec une administration de Cytarabine, a la

dose de 1 & 3 g/m¥12H au J1, J3 et J5 ou bien une greffe de cellules souches
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hématopoiétiques dépendamment de 1’age du patient, du risque lié a sa maladie ainsi que de

I’existence de donneurs compatibles (28)

Méme si le schéma 7+3 est un standard dans le traitement de la LAM, des essais cliniques
sont en cours afin d’identifier de nouvelles combinaisons ou stratégies thérapeutiques

bénéficiant au patient (29).

Pour les patients non éligibles a une chimiothérapie intensive, les traitements recommandes
sont I’Azacytidine (Vidaza®) et la Décitabine (Dacogen®) ou encore la Cytarabine a faible
dose en administration sous-cutanée (SC). Ces molécules pourront étre utilisées jusqu’a

progression de la maladie, ainsi que des soins de support, comme notamment 1’hydroxyurée.

Depuis 2018, le Vyxeos® a obtenu une AMM Européenne dans le traitement des LAM, avec
des indications plus ciblées. Cette nouvelle spécialité est une nouvelle forme associant la
Cytarabine et la Daunorubicine sous forme de liposome.Le Vyxeos® tient son
originalitédeparsa formulation liposomale, raison pour laquelle avant de vous en détailler plus
précisément les caractéristiques je vais brievement définir/introduire la notion de

« liposome ».

L’utilisation de bon nombre de principes actifs (PA) est dépendante de leurs caractéristiques
physicochimiques, comme leur lipo/hydrophilie ou encore leurs poids moléculaires, qui peut
étre un obstacle pour le passage de certaines barrieres biologiques dont la barriére hémato-
encéphalique. Il est alors difficile voire impossible pour la PA d’atteindre son site d’action
depuis son site d’administration. D’autres PA peuvent étre confrontés a des barrieres
enzymatiques, a de pH acides ou basiques entrainant une dégradation et/ou une métabolisation
rapide, ou encore des toxicités majeures en limitant leur utilisation en thérapeutique. Pour
pallieraces phénomeénes, le développement de nanotechnologies s’est considérablement accru
ces derniéres années. Appliquées aux médicaments, on parle alors de nanomédicament, le
préfixe définissant une taille de I’ordre du nanometre (nm), étant la caractéristique majeure et
commune aux vecteurs. Les nanomédicaments combinent un nanovecteur et un médicament.
Les nanovecteurs sont des molécules qui peuvent étre de différentes natures : liposomes,
nanoparticules polymeéres, cubosomes...(30) lls sont appelés ainsi car leurs structures sont
nanomeétriques. Cette structure confere au vecteur des propriétes particuliéres permettant le
transport des molécules actives ainsi que leurs libérations au niveau de tissu et/ou cellule

cible. On parle de nanomédecine lorsque les nanotechnologies sont appliquées au domaine
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médical. En médecine le développement des nanovecteurs est en plein essor, en particulier en

oncologie, infectiologie et cardiologie.
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PARTIE II : Les liposomes

I Définition

Les liposomes sont des structures vésiculaires constitués d’une bicouche souvent de type
phospholipidique qui permet de délimiter 2 compartiments aqueux : un compartiment aqueux
interne et un compartiment aqueux externe dans lequel les liposomes vont se retrouver en
suspension. Le principal intérét des liposomes est de pouvoir vectoriser des principes actifs
hydrophiles, lipophiles et amphiphiles, et ce, par inclusion dans la membrane lipidique ou

bien par encapsulation dans I’espace interne.

II La structure des liposomes
IIs sont constitués de molécules dites amphiphiles bicaténaires: avec deux chaines

hydrocarboneées et une téte polaire.

liposome

phospholipid
molecule

© 2007 Encvelopadia Britannica, Inc.

Figure 2 : Structure d’un liposome

La composition de celui-ci (comme représentée sur la figure 2) dépend du choix du procedé
de fabrication ainsi que des composants de la bicouche lipidique (phospholipides naturels ou

synthétiques).

Dans leur composition estla plupart du temps, ajouté du cholestérol, un stéroide, permettant
d’améliorer la stabilité in vitro et in vivo des liposomes. De plus, il influe sur la fluidité de la

bicouche lipidique(31).

IIT La pharmacocinétique des liposomes
Tout d’abord, il est important de souligner qu’il n’existe pas une pharmacocinétique mais des

pharmacocinétiques des liposomes et donc des molécules encapsulées. En effet, il existe une
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pharmacocinétique du principe actif encapsulé, celle du principe actif libéré mais également

une pharmacocinétique systémique puis tumorale(32).

On peut généraliser, en disant que 1’association du principe actif au liposome :
-Permet I’optimisation de la phase de distribution
-Retarde son métabolisme en le protégeant des degradations enzymatiques,
-Retarde son élimination, avec une réduction de la clairance.

A présent, je peux vous présenter de maniere détaillée cette nouvelle forme liposomale

associant de la Cytarabine et de la Daunorubicine.
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PARTIE III : le Vyxeos®

I Les généralités

Le Vyxeos® est une formulation liposomale innovante. C’est la premicre spécialité qui vient
révolutionner le schéma classique d’induction « 7+3 » pilier du traitement de la LAM. Elle
permet 1’association au sein d’uneforme liposomale de deux chimiothérapies, la Cytarabine et
la Daunorubicine(33)(34), sur un schéma d’administration d’une perfusion de 90min, au lieu
de 7 jours de perfusion continue, avec le schéma « 7+3 ».Le Vyxeos® a obtenu une AMM
sans remboursement en sus, dans I’indication du traitement chez des patients adultes d’une
LAM nouvellement diagnostiquée, secondaire a un traitement (LAM-t) ou une LAM avec
anomalies associées aux myélodysplasie(35). Il a obtenu un SMR important. Le prix unitaire
d’un flacon (P.M.T) hors taxe est de 3600.00 euros. Cette nouvelle formulation permettrait
d’optimiser la délivrance ainsi que 1’activité de la Daunorubicine et de la Cytarabine. Les
deux chimiothérapies sont combinées avec un ratio molaire fixe et synergique de (1 : 5)(34).

Ce ratio synergigue permet:

- Un effet prolongé, avec un maintien plus de 24 heures aprés 1’administration, du
ratio molaire.

- Des concentrations maintenues élevées, avec une accumulation dans la moelle
0SSeuse a une concentration élevée

- Une cible préférentielle, en effet, le Vyxeos® serait capté sélectivement par les

cellules leucémiques plutdt que par les cellules normales de la moelle osseuse.

Le Vyxeos® est administré sous forme de perfusion intra-veineuse de 90 minutes, avec une
posologie basée sur la surface corporelle, selon le schéma thérapeutique résumé dans le

tableau 1 suivant :

CURE Dose (Daunorubicine/Cytarabine) Jours d’administration
1" Induction 44mg/100mg/m? J1,3et5
2"*M |nduction* 44mg/100mg/m? JletJ3
1" Consolidation** 29mg/65mg/m? JletJ3
2" Consolidation*** 29mg/65mg/m? JletJ3

Tableau 1 : Schéma d’administration du Vyxeos®
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*Un second cycle d’induction peut étre administré chez les patients ne présentant pas de

progression de la maladie ou de toxicité inacceptable.

**|_e premier cycle de consolidation doit étre administré 5 a 8 semaines apres le début de la

derniére induction.

***Un autre cycle de consolidation peut étre administré dans les 5 a 8 semaines suivant le
début du premier cycle de consolidation chez les patients ne présentant pas de progression de

la maladie ou de toxicité. (35)

Des effets indésirables ont été rapportés dans les études cliniques, similaires a ceux rencontrés

avec la Cytarabine.

IT Le Vyxeos® : une efficacité démontrée
Une étude pilote de phase Ill a été menée. Cette étude était multicentrique, randomisée, en

ouvert et contr6lée en double bras(11)(35).

Elle avait pour objectif d’évaluer la nouvelle formulation liposomale par rapport a
I’association standard de Cytarabine et de Daunorubicine, et ce, chez 309 patients agés de 60
a 75 ans présentant une LAM (comme selon I’AMM). Les résultats montrent que le Vyxeos®
réduit significativement le risque de déces par rapport au protocole standard « 7+3 » de 31%
(p-value = 0,005)(11).

Cette formulation améliore significativement les taux de réponse compléte (RC) et composite
(RC + RCi) par rapport au schéma classique, avec 37,3 % de RC versus 25,6% pour le
schéma « 7+3 » (p-value = 0,040). Concernant les réponses composites, 47,7% de RCi avec

le Vyxeos® versus 33,3% avec le schéma classique (p-value = 0,016)(11)(35).

Dans cette étude de phase 111, la durée de traitement était plus longue dans le bras Vyxeos®,
avec un temps médian de neutropénie de 35 jours (versus 29 jours avec le schéma 7+3) ainsi
qu’un temps médian de récupération d’une thrombocytopénie (taux plaquettaire >50000 / puL)
de 36.5 jours (versus 29 jours dans le bras 7+3).Celle-ci retrouve un taux d’événements
hémorragiques de tous grades, supérieur pour le bras Vyxeos® que pour le schéma 7+3
(74.5% versus 59.6% respectivement)(11).De plus, les patients qui ont procédé a une greffe
de cellules souches,ont vu leur mortalité a 30 et 60 jours diminuée avec la Daunorubicine et la

Cytarabine liposomale(36).
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Dépendamment de sa formulation originale, les étapes de préparation sont différentes de
celles d’un cytotoxique conventionnel, je vais donc vous en présenter succinctement les

différentes étapes.

III Le Vyxeos® en pratique et bon usage d’utilisation

Un flacon de Vyxeos® contient 44 mg de Daunorubicine et 100mg de Cytarabine. La dose et
le nombre de flacon nécessaire est fonction de la surface corporelle du patient. Les excipients
utilisés dans sa composition sont multiples, tels que le distéaroylphosphatidylcholine/glycérol,
du cholestérol ainsi que de trolamine (pour 1’ajustement du pH), et du cuivre gluconate qui lui

confere sa couleur violette.

Les flacons doivent étre sortis du réfrigérateur 30 min avant son utilisation a température

ambiante.

La reconstitution de la solution se fera avec ajout de 19ml d’eau pour préparation injectable

(PPI), et le flacon sera par la suite retourné pendant 5 minutes.

Apreés cette reconstitution les flacons seront laissés au repos pendant 15 minutes.

Le volume de la solution reconstituée de Vyxeos® qui sera nécessaire, sera calculé en

utilisant la formule suivante :
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(Dose de Daunorubicine x Surface coporelle du patient)
2.2

= volume nécessaire (mL)

Avec la dose de Daunorubicine en mg/m? et la surface corporelle en m?

Avant de prélever le volume calculé de maniére aseptique, la solution reconstituée devra étre

retournée doucement 5 fois.

Le volume prélevé sera par la suite transféré dans une poche a perfusion contenant 500 mL de
solution injectable de NaCl a 0,9% ou du Glucose a 5%. La poche sera retournée doucement
pour mélanger la solution et ’homogénéiser. Le produit dilué¢ se présentera sous forme de

dispersion homogene translucide de couleur violet fonce.

Pour 1’administration aux patients, le temps de perfusion sera de 90 minutes, par voie intra-
veineuse uniquement, par un cathéter veineux central ou un cathéter central inséré par voie
périphérique a I’aide d’une pompe a perfusion. Il ne faudra pas utiliser de filtre en ligne, ni

I’administrer en méme temps que d’autres médicaments.

Apres I’administration de la poche, la tubulure sera rincée avec une solution injectable de
NaCl a 0,9%.(37).

La conservation du Vyxeos® en flacon avant ouverture est de maximum 2 ans en position

verticale au réfrigérateur entre 2 et 8°C. La solution reconstituée dans le flacon doit aussi étre
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conservée en position verticale mais celle-ci maximum 4 heures, au réfrigérateur entre 2 et
8°C. Pour finir, la solution diluée pour perfusion peut étre conservée maximum 4 heures au

réfrigérateur entre 2 et 8°C(37).

IV L’impact de la formulation liposomale sur la pharmacocinétique des cytotoxiques
encapsulés

Les nanotechnologies ne visent pas de nouvelles cibles pharmacologiques mais a augmenter
la spécificité antitumorale des traitements. Les bénéfices thérapeutiques reposent sur une
amélioration des profils pharmacocinétiques permettant une meilleure réponse

pharmacodynamique.

La bicouche lipidiqgue du Vyxeos® protégerait les médicaments anticancéreux qui le
composent, en les empéchant d’étre dégradés/métabolisés a un stade précoce, afin d’améliorer

leurs effets sur les cellules cancéreuses(38).

Nous nous focaliserons dans la suite de ce manuscrit sur la Cytarabine, que nous savons

doser.

Les différences concernant les parametres pharmacocinétiques de la Cytarabine sont résumés
dans le tableau2 suivant(7)(18) :

) Cytarabine sous forme
Parametres PK Cytarabine

liposomale (Vyxeos®)

_ 200 mg/m2/24h pendant 7 5
Posologie (a I’induction) ) o 100 mg/m“au J1, 3 et5
jours consécutifs

Temps de demi-vie Environ 10 minutes 40,4 h
AUC NA 1900 pg/Ixh
Cl 13,92 L/h/m* 0,13 L/h

Tableau 2: Paramétres pharmacocinétiques de la Cytarabine et Cytarabine sous forme

liposomale au sein du Vyxeos®.

Les données pharmacocinétiques (PK) du tableau nous montre I’impact de cette nouvelle
formulation sur les parameétres PK de la Cytarabine en augmentant son temps de demi-vie, et
diminuant sa clairance pour une dose moindre (50%) de Cytarabine sous forme liposomale et
ce comparativement au schéma « 7+3 ». A ce stade, il est essentiel de préciser que ces
données PK concernent la « Cytarabine totale », laquelle est la combinaison de la Cytarabine

encapsulée mais également de la Cytarabine libre a un instant t.
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Pour autant, les toxicites de méme que I’efficacité rencontrées avec la nouvelle formulation,
sont liees a la fraction libre de la Cytarabine relarguée a partir de la forme vectorielle. En
effet, les anticancéreux encapsulés sont protégés des degradations éventuelles mais ne sont
également pas actifs (efficace et/ou toxiques). La fraction libérée a partir du vecteur est le
support de cette efficacité et/ou toxicité c’est la raison pour laquelle il apparait intéressant
d’étudier ce qui pourrait déstabiliser cette forme liposomale, et donc faire varier la quantité de
forme active libre de Cytarabine au cours du temps et dépendamment de nombreuses
covariables telles que I’administration de traitements concomittants, déstabilisant le liposome,

le microenvironnement tumorale, 1’état inflammatoire du patient, son statut immunitaire.

Par ailleurs, un autre axe d’intérét est d’étudier la relation entre la Cytarabine liposomale et le
statut CDA du patient. En effet, bien qu’un des intéréts de la nanovectorisation soit de réduire
la métabolisation hépatique, le Vyxeos® reste un nanomedicament de premiére génération
(liposome), il existe donc un captage hépatique, avec une possible activité de la CDA, méme
mineur, de plus que cette enzyme ubiquitaire reste majoritairement retrouvée dans le foie.

Tout reste encore a faire dans ce domaine d’étude.

Un autre des avantages de la formulation liposomale est le ciblage moléculaire. En effet, ce
ciblage permetd‘acheminer le principe actif directement sur sa cible, ce phénoméne d’EPR
(EnhancedPermeation and Retention) effectest retrouvé dans le traitement de tumeurs dites
solides (comme dans le cancer du sein par exemple, avec le Caelyx®). Le défi est tout autre
pour le Vyxeos®, qui lui s’attaque a une tumeur dite liquide.Le Vyxeos doit alors répondre a
un double enjeu, celui d’avoir un tropisme médullaire pour cibler les cellules leucémiques,

mais aussi de rester stable dans la circulation sanguine avant d’étre capté dans la MO.

Des études sur le modéle murin, ont montré que le Vyxeos® serait absorbé de maniere plus
spécifique par les cellules leucémiques que par les cellules normales de la moelle osseuse.
Cette meilleure absorption pourrait s’expliquer par une composition similaire de la bicouche

lipidique du liposome et celle de la membrane des cellules leucémiques(39).

Dans le cadre dela prise en charge des patients atteints de LAM, des myélogrammes doivent
étre réalisés. Le myélogramme ci-dessous (images 1 et 2) a été réalisé au J15 de la cure de
chimiothérapie chez un patient traité par Vyxeos® et semble illustré ce tropisme médullaire.
Nous observons une accumulation de Vyxeos® (taches violettes punctiformes) autour des

macrophagesvisibles au microscopeoptique.
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Accumulation de Vyxeos®

Accumulation de Vyxeos®

Images 2

Images 1 et 2 : Photos prises au microscope de 1’accumulation de Vyxeos® sur une lame de
MO.

Toutes ces généralités ont permis de refaire un point sur la LAM, et sur les traitements qui

sont actuellement utilisés pour la traiter.

Dans la partie suivante de ce manuscrit, vous seront présentés les travaux de recherche
réalisés sur cette molécule, avec un périple qui débutera du flacon de Vyxeos® pour finirpar
une étude PK du Vyxeos® chez le patient, autour d’une technique analytique de spectrométrie

de masse.
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PARTIE IV : Travaux personnels
I Etude de stabilité de la poche de Vyxeos® :

Le laboratoire commercialisant le Vyxeos® a décrit une conservation pour la solution diluée
pour perfusion de 4 heures maximum, dans des conditions décrites précédemment(37). Dans
le cas des poches réalisées sur I’APHM, celles-ci ne sont pas préparées sur place. En effet, la
reconstitution et la dilution se font sur le site de la Timone (Oncopharmacie), alors que
I’administration aux patients est réalisée sur le site de la Conception. Il est donc important de
prendre en compte ce temps de transit entre les deux sites. De plus, ces poches sont dediées a
des patients instables, ayant de nombreux traitements et/ou supports transfusionnels, qu’il est
parfois difficile d’interrompre lors de I’administration des chimiothérapies. Nous avons donc
décidé, suite a ces observations d’étudier la stabilité de la solution pour perfusion pendant ces

4 premiéres heures ainsi qu’au-dela de cette période de temps.

De plus, nous savons qu’il existe pour certaines molécules des interactions contenant /
contenu décrites dans la littérature (40). Nous avons donc mené cette étude de stabilité du

Vyxeos® :

e conservé dans des poches en PVC.

e conservé dans des flacons en verre.

A Matériel et Méthode :

1-Préparation des échantillons :

La préparation de solution diluée de Vyxeos® a été réalisée dans des conditions aseptiques,
au sein de I'unité de préparation cytostatique de la Timone, dirigée par le Dr Pourroy et Dr
Villano, par un mélange de 1,7 mL de solution reconstituée de Vyxeos® dans 50 mL de
NaCL (0,9%), (concentration a 0,17 mg/mL de Cytarabine).

e Contenant PVC : Trois poches de solution diluée pour perfusion de Vyxeos®ont été
préparées et ce, a des jours différents (correspondant auxJ1, J3 et J5 du traitement
d’induction), dans des conditions identiqgues comme décrites dans le RCP du produit
(35).

e Contenant flacon en verre : deux poches de solution diluée ont été également préparée
De la méme maniére, deux solutions diluées de Vyxeos®, cette fois conservées dans
des contenants (flacon) en verre, ont aussi été préparées (aux J1 et J5 du traitement

d’induction).
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Nous avons etudié la stabilité au cours du temps de ces solutions de Vyxeos® et ce a

différents temps d’analyse théoriques :

e Contenant PVC: TO, T4H, T8H, T24H, T36H, T48H, T60H, T72H, T96H et
T120Hconcernant les poches PVC.

Contenant flacon en verre : Les temps d’analyse pour les flacons en verre sont TO, T24H,
T48H, T72H, T96H et T120H.Différentes techniques seront utilisées pour traiter et/ou
analyser les échantillons. Tout d’abord, une analyse au DLS ou méthode de Light Scattering
(ou encore diffusion de la lumiere en francais) sera utilisée. Cette méthode spectroscopique
non destructive permet d’accédera la taille des particules en suspension. La lumiére d’un laser
va atteindre des petites particules dans une microcuvette, avec une lumiére qui diffuse dans
toutes les directions. Ce phénomeéne est principalement de la diffusion de Rayleigh, diffusion
¢lastique ou les particules sont plus petites que la longueur d’onde considérée. On peut
mesurer 1’intensité de la lumicre diffusée par les particules a un angle considéré (90°
généralement) au cours du temps. Cette méthode spectroscopique permet aussi de déterminer

I’indice de polydispersité (Pdl).

Nous utiliserons aussi des concentrateurs a centrifuger, Vivaspin®. Ces concentrateurs sont
des unités d’ultrafiltration a usage unique permettant la concentration d’échantillons
biologiques(41). Cette technique va permettre de dissocier notre échantillon en deux
fractions : la fraction libre, il s’agit de la Cytarabine relarguée a partir du liposome, et la

fraction encapsulée, la Cytarabine étant encore encapsulée au moment de I’analyse.

Pour chaque temps, des volumes nécessaires ont été définis, comme résumé dans le tableau 3

ci-dessous :

Etude DLS Vivaspin®

Volumes nécessaires 1mL imL

Tableau 3 : Résumé des volumes nécessaires de solution diluée de Vyxeos® pour I’étude de

stabilité.

Les volumes ont été prélevés a I’aide d’une seringue en verre (Hamilton, seringue
Gastight™série 1000) et tous les contenants utilisés par la suite, seront en verre (tube &

hémolyse).

Aprés ultracentrifugation dans Les Vivaspins® (5kDa) a 6000g, pendant 15min a 4°C, 3
échantillons ont été identifiés :
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- Lafraction libre
- Lafraction encapsulée
- Leringage du filtre, par 500pL de méthanol

Fraction encapsulée

Fraction libre

Image 3 : Photo du Vyxeos® apres ultracentrifugation au Vivaspin®.

Tous les volumes ont été mesurées et conserves dans des tubes a hémolyse au congélateur (-

20°C), avant décongélation pour leur dosage.

Entre les différents temps d’analyse, les solutions diluées pour perfusion contenues dans les
poches en PVC ainsi que celles contenues dans les flacons en verre ont été conservées a une

température entre 2 et 8°C, a I’abris de la lumiere.

2-Analyse au DLS :

La mesure de la taille des particules des solutions de Vyxeos® a été réalisée pour chaque
temps étudiés, pour les 3 poches de PVC ainsi que les 2 solutions contenues dans des flacons
en verre. La mesure de leur indice de polydispersité (Pdl) a aussi été mesuré. Cette valeur de

PdI doit étre inférieure a 0.2 afin de considérer la population étudiée comme unimodale(42).

3-Dosage de la Cytarabine :

Le dosage de la Cytarabine a été réalisée au sein du laboratoire de pharmacocinétique du Pr.
Lacarelle (Laboratoire accrédité Cofrac). La méthode de dosage de la Cytarabine a été validée
par notre équipe au sein de ce méme laboratoire et a fait 1’objet d’une publication (43), voir le

protocole de dosage en annexe 1.

Le dosage de la Cytarabine a été réalisé selon une technique analytique de type LC-MS/MS.
Nous avons dosé selon le protocole établi la fraction encapsulée, libre ainsi que la solution de

rincage du filtre.
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La concentration considérée comme totaleen Cytarabine sera alors I’addition des 3
concentrations mesurées suivantes : libre, encapsulée et le ringage du filtre et sera comparée a
la concentration théorique initiale normalement retrouvee au sein des poches PVC et des
flacons, soit de 0.17 mg/ml de Cytarabine.Cette derniére n’ayant pas pu faire I’objet d’un

dosage analytique.

4-Analyses statistiques :

Tous les tests statistiques ont été réalisé sur le logiciel Sigma Stat (Jandel Scientific,

Germany).
B Résultats :

1-Analyse DLS :
L’évolution de la moyenne des tailles mesurées au DLS ainsi que 1’évolution de la moyenne

des Pdlau cours du temps ont été représentées sur les figures suivantes :
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Figure 3 : Evolution au cours du temps de la taille moyenne des particules de Vyxeos® au

sein de différents contenants.

Les courbes bleue et grise, représentent 1’évolution des tailles moyennes des particules de
Vyxeos® au cours du temps et ce dépendamment des différents contenants : les poches PVC

(courbe grise), et les flacons en verre (courbe bleue).

La courbe violette (en pointillé) correspond a la valeur moyenne de la taille des particules de
Vyxeos® décrite par le laboratoire fabricant. Cette taille a été déterminée a 107 nm(44).
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Nous observons une différence significative de la taille moyenne des particules de Vyxeos®
mesurée au sein de nos différents contenants (poche PVC et flacon en
verre),comparativementa celle indiquée par le laboratoire fabricant (p>0.05). Nous avons
obtenu une taille moyenne pour les particules contenues dans les poches PVC de 117.73 £

1.89 nm et celle dans les flacons en verre de 119.09 + 4.30 nm.

Il n’existe pas de différence significative entre la taille moyenne du Vyxeos® mesurée selon
que la solution est conservée dans les poches PVC ou dans les flacons en verre au TO, et ce

durant toute la durée de 1’étude de stabilité (120 heures) (p<0.05).

En dépit de la différence minime de taille mesurée en comparaison avec celle annoncée par le
laboratoire fabricant, celle-ci reste significativement la méme pour une période de 120H et ce,
au sein des 2 types différents de contenant (poches PVC et flacons en verre).Les données
obtenues montrent une stabilité de cette forme liposome au cours de notre étude de stabilité et

ce quel que soit le contenant.

0,100
0,090 T
0,080

= N ]

0,060 ™ o | . 11.
0,050 \ \ 1 \ | i ! J—J_I

0,040 1 )}— Flacon verre

Poches PVC

PDI moyen

0,030

0,020
0,010

0,000
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Temps (h)

Figure 4 : Evolution au cours du temps du Pdl moyen des particules de Vyxeos® au sein de

différents contenants.

Ces deux courbes (grise et bleue), représentent la mesure de I’indice de polydispersité moyen
de nos différents échantillons en fonction du temps, toujours dépendamment du contenant. Il

est important de souligner, qu’en dépit des fluctuations des valeurs moyennes du Pdl, celles-ci
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restent toutes inférieures a 0,2 (voire méme 0,090) durant la période de temps de 1’étude (soit
120H). Durant cette période de temps, nous pouvons dire que nos échantillons sont
homogeénes et monodisperse. Ceci met en évidence I’absence de formation d’agrégat ou de

fusion des liposomes au cours de leur conservation.

Nous pouvons déja conclure, en disant que le Vyxeos® en solution diluée, contenu dans des
poches PVC ou des flacons en verre, reste structurellement stable et monodispersé au moins

pour les 120 premieres heures aprés reconstitution.

Par la suite nous nous intéresserons a 1’étude de 1’évolution des concentrations en Cytarabine

au sein du Vyxeos®.

2-Dosage de la Cytarabine :
L’évolution au cours du temps des concentrations moyennes de Cytarabine totales, mesurées

par la technique analytique de LC-MS est représentée sur la figure 5 suivante :
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Figure 5 : Evolution au cours du temps de la concentration moyenne de Cytarabine dans les

différents contenants.

La courbe violette correspond a la concentration initiale théorique que nous devions retrouver
en Cytarabine totale dans les poches préparées. La stabilite du Vyxeos® étant décrite
uniquement pour une durée de 4H, la courbereprésentant cette concentration totale de
Cytarabine initiale a été mise en pointillé pour les temps allant de 4h a 120h, car il s’agitici

d’une extrapolation que nous avons faite.

Nous ne retrouvons pas de différence significative concernant la concentration moyenne totale

en Cytarabine contenue dans les poches PVC ainsi que dans les flacons en verre,
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comparativement a la concentration initiale théorique attendue, et ce pour la période de temps
allant de TOH a T8H (p>0.05).

Au T24H, nous observons une différence significative de concentration totale en Cytarabine
au sein des poches PVC en comparaison avec la concentration en Cytarabine théoriquement
retrouvée. Cette observation n’est pas vraie pour les flacons en verre, au sein desquels la
concentrations moyenne en Cytarabine totale reste significativement semblable a la

concentration en Cytarabine théorique durant 72H (p<0.05).

Dans la partie que nous allons aborder maintenant, nous allons nous intéresser & une toute

autre étude, celle de la compatibilité en Y du Vyxeos®.

Il Etude de compatibilitéen Y :

Les patients, hospitalisés dans le service d’hématologie du Pr Costello a 1’hopital de la
Conception (APHM), sont des patients, pour la plupart, polymédicamentés. Des études
préliminaires sont menées sur la compatibilité lors de la co-administration de certains

traitements, mais toutes ne sont pas encore connues.

Une étude dans ce méme service a été réalisé durant une période d’un an (1% janvier 2017 au
31 décembre 2017), afin de distinguer les principes actifs les plus prescrits(45). Une centaine
de principes actifs (PA) ont été retenus. Par la suite, et ce, pour cette centaine de PA une
analyse de la littérature a permis de compiler les profils de compatibilité en Y (par couple de

médicaments)(45)

Actuellement,il n’y a pas de donnée existante concernantles incompatibilités relatives a
I’administration par voie intra-veineuse du Vyxeos®.Seules des incompatibilités dans la
littérature pour la Cytarabine et la Daunorubicine sont décrites(46)(47). Sur la base de 1’étude

précédente, nous avons réalisé une étude de compatibilité en Y du Vyxeos®.

A Matériel et méthode

Chagque mélange a été évalué en comparant les solutions sur un fond clair et foncé. Le
contrble visuel a été effectué par deux opérateurs différents. La compatibilité visuelle
acceptable a été définie comme 1’absence de changement de couleur (solution violette de
Vyxeos®), de voile, de particules, de précipité a T = 0 min et a T = 90 min. Tous les

phénomenes observés ont été notifiés.

1-Incompatibilité en Y :
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Parmi la liste des PA les plus prescrits au sein du service d’hématologie, nous avons retenu 34

composés (31 PA et 3 solvants).

Tous ces composes ont été reconstitués, si necessaire, dans du NaCl 0,9%, ou de I’eau PPI
avec un volume identique aux conditions définies dans le Resumé des Caractéristiques du
Produit (RCP).

Le modéle d’incompatibilité en Y a été simulé avec 1’aide de deux seringues Luer Lock 5 mL
(référence IVLOS, batch 18090502, exp 09/2023, Medicina) et d’un prolongateur trois voies
de 35 cm (référence XTEN-R30, batch 181225 04567, exp 11/2023, Doran International). Les
dispositifs médicaux utilisés étaient stériles sans DEHP, latex et a I’oxyde d’éthyléne. Les
différents composés de la seringue étaient: pour le corps de seringue (du copolymeére
éthyléne- propylene), le piston (polyisoprene), les joints en silicone et le lubrifiant étant de

I’huile de silicone.

Les PA étudiés ont été mis en contact sur la base d’un ratio 1 : 1, avec un mélange de 2mL de
solution diluée de Vyxeos®. Cette solution avait été préparée dans des conditions aseptiques a
une concentration de 0,4 mg/mL. Les deux composés ont été injectés en méme temps dans le

prolongateur.

Tous les mélanges ont été analysés immédiatement a la sortie du prolongateur (TO) et 90
minutes (T+90) apres conservation a température ambiante (25°C). Toutes les mesures ont été

réalisées en double. Les couples de drogues ont été classés en 3 catégories :

- Compatible
- Compatibilité variable (lorsqu’un phénomene douteux apparaissait) et,

- Incompatible

Avant le mélange, un contréle visuel a été réalisé par 2 opérateurs différents et par Dynamic
Light Scattering (DLYS).

1-1Analyse au DLS :
La taille et I’indice de polydispersité (Pdl) du Vyxeos® seul et combiné a d’autres PA ont été

mesurés par DLS. Le mélange a été analysé par le Zeta Sizer Nano S (Malvern instruments,
Malvern UK). Les preparations ont été considérées comme unimodales pour un PDI <
0.2(48). Toutes les mesures des mélanges seront comparées a la mesure du Vyxeos® seule

(dilué dans le NaCl a 0,9%). Chaque couple a été analysé deux fois, et a été déterminé comme
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incompatible lorsqu’une variation significative de la taille a été observée (test de Student), ou

lorsqu’un autre pic est apparu sur le spectre au DLS.

1-2 Observation au microscope électronigue :

La solution de Vyxeos® (& 0,4mg/ml) a été observée au microscope électronique en
coloration négative, et en transmission. Le principe de cette technique de microscopie est
I’émission d’un faisceau d’électrons qui sera transmis a travers un échantillon tres mince. La
coloration négative est une technique adsorption des échantillons sur une grille métallique
recouverte d’une grille de carbone fin. Une solution contenant un agent contrastant est ajoutée
sur la grille. Celui-ci va se fixer préférentiellement au bord des particules adsorbées. Par sa
forte masse atomique, le contrastant va dévier les électrons, et va faire apparaitre 1’échantillon
biologique plus clair que ce qui ’entoure. C’est pour cette raison que I’on parle de coloration

négative.

Nous avons regardé si apres contact avec les molécules dites incompatibles ou avec une
compatibilité variable, une modification de la structure du liposome était visible en

microscopie électronique en coloration négative.

Le Vyxéos® (solution diluée a 0.4mg/ml de Cytarabine) a été mis en contact (500uL) dans
des tubes a hémolyse, dans un ratio de volume 1 : 1 avec les molécules suivantes : I’Héparine
sodique, le Chlorure de magnésium, la Mycamine, 1’Amikacine, la Vancomycine,
I’Amiodarone, le Triméthoprime-Sulfaméthoxazole, Pipéracilline et Tazobactam, la

Gentamicine, le Paracétamol ainsi que le Ringer lactate.
B Résultats :

La taille des particules de Vyxeos® mesurée dans la solution a 0,4 mg/mL était de 114.4 +
29.42 nm avec un Pdl de 0,065 + 0,016. Cette valeur a été utilisée comme référence pour la
suite des interprétations concernant I’étude des incompatibilités. La différence de taille
obtenue n’est pas statistiquement différente que celle indiquée par le laboratoire Jazz

Pharmaceutical, de 107nm (p-value = 6,10 Test de Student). (44)
1-Analyse visuelle :
Nous avons retrouvé une incompatibilité visuelle pour 3 molécules, a TOmin et T+90 :

- L’Amikacine
- LaVancomycine

- Le Triméthoprime-sulfaméthoxazole
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Concernant la Vancomycine et le Triméthoprime-Sulfaméthoxazole, nous avons observé une
augmentation du précipité brut, et pour I’Amikacine, nous avons observé une perturbation de

la solution, comme illustré sur les images 4 (a, b et c) suivantes.

(O

Vancomycine + Vyxeos® TOmin (a) et T+90 min (b) Amikacine + Vyxeos® T+90 min

Image 4 :Photos de la tubulure du montage en Y d’un mélange de Vyxeos et de Vancomycine
a TOmin (a), dans une cuve a T+90 min (b), ainsi qu’une tubulure du montage en Y contenant

du Vyxeos®et Amikacine a T+90min.

2-Analyse au DLS :
Huit médicaments ont montré des incompatibilités avec le Vyxeos® & TO et T+90min :

- L’Amikacine

- L’Amiodarone

- La Gentamicine

- La Vancomycine

- L’Hydroxyzine

- Le Chlorure de magnésium

- LaPipéracillineTazobactam

- Le Triméthoprime-Sulfaméthoxazole

L’Héparine sodique présente une incompatibilité variable.

Les résultats pour ’ensemble des molécules sont résumés dans le tableau 4 suivant (I =

incompatibilité, et C= compatible) :

Drugs T=0' T =90
Acetaminophen C C
Acyclovir C C
Amikacin
Amiodarone
Amoxicillin C C
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Amoxicillin and clavulanate C C
Calcium chloride C C
Calcium gluconate C C
Cefazolin C C
Ceftriaxone C C
Ciprofloxacin C C
Dextrose 5% C C
Fluconazole C C
Furosemide C C
Gentamicin

Heparin sodium
Hydroxyzine
Imipenem and cilastatin
LactatedRinger's
Levetiracetam
Magnesiumchloride
Meropenem
Metronidazole
Micafungin
Midazolam
Multivitamins
Pantoprazole
Phloroglucinol
Piperacillin and tazobactam
Potassium chloride
Sodium chloride 0,9%
Tranexamicacid
Trimetoprim and sulfamethoxazole
Vancomycin
Tableau 4 : Résumé des résultats de compatibilité obtenus aprés mesure au DLS entre le

elielle@]
elielle@]

ololo|glojojojojojo|o

ololo|glojojojojojo|o

Vyxeos® et les différentes molécules testées a TO et T90min.

Les différentes observations au DLS pour les 33 molécules testées sont résumés dans le

tableau 5 ci-dessous :

Drugs Compatibility Description
3 peaks :
Peak 1=100.09 +/- 19.12 nm
Amikacin Incompatible Peak 2 = 2041.5 +/- 566.4 nm

Peak 3 = 5090 +/- 244.65 nm
Pdl = 0.546 +/- 0.047

Decrease of liposome size

Amiodarone Incompatible 8.77 +/- 0.18 nm
Pdl = 0.133 +/- 0.006
Gentamicin Incompatible Decrease of liposome size and
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apparition of a second peak

Peak 1 =109.8 +/- 30.81 nm

Peak 2 = 4009 +/- 834.39 nm
PdI> 1

Conflicting data between the two
experiments
Experiment 1 : significant difference
of size
Experiment 2 : no significant
difference of size

_ _ Variable
Heparin sodium compatibility

. Increase of liposome size
Hydroxyzine Incompatible 1215.25 +/- 382.90 nm
Pdl =0.284 +/- 0.119

Increase of liposome size and

. apparition of a second peak

Magnesium chloride Incompatible Peak 1 = 151.4 +/- 0.71 nm

Peak 2 = 2288.05 +/- 2313.17 nm
Pdl = 0.259 +/- 0.043

Variable
Piperacillin and tazobactam compatibility
. Increase of liposome size
Trimetoprim-sulfamethoxazole Incompatible 283.2 +/- 17.54 nm
Pdl = 0.0835 +/- 0.040
Vancomycin Incompatible No liposome detected with DLS

Tableau 5: Résumé des observations au DLS apres mise en contact du Vyxeos et différentes

molécules.

Nous avons retrouvé une incompatibilité physique avec le Vyxeos® pour 7 des molécules
testées, et une incompatibilité variable pour 2 de ces molécules. Ces incompatibilités
physiques ont été définies par 1’observation d’une modification de la taille des particules de
Vyxeos® (augmentation ou diminution), par la disparition compléte de signal, ou bien par

I’apparition d’une population multimodale.

Est-il possible de visualiser ces modifications de tailles, indiquées par le DLS, par une simple
mise en contact du Vyxeos® et des molécules étudiees ? Nous avons realise cette étude et les

résultats vous sont présentés ci-dessous.

3-Analyse au microscope électronique en coloration négative :
L’observation seule du Vyxeos® en solution diluée dans du NaCl (0.9%) est visible sur les

images 5 (a, b et c) suivantes a différentes échelles (de 2um a 200 nm).
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Image 5 : Solution diluée de Vyxeos® observée au microscope électronique en coloration

négative a différentes échelles, 2um (a), 500 nm (b) et 200 nm (c).

Les observations faites avec le mélange de solutions diluée de Vyxeos® et certaines
molécules compatibles et incompatibles physiquement été réalisées de la méme maniere, avec
une technique de microscopie électronique en coloration négative. Les observations sont les

suivantes :

Vyxeos + NaCl 0,9%
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Vyxeos® + Mycamine

Vyxeos® + Amikacine Vyxeos® + Vancomycine

Vyxeos® + Bactrim® Vyxeos® + Amiodarone Vyxeos® + Paracétamol

Nous observons sur ces photos différents phénomeénes phsysico-chimiques en comparaison
avec I’image faite avec la solution de Vyxeos® +NaCl a 0.9%. En effet pour certaines de ces
molécules nous constatons soit : une disparition des liposomes de Vyxeos®, comme avec
I’Amiodarone et I’Héparine sodique, soit la formation d’un agglomérat de Vyxeos®, comme
avec le Bactrim®, la VVancomycine, la Pipéracilline/Tazobactam, Gentamicine ou encore le
Paracétamol. Les images faites suite au mélange de Chlorure de magnésium et de Ringer
lactate avec la Vyxeos® n’illustrent pas de différence visuelle notable concernant la structure

des particules de Vyxeos®.

III Etude pharmacocinétique du Vyxeos® :

Au sein du service d’hématologie de la Conception du Pr Costello, 9 patients ont recu un
traitement par Vyxeos® dans I’indication de I’AMM. L’objectif primaire de cette étude a été
de s’intéresser a la pharmacocinétique du Vyxeos® en étudiant les concentrations
plasmatiques de la Cytarabine encapsulée et libre. Les objectifs secondaires sont d’étudier

I’évolution clinique des patients, la réponse et les toxicités au traitement.
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A Matériel et méthode :

1-Etude clinique des patients :

Tout au long de leur hospitalisation, un suivi des patients a été effectué. Nous avons recensé
I’ensemble des supports transfusionnels dont les patients ont bénéficié, ainsi que le type et la
durée de traitement par un facteur de croissance. De la méme maniere, la durée du temps
d’aplasie a été déterminée. Celle-ci a été définie comme la période de temps durant laquelle le

taux de polynucléaires (PNN) du patient était inférieur a 0.5 G/L.

Nous avons recensé 1’apparition de toxicités chez ces mémes patients, ainsi que leur grade (G)

selon le CTCAE version 4.0(49).

La réponse au traitement par Vyxeos® est définie comme compléte (RC), lorsque le taux de
blastes médullaires et inférieur a 5%, absence de blastes avec corps d’Auer, 1’absence de
blastes extra-médullaires, avec un nombre de polynucléaires neutrophiles, supérieur a 1 G/L,

un nombre de plaquettes supérieur a 100 G/L combiné a une indépendance transfusionnelle.

La réponse sera considérée comme intermediaire (RCi) lorsque tous les criteres de la RC

seront présents, exceptés une neutropénie et thrombocytopénie résiduelles.
2-Phénotypage de la CDA :

Le phénotypage de la CDA était réalisé avant chaque J1 de cure de traitement par Vyxeos®,
afin de pouvoir établir le statut phénotypique du patient concernant cette méme enzyme.

Ce phénotypage est réalisé en routine au sein du laboratoire du Pr Ouafik a I’hdpital Nord. 11
est basé sur une technique spectrophotométrique et est exprimé en fonction de la quantité de

protéines seriques(50).
3-Dosage de la Cytarabine :

Une étude pharmacocinétique de la Cytarabine contenue dans cette nouvelle forme liposomale
a été menée. Pour cela, des prélevements ont été réalisés au JO5 de leur cure d’induction. Un
tube EDTA a été prélevé aux temps : 90min avant ’administration de la poche du JO5 de
Vyxeos®, puis T+2H, T+4H, T+6H, T+24H, T+48H, T+72H, T+96H, T+168H aprés la fin de
I’écoulement de cette méme poche de chimiothérapie. Un tube EDTA a été récolté pour
chaque temps de cinétique et mis 15 minutes a centrifugation a 2500 Tr/min a 25°C. Le

plasma récupeéré a été conserve, en aliquots de 500l au congélateur (-20°C) jusqu’au dosage.
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La méthode de dosage de la Cytarabine et de son meétabolite inactif dans le plasma humain,
I’Ara-U, utilisée est la méme que précédemment décrite pour I’étude de stabilité du
Vyxeos®(43). Le dosage a été réalisé au sein du laboratoire de pharmacocinétique du Pr.

Lacarelle, toujours selon des normes Cofrac.

Compte tenu de la formulation liposomale une étape s’aveére nécessaire afin de déterminer la
PK de la Cytarabine. Nous devons séparer la Cytarabine libre, il s’agit de la Cytarabine
relarguée a partir du liposome, de la Cytarabine encapsulée. La fraction dite « totale » sera la
somme des concentrations de la fraction libre et encapsulée pour chaque temps de la
cinétique. Pour cela une étape d’ultracentrifugation a 6000g pendant 15min a 4°C dans un

Vivaspin®. Le dosage est ensuite réalisé sur le plasma des patients.
B Résultats :

9 patients au cours de la période d’étude ont bénéficié d’un traitement par Vyxeos® de février
2019 a janvier 2020 au sein du service d’hématologie du Pr Costello sur I’hdpital de la
Conception (APHM). 6 (67%) femmes et 3 (33%) hommes ont été traités. La moyenne d’age
¢tait de 66 ans £ 13 ans, avec une médiane de 71 ans [rang de 37 a 76 ans]. Les

caractéristiques des patients sont regroupées dans le tableau ci-dessous (tableau 6) suivant :

Patients N (%)
Total 9
Moyenne d’age 66 + 13 ans
Age médian (rang) 71 (37-76)
Homme 3 (33%)
Sexe
Femme 6 (67%)
Déficients (CDA<2U/mg) 8 (89%)
Statut CDA
Non-D¢éficients (CDA >2 U/mg) 1 (11%)
LAM-MRC 5(56%)
Indications
LAM-t 4 (44%)
Défavorable 6 (67%)
Caryotype
Favorable 3 (33%)

Tableau 6 : Caractéristiques des patients traités par Vyxeos®
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Tous lespatients de cette étude ont recu & minimaune cure d’induction par Viyxeos® a 1 Ul/m?
pendant 3 jours sans réduction de dose, hormis un patient n’ayant regu que 2 jours de

traitement sur les 3 jours théoriques.

Le dosage de la CDA a été effectué avant la cure d’induction par Vyxeos®. Nous observons
une forte proportion de patients déficients, définis par une CDA < 2 Ul/mg avec une CDA
moyenne de 0.99 + 0.51 Ul/mg, avec une CRP moyenne de 18.3 £ 30.10 mg/ml. Pour notre
seul patient non-déficient, son taux d’activité de la CDA était de 5.89 Ul/mg avec une CRP de
19.2 mg/ml.

Pour la suite de I’étude, nous allons dissocier 2 groupes de patients, les patients ayant une
LAM secondaire au traitement (LAM-t) et ceux ayant une LAM avec anomalies associées aux
myélodysplasies (LAM-MRC).

1-Les besoins transfusionnels et aplasie

Nous avons recensé le nombre de transfusions (culot de globules rouges ainsi que les culots
plaquettaires) administrés aux patients au cours de leur cure d’induction en fonction du type
de LAM.Nous avons obtenu en moyenne 12 + 5.94 transfusions administrées pour les patients
atteints de LAM-t, et 15.2 + 6.38 transfusions pour les patients ayant une LAM-MRC. Nous
n’observons pas de différence significative concernant le nombre de transfusions administrées

entre ces deux populations de patients (p>0.05).

Le nombre de jours d’aplasie aégalementété relevé. Cette période d’aplasie correspond au
temps durant lequel le taux de polynucléaires (PNN) du patient reste inférieur a 0.5 G/L. Les

résultats sont présentés sur la figure suivante :

1D patient
F=
w
=]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

durée d'aplasie (jour)

Figure 6 : Représentation des durées d’aplasie chez les patients atteints d’'une LAM-t (vert) et
les patients atteints de LAM-MRC (bordeaux).
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Nous observons concernant les patients avec une LAM-MRC, une durée d’aplasie moyenne
de 38 + 5.48 jours, et concernant les patients avec une LAM-t. Entre ces deux durées d’aplasie

il existe une différence statistiquement significative (p<0.05).

Parmi les patients avec une LAM-MRC, 2 patients (N°4, et N°7) ont recu de la Vancomycine

en méme temps que leur traitement par Vyxeos®.

La patiente N°6 n’a regu que 2 jours de traitement d’induction par Vyxeos® pour cause d’une

détresse respiratoire nécessitant I’arrét de I’administration de la chimiothérapie.

2-Les toxicités
Les toxicités majoritairement retrouvées ont été des toxidermies, de type érytheme

punctiforme, comme les photos ci-dessous :

(b)

Image 6 : Photos prises de toxicités cutanées au J11 du traitement (a), au J19 (b) ou encore au

J28 (c¢) de I’induction par Vyxeos®.

Le deuxiéme type de toxicités retrouvés chez ces patients sont de type hémorragique, avec des
rectorragies secondaires a I’apparition d’hémorroides. Nous avons aussi retrouvé des nausées,

vomissements ainsi que des phénomeénes de constipation.

La répartition des différents grades de toxicité en fonction du type de LAM des patients est

représentée sur la figure 7 suivante :
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Figure 7 : Histogramme représentant la proportion de toxicité en fonction du grade et du type
de LAM des patients, LAM-MRC (bordeaux) et LAM-t (vert).

Nous pouvons constater que la majorité(88%) des toxicités de grade 3-4 (G3-G4) se sont
déclarées chez les patients atteints d’une LAM-MRC contre 12% chez les patients atteints de
LAM-t. Nous avons observé 2 déces toxiques, répartis dans chaque groupe de patients, qui ont

fait ’objet d’une déclaration de pharmacovigilance auprés de I’agence nationale de sécurité
du médicament et des produits de santé (ANSM) N°MA20192390/MA20192390.

3-La réponse au traitement
En ce qui concerne la réponse au traitement, les résultats concernant les 9 patients de notre

étude sont illustrés par la figure 8 suivant :
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Figure 8 : Histogramme representant la proportion de réeponsespost-induction par Vyxeos® en

fonction du type de LAM : les RC (gris) et les échecs (rouge).
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L’ensemble des patients ayant une LAM-t ont répondu suite a leur cure d’induction par

Vyxeos®. On observe 60% de répondeur chez les patients atteints de LAM-MRC (p=0.5303).

4-Profil pharmacocinétique de la Cytarabine
Nous avons observédansle plasma des patients avant ultracentrifugation une coloration
violettelaquelle étant directement liée au cuivre contenu dans la composition du Vyxeos® et

caractéristiques des patients sou Vyxeos®.

L’image 7 ci-dessous, illustre cette coloration :

-90min 1 TaH T6H T8H T24H T48H T96H T7j
15 de Vyxeos®

Image7 : Photographie du plasma de patient coloré par le cuivre contenu dans la composition

du Vyxeos®

Nous avons présenté en introduction les particularités /les spécificités des formes
liposomalesvs forme conventionnelle, et mis I’accent sur la modification des profils PK des
molécules encapsulées. De maniére tres cohérente, nous nous sommes donc intéressés a la PK
de la Cytarabine lorsque cette derniere est administrée sous forme liposomale. Les analyses
ont été faites comme précédemment décrit et on permit de déterminer la PK de la forme libre
de la Cytarabine et également celle de la forme encapsulée. Ainsi, nous avons représentéla
moyenne des concentrations de Cytarabine libre, encapsulée et totale retrouvées chez nos
patients en fonction du type de LAM. Les résultats vous sont présentés sur la figure 9

suivante :
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Figure 9: Concentrations moyenne en Cytarabine totale (courbe traits pleins), libre

(courbepointillée) et encapsulée (courbes petits traits) en fonction du type de LAM : LAM-
MRC (bordeaux) et LAM-t (vert).

Les concentrations moyennes retrouvées sont résumées dans les tableaux suivants (tableaux 7

et 8)

118,72
123,04
125,31
126,66
151,06
174,94
195,05
230,84
279,23

9,09E+03
1,35E+04
1,39E+04
1,40E+04
1,70E+04
1,02E+04
6,55E+03
4,60E+03
1,39E+03

4,77E+03
8,59E+03
8,96E+03
1,12E+04
1,54E+04
9,87E+03
4,91E+03
4,80E+03
9,59E+02

1,19E+04
3,59E+04
3,00E+04
2,12E+04
1,44E+04
6,94E+03
5,76E+03
2,98E+03
9,78E+02

9,48E+03
6,79E+03
7,51E+03
4,16E+03
1,30E+04
6,37E+03
3,86E+03
2,21E+03
4,77E+02

2,09E+04
4,94E+04
4,39E+04
3,52E+04
3,15E+04
1,71E+04
1,23E+04
7,58E+03
2,37E+03

1,39E+04
1,39E+04
1,53E+04
1,49E+04
2,83E+04
1,62E+04
8,41E+03
6,72E+03
1,44E+03

Tableau 7 : Valeurs des concentrations moyennes en Cytarabine (fraction libre, encapsulée et

totale), en fonction du temps chez des patients atteints de LAM-MRC.

117,65
123,21
124,99
126,29
135,42
158,68
183,65
208,03
279,32

1,11E+04
1,07E+04
1,12E+04
1,33E+04
1,53E+04
1,12E+04
1,00E+04
5,13E+03
1,09E+03

5,32E+03
5,08E+03
1,06E+04
1,31E+04
8,00E+03
7,45E+03
6,64E+03
2,75E+03
1,07E+03

1,15E+04
3,97E+04
2,33E+04
2,14E+04
2,34E+04
1,26E+04
6,89E+03
4,10E+03
4,98E+02
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4,54E+03
2,78E+04
6,46E+03
1,55E+03
2,24E+04
5,71E+03
5,80E+03
3,31E+03
4,35E+02

2,18E+04
6,10E+04
4,00E+04
3,65E+04
3,77E+04
2,38E+04
1,63E+04
1,02E+04
1,58E+03

9,06E+03
2,12E+04
1,21E+04
1,72E+04
2,81E+04
1,32E+04
8,98E+03
6,96E+03
7,04E402 |



Tableau 8 : Valeurs des concentrations moyennes en Cytarabine (fraction libre, encapsulée et

totale), en fonction du temps chez des patients atteints de LAM-t.

Nous observons des concentrations moyennes totale, libre et encapsulée proches concernant
les deux types de LAM, avec des écart-types variables. Au sein de notre cohorte, 3 patients
ont recu de la Vancomycine au cours des 5 jours de traitement par Vyxeos®. Nous avons
démontré ultérieurement que la Vancomycine est physiquement incompatible avec le
Vyxeos®. Nous avons donc calculé la variabilité des concentrations libres de Vyxeos® en
excluant ces patients, et nous avons constaté que cette variabilité de concentration est moindre
en comparaison aux patients sans administration de Vancomycine pendant les jours de

traitement par Vyxeos®.

Ces résultats sont similaires des valeursque nous pouvons retrouver dans la littérature, figure
10
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Figure 10 : Concentrations plasmatique de la Cytarabine et de son métabolite (Ara-U) totale a

différents jours de traitement (jour 1 et 5) (51).

Nous avons représenté 1’exposition plasmatique (AUC ou aire sous courbe) moyenne de la
Cytarabine des différentes fractions : libre, encapsulée et totale en fonction du type de LAM

des patients. Les résultats sont illustres sur la figure 11 suivante :
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Figure 11 : Histogrammes représentant I’AUC en Cytarabine libre, encapsulée et totale en
fonction du type de LAM : LAM-MRC (bordeaux) et LAM-t (vert).

Nous n’observons pas de différence significative entre les AUC moyens concernant les trois

fractions, entre les patients LAM-MRC ou LAM-t (p>0.05).

La CDA faisant partie d’une des thématiques majeure de notre équipe de recherche, nous
avons décidé de nous intéresser a I’impact que pourrait avoir la CDA sur les profils cinétiques
de la Cytarabine au sein du Vyxeos®. De la méme maniére, nous avons réalisés les profils
pharmacocinétiques des fractions libres, encapsulée et totale de la Cytarabine mais cette fois,
en fonction du statut CDA du patient. Pour rappel, les patients ayant une CDA< 2Ul/mg sont
considérés comme déficients et ceux ayant un taux de CDA>2 Ul/mg sont non-déficients
CDA.

Les résultats observeés, vous sont présentés sur la figure 11 suivante :
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Figure 12 : Représentation des concentrations moyennes de Cytarabine libre (courbe en

pointillé), encapsulée (petits traits) et totale (trait plein), en fonction du statut CDA des
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patients : en orange le patent non-déficient et en bleu les patients déficients.

Nous observons une différence entre les patients déficients et non-déficient pour les
concentrations libres et encapsulées, et par consequent totales. Les patients déficients en CDA

semblent étre plus exposés a la Cytarabine que le patient non déficient et ce pour une période

de 7 jours.

Nous avons aussi représenté 1’exposition plasmatique (AUC ou aire sous courbe) moyenne de

la Cytarabine des différentes fractions en fonction du statut CDA des patients. Les résultats

sont illustres sur la figure suivante :
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Figure 13: Représentation des AUC des fractions libres, encapsulées et totales de la
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Cytarabine en fonction du statut CDA du patient.
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Nous pouvons constater que les patients déeficients en CDA ont une exposition plasmatique a
la Cytarabine plus importante que le patient non déficient, et ce, concernant les 3 fractions
étudiées. Cependant, nous notons une différence moins importante entre 1’exposition
plasmatique en Cytarabine fraction libre et fraction encapsulée chez les patients déficients que

chez le patient non-déficient.

La modification des parametres pharmacocinétiques engendrée par cette nouvelle forme
liposomalevous a été mentionnée dans le tableau 2. Mais quand est-il chez le patient ? Pour
répondre a cette question, nous avons comparé les profils PK de la Cytarabine entre les
patients traités par une induction de Vyxeos® et ceux par une induction standard « 7+3 »,
avec de la Cytarabine a 200 mg/m?/j pendant 7 jours. Les résultats sont présentés sur la figure
14,
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100 {
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110 130 150 170 190 210 230 250 270 290
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Log concentration of Cytarabine (ng/ml)
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Figure 14 : Comparaison des profils pharmacocinétiques entre une induction par Vyxeos® ou
par le protocole standard « 7+3 » en dissociant les patients déficients en CDA (en bleu), et les

non-déficients (en orange).

La différence de profil PK est flagrante entre les deux types d’induction, ces courbes
confirment non seulement les données de la littérature mais également les connaissances

acquises quant au bénéfice des formes vectorielles dans la modification des profils PK.
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PARTIE V : Discussions et perspectives

Depuis plus de 40 ans la Cytarabine est utilisée dans le traitement des LAM. Le protocole
« 7+3 » reste le protocole standard international de premiére ligne de prise en charge de la
LAM(26).De nombreuses études (Mylotarg®) évaluent actuellement des alternatives
possibles a ce schéma parmi lesquels le Vyxeos®. Ces alternatives demeurent pour autant

toutes centrées sur la Cytarabine qui reste la molécule clefdans le traitement des LAM.

En 2018 le Vyxeos® a fait son apparition en France. Cette formulation innovante a permis
d’associer la Cytarabine et la Daunorubicine ensembles au sein d’un liposome. Cette nouvelle
molécule est donc venue, certes dans des indications bien spécifiques, concurrencer le
protocole standard « 7+3»(33)(34).

En effet, avec cette nouvelle formulation, le Vyxeos® confere aux molécules encapsulées en
son sein des propriétés tout autre. Le Vyxeos® est décrit comme comportant un tropisme pour
la MO(38). Ce tropisme permettrait aux molécules encapsulées au sein du liposome d’avoir
une activité ciblée comparativement au schéma standard de traitement d’induction. Cette
activité ciblée permettrait de réduire les toxicités majeures qui accompagnent les cures
d’induction et qui peuvent parfois étre fatales. Nous avons observé la présence de Vyxeos®
sur les lames de MO au J15 des patients traités a I’APHM, avec une accumulation des
particules de Vyxeos® autour des macrophages. Nous ne pouvonstoutefoispas conclure sur le
tropisme du Vyxeos® dans la MO sur cette simple observation microscopique. En effet, nous
ne savons pas si la présence du Vyxeos® est due a ce tropisme ou a une concentration

plasmatique trés élevée voire saturante permettant ce passage au sein de la MO.

Concernant la structure du Vyxeos®, celui-ci fait partie des nanomédicaments dits de
premiére génération (liposome). La taille des particules décriteest de 107nm(44). Nous avons
réalisé cette mesure sur une solution diluée de Vyxeos® au DLS, au cours du temps. Au cours
de cette étude de stabilite de TO a T120h, les tailles que nous avons retrouvées pour la
solution diluée de Vyxeos® au sein des poches PVC (117.73 = 1.89), ainsi que celles
contenues dans les flacons en verre (119.1 + 4.30) possédaient une différence de taille minime
en comparaison a celle décrite dans la littérature. De plus,la variation de la taille des particules
gue nous avons mesurées au cours du tempsn’étaient pas significativement différentes entre le
TO et la fin de 1’analyse T120H quel que soit le contenantconcernant les poches PVC ainsi
que les flacons en verre. En revanche, nous constatons des fluctuations plus importantes du

Pdl au sein des poches PVC, méme si ce dernier demeure inférieur a 0.2, ce qui pourrait se
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traduire par un début de déstabilisation. Ce qui a terme pourrait avoir un impact sur le ratio
fraction libre et fraction encapsulée. En dépit de cette différence de taille en comparaison a
celle décrite dans la littérature, nous pouvons dire que la structure des particules de Vyxeos®

dans le temps reste stable et unimodale, au moins pendant 120H quel que soit le contenant.

Le laboratoire commercialisant le Vyxeos® décrit une stabilité de la solution reconstituée
dans le flacon et de la solution diluée pour perfusion pour une durée de 4 heures(7). Nous
avons dosé la Cytarabinedans les poches de PVC et les flacons en verre a des temps définis, et
ce sur une durée de 120H. Concernant la solution diluée pour perfusion dans les poches PVC,
nous n’avons pas retrouvé de différence significative concernant les concentrations en
Cytarabine totale en comparaison a celle que nous aurions dd retrouver théoriqguement surune
durée de 8H. La concentration moyenne de Cytarabine totale mesurée dans les flacons en
verre n’est pas significativement différente de celle théoriquement retrouvée et ce, pour une
durée de 72H.

Actuellement au sein de I’APHM, la fabrication des poches de Vyxeos® pour perfusion se
fait en « décalage » des autres poches de chimiothérapie comportant des durées de stabilité
connues et plus longues, permettant, suite a la fabrication, le transit immédiat de la poche : du
site de fabrication au service pour I’administration au patient. Suite aux dosages réalisés au
sein de notre équipe, il semblerait que la durée de stabilité du Vyxeos® dans les poches en
PVC soit le double que celle annoncée. Ces données pourraientpermettre de rendre la durée
du processus de fabrication et d’administration moins drastique. De plus, a I’heure actuelle,
lorsque la solution reconstituée dans le flacon est faite, les reliquats sont détruits, ce qui
engendre pour le sé¢jour d’un patient une perte d’argentfinanciére non négligeable compte tenu
du colt du flacon 3600 euros.Pourtant, nous avons aussimis en évidence le faitque la solution
reconstituée dans le flacon de Vyxeos® garde une concentration totale en Cytarabine stable
au moins 72 heures. Le schéma thérapeutique d’administration du Vyxeos® se faisant au J1,
J3 et J5 pour le traitement d’induction, il semblerait possible de conserver le reliquat, afin de
’utiliser pour la fabrication de la poche du jour de traitement suivant, et ainsi faire des
économies. Une recommandation que 1’on pourrait alors faire serait de conservé le Vyxeos
dans des contenant en verre afin d’assurer une durée de stabilité longue et ainsi d’éviter des

destructions du produit inutile.

Cependant nous allons pour I’heure modérer notre propos, en effet n’ayant pas encore realisé

les études concernant les variations de la concentration totale en Daunorubicine, et sans cette
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étude, il n’est pas envisageablepour le moment de conclure sur une utilisation d’un reliquat de

flacon ou méme de la stabilité de la poche sur une durée de plus de 4h.

Dans une deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés a la compatibilité physicochimique
de la solution de Vyxeos®.Actuellement, il n’y a pas de donnée existante concernant les
incompatibilités relatives a I’administration par voie intra-veineuse du Vyxeos®. Seules des
incompatibilités dans la littérature pour la Cytarabine et la Daunorubicine sont décrites
(46)(47).

Le laboratoire recommande que le Vyxeos® soit administré seul, pendant une durée
d’administration de 90min. (7) Pour cette étude, nous nous sommes focalisés sur les
molécules les plus prescrites au sein du service d’hématologie de la Conception (45). Parmi
les 33 molécules testées nous avons retrouvé 7 molécules incompatibles et 2 pour lesquelles
nous avons obtenu des incompatibilités variables. Dans la plupart des cas, concernant les
molécules incompatibles, nous avons observe visuellement 1’apparition de précipités. Au
DLS, nous avons observé soit une augmentation de la taille (décalage du pic vers la droite),
parfois méme une diminution (décalage du pic vers la gauche), ou encore une disparition de
celui-ci (plus de particule détectée). Ces résultats ont été confrontés aux observations faites
apres coloration négative et visualisation au microscope électronique. La variation concernant
la taille des particules pouvait se traduire visuellement par la formation d’un agglomérat de
particules de Vyxeos® comme avec le Bactrim®. Nous avons aussi observé des incohérences
entre 1’observation visuelle, au DLS et au microscope électronique comme avec le
Paracétamol par exemple. Toutes ces informations renforcent I’importance de respecterles
recommandations d’administration du Vyxeos®, ainsi que I’importance du ringage de la
tubulure en fin d’administration. La question se pose concernant les molécules administrées
en IV continue telle que la Vancomycine. En effet, les patients disposent souvent d’une seule
voie d’administration, cependant aux vues des résultats présentés précédemment, et du RCP
du Vyxeos®, il est impossible d’administrer les 2 molécules simultanément. Alors, faut-il
arréter I’administration de la Vancomycine durant celle du Vyxeos® ou encore administrer le
Vyxeos® sur une voie qui lui est réservé ? En pratique toutes ces questions font parties d’une
problématique difficile a gérer au sein d’un service. De plus, il reste a définir ’impact de la
modification de la structure du Vyxeos® sur l’effet thérapeutique retrouvé.En tant que
pharmacien nous pourrions proposer des alternatives thérapeutiques, avec par exemple un
switch de la Vancomycine par le Zyvoxid®, mais cette étude mériterait d’étre complétée afin

d’avoir si possible une alternative thérapeutique a proposer au clinicien en fonction des
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molécules incontournables a la prise en charge du patient, avec des modeles in vitro par

exemple.

Le dernier versant de I’étude concernait le profil pharmacocinétiqgue de la Cytarabine
contenue dans le Vyxeos®. Entre janvier 2019 et janvier 2020, 9 patients ont été traités par
cette nouvelle formulation au sein du service d’hématologie de la Conception. Ces patients
ont été différenciés en fonction du type de LAM : LAM-MRC ou LAM-t. Nous n’avons pas
observé de différence concernant les besoins transfusionnels entre ces deux groupes.
Cependant, concernant la durée d’aplasie, les patients atteints de LAM-MRC, sembleraient
mettre plus de temps a retrouver un taux de PNN > 0.5 G/L. Nous avons observé des toxicités
cutanées dans la plupart des cas, mais aussi des saignements de type rectorragie, secondaire a
I’apparition d’hémorroides, ou encore des infections (pulmonaires le plus souvent). Ces
toxicités cutanées sont retrouvées et décrites lors du traitement d’inductionavec un schéma
standard « 7+3 ». Cependant, nous observons plus de toxicités digestives (mucites, diarrhées,
vomissement) avec une induction standard « 7+3 ». Pourtant les données de la littérature
démontrent que les toxicités de grade 3 a 5 étaient similaires entre les deux groupes (Vyxeos
vs schéma « 7+3 »), a la différence que pour la Daunorubicine et la Cytarabine sous forme
liposomale, ont été observés une cytopénie prolongée et un risque d’hémorragie élevé (36). Le
Vyxeos® de par sa formulation innovante semble protéger le tractus digestif en comparaison
au schéma « 7+3 ». Les patients bénéficiant dans la suite de leur prise en charge d’une
allogreffe suite au traitement par Vyxeos®, ont vu leur mortalité a 30 et 60 jours diminuer par
rapport au protocole « 7+3 » (36)Ce constat pourrait étre traduit par 1’hypothése que cette
nouvelle formulation préserverait la flore intestinale et de ce fait pourrait préserver
I’'immunité, mas ces hypotheses restent a étre confirmées. 100% de nos patients atteints d’une
LAM-t ont obtenu une réponse complete a la suite du traitement d’induction et ont bénéficié
d’une cure de consolidation, contre 60% avec une LAM-MRC. L’essai de Phase 111 a montré
que le Vyxeos® ameliorait la survie globale (OS: 9.56 vs 5.96 mois) et le taux de
réponse(RC+RCi : 48% vs 33%) avec une toxicité tolérable en comparaison au schéma
d’induction standard(52). Il est toutefois important de noter que dans cette étude la dose
administrée de Cytarabine est de 100 mg/m?/j pendant 7jours pour leur protocole standard,
alors qu’en France, notre dose de Cytarabine standard administrée est de 200 mg/mz/j. C’est

pourquoi ces données ne sont pas superposables aux données frangaises.

Concernant les profils pharmacocinétiques de la Cytarabine, nous n’avons pas observé de

difféerences marquantes selon le type de LAM. Ces profils ressemblaient a ceux décrits dans la
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littérature (51), du moins concernant la concentration totale en Cytarabine. En effet, nous
n’avons pas trouvé de données exposant les cinétiques des fractions libres et encapsulées de
Cytarabine aprés administration de Vyxeos® chez les patients. L’exposition plasmatique
calculée n’était significativement pas différente concernant les 2 fractions étudiées, et ce
dépendamment des 2 types de LAM. Serait-il possible d’identifier des co-variables modifiant

le profil PK du Vyxeos®, comme le statut immunitaire sur la PK de la forme vectorielle.

Le constat est tout autre concernant I’impact de la CDA sur le profil PK du Vyxeos®. En
effet, il semblerait que les patients déficients soient plus exposés en Cytarabine, et ce pour
toutes ses formes, avec entre autres, une surexposition a la fraction libre, pouvant étre la cause
de survenue de toxicités. Malheureusement, par manque de patient (1 seul patient non-
déficient), nous ne pouvons pas conclure statistiquement sur cette observation. Le constat de
I’impact du statut CDA sur le risque de survenue de toxicité a déja été montré au sein de notre
équipe, par une étude portant sur des patients atteints de LAM traités par Cytarabine, schéma
« 7+3 »(24). 1l semblerait, aux vues de ces premiers résultats que le profil PK de la
Cytarabine du Vyxeos® puisse aussi étre impacté par ce statut CDA. Ce constat ne semblerait
pas si surprenant, compte tenu de la forme liposomale (de premiére génération) du Vyxeos®,
avec un captage hépatique, et le fait que la CDA soit, certes ubiquitaire, mais avec une activité

au sein du foie importante.

La problématique majeure que rencontre actuellement le Vyxeos® réside dans son prix. En
effet, le laboratoire n’a pas obtenu de remboursement en sus de sa molécule (ASMR V), ce
qui impact fortement les dépenses du service directement et limite de fait la prescription. De
plus, le Vyxeos® augmente la durée d’aplasie des patients et par conséquent le séjour du
patient (et ce pour un montant de groupe homogéne de séjour GHS inchangé induction de
LAM) ce qui engendre également un colt supplémentaire direct : pour le séjour du patient et
indirect avec moins de patient pris en charge sur une méme période. Afin de le prescrire au
sein de ’APHM, le Vyxeos® nécessite une demande au préalable aupres des autorités

compétentes, le Comité de Sécurisation des Produits de Santé (COSEPS) de I’institution.

Pour conclure, le Vyxeos® est une forme liposomale qui est structuralement tres stable dans
le temps. Le type de contenant peut influencer sa stabilité, ainsi que la co-administration
d’autres molécules, avec tout un travail qu’il reste a faire sur I'impact de 1’effet thérapeutique
que peut engendrer la déstabilisation de cette forme liposomale. Grace a cette formulation, le
laboratoire a su optimiser les parametres PK de la Cytarabine et ce pour une dose moindre

(réduction de 50%), en comparaison au schéma standard « 7+3 ». Ce point est essentiel d’un
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point de vu thérapeutique mais également au plan de la recherche compte tenu de la difficulté
pour ces nanomedicaments de voir le jour. Cependant, au vu du caractéere innovant de cette
molécule de nombreuses questions émergent : avec notamment la compréhension de son
tropisme meédullaire, I’étude de sa PK au sens large, basée sur les concentrations plasmatiques
de Cytarabine et de Daunorubicine, avec une question qui demeure, le schéma tel que désigné
actuellement est-il optimal ? En effet, nous avons montré le niveau de surexposition des
patients aprés traitement par Vyxeos vs Cytarabine conventionnelle (170 fois plus). Enfin,
pour notre eéquipe de recherche, la question du réle et de I’impact du statut CDA chez les
patients traités par Vyxeos® demeure, au vu du tres faible nombre de patient non déficient

dans cette cohorte de patient.

Je suis heureuse d’avoir eu I’opportunité¢ de travailler sur un nouveau médicament, le
Vyxeos®, comportant une formulation innovante, indiqué dans une pathologie au pronostic
sombre, ou I’enjeu est bien réel. Ces travaux m’ont permis de m’apercevoir que de
nombreuses questions demeurent encore en suspens, mais aussi de rencontrer de nombreuses
équipes (cliniciens, pharmaciens, et biologistes), qui m’ont offert une tres belle opportunité de

travail.
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ANNEXES :

Annexe 1 : Protocole de dosage de la Cytarabine en LC-MS/MS

1) Echantillons:

-Avant analyse : les tubes de plasma sont conservés dans le C14 a -35°C au fond du couloir.
Prendre la quantité de plasma suffisant pour la manipulation.

-Les aliquots de ARA-C et ARA-U a 1 mg/ml sont conservés dans la laverie dans le
congélateur a -80°C.

- Les aliquots de la gamme sont conservés dans la laverie dans le congélateur a -80°C.

2) Réactifs:

-Phase mobile : H,O MilliQ a 0.05%ml d’acide formique.

-Phase organique : Méthanol pour LCMS a 0.05%ml d’acide formique.

-Phase de ringage : H,O MilliQ/méthanol

-Solution de précipitation avec étalon interne (EI) : conservation 3 mois dans le R26 (frigo
dans le laboratoire de Madeleine) : 10 uL de la solution a 100 ng/uLL. de Maraviroc D6 QSP
100 ml d’acétonitrile.

3) Méthodologie :

3-1)_Obtention des solutions filles : (faire 4 Sf pour I’ARA-C et 2 Sf pour ’ARA-U pour
les points de gamme, et 4 Sf pour I’ARA-C et 2 Sf pour I’ARA-U pour les Cgs. Cette dernicre
sera effectuée sur une autre paillasse avec des ppipettes controlées)

3-1-a)_Pour I’ARA-C : (faire 2 séries, une pour la gamme et une pour les Cqs)

-Pour la solution fille & 100 ng/uL (Sf1) : prendre 50 uL de ARA-Cgy et compléter
avec 450uL d’H;O.

-Pour la solution fille a 10 ng/pL (Sf2) : prendre 100 pL de S1 et compléter avec 900
pnL d’H,O0.

-Pour la solution fille a 1 ng/uL (Sf3) : prendre 100 pnL de S2 et compléter avec 900
pL d’H,O0.

-Pour la solution fille a 0.1 ng/uL (Sf4) : prendre 100 puL de S3 et compléter avec 900
pL de’H,O0.

3-1-b)_Pour I’ARA-U : (faire 2 séries, une pour la gamme et une pour les Cqs)

-Pour la solution fille & 100 ng/uL (Sf1) : prendre 50 uL. de ARA-Ugy et compléter
avec 450uL d’H;O.

-Pour la solution fille & 10 ng/uL (Sf2) : prendre 100 pL de S1 et compléter avec 900
uL d’Hy0.

3-2) Obtention de la droite d’étalonnage :

-Avant utilisation du plasma blanc mis a décongeler sur les blocs chauffants, le mettre a
centrifuger avec le programme 4 (4000 tr/min pendant Smin a 8°C), dans la centrifugeuse a
coOté des évaporateurs.

Puis réalisation d’une gamme commune ARA-C et ARA-U, selon le tableau suivant :
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Points de [ARA-C] Ven pL [ARA-U] | VenpL V (uL)
gamme ng/ml ([Sf]) ng/ml ([Sf) plasma blanc
1 1 10 (0.1) 250 25 (10) 965

2 5 50 (0.1) 500 50 (10) 900

3 10 10 (1) 750 75 (10) 915

4 25 25 (1) 1000 10 (100) 965

5 50 50 (1) 2500 25 (100) 925

6 100 10 (10) 5000 50 (100) 940

7 500 50 (10) 7500 75 (100) 875

3-3)_Obtention des points Cq :

-Pour ces différents Cqgs, prendre les St faites pour les Cq avec les ppipettes adéquates.

Cq [ARA-C] | V ul [ARA-U] | Vul([Sf]) | V (uL) plasma
(ng/ml) ng/ml ([Sf) ng/ml blanc

CqB 2.0 20 (0.1) | 300 30 (10) 950

CqM 25 25(1) | 800 80 (10) 895

CqH 250 25 (10) | 4000 40 (100) 935

3-4) Procédure de dosage :

-Prendre 100 pL de chaque préparation (blanc, gamme, Cgs, patients) et mettre dans
un eppendorf.

-Ajouter dans chaque eppendorf 400 uL de solution précipitante de 1’EI

-Vortexer 2mn au vortex de paillasse

-Centrifuger 15min dans la petite centrifugeuse dans le laboratoire de Madeleine (15
min).

-Récupérer 600 pL de la phase supérieure dans des tubes a hémolyse de 5 ml

-Evaporer au bloc chauffant sous courant d’azote (47°C). Pour I’ouverture des robinets
se référer au schéma ci-dessous.

1-C 2-B 3-A

-Reprendre le résidu sec par 400 uLL d’H,O MQ.

-Tranférer ce volume dans des eppendorfs et les mettre a centrifuger 10 min a
15000tr/min

-Transférer tout le volume dans les puits de la plaque de I’injecteur, sur laquelle vous
devez indiquer au préalable sur le coté en face de la case Al (ou présence de I’étiquette sur
I’illustration ci-dessous) « Cytarabine et la date du jour de manipulation ».
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A T 12

-Refermer la plaque avec le support en silicone en vérifiant que tous les trous de la
plaque soient bouchés +++

-Injecter 10 L.

-Glisser la plaque sur le portoir 2 (a droite) et le reclipser a la LC-MS (il faut entendre
un clips). Faire attention que la machine ne soit pas en train d’injecter +++.

4) Informatique :

4-1) Création de la liste d’échantillons :

Télécharger la méthode en allant dans :
-file>open project>cytarabine>mettre yes a la fenétre qui s’ouvre pour nous demander de
changer de programme.
Remplir les colonnes correctement :
-penser a remplir les dilutions et concentrations
-charger la bonne méthode
-changer la date de la manip et faire « file series »
-pour les blancs (faire « file down »).
-faire attention que les numéros des échantillons soient les bons

Une fois la préparation du tableau terminée, faire « save as » et mettre la date du jour de la
manipulation (sous la forme ddmmyyyy).

Sélectionner tous les échantillons (ou aucun) et appuyer sur la touche D

4-2) Interprétation technique de [’analyse :

Ouvrir le projet : File > Open project> cytarabine pro
Le tableau enregistré de la veille apparait, tout sélectionner en cliquant sur la case en haut a
gauche du tableau (tout le tableau se noircit) et appuyer sur « process sample ».

Traiter les chromatogrammes un par un et en regardant les % de variation : -<15%
premier point de gamme et <20% les autres points.

Une fois les changements fait, aller dans File >save as > mettre la date de la manipulation
(forme : ddmmyy la méme que précédemment).

Faire File > file repport> cliquer sur calibration > compound summary report

Faites « OK »

Appuyer sur I’imprimante en haut a droite de I’écran, sélectionner « all » et imprimer
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% D'exercer, dans [intérét de la santé publique, ma
profession avec conscience et de respecter non seulement la
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Que je sois couvert d'opprobre, méprisé de mes confréres, si j'y
mangque.

76



