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INTRODUCTION

La Maladie de Rendu-Osler (MRO), également connue a I’international sous le nom de
« Hereditary Hemorrhagic Telangectasia » (HHT), est une maladie rare décrite pour la
premicre fois par le docteur Henri Jules Rendu en 1886 (1). Plus tard, au début du XXéme
siecle, les docteurs William Osler et Frederick Parkes Weber compléteront la description de

cette maladie (2).

La MRO est due a un trouble du développement des vaisseaux sanguins par une perturbation
de I’angiogenese et de ’homéostasie. Les principales manifestations cliniques sont 1’apparition
de télangiectasies par dilatation des vaisseaux de petits calibres au niveau des muqueuses ou de

la peau et la présence de malformations artério-veineuses (MAV) au niveau des organes.

En oncologie, les facteurs régulant I’angiogeneése (VEGF : Vascular Endothelial Growth
Factor) constituent une cible thérapeutique bien établie depuis maintenant une quinzaine
d’années (3). En effet, le bevacizumab, anticorps monoclonal anti-VEGF, est indiqué pour son
action anti-angiogénique dans certains cancers comme le cancer du sein, de I’ovaire ou
colorectal métastatique en empéchant la croissance tumorale (4—6). Cependant, pour certaines
pathologies vasculaires comme la MRO, le ciblage de 1’angiogenése reste encore peu

développé.

Actuellement, I’utilisation d’anti-angiogéniques dans la MRO a titre thérapeutique a été réalisé
dans certaines recherches impliquant la personne humaine (RIPH) : le bevacizumab semble étre

bénéfique dans les MAV hépatobiliaires ou encore digestives (7,8).

Cependant, aucun biomarqueur robuste n’existe pour stratifier et orienter I’emploi de ces anti-
angiogéniques dans la MRO. Les recommandations actuelles sont basées sur I'utilisation du
scanner ou d’imagerie par résonnance magnétique (IRM), dont les limites sont notamment une

sensibilit¢ moindre et une vérification indirecte et tardive du processus angiogénique (9).

Nous avons posé 1’hypothese que disposer d’une imagerie moléculaire isotopique de 1’activité
angiogénique permettrait de mieux orienter la stratégie thérapeutique et s’assurer de la réponse

ou non au traitement anti-angiogénique.

Le [%8Ga]Ga-NODAGA-RGD, est un médicament radiopharmaceutique expérimental pour la
tomographie par émission de positons (TEP), qui cible avec une haute affinité les intégrines
avp3, intégrines jouant un role déterminant dans 1’activation angiogénique et dont la

surexpression a été¢ mise en évidence dans les MAV par immunohistochimie (10).



Pour évaluer I’intérét de la TEP au [®Ga]Ga-NODAGA-RGD dans la prise en charge de la
MRO, notre équipe a décidé d’¢laborer un protocole clinique dans le cadre d’un appel a projet

de type programme hospitalier de recherche clinique (PHRC).

Nous souhaitons évaluer I’intérét du [*8Ga]Ga-NODAGA-RGD comme agent de surveillance
de la réponse au traitement anti-angiogénique et plus particuliérement dans la maladie de

Rendu-Osler, notamment au niveau des MAV hépatiques du fait de leur fréquence plus élevée
(11).

Cette these s’articule en quatre parties. La premiere s’intéressera a la maladie de Rendu-Osler.
La seconde décrira le processus angiogénique. La troisiéme partie présentera les principes de
I’imagerie TEP et des radiotraceurs pour imagerie TEP de I’angiogenese. Enfin, la dernicre
partie détaillera la réglementation des RIPH, la présentation de notre projet et le role de la

radiopharmacie.



Partie I : Généralités sur la maladie de Rendu-Osler
A. Epidémiologie

La MRO est une maladie vasculaire rare, avec une prévalence d’environ 1/10 000 naissances
sans influence apparente de 1’dge, du sexe ou de l’origine ethnique (12,13). Cependant,
certaines zones géographiques comme le nord du Japon ou le comté de Fyn au Danemark
présentent une prévalence plus importante (1/5 000 a 1/8 000). La prévalence la plus élevée

dans le monde (1/1 331) est attribuée aux Antilles Néerlandaises (14).

En France, cette maladie était méconnue avant les années 1980 et mentionnée comme trés rare
(moins de 1/50 000 sujets) jusqu’a I’observation de concentrations géographiques de la maladie
en France a partir des années 1970 (15). L’enquéte épidémiologique développée en 1977
pendant une trentaine d’années sur I’ensemble du pays permet de certifier une prévalence de la
maladie supérieure a 1/8 460 en région Rhdone-Alpes (pour les naissances entre 1910 et 1920)
et une disparité sur le territoire national avec une prévalence d’1/3 375 habitants dans 1’Ain,
1/5 062 dans le Jura et 1/4 287 dans les Deux Sévres (Figure 1) (16). Actuellement, la

prévalence en France est entre 1/6 000 et 1/8 000, soit environ 10 000 malades probables.

Prévalence

[ 1/5100

:] 1/5100-1/10000

[ <1/10000

Figure 1. Dissémination nationale de la maladie de Rendu-Osler (16)



B. Physiopathologie
1. Génétique

La MRO est une maladie vasculaire héréditaire, de transmission autosomique dominante, dont
les déterminants génétiques sont détectés dans 90% des cas. La responsabilité de cette maladie

est actuellement assignée a trois genes (Figure 2) :

Le gene endogline (ENG), porté par le chromosome 9, codant pour I’endogline (récepteur au
TGF-p de type II1) a été le premier géne identifié¢ en 1994 (17). L’endogline est un corécepteur
spécifiquement exprimé a la surface des cellules endothéliales. Il s’agit d’un homodimeére de
663 acides aminés (aa) possédant une grande partie extracellulaire (561 aa). Son domaine
cytoplasmique est composé de 47 aa et peut étre phosphorylé par le récepteur de type II du
TGF-B et par Activin A receptor type Il-like kinase 1 (ALK1) (18).

Ce géne est responsable de la forme MRO de type 1, fréquente en Amérique du Nord, dans les

Caraibes et dans les populations du nord de I’Europe (19).

Le géne ACVRLI1, localisé sur le chromosome 12, codant pour le récepteur au TGF-f de type
I ALK1 a ét¢ identifié en 1996 (20). Ce récepteur est également exprimé a la surface des cellules
endothéliales et est responsable de la forme MRO de type 2 (21). Cette forme est notamment

répandue en Italie, en Espagne et en France.

Enfin, le géne Mother Against Decapentaplegic Homolog 4 (MADH4) localisé sur le
chromosome 18, a été identifi¢é en 2004 (22). Celui-ci code pour le facteur de transcription
SMAD4, commun aux deux voies de signalisation de la famille TGF-f. Il est responsable de

formes combinées de MRO et de polypose juvénile (23).

La mutation des deux premiers génes (ENG et ACVRL1) est majoritaire et trouvée chez plus
de 90% des malades tandis qu'une mutation du gene MADH4 n’est identifiée que chez environ

2% des malades (22,24).

Actuellement, d’autres génes sont suspectés dans la MRO avec notamment le géne Growth
Differentiation Factor 2 (GDF2), codant pour la protéine Bone Morphogenetic Protein 9
(BMP9), qui va se fixer sur des récepteurs de type Endogline et ALK-1 (25).
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Figure 2. Schéma des différentes mutations identifiées dans la maladie de Rendu-Osler (26)

2. Clinique
a. Saignements extériorisés : Epistaxis et télangiectasies

La MRO est une affection due a une dérégulation de 1’angiogenése et est caractérisée par
I’apparition au cours de la vie d’anomalies vasculaires (AV). Les AV les plus caractéristiques

affectent la muqueuse nasale (Figure 3), responsables d’épistaxis récidivantes.

Une épistaxis est une hémorragie extériorisée par les fosses nasales. Ces épistaxis sont
I’expression principale de la MRO et une des complications les plus incommodantes en termes
de qualité¢ de vie (27). Elles sont répétitives, irréguliéres, spontanées et surviennent de jour
comme de nuit. Leur sévérité varie selon les individus et peut entrainer une carence martiale
voire une anémie chronique. Elles concernent plus de 90% des patients et sont lies a la

présence de télangiectasies sur la muqueuse nasale (28).

Télangiectasies

Cloison nasale Cornet inférieur

Figure 3.T¢langiectasies de la muqueuse nasale entrainant d'importants saignements d'apres

les données du Pr LACCOURREYE, service ORL au CHU d'Angers



Une télangiectasie est une dilatation permanente des vaisseaux de petits calibres des muqueuses
ou de la peau. Elles forment de petits points rouges/violac€s, apparaissent généralement entre

30 et 40 ans et ont tendance a augmenter en nombre avec 1’age (29).

Dans la MRO, elles sont présentes dans des endroits caractéristiques comme les extrémités des
doigts, le visage (Iévres, nez, oreilles) mais également dans les muqueuses (nasale et digestive)

et peuvent étre a I’origine de saignements répétitifs (Figure 4).

.
.:“
Langue

Lévres Doigts Gastro-intestinale
Figure 4. T¢langiectasies cutanéomuqueuses dans la maladie de Rendu-Osler (30)

b. Malformations artério-veineuses

Une MAYV est une malformation vasculaire caractérisée par une connexion directe entre arteéres
et veines, sans interposition de capillaires (Figure 5). Dans la MRO, des MAV peuvent
apparaitre principalement dans le tissu pulmonaire, hépatique et cérébral, occasionnant des

complications parfois trés séveres, méme chez les sujets jeunes qui présentent trés peu de

signes.
Capillaires
Communication normale entre artére et veine Communication directe entre artére
via un réseau de capillaires et veine via un shunt

Figure 5. Représentation schématique de MAV (31)

Les MAV pulmonaires (40% des patients) résultent d’'une communication anormale directe
entre une artére et une veine pulmonaire sans I’intermédiaire des capillaires sanguins. La
capacité d’échange oxygene/gaz carbonique sera donc fortement diminuée au niveau de la
MAV. Elles peuvent entrainer des complications neurologiques (accidents vasculaires

cérébraux, abces cérébraux), des hémoptysies ou des hémothorax (32).
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Les MAYV hépatiques sont présentes chez 41 a 78% des patients atteints de MRO et peuvent

toucher les 3 systeémes circulatoires (33):

- Shunt entre I’artére hépatique et les veines sus-hépatiques (complication la plus
fréquente) induisant une insuffisance cardiaque a haut débit compliquée de troubles du

rythme cardiaque et d’hypertension artérielle pulmonaire.
- Shunt entre ’artére hépatique et le systéme porte a 1I’origine d’une hypertension portale.

- Shunt entre la veine porte et les veines sus-hépatiques, responsable d’une nécrose
biliaire.
Les MAYV cérébrales et télangiectasies intracraniennes (jusqu’a 20% des patients) peuvent

entrainer une hémorragie aigiie cérébrale ou médullaire (32).

Les MAYV gastro-intestinales, responsables de saignements gastro-intestinaux, représentent 15
a 30% des patients atteints de MRO et touchent I’ensemble du tube digestif (estomac, intestins
et colon). Elles peuvent conduire dans un tiers des cas a une hémorragie digestive chronique ou

aigtie (13,34).
3. Corrélation génotype-phénotype

Les signes de la maladie peuvent survenir indépendamment de la mutation, cependant des
différences dans la prévalence des MAV entre MRO type 1 et MRO type 2 semblent exister
(tableau 1).

Par exemple, dans la MRO de type 1 (ENG), les MAV pulmonaires sont présentes chez 50 %
des patients (contre 18% chez le type 2) et sont plus précoces (35). Les épistaxis le sont
¢galement et surviennent en moyenne vers 11 ans contre 19 ans pour le type 2 (36). Les MAV

cérébrales sont également plus fréquentes (32).

Dans la MRO de type 2 (ACVRL1), ce sont les atteintes hépatiques qui surviennent plus
généralement que dans le type 1 (37).

Concernant les mutations de MADH4, les complications sont notamment digestives avec un

risque de cancer digestif nettement augmentg.
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Tableau 1. Pourcentage de MAYV dans la MRO de type 1 et MRO de type 2 d'apres 6 études
¢tudiant le génotype/phénotype d’apres Karlsson T. et al, 2018 (38)

Type of AVM Present Berg Kjeldsen Bayrak-Toydemirv  Letteboer et al. Lesca et al.

(%e) study et al. (8) etal (9) et al. (10) (11) (12)

A: HHTI
Pulmonary 60 35 46 59 49 59
Hepatic 0 5 NR 2 8 2
Cerebral 0 8 2 16 NR 16

B: HHT2
Pulmonary 8 0 13 39 5 29
Hepatic 38 6 NR 28 41 28
Cerebral 0 3 4 2 NR 2

Une des caractéristiques de cette pathologie est la grande variabilité¢ des symptomes et de leur
gravité, a ’intérieur d’une méme famille, suggérant que d’autres facteurs génétiques inconnus

ou que des facteurs environnementaux influencent le phénotype de la MRO (39).
C. Diagnostic
1. Clinique : les critéres de Curacao

Le diagnostic initial se base sur I’identification de mutations génétiques et/ou la combinaison

de 3 des 4 criteres diagnostiques dits de Curagao (40) :

- Epistaxis spontanées et récurrentes.

- Télangiectasies multiples sur des territoires caractéristiques : lévres, cavité buccale,
doigts, nez.

- Localisations viscérales de MAV (télangiectasies digestives, MAV pulmonaires,
hépatiques ou cérébrales).

- Histoire familiale, avec au moins un proche au premier degré diagnostiqué MRO.
Le diagnostic clinique est :

- Certain si au moins 3 critéres sont présents.
- Suspecté ou possible si 2 critéres coexistent.

- Peu probable si 1 seul critére est constaté.

Cependant, la pénétrance n’est complete que vers 50 ans. Certains signes cliniques peuvent

donc manquer chez le sujet jeune.
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2. Biologique

L’anomalie biologique principale est une anémie par carence martiale, conséquence des

¢épistaxis et des saignements dus aux MAV digestives.

Une étude récente constate ¢galement des anomalies immunologiques avec notamment une

lymphopénie T associée a une augmentation de lymphocytes pro-angiogéniques (Tang) (41).
3. Génétique

La recherche d’une mutation doit étre envisagée chez tout patient dont le diagnostic est

cliniquement certain ou possible.

Si la mutation familiale est connue, un dépistage rapide peut étre entrepris au sein de la famille
pour détecter notamment les membres asymptomatiques. Les enfants sont considérés comme
potentiellement atteints, méme s’ils ne présentent pas de signes cliniques. Le dépistage sera

propos¢ a partir de 5 ans apres discussion avec les parents (9).

Cependant, toutes les mutations génétiques de la MRO n’ont pas encore été identifiées et si la
mutation ne peut étre retrouvée, le diagnostic restera clinique sur la base des critéres de

Curagao.
4. Biomarqueurs vasculaires

La connaissance des mécanismes moléculaires impliqués dans la MRO a conduit a la mise en
évidence de biomarqueurs vasculaires modulés chez ces patients par rapport a des sujets sains
(42). Ces biomarqueurs vasculaires sont le reflet du déséquilibre de la balance angiogénique
qui contribue a l'apparition et au développement des AV. Ils sont mesurables directement dans
le plasma des patients et par des méthodes d’analyses simples et rapides. Ils représentent donc

des outils de vasculomonitoring du déséquilibre angiogénique.
Les principales molécules solubles identifiées sont :

- VEGF-A, ¢lément clé¢ de la phase d’activation de I’angiogenése. Des niveaux
plasmatiques de VEGF-A dix fois supérieurs a ceux d’une cohorte comparable de sujets
sains ont été mesurés dans une cohorte de 31 patients atteints de la maladie de Rendu-
Osler (43). De plus, de maniére intéressante, des niveaux sériques plus élevés de VEGF-
A ont été associés chez I’enfant a des épistaxis plus importantes et des saignements

gastriques (44).
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- L’angiopoiétine (Ang-2), via son interaction avec le récepteur Tie-2, est impliquée dans
la régression des vaisseaux en I’absence de VEGF (45). Il a récemment été décrit une
diminution significative des taux plasmatiques d’Ang-2 chez les patients MRO de type
2 par rapport aux sujets sains et aux patients MRO de type 1 (46).

- L’endogline soluble (sEng) résulte du clivage du récepteur endogline impliqué dans la
phase de maturation de 1’angiogenese. Une analyse récente des taux plasmatiques de
sEng montre une diminution significative a la fois chez les patients MRO de type 1 et

MRO de type 2 par rapport aux sujets sains (46).

Les microRNA sont de courtes séquences d’ARN non codantes qui inhibent post
transcriptionnellement 1I’expression des génes en se fixant sur la région 3’-UTR des ARNm de
manicre spécifique. Plusieurs microRNA vasculaires ont ét¢ impliqués dans la maladie de

Rendu-Osler comme le miR-27a, le miR-205 et le miR-210.

Le miR-27a, pro-angiogénique, est augmenté chez les patients MRO de type 1 et MRO de type
2 par rapport aux sujets sains (47). Le miR-205, qui réduit la prolifération et la migration
endothéliale, est significativement diminu¢ chez les deux types de patients (48). Enfin, le miR-
210 est significativement augmenté chez les patients présentant des MAV pulmonaires par

rapport a des patients exempts de ces malformations (49).
5. Imagerie morphologique

L’intérét de ’imagerie est essentiellement de prévenir les complications parfois graves de la
maladie chez I’ensemble des patients, méme ceux présentant peu de signes cliniques. Les
derniéres recommandations de prise en charge au niveau national sont recueillies dans le
protocole national de diagnostic et de soins (PNDS, centre de référence pour la maladie de

Rendu-Osler de Lyon) publi¢ par la Haute Autorité de Santé (HAS) (9).
a. A lage adulte
Ainsi, seront recherchées :

- Les MAV pulmonaires : par échographie cardiaque de contraste en premicre intention.
Un scanner thoracique sans injection (Figure 6) « faible dose » sera réalisé si

I’échographie cardiaque n’est pas possible ou si elle revient positive.
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Figure 6. MAV pulmonaire au scanner thoracique (50)

- Les MAV hépatiques : la premiere intention consiste en une échographie et un doppler
hépatique avec mesures du diametre des vaisseaux, des vitesses de flux et de diverses

données renseignées sous forme d’une grille d’apres la classification de Buscarini (51).

En cas d’atteinte clinique hépatique, une échographie cardiaque avec évaluation du débit et de
la pression de I’artére pulmonaire sera effectuée en surveillance initiale. Un scanner ou une
IRM permettra d’identifier précisément les 1ésions. La biopsie hépatique est en revanche contre-
indiquée.
- Les MAYV cérébrales et spinales : dépistage par le biais d’une IRM ou d’angioscanner
(52).
- Les MAV digestives : I’exploration digestive par gastroscopie et coloscopie ne se
justifie que devant un signe d’appel particulier de type méléna ou anémie inexpliquée

et aggravee.
b. Particularités chezg la femme enceinte

Avant toute grossesse, la recherche de MAV neurologique (par angio-IRM spinale) ou

pulmonaire est fortement recommandée.

- Les MAV pulmonaires : si le pronostic maternel ou foetal est mis en jeu, un scanner
thoracique faible dose sera réalisé.

- Les MAYV spinales : I’angio-IRM spinale (sans injection de gadolinium au 3™ trimestre
de grossesse) permettra d’éliminer une MAV spinale volumineuse avant

I’accouchement et avant une péridurale.
c. Chez ’enfant

Le dépistage des MAV hépatiques n’est pas justifi¢ actuellement. Il en est de méme pour les
MAV digestives qui seront dépistées uniquement en cas de point d’appel évocateur.
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Concernant les MAV pulmonaires, le dépistage se fera par radiographie pulmonaire de face et
de profil en premiere intention. Si celle-ci s’avere négative, une échographie cardiaque de

contraste sera envisagée (seulement a partir de 5 ans).

Les MAYV cérébrales et spinales induisent des complications neurologiques graves. Une IRM
cérébrale et spinale avec injection de produit de contraste peut étre proposée aux parents et sera

réalisable soit avant 1’age de 6 mois, soit apres 6 ans.
D. Stratégies thérapeutiques
1. Traitement général

La prise en charge thérapeutique dépend des territoires concernés par les AV : le plus souvent

symptomatique, elle est ainsi conditionnée par 1’exhaustivité du bilan d’extension (53).

Au niveau international, un groupe de travail de la HHT Foundation International a émis des
lignes directives sur la base de données scientifiques et médicales publi¢es de 1966 a 2020 (54).
Par la diversité des Iésions et le manque d’études cliniques randomisées a large effectif, la
stratégie thérapeutique se base sur la topographie des AV diagnostiquées et le recours

pharmacologique est le plus souvent hors autorisation de mise sur le marché (AMM).

Les MAV pulmonaires : toute MAV pulmonaire, méme asymptomatique, dont la taille est
supérieure a 3 mm doit étre traitée. Le traitement de choix est la vaso-occlusion de 1’artére

afférente pendant une artériographie (9).

Les MAV hépatobiliaires : il s’agit de traitements pharmacologiques adaptés aux dysfonctions
cardiaques résultantes (diurétiques, B-bloquants, digitaliques, inhibiteurs de I’enzyme de
conversion). L’embolisation de [’artére hépatique reste controversée en raison des

complications associées (55).

Les AV cérébrales : la prise en charge de ces AV reste débattue et nécessite des centres de
neuroradiologie expérimentés. Les différentes techniques utilisées sont la neurochirurgie, la

radiochirurgie et I’intervention neuroradiologique endovasculaire (9).

Les AV gastro-intestinales : le traitement endoscopique utilise préférentiellement la

coagulation au laser plasma argon (56).

Les épistaxis : en prévention, des systemes d’humidification de 1’air ambiant ou la mise en place
de pommade et spray sont recommandées. Le traitement des épistaxis aigiies comporte les

techniques de compression directe ou de méchages avec des matériaux spongieux résorbables.
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Le traitement par anti-fibrinolytiques, dont 1’acide tranexamique, a démontré une diminution
modérée de la durée des épistaxis a la posologie de 1 gramme 3 fois par jour (57). Concernant
les cas d’épistaxis chroniques graves, le recours a I’injection de colles biologiques,

I’embolisation artérielle sélective ou la ligature chirurgicale des vaisseaux est envisagé.
2. Traitement ciblant I’angiogenése

Comme vu précédemment, la MRO est la conséquence d’une dérégulation de 1’angiogenese.
La découverte d’une augmentation des taux plasmatiques de VEGF chez les patients atteints de
cette maladie a servi de base au ciblage de cette voie notamment par des inhibiteurs de tyrosine
kinase et par des anti-angiogéniques. A noter qu’actuellement, aucun anti-angiogénique ne
possede d’AMM dans la MRO. Leurs utilisations sont basées sur les preuves de la littérature

scientifique.

a. Bevacizumab

Le bevacizumab est un anticorps anti-VEGF prescrit pour son action anti-angiogénique dans
certains cancers. Depuis 2006 et sur la base de cas rapportés, le bevacizumab est utilisé dans la
MRO comme stratégie thérapeutique (58). Son intérét bénéfique est démontré dans de
nombreuses ¢tudes comme le souligne une simple recherche sur PubMed : pour les termes

bevacizumab et HHT, plus de 90 résultats sont disponibles pour cette maladie rare.

Une ¢étude francaise initiale a démontré 1'efficacité du bevacizumab dans la réduction du débit
cardiaque dans les formes hépatiques graves de MRO (8). Au total, vingt-cinq patients ont été
inclus. La dose de bevacizumab ¢tait de 5 mg/kg, tous les 14 jours pour un total de 6 injections
et la durée totale du traitement était de 2,5 mois. Le suivi des patients €tait de 6 mois apres le
début du traitement. L’administration de bevacizumab a été associée a une diminution du débit
cardiaque pour vingt patients. Cet essai a documenté que le traitement était efficace dans les
MAYV hépatiques chez la plupart des patients, mais également dans la diminution de la

fréquence et de la gravité des saignements de nez.

Par la suite, de nombreuses études cliniques ont démontré une nette réduction des saignements
(épistaxis et saignements digestifs) a la suite du traitement par bevacizumab (7,59-61).
Récemment, une étude multicentrique internationale a évalué l'utilisation du bevacizumab par
voie systémique pour traiter les saignements et 'anémie associés a la MRO a la posologie de
Smg/kg, tous les 14 jours (62). L'hémoglobine, le score de gravité de 1'épistaxis, les unités de
globules rouges transfusées et les perfusions de fer intraveineuses avant et apres le traitement

ont été évalués. Au total, 238 patients ont été inclus. Le bevacizumab a augmenté I'hémoglobine
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moyenne de 3,2 g/dL et a diminué¢ le score de gravité de 1’épistaxis de 3,4 points au cours de la
premicre année de traitement. Par rapport aux 6 mois avant le traitement, le nombre d'unités de
globules rouges transfusées a diminué de 82 % et les perfusions de fer ont diminué de 70 %. Le
bevacizumab était bien toléré : I'hypertension, la fatigue et la protéinurie étaient les événements

indésirables les plus courants.

La dose et le schéma d'administration du bevacizumab dans la MRO sont basés sur les
recommandations dans le traitement du cancer (5 mg/kg par injection) avec un total de 4 a 6
doses administrées une fois toutes les 2 semaines. Cependant, comme le souligne une étude
récente américaine, la plupart des patients nécessite un traitement d'entretien au bevacizumab
pour prévenir les rechutes (63). Apres l'arrét du traitement, les symptomes apparaissent avec
une forte variabilité interindividuelle. Dans cette étude, 65% des patients nécessitaient une dose
d’entretien de bevacizumab dont seulement 14 % avec des doses d'entretien réguli¢res. Ainsi,
la plupart des patients recevaient une dose intermédiaire supplémentaire peu fréquente (environ
2 doses par an). L'utilisation du bevacizumab en entretien "au besoin" semble étre efficace pour

la prise en charge des saignements liés a la MRO.

b. Pazopanib
Une étude américaine a étudié le pazopanib, inhibiteur de la tyrosine kinase, administré par
voie orale et bloquant les récepteurs VEGF (64). Cette étude avait pour objectif principal
d’¢étudier 1'efficacité du pazopanib sur les épistaxis liées a la MRO et de vérifier son innocuité.
L'hémoglobine et la gravité¢ de I'épistaxis €taient mesurées pendant et apres le traitement, et
comparées au niveau de référence. Au total, sept patients ont été traités avec 50 mg de
pazopanib par jour. Six patients ont montré une diminution d'au moins 50 % de la durée de
I'épistaxis par rapport au niveau de référence a un moment donné au cours de I'é¢tude et quatre
patients ont montré une amélioration > 2 g/dL. d'hémoglobine. Cependant, il y a eu 19
événements indésirables (nausées, maux de téte), dont un grave (facteurs hépatiques élevés avec
risque d’hépatotoxicité). Une amélioration du taux d’hémoglobine et/ou de 1I'épistaxis était
présente chez tous les patients traités. Ainsi, d’autres études randomisées sur l'efficacité du

pazopanib sont nécessaires pour justifier son intérét dans la MRO.

c. Nintedanib

Un article rapporte le cas d’un patient de 70 ans atteint de MRO souffrant d’épistaxis
récurrentes et dont le diagnostic de fibrose pulmonaire idiopathique avait été révél€, pour lequel

un traitement par nintedanib (inhibiteur de tyrosine kinase, inhibant notamment le VEGF) a été

18



proposé (65). Le patient ayant signalé par la suite une amélioration spectaculaire et imprévue
de son épistaxis et de sa télangiectasie cutanée, les auteurs proposent que le nintedanib soit

évalué dans une cohorte de patients pour la prise en charge de 1'épistaxis réfractaire de la MRO.
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Partie II : Angiogenese
A. Généralités

L’ angiogenése se définit par la formation de nouveaux vaisseaux a partir du réseau vasculaire
préexistant. Elle est active pendant le développement embryonnaire et est normalement
quiescente au stade adulte, sauf pour la vascularisation des ovaires et de 1’utérus. Cependant,
I’angiogenese est réactivée lors de la réparation des plaies et dans plusieurs conditions
pathologiques comme la MRO. Elle se caractérise par 2 phases sous la dépendance de facteurs
pro-angiogéniques et anti-angiogéniques : la phase d’activation et la phase de maturation (66).
L’ angiogenése est guidée par des cellules de front (¢ip cells) qui initient le bourgeonnement,
conduisent vers la source du signal angiogénique et par des cellules de soutien (stalk cells) qui

prolifeérent en arriére et permettent I’allongement du vaisseau (Figure 7).
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Figure 7. Les différentes phases de 1'angiogenese et les facteurs impliqués (67)
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1. Phase d’activation

Cette premicere phase débute par une vasodilatation des vaisseaux sous 1’effet d’oxyde nitrique
(NO) sécrété par les cellules endothéliales en réponse au VEGF. Cette vasodilatation entraine
une augmentation de la perméabilité vasculaire. Des enzymes de dégradation, les
métalloprotéinases matricielles (MMPs), sont libérées et dégradent la matrice extracellulaire
(MEC), entrainant la libération de facteurs pro-angiogéniques (VEGF-A, FGF : fibroblast
growth factors) et de cytokines. Les cellules murales du vaisseau se décollent sous I’action de
I’angiopoiétine-2 (Ang-2) et le relachement de la matrice cellulaire s’accroit. VEGF et FGF
induisent I’expression des intégrines, protéines transmembranaires liant le cytosquelette a la
MEC : les cellules endothéliales vont alors migrer, proliférer et créer un nouveau bourgeon

capillaire (68).
2. Phase de maturation

Cette phase est suivie par une phase de maturation, essentielle pour le bon fonctionnement du
vaisseau. Au cours de ce processus, les cellules endothéliales arrétent de proliférer, de migrer
et commencent a synthétiser de la MEC par le biais du TGF-. Les cellules musculaires lisses
et péricytes sont recrutées par le Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) et Ang-1 et couvrent

les néovaisseaux, reconstituant ainsi I’intégrité de la paroi vasculaire.
Il est important de noter I’émergence de facteurs angiogéniques et la précision de leurs roles :

- L’angiomotine (AMOT), protéine membranaire exprimée a la surface des vaisseaux,
présente des propriétés pro-angiogénique et pro-migratoire. Elle permet la migration
des cellules endothéliales, la formation de pseudo-capillaires, la maturation et la
stabilisation vasculaire (69). Elle pourra interagir notamment avec 1’angiostatine, qui
inhibera la migration cellulaire et la formation de pseudo-capillaires, processus
indispensables de I’angiogenese (70).

- L'apeline (APLN), est un ligand endogene du récepteur couplé aux protéines G APJ
(71). Le systeme APLN/APJ est impliqué dans la régulation de la pression artérielle, la
contractilité cardiaque et dans l'angiogeneése physiologique mais ¢également

pathologique comme 1’obésité, le diabete ou le cancer (72).

Afin de comprendre les déséquilibres angiogéniques dans la MRO, nous nous intéresserons tout
d’abord a la superfamille du TGF-B, ayant un rdle dans la prolifération, 1’homéostasie,

I’apoptose et la régulation des protéines de la MEC (73).
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B. Superfamille du TGF-p
1. Composition

Cette superfamille est composée d’une trentaine de protéines impliquées dans des fonctions
biologiques diverses telles que la différenciation cellulaire ou I’homéostasie cellulaire. Elle peut

étre répartie en 3 sous familles :

- Les BMP: BMPI1 a 15 présentes sous forme active, permettent la prolifération et
différenciation cellulaire. Leur dérégulation est a I’origine de maladies pathologiques
dont la MRO.

- Les TGF-B: TGF-BI1, 2 et 3, sécrétés sous forme inactive et nécessitant un clivage
enzymatique pour devenir fonctionnel.

- Les GDF : ils sont produits sous forme de pré-protéines inactives qui vont étre clivées
et assemblées en homodimeres. Leur role est important au niveau musculaire, nerveux

et squelettique.

A noter que parfois, une BMP et un GDF sont la méme protéine : BMP9 est également appelée
GDF2. Ces facteurs agissent grace a des récepteurs membranaires a activité sérine-thréonine

kinase (74).

a. Leurs récepteurs

Les récepteurs membranaires de cette superfamille sont de 3 types :

- Des récepteurs de type | : appelés ALK, ils sont au nombre de 7.

- Des récepteurs de type II : il en existe 5 dont BPMRII, ActRII et TBRII.

- Des corécepteurs de type III : seuls, ils ne peuvent transduire le signal mais ils
augmentent [’affinité du ligand pour son récepteur. On retrouve par exemple

I’endogline.

A la suite de la fixation d’un ligand de cette superfamille, un complexe hétéro-tétramérique
constitu¢ de 2 récepteurs de type I et 2 récepteurs de type II se forme (Figure 8). Aprés
phosphorylation des récepteurs de type I, ceux-ci phosphorylent a leur tour des facteurs de
transcription spécifiques de la famille TGF-f : les SMAD. Ces protéines SMAD s’associent a
une SMAD commune, SMAD 4 et ensemble migrent vers le noyau de la cellule pour se fixer a

I’ADN et réguler I’expression de genes (75).
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Figure 8. Voie de signalisation du TGF-3 (76)

Ainsi, deux grandes voies de signalisations sont impliquées dans cette superfamille : la voie des

BMP et la voie du TGF-p.

b. La voie des BMP
La voie principale des BMP, appelée voie « canonique », s'associe préférentiellement a ALK,
et plus spécifiquement a la voie BMP9-ALK1-SMAD 1/5/8 (Figure 9). La conséquence est
une inhibition de la prolifération et de la migration des cellules endothéliales durant la phase de

maturation. Il s’agit de la voie impliquée dans la MRO.

Endogline
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|

Smad1/5/8

Figure 9. Voie des BMP (75)

c¢. Lavoiedu TGF-

La voie du TGF-B s’associe préférentiellement a ALKS et phosphoryle les SMAD 2 et 3. Cette

voie sera plutot inhibitrice sur 'angiogenése et promeut la formation de la MEC.
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Mais TGF-} peut également se lier a ALK (dans une moindre mesure) et activer les SMAD
1/5/8 pour favoriser la prolifération vasculaire. Il y a donc un équilibre entre ALK 1 et ALKS,

ce qui permet une régulation de l'angiogenese (Figure 10).
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Figure 10. Voies de signalisation TGF-3 et BMP (73)

2. Anomalies de I’angiogenése identifiées a I’origine de la maladie de Rendu-

Osler

Les 3 genes identifiés dans la MRO codent tous pour des protéines intervenant dans la voie de
signalisation de la superfamille TGF-f (Figure 11). Les mutations ACVRLI1 et ENG entrainent
notamment une sous-production de leurs protéines respectives (ALK1 et corécepteurs) et par
conséquent une diminution de la fixation au SMAD4 (qui est également la mutation MADH4)

responsable d’une perte de contrdle de 1’angiogenése.
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Figure 11. Voies de signalisation de la superfamille TGF-§ impliquées dans la MRO (77)
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Ainsi, chez les patients atteints de la MRO, la déficience de la voie de signalisation
BMP9/ALK 1/endogline entraine une diminution de la phase de maturation et de ce fait un

déséquilibre angiogénique en faveur de la phase d’activation (VEGF) (Figure 12).
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Equilibre physiologique HHT

Figure 12. Balance angiogénique dans la maladie de Rendu-Osler (75)

La phase d’activation (VEGF) est donc largement prédominante dans la MRO. Comme nous
I’avons vu précédemment, le VEGF induit I’expression des intégrines qui permettent
notamment ’adhésion des cellules endothéliales sur la MEC pour former de nouveaux
vaisseaux. Récemment, le role majeur de I’interaction entre I’endogline et les intégrines a été
souligné dans la maturation vasculaire physiologique et ses défauts dans certaines pathologies

dont la MRO (78).
C. Les intégrines
1. Généralités

Les intégrines sont des récepteurs membranaires impliqués dans les interactions cellule-cellule
et cellule-MEC, qui jouent un role majeur en physiopathologie vasculaire (79). Leur role est de
favoriser la transmission de signaux depuis 1’extérieur de la cellule vers I’intérieur de la cellule
(signalisation outside-in) ou bien I’inverse (inside-out). Il s’agit d’une signalisation

« bidirectionnelle ».

Elles sont constituées de deux sous-unités a et B et sont composées de 3 domaines : le domaine
extracellulaire (extrémité N-terminale qui est le site de reconnaissance du ligand), le domaine
transmembranaire qui permet d’ancrer la protéine dans la bicouche lipidique de la membrane

plasmatique et le domaine intracellulaire qui est reli¢ au cytosquelette (Figure 13).
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Figure 13. Exemple de structure d’une intégrine : I’intégrine avp3

2. Roles dans I’angiogenése

Les intégrines a5SP1 et avp3 sont d’importants régulateurs de 1’angiogenese : aSP1 est
impliquée durant toute la durée du processus angiogénique, alors que I’intégrine avf3 est
principalement impliquée et nettement surexprimée dans les phases précoces de I’angiogenese

(80). De plus, leur surexpression endothéliale est bien décrite dans les MAV (81).
Ces intégrines sont donc des cibles de choix pour la détection de 1’angiogenése.
3. Intégrines avp3 : structure, fonction et distribution

L’intégrine avP3 est exprimée en grande quantité par les cellules endothéliales qui forment la
paroi des néo-vaisseaux. Elle joue un réle important notamment dans [’angiogencse, et
I’adhérence des ostéoclastes a la matrice osseuse. Elle est constituée d’une chaine a de 1018
acides aminés et d’une chaine § de 762 acides aminés. Elle peut lier de nombreux ligands tels

que la fibronectine, le collagéne et la vitronectine.

Comme vu précédemment, I’angiogenese nécessite la migration, la prolifération et ’adhésion
des cellules endothéliales sur la MEC pour la formation de nouveaux bourgeons. Ces
phénomenes requierent 1’intervention de molécules d’adhésion parmi lesquelles 1’intégrine
avp3 joue un rdle essentiel. Leurs liaisons aux protéines d’adhésion cellulaire se fait par
I’intermédiaire de la séquence peptidique RGD (arginine-glycine-acide aspartique), commune

a de nombreuses intégrines (Figure 14).
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Figure 14. Expression de la séquence RGD par les cellules endothéliales (82)

La découverte de la structure de 1’intégrine avp3 et celle de ses ligands naturels ont permis la
conception d'inhibiteurs sélectifs de l'intégrine (83,84). La spécificité d’une intégrine pour son
substrat est attribuée a la conformation de ce motif RGD dans la protéine et aux séquences des
résidus avoisinants. Ces observations permettent la création de ligands peptidiques synthétiques

« -RGD- » congue pour une liaison préférentielle a 1'intégrine avp3.

L’angiogenese est le processus qui est notablement dérégulé dans la maladie de Rendu-
Osler. La phase d’activation, prédominante dans cette maladie, induit alors des anomalies
vasculaires responsables notamment des télangiectasies et des MAV comme vu précédemment.
Disposer d’une imagerie moléculaire de 1’activité angiogénique en ciblant les intégrines
pourrait permettre de mieux orienter la stratégie thérapeutique, a 1’heure ou des anti-
angiogéniques tels que le bevacizumab semblent prometteurs dans les AV ORL, hépatiques ou
digestifs et alors que les méthodes morphologiques classiques (scanner, IRM) ne permettent de

vérifier que plus tardivement et indirectement I’effet du processus angiogénique (8,85).
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Partie III : Imagerie nucléaire de I’angiogenese

A. Tomographie par émission de positons (TEP)

1. Généralités

a. Introduction

La tomographie par émission de positons est une méthode d’imagerie médicale, réalisée apres
injection au patient d’'un médicament radiopharmaceutique, permettant de mesurer en trois
dimensions I’activit¢ métabolique d’un organe. Ce médicament résulte de 1’association entre
une molécule vectrice et un radionucléide. Il va s’accumuler sur les tissus cibles et émettre
temporairement des rayonnements. La caméra TEP détecte ces rayonnements émis par les
organes du patient et, grace a un systéme informatique, une image en trois dimensions de la

répartition du traceur dans le corps du patient est reconstruite (Figure 15).
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Figure 15. Schéma représentant le principe d'un examen TEP (86)

Les caméras TEP sont toujours associées a de la tomodensitométrie (TDM) permettant de
visualiser I’ensemble des organes sur lesquels sont localisés les traceurs radioactifs injectés

(imagerie anatomique).

b. Historique

C’est dans les années 50 que 1’idée d’utiliser la tomographie par émission de positons pour des
¢tudes physiologiques apparait. Les premiers instruments tomographiques apparaissent en 1963
(87) : on découvre alors la possibilité de détecter des photons issus de I’annihilation du positon,
en utilisant deux caméras a scintillation reliées électroniquement (88,89). Dans les années 70
apparait le premier TEP développé par Edward J. Hoffman et Michael Phelps (90). L utilisation
de I’imagerie TEP dans le monde clinique suivra rapidement avec les premicres images de
patients. Cependant la qualité des images reste médiocre (91). Il faudra attendre les années 90
pour voir apparaitre les premiers systémes TEP couplés a la TDM, permettant de visualiser une
imagerie anatomique et métabolique couplée.
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2. Désintégration p+

La TEP repose sur I’utilisation d’un radioé¢lément dont le noyau pére instable se désintégre en
noyau fils plus stable par désintégration radioactive de type B+. L’instabilité du noyau pere est
due a un exces de protons et celui-ci va alors effectuer une désintégration B+ : un de ses protons
va se transformer spontanément en neutron ce qui entraine 1’émission d’un positon (particule

B+) et d’un neutrino (Figure 16).

A A 0pt O
zX = 2+ BT+

noyaupére — noyaufils + positron + neufrino

A%

Figure 16. Equation générale désintégration p+

Ce positon (de charge positive) est émis hors du noyau et, aprés avoir parcouru quelques
millimetres de matiére, entre en collision avec un électron libre (charge négative, antiparticule
du positon) entrainant une réaction d’annihilation caractérisée par la disparition du couple
positon/€lectron qui se transforme en deux photons y de 511keV émis a 180° dans des directions
opposées (Figure 17). Ce sont ces photons dits d’annihilation, qui, détectés en coincidence,

seront utilisés pour la production d’images en TEP.
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Figure 17. Réaction d’annihilation entre un positon et un électron (92)

3. Principe de détection par caméra TEP

Le principe de la TEP est la détection grace a des scintillateurs de ces 2 photons pour déterminer
le lieu de I’annihilation qui correspond a I’emplacement du nucléide. A noter que 2 photons en
coincidence sont validés s’ils ont une énergie proche de 511 keV et qu’ils sont détectés dans un

intervalle de temps trés proche (milliardieme de secondes).
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La caméra TEP est constituée d’une série de détecteurs (constitués eux-mémes de scintillateurs)
positionnés en couronne autour du patient. Les deux photons y en coincidence sont détectés par
les deux modules de détection qu’ils frappent sur la méme « ligne de réponse ». L’accumulation
de millions de coincidences est nécessaire pour permettre la localisation du radio-isotope dans
les trois dimensions de I’espace. Ces données sont récoltées et grace a des logiciels de

reconstruction d’image, une reconstruction tomographique permet de localiser avec précision

la distribution du traceur dans le milieu observé (Figure 18).
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Figure 18. Principe de la caméra TEP (93)
4. Radioéléments utilisables en TEP
Tres brievement, un radiotraceur pour imagerie TEP est composé de I’association :

- D’un radionucléide émetteur de positons (exemples : Fluor-18, Gallium-68).
- D’une molécule vectrice assurant I’affinité et la spécificité plus ou moins grandes pour

un ¢lément intermédiaire d’une chaine métabolique ou pour un antigéne d’intéreét.

Les principaux €émetteurs de positons utilisables en imagerie nucléaire sont présentés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 2).

Tableau 2. Principaux radioéléments utilisables en TEP

Radionucléides Demi-vie (h) Production
Carbone-11 0,34 Cyclotron
Cuivre-64 12,7 Cyclotron
Fluor-18 1,8 Cyclotron

Gallium-68 1,1 Générateur
lode-124 100,2 Cyclotron
Oxygene-15 0,03 Cyclotron
Rubidium-82 0,02 Générateur
Yttrium-86 14,7 Cyclotron
Zirconium-89 78,4 Cyclotron
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Les caractéristiques physiques et chimiques de ces radioé¢léments sont importantes et a prendre

en compte. En effet, le choix du radionucléide doit répondre a plusieurs criteres :

- Sa demi-vie radioactive ne doit pas étre trop longue afin que la radioactivité émanant
du patient décroisse rapidement pour étre conforme aux seuils d’exposition du public
quelques heures apres 1’examen. Elle doit également étre compatible avec la demi-vie
du vecteur utilisé.

- Le radiomarquage : il ne doit pas altérer les caractéristiques pharmacodynamiques et
pharmacocinétique initiales de la molécule vectrice. Il doit également permettre un bon
rendement et étre stable.

- Le mode de production : idéalement a faible coft, relativement facile et avec une
activité spécifique. Un radionucléide peut €tre produit par des générateurs de radio-
isotopes (de petite taille, ne produisant qu'un seul élément) ou par bombardement de

particules chargées sur une cible dans un accélérateur de particules appelé cyclotron.

Actuellement, le plus utilisé d’entre eux est le fluor-18 ('®F) en raison de ses caractéristiques.
Cependant, sa production nécessite une production par cyclotron et une radioprotection adaptée
aux fortes activités mises en jeu. De plus, il présente une période relativement courte et sa
chimie de marquage est complexe. C’est pourquoi les radio-isotopes pouvant étre obtenus par
un générateur présentent un intérét non négligeable. C’est le cas du gallium-68 (°®Ga). Ce
radioé¢lément présente notamment 1’intérét d’étre un métal et offre des possibilités de fixations

différentes du fluor.

B. Le gallium-68

1. Propriétés chimiques, physiques et nucléaires

Le gallium est un métal de masse atomique égale a 69,72 g/mol et qualifié¢ d’¢lément amphotere
: il agira comme un acide ou une base en fonction du pH. Il s’agit d’un acide fort de Lewis (pKa
= 2,6). En solution aqueuse, le gallium a un degré d’oxydation de +III (Ga*") qui n’est stable
que lorsque le pH est acide (pH<3) (94). Le gallium subit les réactions d’hydrolyse suivantes

en solution :
Ga’ + OH g [Ga(OH))* + OH" g [Ga(OH),]' + OH &= [Ga(OH);] + OH > [Ga(OH)i]

Pour des pH compris entre 3 et 7, le gallium s’hydrolyse sous forme d’hydroxyde de gallium
de type Ga(OH)3. En milieu basique (pH>9), I’hydroxyde de gallium se solubilise et forme

I’anion gallate [Ga(OH)4] ou la complexation a un ligand sera impossible.

31



La principale forme d’intérét est donc sa forme oxydée Ga’*, présente en solution aqueuse

uniquement a pH<3, qui permettra la complexation de I’élément a un ligand cible.

Le %Ga est un produit de filiation radioactive issu de la désintégration de 1’élément pére, le
germanium-68 (°®Ge) par capture électronique. Le %8Ga est un émetteur de positons : il se
désintegre en émettant une particule B+ dans 89% des cas ou par capture électronique dans 11%
des cas. 11 décroit en zinc-68 (°®Zn), qui est un élément stable. Son schéma de désintégration

est présenté en figure 19.

5iGe

1077 keV

20 fante)

Figure 19. Schéma de désintégration du %Ga (95)

Son intérét est réel étant donné sa courte demi-vie qui permet de limiter I’exposition du patient.
De plus, comme nous 1’avons dit précédemment, le ®Ga est un émetteur p+, ainsi 1’émission
de 2 photons d’annihilation permet une détection spécifique avec une caméra TEP. Enfin,
I’avantage principal est sa disponibilit¢ sous forme de générateur qui permet un acces

directement dans le service (a la différence du cyclotron).
2. Générateur %Ge/*®Ga

a. Généralitées
Un générateur est défini comme « tout systéme contenant un radionucléide parent déterminé
servant a la production d’un radionucléide de filiation obtenu par €élution ou par toute autre
méthode et utilisé dans un médicament radiopharmaceutique » selon I’article L5121-1 du Code

de la Santé Publique.

Le principe repose sur une séparation radiochimique des radionucléides pére et fils en
décroissance. Le radionucléide pere (de demi-vie longue) permet de produire par décroissance

un radionucléide fils (de demi-vie courte).
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Ainsi, dans le cas des générateurs de ®3Ge/*®Ga, 1’élément pére (®Ge) est obtenu par un
cyclotron et fixé dans le générateur sur une colonne d’absorption. Ce générateur est par la suite
livré au sein du service de médecine nucléaire pour utilisation. L’élément fils (®Ga) produit par
désintégration de son précurseur est récupéré par séparation chimique : il s’agit de 1’¢lution.

L’ensemble formé du radionucléide fils et du solvant d’¢élution est appelé ¢éluat.

b. Principe d’équilibre
L’utilisation du générateur repose sur I’équilibre séculaire entre le radionucléide pere et le fils.
En effet, la demi-vie du °*Ge (271 jours) est beaucoup plus importante que celle du Ga (67,71
minutes). Ainsi, a I’équilibre, la quantité de ®Ga reste constante car son taux de production est
égal a son taux de décomposition, tandis que I’activité du °®Ge ne diminue pas de maniére

significative pendant plusieurs demi-vies de 1’¢lément fils (96).

Pour le systéme de générateur ®*Ge/®®Ga, ’activité théorique maximale est atteinte aprés 14,1h.
Néanmoins, aprés environ 3 demi-vies du %3Ga, soit 3,4h, 91% de I’activité théorique maximale
est déja générée et peut étre utilisée comme 1’indique la figure 20 (97). Ainsi, une €lution peut

tre réalisée toutes les trois heures environ en fonction de I’activité initiale du générateur et son

age.
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Figure 20. Régénération d’un générateur de **Ge/*®*Ga (98)

¢. Matrices
Le premier générateur de gallium, datant de 1960, reposait sur un principe d’extraction
liquide/liquide (99). De nos jours, les générateurs sont maintenant basés sur le principe
d’extraction solide/liquide avec une phase stationnaire solide et différent entre eux au niveau

de la composition de cette matrice : elle peut étre organique (2 base de résines de polymeres)
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ou bien inorganique (TiO2, SnO», Al,0s..). L’essentiel est que la matrice doit étre la plus
sélective possible afin de limiter la présence de *Ge et d’impuretés métalliques dans 1’éluat et

ainsi obtenir une pureté radiochimique de plus de 95% en %Ga®*.
3. Générateur GalliaPharm®

De nos jours, plusieurs générateurs sont commercialisés et sont tous composés d’une matrice
solide et élués par une solution d’HCI (acide chlorhydrique) pour obtenir le ®*Ga®*. Ils se

différencient par la concentration d’HCI employée et la composition de leur matrice.

Le générateur GalliaPharm® du laboratoire Eckert&Ziegler (Allemagne) a été le premier a
obtenir une AMM en France (Figure 21). Il s’agit du générateur que nous possédons au sein de
notre service. Ce générateur dispose d’une matrice en TiO:. Il est ¢lué¢ avec 5 mL d’HCl a 0,1N
stérile et sa durée de vie est de 12 mois. Ses spécifications annoncent un rendement en activité

supérieur a 60% et moins de 0,001% de **Ge est relargué par élution (100).
En outre :

- La solution obtenue est claire et limpide.

- La présence d’impuretés chimiques : Fe < 10ug/GBq et Zn < 10pug/GBq.
- La pureté radiochimique est supérieure a 95% de ®3Ga’".

- Le pH est entre 0,5 et 2,0.

- La qualité microbiologique est stérile.

- Les endotoxines bactériennes sont inférieures a 30 EU/mL
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Figure 21. Générateur GalliaPharm® (100)
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4. La complexation du gallium-68

a. Chimie de coordination et chélation

La chélation est un processus physico-chimique entre un ligand (chélateur) et un cation
métallique ou se forme un complexe (le chélate). Le cation métallique est fixé au ligand par au
moins deux liaisons de coordination. Dans le cas du cation Ga*", son nombre maximal de
liaisons de coordination est de 6 (101). Comme dit précédemment, le cation Ga** est un acide
fort de Lewis. Ainsi, il peut se coordonner avec des atomes et des groupements riches en

¢lectrons (oxygene, azote, ...) pour former des complexes thermodynamiquement stables.

De nombreux types de chélateurs sont décrits mais les principaux utilisés pour complexer le
gallium de fagon stable sont tétradentés ou hexadentés. Il est important de noter que plus un

chélateur forme des liaisons avec I’atome métallique, plus le complexe est stable (102).

b. Rappels de complexation

- Stabilité des complexes : elle est mesurée par la grandeur thermodynamique (notée B)

qui représente la capacité du métal a former un complexe stable avec un ligand donné.
La capacité du ligand (base forte de Lewis) a se protoner en solution aqueuse (notée
pKa) intervient ¢galement. Enfin, ’hydrolyse des ions métalliques conduisant a la
formation de colloides inertes (hydroxydes métalliques) dans un milieu aqueux, est un

phénomene a prendre en compte.

Par ces différents parametres, il est possible de calculer la quantité de métal résiduel apres la
réaction de complexation notée p(M) : p(M) = -log[M] avec [M] la concentration de métal en

solution. Ainsi, plus p(M) est élevée, plus le ligand a de I’affinité pour le cation métallique.

- Inertie cinétique : il s’agit de la vitesse a laquelle se forme ou se décompose le complexe

ligand/cation métallique. Ainsi, un complexe avec une cinétique de formation rapide et
une cinétique de décomplexation faible est recherchée, cependant ces molécules sont
rares. Dans le cas du %®Ga, une inertie cinétique élevée n’est pas favorable car elle
allonge le temps de complexation. Un compromis entre complexation rapide et
décomplexation lente est donc souvent recherché. Par conséquent, le chauffage du
milieu réactionnel peut étre réalis€ pour augmenter la vitesse de réaction de
complexation sans modifier celle de démétallation, a condition que le ligand ne soit pas

endommag¢ par la chaleur (103).
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c. Chélateurs du gallium-68 : généralités

La plupart des radiotraceurs marqués au °*Ga nécessite 1’utilisation d’agents chélateurs, dits
bifonctionnels. Ces chélateurs sont des molécules pouvant complexer ’ion Ga** tout en étant
couplées par liaison covalente a des vecteurs de ciblage (peptides, anticorps, nucléotides,
nanoparticules) par des groupements fonctionnels réactifs (souvent -NH> ou -COOH) comme

représenté dans la Figure 22 (104).
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Figure 22. Exemple d’un chélateur bifonctionnel, ici le DOTA (104)

Ces chélateurs, pour étre de bons candidats au marquage du gallium, doivent posséder certaines

caractéristiques importantes :

- Leur utilisation doit étre simple et reproductible.

- Leur liaison a une molécule vectrice ne doit pas altérer leur complexation au métal.

- Le chélateur doit former des complexes de stabilité thermodynamique élevée et/ou
grande inertie cinétique pour éviter toute réaction d’échange de ligands prématurée ou
d’hydrolyse (évite la formation d’hydroxydes de gallium insolubles (GaOH3) et solubles
(GaOH?" et GaOHy")).

- L’interaction entre le radionucléide et le chélateur doit étre forte afin d’éviter tout
phénomene de démétallation qui a lieu a pH 4-8.

- Lasimilitude de chimie de coordination du gallium et du fer trivalent Fe** doit étre prise
en compte pour éviter un échange in vivo avec la transferrine, protéine plasmatique

présentant deux sites de liaison pour le fer avec une affinité forte pour le Ga’* (105).

Les chélateurs formant des complexes trés stables avec les ions Ga** sont surtout hexadentés,
de maniére a séquestrer le cation Ga’* en utilisant le plus grand nombre de liaisons de
coordination (soit 6 liaisons) (102). Deux grandes classes de chélateurs bifonctionnels sont

décrites : les chélateurs acycliques et les macrocycliques.
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d. Chélateurs acycliques

Les chélateurs acycliques du gallium-68 possedent une cinétique de complexation plus élevée
et une inertie cinétique plus faible que les chélateurs macrocycliques, les rendant plus
vulnérables a une démétallation in vivo. De nombreux marquages avec ces molécules peuvent

se faire a température ambiante, assez rapidement et avec un rendement satisfaisant.

Parmi les plus décrits, on peut nommer le HBED (acide N,N’-bis(2-
hydroxybenzyl)éthylénediamine-N,N’-diacétique) qui est considéré actuellement comme le
gold standard des chélateurs acycliques. Ce dérivé de I'EDTA (Ethylénediaminetétraacétique)
a été décrit dans les années 1960 et posséde une forte affinité pour le Ga** (log B = 38,51) et
forme des complexes tres stables avec ce métal. Sa réaction de complexation est rapide, avec
de trés bons rendements, méme a température ambiante, ce qui le rend intéressant pour le

radiomarquage de molécules thermolabiles (106).

Son dérivé ’HBED-CC (Figure 23) a particuliérement été utilisé et étudié notamment pour

I’imagerie du cancer de la prostate.
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Figure 23. Structures de ’'HBED (1) et THBED-CC (2)

Enfin, le DTPA (acide diéthyléne triamine penta acétique) (Figure 24) est ¢galement
largement utilisé¢ notamment pour 1’imagerie rénale et la scintigraphie pulmonaire de

ventilation.
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Figure 24. Structure du DTPA
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e. Chélateurs cycliques
Les chélateurs cycliques sont principalement des dérivés du cyclene et du TACN (1,4,7 —
triazacyclononane). Le métal complexé est capté dans une sorte de « cage » formée par la
molécule. Pour augmenter le nombre d’interactions avec le radionucléide, des atomes donneurs
d’¢lectrons peuvent étre additionnés sur les chaines latérales des chélateurs, ce qui améliorera
la stabilité du complexe. Les chélateurs cycliques ont généralement une bonne inertie cinétique,

diminuant les phénomenes de démétallation in vivo, d’ou leur utilisation importante.

Le DOTA (Acide 1, 4, 7, 10-tétraazacyclododecane-1,4,7,10-tétraacétique) est actuellement la
référence dans le marquage du gallium-68 (Figure 25). Il est constitu¢ de quatre bras
carboxyliques et possede une cinétique de complexation avantageuse permettant son utilisation
in vivo. Cependant, les conditions de radiomarquage telles qu'une température €levée et un
temps d’incubation, limitent son utilisation aux molécules thermorésistantes. Les bioconjugués
(®8Ga-DOTA-TOC ou SOMAKIT-TOC® en Europe et ¥Ga-DOTA-TATE ou NETSPOT® aux
USA) ont I’AMM pour I’imagerie TEP des récepteurs a la sandostatine de type 2 (107).
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Figure 25. Structure du DOTA

Le NOTA (Acide 1, 4, 7, 10-triaazacyclododecane-1,4,7- triacétique) est un chélateur
présentant une inertie cinétique et une stabilité plus importante que le DOTA. Sa réaction de
radiomarquage au gallium-68 est rapide et ne nécessite pas un chauffage du milieu réactionnel.
Le complexe est trés stable, de géométrie adaptée au *Ga (plus que le DOTA). Des dérivés du
NOTA ont été synthétisés tels que le NODAGA pour réaliser le radiomarquage de peptides a
température ambiante (Figure 26) (82).
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Figure 26. Structure du NOTA et du NODAGA

A T’heure actuelle, il n’existe pas de médicament radiopharmaceutique (MRP) a base de
NODAGA disposant d’'une AMM en France. Cependant, plusieurs RIPH évaluent des MRP

expérimentaux a base de NODAGA comme nous allons le présenter dans la partie suivante.

C. Radiotraceurs ciblant les intégrines avp3 dans ’angiogenése

Les développements radiopharmaceutiques ciblant les intégrines ont majoritairement été
réalisés avec des perspectives d’utilisation en oncologie, visant a radiomarquer le tripeptide
RGD cyclisé, motif exprimé par des protéines de la matrice extracellulaire et ligand des
intégrines aSP1 et avB3. La cyclisation est utilisée pour améliorer les propriétés de liaison du

peptide RGD, lui conférant une rigidité structurelle le rendant plus stable et plus spécifique.
1. Historique

a. RGD monomérique

Deux principaux peptides RGD cycliques sont utilisés : le ¢c(RGDfK) et le ¢c(RGDyK) (Figure

27). L’acide aminé différant est le f (pour phénylalanine) et le y (pour tyrosine).
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Figure 27. Structure du ¢c(RGDyK) et ¢c(RGDfK) (108)

Un premier essai clinique a été réalisé en 1998 et ¢étudiait le ciblage des intégrines par

radiotraceur monomérique au [**"Tc]Tc-RGDSCRGDSY (Arg-Gly-Asp-Ser-Cys-Arg-Gly-
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Asp-Ser-Tyr) chez les patients atteints de mélanomes (109). Ce traceur s’accumulait dans les

1ésions néoplasiques et la plupart des ganglions lymphatiques métastatiques (Figure 28).

Figure 28. Image d’une métastase (T) et ’accumulation du traceur dans la vessie (B) (109)

L’année suivante, le ciblage de I’angiogenése via les intégrines en imagerie isotopique a été
réalis¢ a 1’aide d’un peptide RGD monomérique cyclique radiomarqué avec un isotope
radioactif de 1’iode (110). Validant le concept mais limit¢ par une forte concentration
hépatobiliaire, le peptide a fait par la suite 1’objet de multiples optimisations dans sa structure
afin d’améliorer 1’affinité de la liaison. Ainsi, une modification chimique par glycosylation
permet d’en améliorer sa pharmacocinétique, d’améliorer son affinité et sa spécificité pour

I’intégrine avP3 et d’optimiser son excrétion via le systéme urinaire.

Le ['®F]F-Galacto-RGD est le premier traceur TEP spécifique des intégrines a étre administré
sur des petites cohortes de patients cancéreux avant résection (systéeme musculo-squelettique,
mélanome, glioblastome, téte-cou, sein), avec un Standardized Uptake Value (SUV), mesure
quantitative de I’intensité du signal TEP, trés fortement corrélée a 1I’expression des intégrines
avB3 (111). Ce peptide est actuellement le plus largement étudié dans les RIPH. Une autre étude
montre que la TEP au ['®F]F-Galacto-RGD est plus adaptée que la TEP au ['®F]F-FDG
(FluoroDésoxyGlucose) pour définir le plan de traitement et aider a I’évaluation de la réponse

aux thérapies moléculaires ciblées (Figure 29) (112).
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Figure 29. Comparaison de différents schémas d'absorption en TEP au ['*F]F-FDG et au
['8F]F-Galacto-RGD (112)

En marge des traceurs fluorés, des développements similaires ont été publiés pour des
marquages au gallium-68, isotope médical productible sur site « a la demande » via 1’¢lution
d’un générateur **Ge/%®Ga, ayant une demi-vie physique trés courte (68 minutes), et largement
décrit pour sa facilité de radiomarquage via des chélateurs bifonctionnels dont le DOTA, le

NOTA et le NODAGA.

Parmi les traceurs mis au point avec ce chélateur, le [4Ga]Ga-NODAGA-RGD (Figure 30)
est décrit avec une haute affinité in vitro pour avB3 et de meilleurs rapports tumeur/bruit que
son analogue [*®Ga]Ga-DOTA-RGD dans des modéles précliniques de mélanomes
surexprimant avp3 ou des niveaux de fixation tumorale similaires a son analogue fluoré ['*F]F-

Galacto-RGD (113,114).
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Figure 30. Structure du [**Ga]Ga-NODAGA-RGD (113)

41



Hors oncologie, dans un modéle porcin d’ischémie myocardique, le signal TEP au [®*Ga]Ga-

NODAGA-RGD coincidait avec les zones hypo-perfusées mais viables, par opposition aux

zones nécrotiques (Figure 31).

Figure 31. Carte polaire de I’absorption du [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD : absorption accrue

dans la zone hypo-perfusée (115)

Une autre étude finlandaise a montré I’intérét du [**Ga]Ga-NODAGA-RGD pour la détection

des Iésions inflammatoires actives dans la myocardite auto-immune chez des rats (116).

Enfin, la production du [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD est réalisable, avec une facilit¢ de

radiomarquage et une accessibilité bien supérieure a celles du ['*F]F-Galacto-RGD (117).

Depuis peu accessible au stade clinique, le [®*Ga]Ga-NODAGA-RGD a fait I’objet d’une étude

pilote de sécurité et de tolérance chez 9 patients, montrant qu’il est majoritairement et

rapidement excrété par voie rénale apres injection intraveineuse (Figure 32), trés bien toléré et

métaboliquement stable in vivo, avec de bas niveaux de fixation cérébrale et thoracique, une

période effective calculée a 21.5 £ 5.4 uSv/MBq et globalement une tres faible irradiation (118).
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Figure 32. Image de TEP au [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD chez un patient, aprés injection du

radiotraceur a 13 minutes (a), 40 minutes (b) et 76 minutes (c) (118)
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b. RGD multimérique

A partir des deux principaux RGD cycliques, des molécules multimériques ont été mises au
point, permettant une liaison aux intégrines avp3 plus spécifique. En raison d'une augmentation
du nombre de sites de liaison dans la molécule, une concentration de traceur plus faible est

nécessaire pour obtenir une absorption €gale du traceur.

Le [RGDfK] dimeére est le tout premier radiotraceur cyclo-RGD dimérique (E[c(RGDfK)]»)
(Figure 33), développé a des fins diagnostiques (marqué au **™Tc ou '''In par exemple) ou
thérapeutiques (marqué au '""Lu par exemple) (108). Le [RGDfK] trimére a ensuite été
développé. Ces composés diméres et trimeres ont montré des caractéristiques favorables en
termes de synthese et d'absorption dans les tissus non ciblés (par ex. foie et rein) par rapport
aux composés monomeres et présentent un potentiel d'utilisation en pratique clinique.
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Figure 33. Structure de E[¢(RGDfK)]> (108)

Le [RGDFK] tétrameére : divers groupes de recherche ont appliqué le concept de multimeres
pour concevoir de nouvelles molécules, telles que les RGD-cyclique tétramériques et ont
découvert que cette multiplicité du peptide augmente significativement l'affinité pour l'intégrine

avp3 (119).

Une étude hollandaise a comparé les caractéristiques de liaison de I’intégrine avp3 avec les
peptides RGD monoméres, diméres et tétramére marqués au [®®Ga] et comparé a leurs

homologues marqués a I’['''In] (Figure 34) (120).
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Figure 34. Imagerie TEP avec un peptide RGD monomere (a), dimere (b) et tétramere (c)

(120)

L'affinit¢ de l'intégrine et 1'absorption tumorale suivaient I'ordre DOTA-tétramere > DOTA-

dimere > DOTA-monomere.

2. Imagerie RGD et RIPH

a. Généralites
Les peptides RGD radiomarqués pour l'imagerie TEP ont notamment été utilisés pour évaluer
leur potentiel en tant que biomarqueurs de la réponse thérapeutique chez les patients cancéreux
ou pour évaluer leur potentiel pour prédire la réponse aux inhibiteurs angiogéniques (121,122).
Dans différents modeles de cancers (glioblastome, cancer du poumon...) la faisabilit¢ de la
TEP/TDM au RGD a été étudiée pour prédire la réponse au traitement chez les patients
présentant une maladie évolutive ou avec des résidus tumoraux et chez des patients répondeurs
(123,124). Les résultats obtenus sont prometteurs avec une différence d’absorption entre les
deux groupes mais d’autres ¢tudes doivent €tre envisagées avec un nombre de patients plus

important.

L’utilisation d’imagerie par TEP/TDM au RGD s’est étendue a d’autres maladies avec un
mécanisme physiopathologique impliquant 1’angiogenése. Par exemple, une équipe chinoise a
étudié ’intérét du [**Ga]Ga-PRGD; dans la polyarthrite thumatoide (125). Les résultats ont

démontré que le traceur s’est accumulé spécifiquement dans la synovie (expression av[3-
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intégrine de haut niveau) et que son absorption était significativement différente avant et apres

traitement (Figure 35).

18F-FDG
PET/CT

88Ga-PRGD2
PETICT

“ - - ‘:; '..'
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Figure 35. Comparaison de la distribution de 2 traceurs chez des patients atteints de

polyarthrite rhumatoide et arthrose

Enfin, nombreuses sont les études cherchant a étudier 1’intérét de 1’imagerie RGD li¢e aux
1ésions cardiaques. Récemment, une étude allemande a démontré que 1utilisation du [**Ga]Ga-
NODAGA-RGD permettait d’évaluer 1’expression de ’intégrine avp3 dans le processus de

guérison d’infarctus du myocarde chez le modéle murin (126).

b. RIPH en cours

D’apres le site ClinicalsTrials.gov, les RIPH réalisées pour des études d’imagerie au RGD
actuellement sont au nombre de 24. Parmi elles, 31% (8) de ces RIPH sont non actives
(suspendues, inconnues ou retirées) 38% (9) sont terminées ou complétes et un peu plus de 31%

(7) sont en cours. Les ¢tudes actives sont résumées dans le tableau ci-dessous (Tableau 3).
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Tableau 3. Résumé des études en cours actives, adapté du site ClinicalsTrials.gov

Titre Statut Pays
Head-to-head Comparison of Diagnosis Value of Keloid on .
Ga. FAPLOS ancJ; #GaRGD PET-CJ; En cours Chine
8Ga-NODAGA-RGD PET in Patients With an Occluded Finlande, Pays-
En cours .
Coronary Artery Bas et Suisse
RGD PET/CT Imaging in COVID-19 Patients Complet Pays-Bas
Imaging of Tumour Microenvironment in Patients With
Oropharyngeal Head and Neck Squamous Cell Carcinoma | En cours Pays-Bas
Using RGD PET/CT Imaging
A Study of **"Tc-3PRGD? Injection in Healthy Volunteers | Complet Chine
Study of Cardiac Lesions Angiogenesis by *Ga- :
vl NODAGARGD Cardiae PET En cours Suisse
The Use of 'SF-ALF-NOTA-PRGD; PET/CT Scan to
Predict the Efficacy and Adverse Events of Apatinib in Complet Chine
Malignancies.

TRACER [F-18] RDG-K5 Carotid Plaque Imaging Study En cours Etats-Unis
%8Ga-NODAGA-RGD PET/ CT for Tumoral
Neoangiogenesis
88Ga-Alfatidell for the Differential Diagnosis of of Lung
Cancer and Lung Tuberculosis by PET/CT

TRACER RGD-K5 Carotid Plagque Imaging Study Terminé Etats-Unis
Multimodal Imaging Assessment of the Inflammatory

En cours Suisse

Complet Chine

Atheromatous Plaque En cours Suisse
[F-18] RGD-K5 Positron Emission Tomography (PET) in . TTnt
Participants With Carotid Artery Stenosis Termine Etats-Unis
RGD-PET-CT in Cancer Angiogenesis Terminé Royaume-Uni
Efficacy Study of [F-18] RGD-K5 Positron Emission
Tomography (PET) as a Tool to Monitor Response to an Complet Etats-Unis
Antiangiogenic Drug

Exploratory, Phase 0 Study of Positron Emission Complet Etats-Unis

Tomography (PET) Imaging Agent, F-18 RGD-K5

Au total, 6 études visent a explorer I’angiogenese physiologique cardiaque. Parmi celles en
cours, 3 études cherchent a évaluer la faisabilité de I’imagerie de I’intégrine avf33 myocardique
liée a la réparation tissulaire chez les patients atteints d'infarctus cardiaque aigu, d'ischémie
cardiaque chronique (études suisses) ou d’occlusion coronaire chronique (étude finlandaise) au
moyen d'une imagerie TEP/TDM au [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD. 3 autres études américaines
utilisent le ["®F]F-RGD-K5 pour évaluer sa capacité a détecter les plaques athéromateuses.
L’imagerie cardiaque TEP au RGD semble donc prometteuse au vu des études actuelles

engagées pour la détection des Iésions cardiaques.
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Dans un domaine d’actualité¢, une ¢tude hollandaise cherche a évaluer 1’expression de
I’intégrine avP3 chez les patients infectés par le virus SARS COV-2 au moyen d’une imagerie
TEP/TDM au [®*Ga]Ga-DOTA-RGD:. En effet, le motif RGD semble étre retrouvé a la surface
de la protéine SPIKE du virus SARS COV-2 (127). Plusieurs études ont été réalisées par la
suite pour traiter les patients par des médicaments ciblant les intégrines comme le Natalizumab
(128). Cependant, une étude récente remet en doute 1’hypothése que ce motif RGD soit a
I’origine de I’interaction avec les intégrines et des études plus approfondies seront nécessaires

(129).

Enfin, la majorit¢ des études (14) cherchent a évaluer I’intérét des traceurs RGD dans le
domaine de I’oncologie en tant que marqueurs d’une réponse thérapeutique aux traitements ou
pour évaluer leur potentiel pour prédire la réponse aux anti-angiogéniques. Une étude
américaine terminée recherche 1'utilité de la TEP/TDM ['8F]F-RGD-KS5 pour prédire I'efficacité
ou la réponse précoce au bevacizumab (Avastin®) et au traitement chimiothérapeutique avant

la fin du traitement complet.

L'hypothese de cette dernicre étude est semblable a ce que nous recherchons dans la MRO. En
effet, le but est d’évaluer les changements dans l'absorption du traceur au niveau des tumeurs
(ou MAV dans notre cas) pouvant refléter des changements dans le niveau d'expression de
l'intégrine et/ou d'angiogenése. L’étude aidera donc a déterminer si les changements dans

'absorption du traceur sont un indicateur précoce de I'efficacité du traitement par bevacizumab.

Une ¢étude récente hollandaise a conforté notre projet de recherche par son résultat dans I’étude
des MAV. En effet, elle étudiait la faisabilité clinique de I'imagerie de 1'angiogenése chez les
patients atteints de malformations artério-veineuses a I'aide de la TEP/TDM au [®®Ga]Ga-RGD>
(130). 10 patients présentant au moins une MAV périphérique ont particip¢ a I’étude. Chez tous
les patients, 1'accumulation du radiotraceur correspondait a 1'emplacement du nidus tel que

défini par les images angiographiques.

L'absorption dans la 1ésion était significativement plus €élevée que dans les tissus environnants
sans activité angiogénique (sang et muscle) (Figure 36). Cela suggere donc que I’imagerie au
[®Ga]Ga-RGD peut étre utilisée comme outil pour déterminer quantitativement ’angiogenése

dans les MAV.

47



Figure 36. Imagerie d’une MAV dans la partie distale du pied aprés injection de [**Ga]Ga-
RGD: (130)

L’ angiogenése joue un role essentiel dans la maladie de Rendu-Osler. Comme il a été¢ démontreé,
I’intégrine avPB3 parait étre une cible pertinente dans I’imagerie de 1’angiogenése. De manicre
intéressante, nous avons récemment montré dans un modele déja décrit de MAV chez le porc
la capacité de la TEP au [*®*Ga]Ga-NODAGA-RGD a mettre en évidence précocement des
foyers angiogéniques au niveau de ces AV (CERIMED, travaux préliminaires) (131). Ainsi, ce
résultat préclinique positif chez le gros animal et 1’étude récente sur les MAV périphériques
nous encourage maintenant a évaluer I’intérét de ce radiotraceur comme agent de surveillance
de la réponse au traitement anti-angiogénique dans la maladie de Rendu-Osler chez 1’étre

humain.
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Partie IV : Elaboration d’un protocole dans le cadre d’un PHRC
national

A. Réglementation des RIPH dans le cas d’un médicament

radiopharmaceutique

1. Structure d’un essai clinique

Un essai clinique est une recherche organisée et pratiquée sur 1’étre humaine en vue du

développement des connaissances biologiques ou médicales. Son organisation dans le cas d’un

médicament visant a étre administré a ’homme se décompose en deux phases : une étape

préclinique et des étapes cliniques.

a. Phase préclinique

Cette phase permet d’évaluer I’intérét de nouvelles molécules dans une pathologie. Différents

tests in vitro sur des modeles cellulaires ainsi que des tests in vivo chez I’animal (rongeurs,

porcs) sont réalisés. Lors de ces expérimentations, plusieurs ¢tudes sont réalisées :

Etudes pharmacologiques : clles permettent de connaitre le mécanisme d’action et
’activité de la molécule candidate.

Etudes pharmacocinétiques : elles décrivent le comportement et le devenir de la
molécule dans un organisme (Absorption, Distribution, Métabolisme, Elimination).
Etudes toxicologiques : elles renseignent sur les doses toxiques pour les organes cibles
et pour I’organisme mais aussi sur le caractére carcinogéne, mutageéne et tératogene de

la molécule.

Grace a ces études, la dose a administrer chez I’homme lors des RIPH est déterminée et un

premier apercu des effets indésirables potentiels de la molécule d’intérét est décrit.

b. Phases cliniques

Afin de débuter, une autorisation préalable délivrée par I’ARS est nécessaire.

Phase 0 : il s’agit d’une premiere administration de la molécule a I’homme a des doses
trés faibles (microdoses), sur un nombre réduit de patients et sur une période courte. Le
but est de valider les hypothéses précliniques et d’obtenir des données
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques justifiant le rationnel de 1’étude.

Phase 1: elle correspond aux premicres administrations de la molécule a un petit
nombre de volontaires sains (a I’exception des médicaments anti-cancéreux). L’objectif

est d’¢tudier la tolérance en fonction de la dose pour déterminer la dose maximale
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tolérée. Elle permet d’établir un premier profil pharmacocinétique et
pharmacodynamique de la molécule.

Phase 2 : elle correspond aux premieres administrations de la molécule a un petit
nombre de sujets malades. L’objectif est d’étudier ’efficacité thérapeutique de la
molécule, et de déterminer la dose optimale a administrer pour la suite. Cette étape
permet de connaitre les effets indésirables les plus fréquents et d’identifier certaines
interactions médicamenteuses et pharmacocinétiques. La forme galénique sera choisie
a ce moment-la.

Phase 3 : elle correspond aux administrations de la molécule a un grand nombre de
sujets malades. L’objectif est de démontrer I’intérét de la molécule chez le malade et
d’obtenir une AMM. Le rapport bénéfice/risque du nouveau traitement est réalisé¢ en
comparant I’efficacité du traitement par rapport au placebo et/ou aux traitements de
référence s’ils existent. De plus, cette phase permet 1’évaluation & moyen terme de la
pharmacodynamie de la molécule et d’ajuster la posologie et le mode d’administration
du médicament. Un grand nombre de patients participe a cet essai pour permettre
d’obtenir les indications thérapeutiques et la durée du traitement pour I’AMM.

Phase 4 : cette phase est réalisée aprés commercialisation de la molécule. Elle permet
de recueillir les données sur les effets indésirables plus rares ou tardifs. Cet aspect entre
dans le cadre de la pharmacovigilance.

QUEL EST LE ROLE DE LA RECHERCHE CLINIQUE ? — &,

Les trois phases d'essais sont des étapes incontournables . -’
car leurs résultats conditionnent la mise sur le marche

du nouveau medicament.

Elles sont complétées d'études dites « post-AMM » (phase IV),
car intervenant apras la mise sur le marche du medicament.
Elles evaluent le medicament dans la vraie vie,

c'est-a-dire lorsqu'il est prescrit a grande échelle.

OBJECTIFS DUREE EFFECTIFS RESULTATS
* Sécurité du 70 % des produits
medicament De quelques jours Petit nombre expérimentés
» Etude du devenir a quelques mois de volontaires franchissent le cap
dans l'organisme des essais de phase |
« Efficacite
du produit ) Petits groupes 1/3 des produits
« Détermination De quelques mois homogenes testés franchissent
de la posologie az2ans de patients le cap des essais
optimale (de 10 340) de phases | et Il
* Etude du rapport De 70 2 90 % des
bénefice/risque 1an Plusieurs médicaments entrant
* Comparaison avec les ouplus centaines en phase Il sont
traitements existants P! de malades retenus pour une
s'ils existent demande dAMM
Evaluation
« Essais réalises Nombre de patients de la tolérance
PHASE une fois le medicament souvent important a grande échelle :
autorise (jusqu'a plusieurs detection d'effets
0 = Meilleure tolerance dizaines de milliers indésirables tras rares,
du medicament de personnes) non détectes
en phase d'essais

Figure 37. Chronologie des différentes phases d'un essai clinique (132)
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2. Législation des RIPH

La recherche clinique est fondée sur les principes de respect de la personne humaine, d’égalité,
de bienfaisance et de rigueur scientifique. De fait, plusieurs textes de lois encadrant ces essais

et permettant de sécuriser au maximum la prise en charge du patient ont été publiés.

a. Principaux textes réglementaires en France

- La loi Huriet-Sérusclat (n°88-138 du 20 décembre 1988) relative a la protection des
personnes se prétant a la recherche biomédicale. Il s’agit de la premicre loi en France
réglementant la recherche biomédicale en France. Elle encadre la protection des
personnes en rendant obligatoire le recueil du consentement libre et éclairé¢ des
personnes participant a 1’essai clinique. Elle définit également les réles des promoteurs
et des investigateurs de la recherche biomédicale. De plus, c’est dans cette loi que I’on
évoque la création d’un comité consultatif, le comité consultatif de protection des
personnes dans la recherche biomédicale (CCPPRB), évaluant les protocoles de
recherche avant leur mise en place.

- La Loi Jardé de 2012 qui permet de simplifier le cadre juridique en adaptant les
réglementations en fonction des risques encourus pour les personnes participant a ces
recherches. Les recherches interventionnelles et non interventionnelles sont classées
dans des catégories selon leurs niveaux de risques et du degré d’intervention pour les

participants (Figure 38).

| DEMARCHES REGLEMENTAIRES EN FONCTION DU PROJET |

Recherche sur la personne humaine en vue du développement des connaissances
biologiques et médicales

[ Promoteur |

Catégorie 2 A
Catégorie 1 : ¥ o Catégorie 3
Recherches interventionnell r
Recherches interventionnelles echerchesinte venonnelesarenues et Recherches non interventionnelles
contraintes minimes

Leode Sté Publique jusqu’en

oct. 2018 puis Réglement EU I Lol Jardé l
Recherch de: R ches ne portant
ndchcarants e Recherches  isque minime O
sty L oo, ; Hors produits de santé ou produits de santé dans les conditions Recherches observationnelles
(RE : intervention & risque et | | (autres produits de santé et ks ok
faible intervention) hors produits de santé) ]
[ Enregistrement (n"EudraCT) ] [ Enregistrement (n"ID-RCB) ]
Autorisation ANSM Autorisation ANSM Information ANSM (Envoi du résumé et avis du CPP)
fou UE pour le RE)
Avis du CPP Avis du CPP
{Avis éthique de choque Etot s o C°F . Avis JUCPE, s et
RE) Information et £t e ou oral)
membre pour é bre et éclairé ©© 3 M, — °
- libre et éclair
Scrit ibre ot éclairé

CNIL: Engagement de conformité MROOL ‘ ‘ CNIL: Engagement de conformité MROOL CNIL : Engagement de conformité MROO3
Ou autorisation CNIL Ou autorisation CNIL ) Ou MR001 sk

Ou autorisation CNIL

( Assurance ]

© Définies par arrété du 02/12/2016
© Consentement écrit : Recherches entrant de le champ de la loi Bioéthique
© Dérogation au consentamant axprés en situation d'urgence

Figure 38. Récapitulatif des démarches réglementaires en fonction du projet (133)
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- La directive Européenne n°2001/20/CE qui modifie la loi relative aux RIPH de
médicaments. Elle vise a harmoniser les dispositions législatives, réglementaires et
administratives des états membres de 1’Union Européenne. De plus, le comité de
protection des personnes (CPP) remplace les CCPPRB et devient obligatoire.

Cette directive est appliquée en France par la Loi Santé Publique n°2004-806 relative
a la politique de santé publique fixant les conditions pour effectuer des recherches
biomédicales en vue du développement des connaissances biologiques ou médicales.
Cette loi précise qu’une RIPH n’est possible que si I’Agence Nationale de Sécurité du
Médicament (ANSM) et le CPP donnent un avis favorable.

Cette directive vient d’étre récemment remplacée par un reglement européen 536/2014
adopté par le Parlement européen et le Conseil le 16 avril 2014 et entré en vigueur le 31
janvier 2022. L’évolution majeure est la création du portail Clinical Trial Information
System (CTIS) pour les demandes et autorisations de RIPH des états membres de
I’Union Européenne. Ce portail remplace Eudra-CT. A noter qu'une période de trois

ans est prévue pour le passage définitif au CTIS.

b. Acteurs

De nombreux intervenants participent au bon déroulement d’un essai clinique. Parmi eux :

- Le promoteur (Article L1121-1 du code de la santé publique (CSP)) (134) : c’est une
personne ou une institution qui prend l'initiative d'une recherche biomédicale sur 1'étre
humain, qui en assure la gestion et le financement. Il est le responsable 1égal pour la
RIPH. II peut-€tre un laboratoire pharmaceutique ou un établissement de soins.

- Lesinvestigateurs (Article L1121-1 du CSP) : la ou les personnes physiques ou morales
qui dirigent et surveillent la réalisation de la recherche biomédicale. Lors d’'une RIPH
de médicaments, il s’agit obligatoirement d’un médecin. Il va réaliser les inclusions des
patients et veiller a la sécurité des personnes.

- L’ANSM : il s’agit de I’autorité ayant la responsabilité¢ de délivrer aux promoteurs les
autorisations pour les RIPH. Elle peut suspendre ou arréter 1’essai a tout moment. Elle
est responsable de la qualité et de la sécurité des produits et techniques employées
pendant I’essai. Elle aura également la charge d’autoriser dans le cadre de médicament
expérimental, le dossier du médicament expérimental (DME).

- Le comité de protection des personnes (135) : il est composé de 14 membres. Ce

comité va rendre un avis concernant le respect de la personne humaine durant la RIPH
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et s’assurer de la pertinence du projet. Comme vu précédemment cet avis favorable est

obligatoire pour la mise en place d’'une RIPH.

c. Financements

Le financement de la recherche au sein des établissements de santé reléve généralement de

crédits publics (136).

Crédits issus de la dotation hospitaliére destinée a financer les missions d’intérét
général et d’aide a la contractualisation (MIGAC) : il existe une enveloppe spécifique
pour le financement de missions d’enseignement, de recherche, de référence et
d’innovation appelée enveloppe MERRI.

Appels a projets nationaux de recherche du ministére de la Santé : il s’agit de
financements publics issus de I’ Assurance Sociale.

o Programme hospitalier de recherche clinique (PHRC) : il s’agit d’un
dispositif de dynamisation de la recherche clinique dans les établissements de
santé. Ceux-ci peuvent €tre nationaux ou interrégionaux.

o Programme de recherche médico-économique : ce programme se situe en
aval du PHRC et permet de préciser les conditions d'utilisation de l'innovation
dans la prise en charge des malades et de 1'évaluer sur les plans médical et
économique.

o Programme de recherche sur la performance du systéme de soins : ce
programme vise a développer des connaissances sur I’organisation du service de
soins et I’évolution des pratiques professionnelles dans un but d’amélioration de
la performance du systéme de soins.

o Programme hospitalier de recherche translationnelle : il vise a établir la
preuve de nouvelles stratégies préventives, diagnostiques ou thérapeutiques.

Appels d’offre internes aux établissements de santé : ils financent des projets de
recherche avec un budget propre a chaque établissement, des bourses destinées aux
professionnels de I’établissement.

Financements publics ou privés: par le biais d’associations de patients ou

d’industriels.
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3. Exigences pour un médicament radiopharmaceutique expérimental

a. Généralites
Un médicament radiopharmaceutique (MRP) répond a la Iégislation et la réglementation des
médicaments mais aussi a celle des radionucléides. Il a donc pour obligation d’étre soumis a
une AMM. En France, les radiotraceurs utilisés a visée diagnostique chez 1’étre humain ont

obligatoirement le statut de médicament radiopharmaceutique et sont donc soumis a cette

AMM.

Un médicament radiopharmaceutique expérimental (MRPE) est définit par I’article L.5121-
1-1 du CSP comme « tout principe actif sous une forme pharmaceutique ou placebo
expérimenté ou utilis¢ comme référence dans une recherche biomédicale, y compris les
médicaments bénéficiant déja d'une autorisation de mise sur le marché, mais utilisés ou
présentés ou conditionnés différemment de la spécialité¢ autorisée, ou utilisés pour une
indication non autorisée ou en vue d'obtenir de plus amples informations sur la forme de la
spécialité autorisée ». Il posséde un statut mixte : il doit répondre aux exigences d’un MRP et
a celles du médicament expérimental. Dans ce cadre, les radiotraceurs peuvent étre utilisés soit
dans le cadre d’une autorisation d’acces compassionnel (AAC) si le niveau de preuve
scientifique est suffisamment ¢élevé pour en faire la demande aupres de I’ANSM, soit dans le
cadre d’un protocole de RIPH avec un dossier du médicament expérimental (DME ou IMPD

pour investigational medicinal product dossier) qui doit étre également validé par I’ANSM.

En France, les MRPE peuvent étre préparés par des établissements pharmaceutiques spécialisés
ou par des radiopharmacies dépendantes d’une pharmacie a usage intérieur (PUI). Avant la

mise en place, il est nécessaire de s’assurer que :

- La PUI dispose d’une autorisation de détention et d’utilisation du radioélément utilisé
dans I’essai délivrée par I’ Agence de stireté nucléaire (ASN) (L.1333-4 du CSP).

- La PUI doit obtenir un bon d’enregistrement de 1’acquisition du radionucléide utilisé
dans le cadre de ’essai, délivré par I’Institut de radioprotection et de stireté nucléaire
(IRSN) (L.1333-9 du CSP).

- La PUI doit acquérir des autorisations de « préparation de MRP » et de « réalisation des
préparations rendues nécessaires par les recherches impliquant une personne humaine,
y compris la préparation de médicaments radiopharmaceutiques expérimentaux »

délivrées par I’agence régionale de santé (ARS) par I’article R.5126-9 du CSP.
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b. Bonnes Pratiques de Fabrication

Il s’agit de recommandations permettant de garantir la qualité, I’efficacité et la sécurité¢ du

médicament. Il s’agit de bonnes pratiques applicables a I’échelle industrielle.

¢. Bonnes Pratiques de Préparation

Les préparations pharmaceutiques englobent les préparations réalisées dans les pharmacies
hospitaliéres et de ville. La décision d’application de ces bonnes pratiques de préparation a été
publiée au Journal Officiel le 21/11/2007 et sont en cours de mise a jour depuis 2016 (137). Ce
texte de référence opposable est destiné aux pharmaciens de ville et aux PUI pour garantir la
qualité de leurs préparations pharmaceutiques. Il contient plusieurs chapitres sur certains types
de préparations : les préparations de médicaments stériles (chapitre 6), les préparations rendues
nécessaires par les recherches biomédicales y compris les préparations de médicaments
expérimentaux (chapitre 8) et les préparations de médicaments radiopharmaceutiques (chapitre

9). Dans ce dernier chapitre, des notions essentielles sont rappelées :

- Le personnel doit recevoir une formation initiale adaptée en matieére de préparation de
radiopharmaceutiques, en radioprotection et en hygiéne.

- Les locaux nécessitent une autorisation préalable de I’ASN.

- L’élimination des déchets radioactifs : les déchets doivent €tre isolés et conservés afin
de ne pas étre utilisés en attendant leur élimination. L’¢limination de ces déchets doit

également étre tracée.

d. Pharmacopée
Selon I’article L5112-1 du CSP, la Pharmacopée est un ouvrage réglementaire opposable qui
regroupe 1’ensemble des caractéristiques permettant une qualité optimale pour chaque
médicament référencé sous forme de monographies (138). Elle définit les critéres de pureté des
matieres premieres et des préparations ainsi que les méthodes d’analyse a utiliser pour en
assurer leur contréle. La Pharmacopée Européenne dispose d’une monographie pour les
médicaments radiopharmaceutiques qui définissent différents critéres tels que le mode de
production, la pureté radionucléidique et la pureté radiochimique, le mode de conservation, la

stérilité, la recherche d’endotoxines bactériennes et pyrogenes.
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4. Le Dossier du Médicament Expérimental (DME)

a. Législation

Dans le cadre d’une RIPH et de I’utilisation d’un médicament expérimental, le promoteur doit
transmettre un dossier technique relatif aux produits utilisés dans le cadre de la recherche
dénommé « Dossier du Médicament Expérimental ». Une recommandation de The European
Association of Nuclear Medicine (EANM) est disponible pour guider les radiopharmaciens

dans la préparation de ce DME en donnant des conseils pratiques (139).

L’arrété du 22 septembre 2011 précise que le dossier de demande d’autorisation d’une RIPH

doit comporter (140) :

- Un dossier administratif contenant 1’autorisation de RIPH délivrée par I’ANSM (L.
1121-4 du CSP) et obtenir un numéro Eudra-CT (base de données regroupant les RIPH
se déroulant en Europe).

- L’avis favorable rendu par le CPP (L. 1121-4 du CSP).

- Un dossier sur la recherche biomédicale contenant un résumé du protocole de la
recherche, la copie de I’assurance de responsabilité civile du promoteur (L. 1120-10 du
CSP) et le résumé des caractéristiques du produit ou la brochure destinée a
I’investigateur.

- Un dossier technique relatif aux produits utilisés dans le cadre de la recherche : pour
chaque médicament expérimental, le promoteur transmet un dossier technique appelé
DME. Celui-ci est découpé en trois parties et sera validé par I’ANSM.

b. 1°¢ partie : données relatives a la qualité pharmaceutique, chimique et
biologique
Selon I’ANSM, les données a fournir dans cette partie sont celles notifiées par I’ European
Medicines Agency (EMA) dans le guide « Guideline on the requirements to the chemical and
pharmaceutical quality documentation concerning investigational medicinal products in
clinical trials ». Ce DME doit étre complété pour la substance active (Tableau 4) et pour le

produit fini (Tableau 5).
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Tableau 4. Eléments a renseigner pour la substance active du DME

Elément du DME Informations a renseigner
Nomenclature des isotopes radioactifs et de la
molécule vectrice
Informations générales Structure du MRP (formule, poids moléculaire)
Propriétés générales : caractéristiques de
1I’élément (demi-vie, solubilité, log P...)
Fabricant : coordonnées de la radiopharmacie
fabriquant le médicament
Description du processus de fabrication du MRP
Controbles des maticres premicres
Controdles des étapes critiques et intermédiaires
Validation et/ou évaluation du procédé
Identification de la structure
Description des impuretés
Spécifications
Procédures analytiques (chromatographie sur
Controles de la substance active couche mince ou chromatographie liquide haute

performance)
Analyses de lots
Etalons et substances/préparations de Informations sur les étalons utilisés dans les
référence mesures de radioactivité
Systéme de fermeture du Systéme de fermeture adapté au produit
conditionnement (stérilité, type de verre, emballage...)
Stabilité

Fabrication

Caractérisation

Concernant les MRPE, le « produit fini » correspond a la mise en forme de la substance active,
souvent apres dilution avec du NaCl 0,9% et filtration stérilisante. Ainsi, les ¢éléments a
renseigner pour le produit fini pourront étre les mémes que pour la substance active dans

certains cas.
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Tableau 5. Eléments a renseigner pour le produit fini du DME

Elément du DME

Informations a renseigner

Description et composition du produit fini

Composition qualitative et quantitative du
médicament

Activité volumique (Bg/L) et spécifique
(Bg/g ou Bg/mol)

Développement pharmaceutique

Constituants du produit fini : substance
active, excipients

Formulation : propriétés physico-chimiques
et biologiques

Fabrication

Fabricant : coordonnées de la
radiopharmacie fabriquant le médicament

Description du processus de fabrication du
MRP

Controdles des étapes critiques et
intermédiaires

Validation et/ou évaluation du procédé

Controle des excipients

Controéle du produit fini

Identification radionucléidique,
radiochimique, chimique

Validation des procédures analytiques

Etalons et substances/préparations de

Informations sur les étalons utilisés dans les

référence mesures de radioactivité
Systéme de fermeture du Systéme de fermeture adapté au produit
conditionnement (stérilité, type de verre, emballage...)
Déterminée en fonction de la période
Stabilité radioactive du produit final et de

I’apparition d’ impuretés

Un chapitre portant sur I’évaluation de la sécurité virale du médicament expérimental (s’il

contient un produit d’origine biologique tel qu un produit extrait ou préparé ou obtenu par hémi

synthése a partir d’un produit d’origine humaine ou animale ou si un adjuvant de fabrication

est d’origine biologique) est également demandé¢ par I’ANSM. Ce chapitre encadre la

production de médicaments a risque d’infection par des agents transmissibles conventionnels

(ATC) et les agents transmissibles non conventionnels (ATNC). Pour cela, ’EMA a émis deux

recommandations :

« Note for guidance on minimising the risk of transmitting animal

spongiform encephalopathy agents via human and veterinary medicinal products » et «

Guideline on virus safety evaluation of biotechnological investigational medicinal products ».
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c. 2" partie : données non cliniques obtenues a partir des études
pharmacologiques et de toxicité

D’aprés I’ANSM, le promoteur doit fournir les données non cliniques de pharmacologie,
pharmacocinétique et de toxicologie pour tout médicament expérimental dans une RIPH,

accompagnées des références bibliographiques et des études réalisées.

Ces recommandations sont décrites dans les normes rédigées par I’ International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH). Il s’ agit
d’un conseil international rassemblant les autorités réglementaires et les représentants de
I’industrie pharmaceutique d’Europe, du Japon et des Etats-Unis. Sa principale mission est
d’harmoniser les réglementations relatives au médicament pour en assurer sa qualité¢ et sa
sécurité. Pour cela, quatre grandes lignes directrices sont rédigées : Qualité, Efficacité, Sécurité

et Multidisciplinaire.

De plus, le promoteur doit émettre une conclusion concernant les études réalisées et fournir une

attestation de respect des Bonnes Pratiques de Laboratoire.
Cette partie du dossier est composée de 3 parties :

- Les études de pharmacologie : elles sont réalisées suivant les recommandations ICH
STA « Safety pharmacology studies for human pharmaceuticals » (141). Elles
regroupent la pharmacodynamie primaire (mode d’action de la molécule pour son
activité thérapeutique), la pharmacodynamie secondaire (effets de la molécule ne
dépendant pas de son activité thérapeutique) et la pharmacologie de sécurité (rechercher
les effets indésirables potentiels d’une substance sur les fonctions physiologiques) de la
molécule testée.

- Les études de pharmacocinétique : ces é¢tudes permettent de caractériser le devenir du
médicament dans I’organisme. Elles étudient les quatre grandes étapes du médicament
dans I’organisme a savoir I’absorption, la distribution, le métabolisme et 1’excrétion.
Les recommandations ICH S3A « Note for Guidance on Toxicokinetics : the assessment
of systemic exposure in toxicity studies » décrivent le choix des doses, des voies
d’administration a tester sur les modéles cellulaire et animal (142).

- Les études de toxicologie : ces ¢tudes permettent de dresser un premier tableau des
effets indésirables chez I’animal.

o Toxicité par administration unique ou administration aigiie : La dose Iétale pour

50% des sujets (DL50) et la Dose Maximale Tolérée (DML) sont déterminées.
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o Toxicité par administration réitérée : la Non Observable Adverse Effect Level
(NOAEL) est déterminée. Il s’agit de la dose la plus ¢élevée de la substance pour
laquelle aucun effet toxique n’est observé.

o Génotoxicité : cette partie évalue le pouvoir mutagéne de la molécule et ses
effets sur le matériel génétique. Il s’agit de test in vitro (test I’ AMES sur des
bactéries ou le test d’aberrations chromosomiques sur des cellules de
mammiferes) et in vivo (test des micronoyaux sur des érythrocytes de rongeur).
Ces ¢tudes sont décrites par la norme ICH M3R2 (143).

o Carcinogénicité : ces €tudes permettent d’identifier le potentiel de la substance
a créer des tumeurs. Ce sont les recommandations ICH S1A qui expliquent dans
quel cas réaliser ces études et comment les mener (144).

o Toxicité de la reproduction et du développement : elles permettent de mettre en
évidences les effets sur la reproduction des mammiferes.

o Tolérance locale : la norme ICH M3R2 recommande de tester la molécule par
la voie d’administration souhaitée du médicament et pour les voies

d’administration accidentelles possibles.

Cas particulier des MRPE : D’apres les recommandations ICH M3, il n’est pas nécessaire de

réaliser des ¢études de génotoxicité et de carcinogénicité. Les informations précliniques sont
donc simplifiées mais une évaluation structure/activité, des renseignements pharmacocinétique

et dosimétrique pour les MRPE est demandée.

- Ktudes de dosimétrie : l'exposition des patients et des volontaires sains a des
rayonnements ionisants doit étre conforme aux principes établis par le Council for
International Organizations of Medical Sciences (CIOMS) et respecter les instructions
de I’ASN. Ainsi, I’essai clinique portant sur le MRPE doit respecter les trois grands
principes énoncés par la CIPR 103 qui permet d’optimiser I’exposition des individus
aux rayonnements ionisants pour éviter la survenue d’effets indésirables. Le MRPE doit
respecter les principes de radioprotection suivants :

o Justification : 'utilisation de rayonnements ionisants doit étre justifiée. Le
bénéfice procuré par cette dose doit €tre supérieur a ses inconvénients.

o Optimisation : I’exposition des individus doit étre maintenue au niveau le plus
bas qu’il est raisonnablement possible d’atteindre. Il s’agit du principe ALARA
(As Low As Reasonably Achievable).
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o Limitation des doses individuelles : ce dernier principe ne s’applique que pour
le personnel médical ou I’entourage du patient. La commission internationale de
protection radiologique (CIPR) a déterminé des limites pour les doses regues par

les individus a ne pas dépasser.

d. 3" partie : données cliniques

Cette partie résume les données récoltées pendant les précédentes études réalisées sur I’homme,

notamment :

- Les études biopharmaceutiques : études de biodisponibilité et bioéquivalence.

- Les études pharmacocinétiques : calcul des différents paramétres, identification du
métabolisme du produit et de son élimination.

- Les études de pharmacodynamie.

- Les études d’efficacité et de sécurité : comparaison avec les thérapeutiques existantes.

- Les études de phase IV : relatives au suivi du médicament aprés sa mise sur le marché.

B. Présentation de notre projet

1. Objectifs de la recherche

L’objectif principal de notre étude est d’évaluer la capacité de I’imagerie TEP au [**Ga]Ga-
NODAGA-RGD a mettre en évidence chez des patients atteints de la MRO et présentant des

MAYV hépatiques, une réponse thérapeutique moléculaire aux injections d’anti-angiogéniques.

De plus, des objectifs secondaires consisteront a documenter les liens entre 1’intensité du signal
en TEP et les marqueurs circulants du déséquilibre angiogénique : VEGF-A, Ang-2, sEng, miR-
27a, miR-205 et miR-210.

A ce jour, une vingtaine de centres sont équipés en France pour préparer des médicaments
radiopharmaceutiques au gallium-68, alors que I’imagerie TEP qui leur est associée a connu un
considérable essor en Europe ces 20 dernieres années, d’une part en raison de la qualité des
images obtenues comparativement aux radiotraceurs historiques, d’autre part grace a
I’excellente sensibilité de cette modalité d’imagerie, et a la facilité¢ de production « sur site » du
radionucléide via un générateur *Ge/®Ga, dont est équipée la radiopharmacie de 1’Hopital

Nord a Marseille (AP-HM).

Outre son caractere innovant, I’originalité de notre approche réside dans la mise en place d’une

collaboration multidisciplinaire nationale pour mener a bien les objectifs de 1’é¢tude.
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Cette premiere €tude qui integre les outils les plus modernes de I'imagerie, apportera des
données nouvelles dans la littérature. Elle permettrait de documenter les MAV hépatiques, leur
activité angiogénique dans cette maladie vasculaire rare, et d’évaluer son intérét en situation de

prise en charge thérapeutique anti-angiogénique.
2. Plan expérimental

a. Schéma

Patient :
critéres d'inclusion rassemblés, S Legetnde ‘
as : 2 relevement sanguin
aucun critere d’exclusion AAG Injection d'antiangiopénique
TEP TEP au *Ga-NODAGA-RGD

Information et'consentement
Fin de

IncIJsion TEP#1 TEP #2 participation

} |

' Protocole de recherche

: MO J14 J28 J42 J56 J70 M4
[ Prise en charge classique de la pathologie

1t 1t 1 1 1 1

PS AAG AAG AAG AAG AAG AAG
#1 #2 #3 #4 #5 #6

Figure 39. Schéma expérimental de 1'étude

Une imagerie TEP au [**Ga]Ga-NODAGA-RGD sera réalisée chez tous les patients présentant
une maladie de Rendu-Osler avec MAV hépatique diagnostiquée sur la base d’un bilan incluant
une imagerie morphologique. Du fait de la lente évolutivit¢ des AV, le délai de 4 mois
maximum entre I’examen de référence et le nouvel examen n’entrainera pas de risque de biais

chronologique, ni de retard péjoratif a la prise en charge thérapeutique.

Les examens supplémentaires (2 TEP au [**Ga]Ga-NODAGA-RGD, avec fenétre d’acquisition
limitée a téte et cou) n’engendreront qu’une sur-irradiation minime du patient, comparable a
celle d’un scanner (dizaine de mSv). Le médicament radiopharmaceutique a 1’étude est injecté
a une dose infra-pharmacologique et sa tolérance est excellente comme démontré

précédemment.

Un prélevement sanguin sera effectué au cours de la méme visite que 1’examen TEP en vue de
la réalisation du dosage des marqueurs circulants du déséquilibre angiogénique. Les plasmas
préparés a partir des prélévements seront conservés a -80°C jusqu’a la fin des inclusions. Les

analyses seront réalisées en fin d’é¢tude simultanément sur I’ensemble des prélévements.
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La seconde TEP au [**Ga]Ga-NODAGA-RGD sera réalisée aprés la derniére injection d’anti-

angiogénique.

Les images de ’examen TEP au [**Ga]Ga-NODAGA-RGD seront interprétées a I’insu des
résultats des autres examens et de 1’histoire clinique. Deux médecins nucléaires expérimentés
n’ayant pas connaissance des résultats des examens du bilan de référence rempliront une grille
recensant les quantifications moyennes et maximales du signal TEP au [®®Ga]Ga-NODAGA-

RGD (SUVmean et SUVmax) au niveau du foie de chaque patient.

b. Durée de ’étude
Aucune visite de suivi n’est prévue spécifiquement dans le cadre de ce protocole de recherche
a I’issue de la deuxiéme TEP au [*®*Ga]Ga-NODAGA-RGD. Le rythme de suivi de routine est

au minimum annuel dans le cadre de la prise en charge classique de la pathologie.

La durée totale de participation d’un patient peut donc étre estimée a maximum 4 mois.

c¢. Recrutement

Ce projet associe initialement pour les inclusions les services de Médecine Interne du CHU
Timone AP-HM (Pr J.-R. HARLE, Dr J. SEGUIER), du CHRU St Eloi-Montpellier (Dr S.
RIVIERE), et du CHU de Nice-I’Archet (Dr QUEYREL, Pr FUZIBET) de notre région. Ce
projet était initialement régional, cependant, aprés réflexion, nous avons décidé d’¢élargir notre
périmétre au niveau national pour permettre un recrutement plus large et de données plus

robustes.

Dans le sud de la France, les CHU Timone et CHRU St Eloi-Montpellier sont désignés par la
Haute Autorit¢ de Santé « Centres Régionaux de Compétence pour la Maladie de Rendu-
Osler » : ils portent 1’expertise interrégionale pour le diagnostic et le suivi des patients atteints
de cette maladie vasculaire rare. Les centres recruteurs ont une file active d’au moins 200
patients. Au regard des criteéres de sélection et de la file active, une durée d’inclusion de moins

de 20 mois nous permettra d’assurer le recrutement de 30 patients.

d. Criteres d’inclusions et de non-inclusions

Les patients inclus dans cette étude devront répondre aux critéres suivants :

- Age > 18 ans, affiliation a un régime de sécurité sociale.
- Signature du consentement éclairé.
- Sujets ayant fait ’objet d’un diagnostic de maladie de Rendu-Osler sur la base des

recommandations du PNDS, naifs de tout traitement anti-angiogénique et présentant
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une MAV hépatique au diagnostic initial ou lors du suivi, avec un bilan comprenant
une imagerie morphologique (scannographie injectée et IRM) datant de maximum 3

mois au moment de la TEP au [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD.
Les patients exclus de cette ¢tude seront :

- Femmes enceintes ou en cours d'allaitement, par mesure de radioprotection.
- Patients de moins de 18 ans et/ou non affiliés a un régime de sécurité sociale.
- Patients ayant déja été traités par thérapie anti-angiogénique.

- Patients présentant une MAV autre qu’hépatique (cérébrale, pulmonaire...).
3. Chronologie lors des différentes visites

a. Visite 1 : Eligibilité/Inclusion

Au cours de cette visite, I’ensemble des éléments détaillés ci-dessous sera recueilli :

- Vérification des criteres d’inclusion et de non-inclusion.
- Recueil du consentement éclairé signé. Le patient aura été informé au préalable par
l'investigateur et aura disposé du délai de réflexion nécessaire a sa prise de décision.
- Données démographiques : date de naissance, sexe.
- Données cliniques : taille, poids, ...
- Histoire de la maladie.
- Données de I’imagerie morphologique.
- Données génétiques (avec profil de mutation Eng/Alk1/Smad4, si applicable).
- Programmation de la TEP au [**Ga]Ga-NODAGA-RGD.
b. Visite 2 : prélévement sanguin et examen TEP au [*Ga]Ga-NODAGA-RGD
(M0)

Cette visite aura lieu au plus tard dans le mois qui suit I’imagerie morphologique.

- Parameétres inhérents a 1’examen : activité, lot, délai avant acquisition, durée
d’acquisition.

- Prélévement sanguin (1 tube EDTA de 5 ml).

- TEP : identification et localisation des foyers d’hyperfixation, SUV moyen et maximal
des Iésions.

- Données de I’injection d’anti-angiogénique n°1 (spécialité, posologie, observations).
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c. Visite 3, 4, 5, 6, 7 : Prise en charge et suivi classiques de la pathologie (J14, J28,
J42, J56, 70)

Données des injections d’anti-angiogéniques n°2, 3, 4, 5 et 6 (spécialité, posologie,

observations).

d. Visite 8 : 2" examen TEP au [**Ga]Ga-NODAGA-RGD (M4)

- Parameétres inhérents a 1’examen : activité, lot, délai avant acquisition, durée
d’acquisition.
- TEP : identification et localisation des foyers d’hyperfixation, SUV moyen et maximal

des 1ésions.
4. Role de la radiopharmacie dans le projet

a. Rédaction du DME

Comme nous 1’avons vu précédemment, le montage et la rédaction d’un DME sont nécessaires
pour débuter une RIPH et pour utiliser le médicament expérimental. Le DME du [**Ga]Ga-
NODAGA-RGD ¢était rédigé par I’équipe pharmaceutique et est déja validé pour une RIPH au

sein de notre structure. Celui-ci sera donc de nouveau soumis a I’ANSM pour ce nouvel essai.

b. Rédaction du protocole clinique

De plus, pour commencer un essai, I’élaboration d’un protocole clinique est nécessaire. Il sera

soumis au CPP et aux autorités de sant¢ (ANSM) afin de débuter 1’essai.

Il s’agit d’'un document écrit officiel décrivant la manieére dont une RIPH est réalisée. Il est
¢laboré en commun par ’initiateur du projet, le promoteur, les investigateurs et les autres
personnes impliquées dans le projet (radiopharmaciens, biologistes). Le format et le contenu du
protocole sont normalisés et sont conformes aux directives relatives aux bonnes pratiques

cliniques (BPC) :

- La page de titre : il s’agit d’informations générales comprenant le titre du protocole,
son numéro d’identification, la date et le numéro de version, le nom des investigateurs,
du porteur de notre projet, le promoteur (Assistance Publique-Hopitaux de Marseille) et
leur adresse.

- La justification et le contexte : elle permet d’argumenter la pertinence de I’étude et de
justifier I’étude compte tenu des connaissances actuelles. Pour notre projet, il s’agit des
données générales sur la MRO, sur I’imagerie TEP et le ciblage des intégrines avf3.

- Les objectifs et la population étudiée : notre ¢tude vise a évaluer la capacité de
I’imagerie TEP au [*®Ga]Ga-NODAGA-RGD a mettre en évidence chez des patients

65



atteints de la maladie de Rendu Osler et présentant des MAV hépatiques, une réponse
thérapeutique moléculaire aux injections d’anti-angiogéniques.

- Le type d’étude : il s’agit d’une étude pilote a visée exploratoire, transversale, évaluant
des individus présentant une maladie de Rendu-Osler. De plus, les critéres d’inclusion
et d’exclusion sont précisés dans cette partie.

- Le déroulement pratique : la chronologie et les données recueillies lors des différentes
visites sont expliquées dans cette partie.

- L’aspect statistique : cette partic comporte la justification du nombre nécessaire de
sujets pour 1’é¢tude et I’analyse statistiques des données.

- Les aspects réglementaires et éthiques : les principaux points a développer sont les
responsables de I’étude, la vigilance des RIPH (événements indésirables), les aspects
réglementaires (autorisation de la commission nationale de l'informatique et des
libertés, ANSM, avis du CPP), la durée de I’é¢tude et I’archivage des documents
(I’investigateur doit conserver les documents de I’étude pendant 15 ans a partir de la
date de signature du rapport final de I’étude).

- Les annexes : curriculum vitae du porteur de projet, de I’investigateur coordonnateur
et de la méthodologiste. Fiche budgétaire et justification du budget pharmaceutique.
Fiche de déclaration d’événements indésirables graves. Notice d’information et recueil

du consentement. DME]1 et 2.

L’ensemble de ce protocole a été rédigé en coordination avec les différents acteurs de notre

projet avec une actualisation récente des données bibliographiques.

c. Validation pharmaceutique et synthése du [**Ga]Ga-NODAGA-RGD
Aprés validation de la prescription de [*¥Ga]Ga-NODAGA-RGD par le radiopharmacien sur le
logiciel de prescription, la synthése pourra alors commencer. La procédure de radiomarquage
est placée sous la responsabilité¢ du radiopharmacien qui a regu délégation du pharmacien gérant

de la PUI (Pharmacie a usage intérieur) et du chef de service de Médecine Nucléaire AP-HM.

La fabrication des préparations pour RIPH de [¥Ga]Ga-NODAGA-RGD sera réalisée dans le
laboratoire chaud de I’Hopital Nord.

De fagon générale, toute préparation de médicament radiopharmaceutique doit étre réalisée
dans une enceinte, adaptée aux radioé¢léments et aux activités manipulées conformément aux

normes de radioprotection et d’hygiéne. Les étapes de stérilisation sont réalisées sous une hotte
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a flux laminaire blindée (ISO4.8/classe A) par filtration stérilisante conformément aux

recommandations des bonnes pratiques de fabrication (BPF 2007/2bis (137)).

Les locaux et enceintes de travail du laboratoire font 1’objet de nettoyage et désinfection
réguliers. Les contrdles bactériologiques des surfaces et de 1’air sont réalisés par le Comité de

Lutte contre les Infections Nosocomiales (CLIN) du centre investigateur.

L’élution du générateur **Ge/*®Ga, le radiomarquage du peptide NODAGA-RGD en flacon
stérile apyrogene, ainsi que la purification du radiopeptide sont réalisés au moyen d’un

automate de synthése hébergé au sein d’une enceinte blindée haute énergie ISO4.8/classe A.

Les controles qualités des matiéres premicres, de la procédure de radiomarquage, ainsi que ceux

de la préparation finale pour les RIPH devront satisfaire les normes décrites dans le DME 1.

Brievement la procédure de radiomarquage se déroule selon les étapes suivantes de fagon

automatisée dans le module de synthese :

- FElution du générateur : le générateur ®*Ge/%*Ga est élué avec une solution de HC1 0,1M

de qualité pharmaceutique.

- Radiomarquage : 1’éluat de %®Ga est ajouté par I’automate dans le flacon stérile et

apyrogene contenant le peptide NODAGA-RGD (20 pg). Une étape de chauffage est
alors initiée (95°C, 7 min).

- Purification : le peptide [**Ga]Ga-NODAGA-RGD est purifié par passage sur colonne
RP18 mini-cartridge (tC18 cartridge) et élué¢ dans une solution d’éthanol injectable
95%. Le produit final est dilué¢ dans une solution stérile de NaCl 0,9%/¢éthanol : 10/0.8
v/v.

- Stérilisation : la solution purifiée de [®*Ga]Ga-NODAGA-RGD est alors stérilisée par
filtration stérilisante dans un flacon stérile et apyrogéne en atmosphere classe A.

- Contréle qualité : les caractéres organoleptiques, les puretés radiochimique et

radionucléidique, le pH, ainsi que la présence d’endotoxines sont évalués. La
vérification de chacun de ces contrdles est indispensable a la validation et la libération
de la préparation par le radiopharmacien. Un contrdle bactériologique par

ensemencements est effectué le jour méme.

Chaque préparation possede un numéro d’enregistrement ainsi qu’une fiche de fabrication qui
sont colligés dans le registre pharmaceutique de 1’essai. Le numéro d’enregistrement de la

préparation est également rapporté dans le cahier d’observation des patients inclus dans I’essai.
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Une dose unitaire (individuelle) est prélevée a hauteur de 2,5 MBq/kg, représentant moins de 1
ng de NODAGA-RGD par injection. Cette dose traceuse, suffisante a des fins d’imagerie, n’est

pas susceptible d’induire d’effet pharmacologique en 1’état actuel des connaissances.

Une dizaine de syntheses ont été réalisées par notre équipe afin d’étre formée a 1’utilisation de

ce traceur et étre opérationnelle pour le début de cette étude.

d. Déroulement pratique TEP

Les patients sont explorés a jeun au minimum depuis 3 heures. La consommation d'eau est non

seulement autorisée mais encouragée, une bonne hydratation réduisant I’irradiation vésicale.

Le jour de I’examen, le patient se rend au centre TEP. Il est allongé et une perfusion de sérum
physiologique est mise en place. Le [®®Ga]Ga-NODAGA-RGD est alors injecté : le site
d'injection est choisi a distance des zones de fixation potentielles, donc a priori dans 1’avant-

bras. Le patient reste en position de repos.

L’examen TEP débute 75 + 15 min apres I’injection du radiotraceur, vessie vidée, et couvre du
vertex du crane au haut des cuisses, pour une durée de 20-30 min environ. Les images TEP sont
ensuite reconstruites et interprétées. Au total, le patient passera environ 3h dans le centre et ne

sera plus irradiant pour le public a sa sortie.

C. Analyses des données

Dans un premier temps, la description de 1’échantillon sera réalisée sur I’ensemble des
parameétres sociodémographiques et cliniques disponibles. Les variables qualitatives seront
présentées sous la forme de proportions et effectifs, les variables quantitatives a 1'aide des
moyennes et écarts-types, ou médianes et quartiles. Pour chaque variable sera précisée la
proportion de données manquantes. La normalité de ces paramétres sera évaluée a 1’aide des
histogrammes de fréquence et de tests de Shapiro. Des transformations mathématiques simples

pourront étre utilisées afin de normaliser les données non-normales le cas échéant.

Pour répondre a l'objectif principal, les intensités du signal TEP (SUVmax) a M0 et M4 seront
comparées par un test de comparaison des moyennes (test t de Student pour échantillons

appariés).

Pour les objectifs secondaires : les liens entre concentrations plasmatiques des marqueurs
circulants du déséquilibre angiogénique (VEGF-A, Ang-2, sEng, miR-27a, miR-205 et miR-
210) et SUVmax, SUVmoyen, seront documentés par 1'étude des corrélations (coefficients de

corrélation de Spearman).
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CONCLUSION

L’imagerie in vivo de 1’angiogen¢se est un domaine en plein essor avec de nombreuses
perspectives en physiopathologies cardiovasculaire et oncologique. En effet, les progres
technologiques et radiopharmaceutiques ouvrent la voie au développement de nouveaux

radiotraceurs.

Dans cette perspective, nous souhaitons évaluer I’intérét de la TEP au NODAGA-RGD dans la
MRO. Nous avons souhaité cibler notre protocole sur les MAV hépatiques, au regard de leur
fréquence, de leur localisation subdiaphragmatique et de leur large documentation du point de

vue du traitement anti-angiogénique.

Notre étude qui intégre les outils les plus modernes de 1'imagerie, apportera des données
nouvelles dans la littérature. Ce nouvel outil nous permettrait de documenter les MAV
hépatiques, leur activité angiogénique dans cette maladie rare vasculaire, et d’évaluer I’intérét
[®¥Ga]Ga-NODAGA-RGD dans la prise en charge thérapeutique des anti-angiogéniques qui

sont une avancée majeure dans la prise en charge des MAV dans la MRO.
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