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Introduction

Un Médicament Radiopharmaceutique (MRP) est composé d’un isotope radioactif aussi appelé
radionucléide. Ce dernier est chimiquement li¢ & une molécule vectrice ayant des propriétés
biologiques spécifiques. Le vecteur est choisi pour sa capacité a cibler un organe ou une activité
de I’organisme en fonction de ce que I’on souhaite observer.

Apres administration du MRP, le patient doit étre placé dans un appareil permettant la détection
des émissions radioactives du radionucléide. Les signaux détectés sont traités par systéme
informatique pour aboutir a une reconstitution tridimensionnelle de la distribution du traceur
dans ’organisme. Cela permet de mesurer in vivo des parameétres physiologiques complexes
comme le métabolisme cellulaire, 1’activité synaptique d une transmission neuronale.

L’imagerie nucléaire permet ainsi une imagerie fonctionnelle.

Nous allons nous intéresser au développement d’un MRP ciblant la protéine tau
hyperphosphorylée. Cette protéine est une cible permettant de caractériser la mort neuronale

notamment dans la Maladie d’Alzheimer (MA).

Dans cette thése nous allons tout d’abord rappeler la physiopathologie de la MA et la formation
des agrégats de protéine tau hyperphosphorylée. Nous nous intéresserons ensuite a la
production du MRP permettant de suivre 1’évolution de cette cible. La production des MRP
pour la recherche fondamentale et pour les essais cliniques représente un investissement humain

et financier dont le colit sera estimé dans le cadre de cette thése.
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Partie bibliographique

| Physiopathologie des tauopathies

En 1975, la protéine tau (Tublin Associated Unit) a été mise en évidence pour son rdle de
conversion des dimeres de tubuline en anneaux formant des microtubules in vitro (1). Elle
appartient a la famille des Protéines Associées aux Microtubules (MAP) et est ensuite identifiée,
en 1985, comme le constituant majeur des paires de filament en hélice (PHF) qui constituent la
dégénérescence neurofibrillaire (DNF) dans la MA (2). Cependant, 1’agrégation de cette
protéine tau est non spécifique de la MA : elle est retrouvée dans de nombreuses
Tauopathies comme le syndrome Parkinsonien, la démence fronto-temporale, et les dystrophies
myotoniques. C’est I’association de la DNF a une pathologie amyloide qui est caractéristique

de la MA.

I.1 Génétique

Le gene codant la protéine Tau est situé sur le chromosome 17 a la position 17g21 et s’étend
sur plus de 100kb. L’ ARNm de cette protéine est principalement exprimé dans les neurones du
cerveau mais il est possible de le détecter dans différents tissus, comme le tissu myocardique,
rénal, pulmonaire, musculaire, pancréatique ou testiculaire (3). Son transcrit primaire est
composé de 16 exons numérotés de -1 a 14. Les exons 1,4,5,7,9,11,12,13 sont constitutifs (4).
L’expression des exons 4 et 8 n’est pas retrouvée dans le cerveau humain, ils n’y sont donc pas
traduits. L exon 6 y est présent de facon minoritaire et conduit a I’expression d’une protéine
Tau tronquée en C-terminal (5). Les exons -1 et 14 sont transcrits mais pas traduits car ils sont
situés respectivement dans la séquence promotrice ou dans la région 3’ du géne qui est non
traduite. Un épissage alternatif des exons 2,3 et 10 a lieu dans le cerveau humain (3) ce qui
produit six isoformes différentes de la protéine tau : 2-3-10- ; 2+3-10-; 2+3+10-; 2-3-10+;
2+3-10+; 2+3+10+ (4). Parmi ces six isoformes, trois possedent trois domaines répétés en C-
terminal : les 3R. Les trois autres isoformes possedent quatre domaines répétés : les 4R
(Figure 1)

Au cours du développement, I’expression de la protéine tau est régulée : une seule isoforme est

présente a la naissance (sans les exons 2,3 et 10), puis plusieurs autres isoformes apparaissent
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chez I’adulte avec des séquences d’acides aminés de longueur variable, comme représenté sur

la Figure 1.

Figure 1 : Représentation schématique du géne de la protéine Tau et de ses 6 isoformes
Source : Adaptée de Buée et al. (6)

1.2

Structure de la protéine tau

Tau est une protéine hydrophile et linéaire dont la taille de ses six isoformes varie entre 352 et

441 acides aminés (4).

D’un point de vue structural, cette protéine est organisée en plusieurs régions avec des

propriétés physico-chimiques différentes comme il est possible de le voir sur la Figure 2:

Le domaine N-terminal est composé d’une extrémité tres acide et d’un domaine riche
en proline. Il est appelé domaine de projection et permet I’interaction avec des éléments
du cytosquelette et de la membrane plasmique en se situant a la surface du microtubule.
I1 détermine la distance entre le microtubule et 1’axone, ceci étant la cause de répulsion
¢lectrostatique de par la charge négative des microtubules et de 1’axone.

Le domaine C-terminal est composé de motifs répétés codés par les exons 9 a 12 et
correspond au domaine de liaison aux microtubules. Il contient 3 a 4 séquences de 18
acides aminés hautement similaires. Ces motifs sont présents au nombre de 3 ou 4 (R1
a R4) selon I’inclusion de I’exon 10 qui détermine la présence du domaine R2. Les 3
1soformes qui ne possedent pas I’exon 10 (10-) dans leur séquence de liaison aux
microtubules sont constituées de 3 domaines de répétition : Tau 3R. Les 3 autres

isoformes posseédent I’exon 10 (10+) et sont donc Tau 4R. Ce quatrieme domaine
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modifie I’affinité de Tau pour les microtubules : les isoformes Tau 4R ont une plus
grande affinité pour les microtubules que les isoformes 3R (7). En effet, I’interaction
avec la tubuline est plus forte avec ce quatriéme domaine ce qui permet une stabilisation
des microtubules et une modulation de la longueur des extensions neurotiques et de la
plasticit¢ neuronale. Ainsi, les domaines répétés de la protéine tau permettent la
stabilisation du cytosquelette neuronal par liaison aux microtubules, a la spectrine et a

I’actine (8).

Figure 2 : Exemple de I'isoforme la plus grand de 441 AA de la protéine Tau
Source : Adaptée de Buée et al., 2000 (6)

I.3 Fonctions de la protéine tau

La protéine tau est retrouvée chez de nombreuses especes animales et chez 1’humain,
principalement en intracellulaire dans les axones des neurones. Elle peut également étre
présente au niveau synaptique, nucléaire ou membranaire. Selon son emplacement, tau jouera

un role différent adapté a sa localisation (6).

[.3.1 Localisation cytosolique

[.3.1.1  Dynamique des microtubules

Le cytosquelette neuronal est constitué des microtubules, des filaments d’actine et des
neurofilaments. Dans les axones la fonction principale de Tau est sa liaison aux microtubules.
Elle dépend de I’organisation des microtubules et des filaments d’actine. Si le neurone est

déficient en actine ou en tau, sa croissance est stoppée au niveau du cone de croissance (9).
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Les protéines tau permettent une régulation de la stabilit¢ des microtubules selon leur état de
phosphorylation : une phosphorylation anormale de tau entraine le désassemblage des
microtubules, le blocage du transport des vésicules et provoque le processus de DNF. Sous

forme déphosphorylée, Tau se lie aux microtubules ce qui permet leur polymérisation. (6)

Figure 3 : Phosphorylation de Tau et dynamique microtubulaire
Source : Adaptée de Kolarova et al., 2012 (10)

L’efficacité de liaison de la protéine Tau aux microtubules est également régulée par le nombre
de domaines de répétition. Les isoformes de Tau avec quatre domaines de répétitions ont une

plus grande affinité pour les microtubules que les isoformes en contenant trois.
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Figure 4 : Réle de la protéine tau dans la stabilisation du cytosquelette par liaison aux
microtubules et a ’actine
Source : Adaptée de Elie et al., 2015 (11)

[.3.1.2  Transport axonal

Les microtubules sont des structures polarisées, la polymérisation se fait a I’extrémité positive
et la dépolymérisation a I’extrémité négative. Des protéines motrices, les kinésines ou dynéines,
permettent le transport intracellulaire de protéines, vésicules et organites. La kinésine assure le
transport antérograde du corps du neurone vers les terminaisons nerveuses (extrémité positive).
La dynéine permet le transport rétrograde de la synapse vers le noyau. La protéine Tau stabilise
les microtubules ce qui assure le bon fonctionnement des mécanismes de transport. (8) Elle
peut également interagir avec les protéines motrices et perturber le transport axonal.

Cependant, le role de tau dans le transport axonal semble complexe. En effet, en condition

physiologique, la liaison de tau aux microtubules ne semble pas modifier le transport axonal

(12).
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Figure 5 : Le transport axonal
Source : Adaptée de Lawrence and al., 2018 (13)

[.3.2 Localisation a la membrane plasmique

Le domaine de projection de la protéine tau peut interagir avec la membrane plasmique. La
région riche en proline du domaine de projection (Figure 2) se lie avec le domaine SH3 des
protéines kinases de la famille Src localisées dans les radeaux lipidiques. La protéine Fyn (de
la famille des Src) phosphoryle les récepteurs NMDA sur une de ses sous-unités ce qui joue un
role dans la transduction du signal, en modulant 1’activité de ce récepteur impliqué dans les

phénoménes mnésiques. (14)

1.3.3 Localisation nucléaire

Le role de la protéine tau au niveau nucléaire reste encore peu connu. Cependant, elle semble
jouer un réle dans I’organisation du nucléole et la protection de ’ADN (15). La liaison de la
protéine tau a I’ADN se fait probablement grace au domaine de liaison aux microtubules ou a

la région riche en proline (16).
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Tableau 1 : Fonctions de la protéine tau selon sa localisation

Localisation de la

. Membrane plasmique Cytosol Noyau
proteine tau P q Y 4

Assemblage et stabilisation

. Organisation du nucléole
des microtubules &

Régulation des voies de s Protection de I'ADN
Polarité axonale

Fonctions . .
signalisation neuronal

Transport axonal

1.4 Modifications post-traductionnelles de la protéine tau

Il existe deux types de modification post-traductionnelle majoritaire de la protéine tau : la
phosphorylation et la glycosylation. Les autres types de modifications qui existent sont le
clivage, la polyamination, la sumoylation, la glycation, 1’acétylation, la nitration (17). Ces
derniéres sont moins nombreuses car beaucoup moins de sites sont susceptibles de recevoir ces

modifications.

[.4.1 La phosphorylation

La phosphorylation est la principale modification post-traductionnelle : il existe 85 sites
potentiels de phosphorylation de la protéine Tau. Elle dépend de 1’équilibre entre 1’activité de
deux enzymes antagonistes: les phosphatases (déphosphorylation) et les kinases

(phosphorylation). (6)

[4.1.1 Phosphorylation par des kinases

Les protéines tau sont majoritairement phosphorylées sur les résidus Sérine et Thréonine par
deux groupes de kinases :

e Les kinases du groupe PDPK (proline-direct proteine kinases) qui phosphorylent sur
des résidus sérine et thréonine qui suivent des résidus proline : la MAPK (Mitogen
activated protein kinase), la GSK3 (Glycogene synthétase 3-f), les CDK5 et CDK2
(cyclines dependent kinase), la SAP (Stress activating protein)

e Les kinases non PDPK (non proline-directed protein kinase): la PKA (cyclin AMP-
dependent protein kinase), la CaMKII (Calcium and calmoduline dependent protein
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kinase II), la CKI et la CKII (Casein kinase), la MARK (microtubule affinity regulating
kinase), la PKC (proteine kinase C).

La protéine Tau peut également étre phosphorylée sur des résidus Tyrosine par des protéines

de la famille des Scr comme la Fyn kinase, la Lck et la kinase abelson (c-abl).

La phosphorylation permet a la protéine tau de réguler la polymérisation des microtubules en
se liant a la tubuline par des séquences répétitives Pro-Gly-Gly-Gly. Tous les sites de
phosphorylation sont situés hors du domaine de liaison des microtubules sauf Ser 262, 285,
305, 324,352 et 356.

Dans la majorité des tauopathies, une hyperphosphorylation des résidus serine et thréonine est
présente : cela suggere que c’est une forme prédisposante a 1’agrégation de la protéine tau (17).
Chez les patients présentant la MA, les résidus phosphorylés sur les tyrosine sont plus fréquents
dans les agrégats de tau intracellulaire (18).

Selon le type d’isoforme, la phosphorylation module les propriétés de la protéine tau qui va
elle-méme moduler les propriétés d’assemblage du microtubule : rigidité, stabilité, longueur,
capacité d’interaction. La protéine tau joue ainsi un role dans I’organisation fonctionnelle du
neurone en modulant sa croissance, sa polarité et sa morphologie axonale.

Si la phosphorylation est effectuée sur la région riche en Proline en amont des motifs répétés,

cela entraine une diminution de I’affinité de Tau pour les microtubules et une dépolymérisation.

Il existe deux types de phosphorylation décrits sur la protéine Tau :
e L[’hyperphosphorylation qui est située au niveau d’épitopes physiologiques, reconnue
par les Anticorps AD2, AT8, AT180, AT270, 12ES.
e La phosphorylation anormale qui se fait au niveau de sites qui physiologiquement ne
sont pas phosphorylés et sont reconnus entre-autre par les Anticorps AT100, TG-3 et
AP422.

[4.1.2  Déphosphorylation par des phosphatases

Les principales serine/thréonine phosphatases présentes dans le cerveau humain peuvent
déphosphoryler la protéine tau sauf la protéine phosphatase 2C (PP-2C). La protéine
phosphatase 2A (PP-2A) est la phosphatase majoritaire pour la déphosphorylation de Tau
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(19)(20). L’inhibition de cette phosphatase entraine une hyperphosphorylation de tau ce qui
diminue sa capacité a se lier et a promouvoir I’assemblage des microtubules (21). Les
contributions relatives des protéines phosphatases 2A, 1, 5 et 2B sont respectivement 71, 11,

10 et 7%.

[.4.1.3  Acteurs indirects de la phosphorylation

La phosphorylation de la protéine tau peut également étre modulée par la peptidyl-prolyl
cis/trans isomérase Pinl. Cette dernicre entraine I’activation de la PP2A qui déphosphoryle la

protéine tau.

1.4.2 La O-glycosylation

La O-glycosylation est I’ajout de N-acétyl-glucosamine (O-GIcNAc) sur les résidus hydroxyle
(-OH) de la serine ou thréonine des protéines tau.

I1 semble exister une balance entre la O-glycosylation et la phosphorylation : la glycosylation
antagonise la phosphorylation de tau. La forme O-GlcNAc semble étre protectrice d’une
hyperphosphorylation et de ’agrégation mais ne peut étre présente que si le métabolisme
glucidique neuronal est normal. (22).Chez les patients atteints de la MA, un fort déficit en forme
O-GlcNAc de la protéine tau est observé (23).

La O-glycosylation de tau pourrait également jouer un rdle dans son interaction avec la tubuline

agissant ainsi sur la localisation subcellulaire et la dégradation de Tau (24)

1.4.3 Autres modifications post-traductionnelles

En condition physiologique, les autres modifications post-traductionnelles de la protéine tau
comme la N-glycosylation, I’ubiquitinylation, la sumoylation, la nitration, la polyamination et
la protéolyse restent limitées. Dans la MA, une augmentation de ces modifications est souvent
observée. Les effets de ces modifications sur la protéine Tau sont mal connus, mais en
comparaison a la phosphorylation, il existe beaucoup moins de sites susceptibles de recevoir

ces modifications.
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| 5 Agrégation pathologique de la protéine tau

Les différentes études faites in vitro ont pu montrer 1’existence de trois phases dans le processus
d’agrégation pathologique de la protéine tau (Figure 6) :

- La premiére phase est la nucléation (dimérisation) : un pont disulfure intermoléculaire
forme un dimére (25). Cela constitue le noyau a partir duquel I’élongation des fibres va
se faire. (B sur la Figure 6)

- La seconde phase est 1’¢longation : les protéines tau monomériques se fixent sur les
dimeres provoquant la croissance de 1’oligomére par empilement. La thioflavine S
permet de détecter par des techniques de fluorescence la vitesse d’élongation des fibres
ce qui permet de supposer la structure en feuillets P des oligomeres (26)
(C sur la Figure 6).

- Latroisiéme phase (D sur la Figure 6) est un assemblage des oligoméres en fibrilles qui

forment des PHF (Paire de Filaments hélicoidaux) en s’accumulant (27).

Figure 6 : Agrégation de la protéine tau
Source : Adaptée de Luna-Munoz., 2012 (28)

L’agrégation de la protéine tau est due a des interactions anormales entre protéines qui
entrainent un mauvais repliement de la protéine. Lorsque ces protéines sont incorrectement
repliées il existe trois systémes de dégradation : les chaperonnes (29), le protéasome ou
I’agrégation (30).

Des études biochimiques ont permis de mettre en évidence une altération de la phosphorylation

de la protéine Tau dans les agrégats : les protéines Tau des agrégats sont hyperphosphorylées

(1)
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L’hyperphosphorylation de la protéine tau correspond a un épitope qui va étre reconnu par de
nombreux anticorps dirigés contre les sites de phosphorylation comme 1’illustre la Figure 7.
Certains sites de phosphorylation sont présents sur des protéines Tau dites « normales » et
reconnus par des anticorps dépendant de la phosphorylation : AD2, AT8, AT180, AT270 et
12E8. D’autres sont dits « pathologiques » car anormalement phosphorylés ou phosphorylés
sur des protéines Tau agrégées. Ils sont reconnus par les anticorps AT100, PHF-27/TC-3 et
AP422/988.

Figure 7 : Phosphorylation de la protéine Tau : physiologique et pathologique
Source : Adaptée de Buée et Delacourte, 2002 (32)

Dans les neurones, un équilibre entre des formes de la protéine tau peu phosphorylées et les
formes phosphorylées permet d’assurer la dynamique des microtubules. Lorsque le neurone est
en état de DNF avec des PHF, il y a une hyperphosphorylation ou une phosphorylation anormale
des six isoformes de tau. Selon les états de phosphorylation de la protéine tau (apparition de

nouveaux €pitopes), I’immunoréactivité des anticorps décrits differe. (Figure 8)
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Figure 8 : Phosphorylation de la protéine tau et immunoréactivité aux anticorps
Source : Adaptée de Buée et Delacourte., 2002 (32)

1.6 Toxicité de la protéine tau

L’hyperphosphorylation de tau et la séquestration de la protéine Tau soluble dans les PHF
conduit a son détachement des microtubules et entraine leur fragilisation. Cela conduit a une
altération du cytosquelette microtubulaire causant un défaut de structure de la cellule neuronale
et un défaut du transport axonal (33). En effet, la phosphorylation d’un seul épitope de la
protéine tau suffit a altérer la stabilité des microtubules. C’est le cas si la phosphorylation a lieu
sur un résidu serine 262, 214 ou thréonine 231. Il a alors été observé une diminution de la

capacité de la protéine tau a stabiliser le réseau des microtubules, par une altération de sa liaison.

Une autre hypothese pouvant expliquer la toxicité dans la MA suggere qu’un exces de protéine
tau est présent sur les microtubules car il existe une diminution des mécanismes de dégradation
(Figure 9). Cela altére le transport axonal kinésine dépendant (mitochondries, peroxysomes),

ce qui provoque une altération du fonctionnement synaptique et une mort neuronale.(34)
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Figure 9 : Dégénérescence neuronale par excés de protéine tau soluble et sous forme d’oligomeére.
Source : Adaptée de Kopeikina et al., 2012 (34)

1.7 Hypothése de la propagation selon un mécanisme de type prion

La présence d’oligomeres de protéine tau (agrégation primaire) semble étre un facteur
favorisant I’agrégation de nouvelles protéines tau qui se transmet ensuite de cellules en cellules
dans les neurones du cerveau par un mécanisme prion-like (35).

Ce modele permettrait d’expliquer la progression irréversible et inévitable de la maladie vers la
démence une fois le processus neurodégénératif initié. Sur de récentes études, 1’injection de
protéine tau mutée a des souris transgéniques avec Tau humain non muté, a induit 1’agrégation
de la protéine Tau humaine non mutée et sa propagation aux régions voisines du site d’injection.

(36)

1.8 La Maladie d’Alzheimer

La MA a été décrite pour la premicre fois en 1906 par un médecin allemand Alois Alzheimer

qui I'a diagnostiqué chez une de ses patientes.

31
Inés CASTANIE | Thése d’exercice | Université de Toulouse | 2019 |



D'apres I'Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), 50 millions de personnes sont atteintes de
démences dans le monde parmi lesquelles 60 a 70% sont atteintes de la maladie d'Alzheimer.
Selon le rapport de I'Alzheimer's Disease International (ADI) de 2015 (37), le nombre de cas
de démence va presque doubler tous les 20 ans.

Du fait de l'allongement de 1'espérance de vie, le nombre de patients atteints de la MA devrait

continuer a augmenter au cours des prochaines années.

Elle se déclare dans la majorité des cas a partir de 65 ans et les premiers symptomes sont les
troubles de la mémoire, avant l'apparition de troubles du langage et du comportement. Dans

certaines formes héréditaires rares, les symptomes peuvent apparaitre a partir de 40 ans.

L'imagerie moléculaire que nous étudierons dans la partie suivante a permis de montrer que les
Iésions apparaissent 15 a 20 ans avant les premiers symptomes. Cela s'explique par une
plasticité neuronale importante : ¢’est le phénoméne de compensation permettant a une région

endommagée d'étre relayée par une autre.

A T'heure actuelle, cette maladie est incurable, il existe des traitements symptomatiques
efficaces uniquement au début de la maladie. La difficulté est l'apparition tardive des

symptomes a un stade ou les 1ésions sont irréversibles.

[.8.1 Physiopathologie

On observe deux types de 1ésions caractéristiques dans le cerveau des patients atteints de la MA
(Figure 10) :

- Des plaques amyloides, ou plaques séniles : elles sont constituées d’agrégats de peptide béta-
amyloide présents entre les neurones.

- Une dégénérescence neurofibrillaire : c’est ’accumulation, sous forme de fibres, a I’intérieur
des neurones, au niveau de la substance grise du néocortex d’une protéine anormale, la protéine

Tau (Tau —PHF).
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Figure 10 : Les lésions caractéristiques de la MA

1.8.2 Les plaques séniles

C’est une des 1ésions histopathologiques clés de la MA : ce sont des lésions extracellulaires
composées d’un dépot de peptide B-amyloide qui dérive d’une protéine précurseur nommeée
APP. Ce dépot existe dans la paroi des veines, artéres et capillaires méningés ou
parenchymateux constituant 1’angiopathie amyloide. Au niveau cérébral, le dépot des agrégats
de peptide B-amyloide commence dans le cortex et le néocortex cérébral, puis s’étend ensuite
aux régions trans entorhinales et entorhinales, a I’hippocampe, au diencéphale et pour finir au
niveau du tronc cérébral. (38)

En microscopie, les dépdts amyloides observés ont une taille de 10 a 20 mm de diametre
pouvant étre colorés par du rouge Congo ou de la thioflavine. C’est leur structure chimique

caractéristique en feuillet § qui les rend insolubles. (39) (40)

I1 existe deux voies essentielles de métabolisation de I’APP (protéine transmembranaire, dont
le géne est localisé sur le chromosome 21) schématisées sur la Figure 11 (41) :
e La voie non-amyloidogénique, ou I’APP est clivé par 1’alpha-sécrétase et cela conduit
a la formation de peptide soluble sSAPPa et C83.
e Lavoie amyloidogénique qui, suite a I’action de deux sécrétases (B-sécrétases nommées
BACEI] et la y-sécrétase), conduit au peptide B-amyloide composé de 40 a 42 acides

amineés.
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Figure 11 : Les voies de métabolisation de ’APP
Source : Zhang., 2012 (41)

Les formes majoritaires du peptide AP sont les AP 1-40 et AP 1-42 comptant pour 90%
et 10% des formes totales. La particularité du peptide AP 1-42 est la présence de deux acides
aminés hydrophobes supplémentaires ce qui lui confére un potentiel pro-agrégatif plus

important que la forme AP 1-40.

Dans la MA, nous observons une augmentation de la quantit¢ de peptide B-amyloide
dans le cerveau de part une augmentation de la production de monomeres de peptide B-amyloide
et ’altération de leur clairance en périphérie. (42). Cette augmentation de concentration conduit
a la formation d’agrégats solubles sous forme d’oligomeres, formés d’une dizaine de
monomeres, puis une agrégation en protofibrilles de moins en moins soluble finissant par se

déposer en fibrille qui est le constituant de la plaque.
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Figure 12 : Hypothése de formation du dépot amyloide
Source : Adaptée de Checler et Buée., 2009 (43)

1.8.3 La dégénérescence neurofibrillaire

La DNF est une accumulation de protéine Tau intra neuronale sous la forme de filaments

appariés en hélice, les PHF.

Toutes les personnes de plus de 50 ans présentent de la DNF, mais son accumulation se limite
a la région de I’hippocampe et est moins intense que dans la maladie d’Alzheimer.
Selon le stade de la maladie d’ Alzheimer, les DNF ont une densité et une distribution différente
(44). La propagation de la DNF est fortement corrélée a I’évolution des signes cliniques et a la
sévérité de la maladie. C’est un processus progressif se terminant par un envahissement du
cortex cérébral qui pourrait expliquer le déclin cognitif.
En 1991, six stades ont été distingués en corrélation avec les dysfonctionnements cognitifs
grace a des analyses post-mortem sur des cerveaux de patients (Braak and Braak, 1991) :

e Stade I : la DNF se situe dans la région trans-entorhinale (entre le cortex entorhinal et

I’isocortex temporal adjacent)
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e Stade II: la DNF envahit la couche II du cortex entorhinal et le secteur CAl de
I’hippocampe

e Stade IIT : la DNF augmente dans les régions déja touchées et envahit le néocortex
temporal adjacent

e Stade IV : la DNF s’étend au subiculum

e Stade V : la DNF apparait dans le néocortex associatif. C’est a partir de ce stade que la
démence se manifeste.

e Stade VI : la DNF se développe dans le néocortex sensoriel et moteur

Cette classification de Braak and Braak est toujours a I’heure actuelle la référence qui est

utilisée par les médecins.

Une autre classification en dix stades selon la propagation de la protéine Tau a été proposé par
Delacourte et al en 1999 (Figure 13). Elle transcrit une progression de la protéine Tau de
manicre stéréotypée, séquentielle et hiérarchique dans les différentes régions du cerveau. Au
stades SO a S5 les cerveaux des patients sont non-déments et aux stades S7 a S10, les patients
étaient atteints de la maladie d’Alzheimer. Ainsi, une forte corrélation est observée entre la

DNF et les perturbations mnésiques.

Figure 13 : Progression de la DNF au cours de la MA
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1.8.4 L’inflammation

La neuroinflammation est une réponse inflammatoire adaptative au sein du systéme nerveux
central. Elle dépend de plusieurs processus médiés par des cellules neuronales comme les
astrocytes, et par des cellules non neuronales telles que les macrophages et les microglies du
cerveau. Au cours des processus inflammatoires, les cytokines, les chimiokines et les especes
réactives de 1’oxygene (ROS) sont produites par les cellules gliales.

Les dépdts amyloides et la DNF participent a 1’inflammation chronique présente dans la
maladie d’Alzheimer en activant la microglie. Dans les stades précoces de la MA, 1’activation
de la microglie semble jouer un réle protecteur sur 1I’évolution clinique. En effet, la microglie
activé est capable de phagocyter des dépdts amyloides in vitro (45). D’autre part, la TSPO
(protéine hydrophobe situé¢ dans la membrane mitochondriale externe) est absente du
parenchyme cérébral sain, mais identifiée dans les cellules microgliales activées de patients
atteints de la MA. Une corrélation positive a ét¢ démontrée entre la surexpression de la TSPO
et le score MMSE (Mini Mental Score Examination) : la surexpression de cette protéine
ralentirait la dégradation de I’état clinique. (46)

Cependant, cette activité de phagocytose est diminuée par les médiateurs inflammatoires tels
que la cytokine TNFa, les chimiokines CCL3, CCL4, CCLS5, dont I’expression locale peut étre
néfaste pour les neurones. La microglie activée exerce alors dans ce cas, un effet protecteur

moindre.

1.8.5 Les différentes hypothéses sur les origines moléculaires de la MA

L’origine de la maladie étant encore inconnue a ce jour, plusieurs hypotheses ont été faites :

- la cascade amyloide de Hardy (47) est la plus connue : AP est I’élément neurotoxique
déclenchant les mécanismes d’excitotoxicité par les récepteurs NMDA. Ces derniers
entrainent une phosphorylation anormale de tau menant a la formation de PHF. Parmi
les métabolites de I’APP, le fragment N-terminal sécréte sAPPa qui possede des
fonctions neurotrophiques et le fragment intracellulaire AICD qui est un facteur de

transcription. (48)
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- la présence du peptide « éta-amyloide » autour des plaques séniles : comme le peptide
béta-amyloide, il semble toxique pour les neurones mais son rdle dans la maladie n’a

pas encore €té compris (49).

- la réaction inflammatoire des cellules immunitaires autour de la plaque amyloide : elle
apparait trés précocement, avant les signes cliniques, et joue un role protecteur sur son
apparition. En revanche, cela n'exclut pas que l'inflammation puisse étre néfaste a des

stades avancés de la MA (46).

- la diminution de I'apport sanguin cérébral comme premier signe détectable dans la MA

avant méme l'augmentation du peptide amyloide (50).

- l'accumulation cérébrale de tau serait directement corrélée a I'apparition des symptomes
selon une étude réalisée grace a I’imagerie moléculaire (51). En 2018, une nouvelle
¢tude explique comment tau pourrait €tre a 1'origine de la MA : le contact d'une protéine
tau normale avec un protéine tau anormale sous forme de fibre provoquerait sa
conversion en forme anormale selon une propagation de proche en proche (théorie du

Prion que nous avons cité précédemment)(52).

- le peptide béta-amyloide pourrait faire partie des mécanismes de réponse immunitaire
innés en premiere ligne de défense de 1'organisme contre une infection. Ainsi selon cette
hypothése, I’amylose serait la conséquence d’une agression et non une cause. Son
activité antimicrobienne a été montrée dans le cerveau d’animaux infectés par une
bactérie et in vitro sur des cellules humaines (53). Une autre équipe américaine centrée
sur la méme hypothese a montré chez la souris que les peptides béta-amyloides étaient
capables de « piéger » les virus de I’herpes dans le cerveau : I’animal est ainsi protégé
de I’inflammation cérébrale provoquée par les virus. A 'opposé, I’'inflammation
chronique accélére aussi le dépdt des peptides amyloides ce qui accéléere le

développement de la maladie d’Alzheimer (54).

- la découverte du gene BMII qui a I’état inactivé peut-€tre a I’origine du déclenchement
de la MA chez les personnes de plus de 65 ans. Ainsi, restaurer 1’activité de ce géne

pourrait constituer une approche thérapeutique intéressante (55).
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- Le fonctionnement des mitochondries neuronales semble perturbé avant I’apparition des
premiers symptomes de la MA. Ce déclin énergétique semble entrainer une cascade
moléculaire conduisant a la maladie. Cette altération de la production énergétique des

cellules nerveuses serait amplifiée en présence du peptide béta-amyloide (56) (57).

- La protéine tau serait impliquée dans la réponse a I’insuline dans le cerveau. Cette
réponse est indispensable a la bonne régulation et utilisation du glucose par les cellules
du cerveau. Ainsi, la protéine Tau anormale induirait chez les malades une résistance a
I’insuline dans le cerveau, similaire a ce qui est observé dans le diabéte de type 2 au
niveau des tissus du corps. La recherche se poursuit pour comprendre ce mécanisme qui

pourrait mener a de nouvelles approches thérapeutiques (58).

- Le dysfonctionnement des connexions entre les neurones entrainerait la MA. Si elle se
confirme, cette hypothése pourrait remettre en cause les approches thérapeutiques de la
maladie, qui visent le plus souvent a stopper la perte des connexions et non a améliorer

leur fonctionnement (59).

Les progres dans la compréhension de la physiopathologie de 1a MA ont permis de démontrer
que les lésions sont présentes de nombreuses années avant 1’apparition des symptomes de la
maladie : une quinzaine d’années pour les plaques amyloides et une dizaine d’années pour la
protéine tau.

L’imagerie moléculaire est une étape importante pour le diagnostic précoce de ces 1ésions de la

MA, avant I’apparition des premiers symptomes.

I L’imagerie moléculaire

L’imagerie moléculaire permet de mesurer quantitativement des processus biologiques (la
captation cellulaire du glucose) ou le fonctionnement cellulaire (interaction récepteur/ligand).
Des marqueurs ou sondes sont ainsi introduits dans 1’organisme, dans un type cellulaire ou un

organe pour &tre mis en évidence par imagerie.

Nous allons nous intéresser a 1’imagerie moléculaire utilisant un médicament

radiopharmaceutique (MRP) détecté par tomographie par émission de positon (TEP). Une
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modélisation des interactions entre le médicament radiopharmaceutique (MRP) et la molécule

cible présente dans 1’organisme est effectuée.

II.1.1  Définition d’un médicament radiopharmaceutique

Un MRP est constitué :
- D’une molécule vectrice : vecteur, substrat, ligand ou autre permettant de cibler une
fonctionnalité ou une substance a étudier
- D’un radionucléide ou isotope radioactif qui permet de localiser la distribution du

vecteur au sein de 1’organisme.

Figure 14 : Médicament radiopharmaceutique

Dans cette thése, nous allons nous concentrer sur I’['F] -AV1451 ou le vecteur est la molécule

AV 1451 et I’isotope radioactif le ['F].

II.1.2  Imagerie TEP

La tomographie par émission de positons (TEP) est une technique d’imagerie fonctionnelle
d’émission non-invasive largement répandue dans le domaine de la neurologie. Elle peut étre

utilisée a des fins de diagnostics et de suivis thérapeutiques.

La réalisation d’un examen de TEP comprend plusieurs étapes : (Figure 15)
- La production du radioélément par un cyclotron (1). Il s’agit de radioisotope émetteur
de positon avec une courte demi-vie (2) (de 2,1min pour I’['*0O] & 109 min pour le ['8F]

- Lasynthése d’un MRP en incorporant I’isotope a son vecteur (3).
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- L’injection du MRP dans une veine du patient (4)

- L’acquisition des données : la caméra enregistre la distribution dynamique de la
radioactivité chez le patient (5)

- Lareconstruction des images qui illustrent les concentrations du MRP dans le cerveau
(6)

- Le traitement poussé des images pour produire un résultat biologique pertinent (7)

Figure 15 : Les différentes étapes de la réalisation d’un examen TEP
Source : Adaptée de Pedro Rosa-Neto (60)

I1.1.2.1  La production des radioéléments utilisées en TEP : principe de fonctionnement

du cyclotron

Les isotopes utilisées pour faire de I’imagerie TEP n’existent pas a 1’état naturel, il faut donc
les synthétiser de maniere artificielle. Pour la majorité d’entre eux ce sont des produits de
cyclotron. Ce dernier est un accélérateur électromagnétique de haute fréquence mis au point en

1929 aux Etats-Unis par E.O. Lawrence. C’est un accélérateur de particules chargées qui va

41
Inés CASTANIE | Thése d’exercice | Université de Toulouse | 2019 |



projeter ces particules a trés grande vitesse sur une cible pour engendrer une réaction nucléaire

aboutissant a la création du radionucléide souhaité.

Figure 16 : cyclotron IBA du CHU de Toulouse

Pour accélérer les particules chargées, le cyclotron utilise I’action combinée d’un champ
magnétique et d’un champ électrique alternatif.

De part et d’autre de la zone d’accélération, il y a des « dees » ou électro-aimants cylindriques.
Au centre de ces deux hémi-cylindres se situe le dispositif d’introduction des particules
chargées (protons ou deutons). L’appareil est hermétiquement clos et soumis a un vide poussé
afin d’empécher I’interaction des particules introduites dans le cyclotron avec d’autres

molécules.
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Figure 17 : Représentation schématique du fonctionnement du cyclotron

Entre les deux hémi-cylindres, une tension alternative est appliquée ce qui accéleére les
particules parallélement a ce champ électrique. Perpendiculairement aux « dees », un champ
magnétique est appliqué ce qui va courber la trajectoire initiale des particules et permettre le
confinement du processus dans 1’espace restreint du cyclotron.

Les particules introduites sont accélérées par le champs électrique et suivent une trajectoire
circulaire sous I’influence du champ magnétique. A chaque passage entre les « dees », les
particules regoivent de I’énergie ce qui augmente leur vitesse. Les particules sont ensuite
¢jectées hors du cyclotron et guidées vers leur cible qui constitue un réservoir étanche contenant

la substance a bombarder.

Plusieurs éléments sont fonction du radionucléide que 1’on souhaite produire :

Le choix des particules a accélérer : proton, deuton

- Le choix de la cible a bombarder

- L’intensité du courant : typiquement 37,5nA

- La durée d’irradiation de la cible : classiquement 60 minutes ce qui permet d’obtenir

37GBq de ['$F]
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Le radioé¢lément d’intérét produit peut se trouver a 1’état liquide (solution d’eau enrichie pour
le ['*F]) ou gazeux (['°0]). 1l est ensuite généralement transféré sous pression d’hélium vers

I’entrée du module de synthese afin de produire le MRP qui va étre injecté au patient.

[1.1.2.2 Emetteur de positons

Un atome radioactif émetteur de positons (particules p+) est instable en raison d’un exces de
protons et va effectuer une désintégration de type B+. Un de ses protons va se transformer

spontanément en neutron, ce qui entraine 1’émission d’un positon et d’un neutrino. (Figure 18)

Figure 18 : Désintégration p+

Pour qu’il y ait émission B+, I’énergie en exces de 1’atome radioactif doit avoir pour valeur
minimale 1,022MeV ce qui correspond a I’énergie libérée sous la forme des deux photons de
511keV. Les transferts d’énergie du ['°F], qui est le traceur TEP le plus utilisé sont symbolisés

sur la Figure 19.

Figure 19 : Désintégration du ['*F)

Le positon émis va se déplacer de quelques millimetres dans les tissus et perdre son énergie
cinétique. Lorsque cette énergie est nulle, il va interagir avec un €lectron libre de la maticre
entrainant alors le phénomeéne d’annihilation qui se caractérise par la disparition du couple
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positon/¢électron et I’émission de deux photons y de 511 keV dans des directions opposées a

180°. (Figure 20)

Figure 20 : Annihilation du positon avec I’émission de deux photons y

Le principe du TEP est de détecter ces deux photons pour déterminer le lieu d’annihilation qui

correspond a I’emplacement du nucléide dans le corps du patient.

I1.1.2.3  Caractéristiques d’un traceur TEP : radionucléide et molécule vectrice

La période radioactive ou demi-vie est une caractéristique essentielle des radionucléides : c’est
le temps au bout duquel la moiti¢ des noyaux de I’isotope considéré se sont désintégreés.

Pour les isotopes de trés courte demi-vie comme 1I’['°O], ['*N] et le[!'C], il est nécessaire
d’avoir un cyclotron pour leur production a proximité du lieu de I’imagerie. Cependant pour le
['®F], sa demi vie est de 2h ce qui a permis la mise en place d’un réseau de distribution et de

livraison de ce MRP pour les centres n’ayant pas de cyclotron.

La quasi-totalit¢ des émetteurs de positons produisent d’autres rayonnements. La capture
¢lectronique (CE) réorganise le cortége des électrons de 1I’atome ce qui produit une émission de

rayon X et/ d’¢électron Auger. Ces derniers altérent la qualité de I’image.

L’énergie maximale de la particule B+ conditionne le libre parcours du positon dans le milieu
avant I’annihilation. Lorsque ce parcours est long (Efmax élevée) avant I’annihilation, il existe
un biais de localisation du radionucléide ce qui entraine une mauvaise reconstitution

tomographique.

45
Inés CASTANIE | Thése d’exercice | Université de Toulouse | 2019 |



Voici dans le Tableau 2 ci-apres les principales caractéristiques des émetteurs de positons les
plus utilisés en imagerie TEP. Le Galium n’est pas produit par un cyclotron mais par un

générateur dont le noyaux pére est le Germanium 68 [**Ge].

Tableau 2 : Les caractéristiques des principaux radioéléments utilisées en imagerie TEP

Plusieurs caractéristiques sont nécessaires afin d’obtenir un « bon » MRP in vivo :
- Le radio-marquage doit étre chimiquement stable et ne pas endommager la molécule
vectrice par la liaison a I’isotope afin qu’elle conserve ses qualités de molécule traceuse.
- Une haute affinité et spécificité pour la cible. Des études de pharmacocinétique in vitro

sont réalisées pour connaitre les paramétres suivants :
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e Kd: coefficient de dissociation du traceur qui correspond a la quantité
de ligand exprimé en moles se liant a 50% de la cible. Il est déterminé
par des études de saturation.

e CI50 : concentration inhibitrice 50 qui correspond a la concentration en
ligand qui inhibe 50% de la liaison spécifique.

e Ki: constante d’inhibition qui est calculée selon la CI5S0 du ligand de
référence utilisé et du type d’inhibition.

- La courte demi-vie de I’isotope doit permettre sa distribution au site d’intérét. Dans
notre cas, le MRP doit passer la barriere hémato-encéphalique (BHE) et se distribuer
sur la cible au niveau cérébral avant la décroissance. Pour le passage de la BHE, il peut
se faire par diffusion passive (poids moléculaire (PM) entre 400 et 600 daltons et
lipophilie) ou par transport actif.

- Le métabolisme de la molécule vectrice ne doit pas étre trop rapide pour éviter
I’apparition de métabolites radioactifs qui entraine une détérioration de la qualité des
images.

- L’absence de toxicité pour le patient : lors d’un examen TEP, les doses des traceurs sont
trés faibles et ne doivent pas entrainer d’activation ou de blocage de la cible.

- L’activité spécifique qui idéalement doit étre importante afin d’injecter une faible

quantit¢ de MRP. C’est I’activité de radioactivité utilisée par unité de masse.

I1.1.2.4  La détection en imagerie TEP

La caméra TEP est constituée de plusieurs cristaux scintillateurs regroupés en modules de
détection disposés en anneau autour du lit d’examen. Tous les anneaux forment la couronne de
détection. Selon la caméra, la couronne peut se déplacer le long de 1’axe du lit, ou bien le lit
d’examen peut se déplacer dans le sens horizontal sous la couronne de détection. Les deux
photons y sont détectés en méme temps par les modules de détection qu’ils frappent. Des
circuits ¢électroniques permettent la vérification des informations regues et les coincidences
vraies sont enregistrées : la coincidence est acceptée si les deux événements arrivent dans une
fenétre de I’ordre de 10ns et si les deux photons ont une énergie proche de 511keV.
L’accumulation de ces coincidences vraies selon différentes valeurs d’angle de projection
permettent la localisation du radioisotope dans les trois dimensions de ’espace au sein du

patient.
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Figure 21 : Détection des photons v en imagerie TEP

Ces données brutes sont ensuite traitées informatiquement par des algorithmes qui se chargent
de les corriger en prenant en compte les caractéristiques de 1’appareil et les parametres
physiques. La reconstitution tomographique de ces données optimisées permet de visualiser
avec précision la distribution spatiale du traceur dans le milieu observé. Les images TEP
résultent donc d’un comptage des coincidences détectées sur chaque ligne de réponse, ce qui

en fait une méthode d’imagerie quantitative.

L’intérét d’utiliser des isotopes émetteurs de positons est double : ils peuvent facilement étre
incorporés aux molécules sans altérer leurs propriétés biologiques et permettent également de
réaliser des reconstructions d’image en trois dimensions avec une trés bonne sensibilité et

résolution.

II.1.3  Biomarqueurs de I’imagerie moléculaire dans la MA

Dans la MA, I’imagerie TEP permet de mesurer quantitativement des processus biologiques
importants altérés : les plaques amyloides, la DNF et les marqueurs de I’inflammation.
Auparavant, le diagnostic certain de la MA était porté a I’autopsie, mais les recherches récentes
menées sur les biomarqueurs de la maladie permettent aujourd’hui de porter un diagnostic du

vivant du patient avec un haut degré de probabilité.
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I1.1.3.1  Courbe d’évolution des biomarqueurs

Ce chapitre va introduire les principaux biomarqueurs de la MA. Les variations anormales de
ces biomarqueurs par rapport a un vieillissement normal y compris pendant les phases précoces
de la maladie mettent en évidence les altérations structurelles et fonctionnelles cérébrales
associ¢es a la maladie. Les études de Jack Jr et al ont permis de modéliser la chronologie

d’évolution des biomarqueurs dans la MA. (61)

Figure 22 : Modéle hypothétique de la dynamique des biomarqueurs au cours de I’évolution en
MA
Source : Jack Jr et al.,2010 (61)

Sur la Figure 22, le stade clinique de la MA est indiqué sur 1’axe horizontal par des lignes
verticales indiquant le moment ou le diagnostic de déficit cognitif 1éger (MCI) et de démence
est atteint.

L’accumulation du peptide amyloide (en rouge) se produit trés précocement a la phase pré-
symptomatique pour atteindre un plateau et reste stable tout au long de la maladie. En revanche
le taux de protéine Tau (en bleu) semble corrélé a la symptomatologie et au stade d’évolution

de la maladie.
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I1.1.3.2  Les biomarqueurs de I’amylose

Les traceurs de la protéine B-amyloide ont été développés pour permettre une mesure spécifique
et quantifiable des 1ésions neuropathologiques précoces de la MA. Nous allons présenter les

biomarqueurs de I’amylose actuellement utilisés en recherche clinique.

I.1.3.2.1 [''C]-PIB

Le biomarqueur de référence développé exclusivement en recherche clinique est le ['!C] -PIB
(marqueur B de Pittsburgh, marqué au carbone 11). Ce dérivé de la thioflavine présente une
affinité spécifique pour les dépdts de peptide amyloide (Kd=1,4nM) qui ont été imagés en TEP
en 2002 (Figure 24). En raison de la courte demi-vie du ''C, son utilisation est limitée au
domaine de la recherche clinique et réservée aux centres possédant un cyclotron a proximité. Il
a été montré dans de nombreuses études que le [''C] -PIB se lie aux plaques AP dans plusieurs

régions corticales chez les patients atteints par la MA (62).

Figure 23 : [''C] -PIB

Figure 24 : Imagerie TEP au [''C]-PIB

Sur la Figure 24, nous pouvons voir en bas un cerveau présentant la MA avec un TEP positif

au PIB et en haut une déficience cognitive légere avec un TEP au PIB négatif.
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I1.1.3.2.2 Marqueurs fluorés : le ['3F] -florbetapir, le ['®F] -florbetaben et le ['*F] -

flutemetamol

De nouveaux médicaments radiopharmaceutiques marqués avec du ['®F] ont été développés. Sa
demi-vie est plus longue (110 minutes) ce qui permet I'utilisation de ces MRP par tous les
centres disposant d’une caméra TEP. A ce jour, il existe trois médicaments
radiopharmaceutiques a usage diagnostic, spécifiques des plaques amyloides, et autorisés par
I’European Medicine Agency (EMA) et la Food and Drug Administration (FDA): le ['®F]-

florbetapir, le ['8F]-florbetaben et le ['*F]-flutemetamol. (63)

Figure 25 : Structure chimique des biomarqueurs fluorés de ’amylose

Le ['®F]-florbetapir (également appelé ['®F]AV45) est le premier marqueur qui a été approuvé
par les autorités de santé pour le diagnostic de la MA. Les deux autres ont été approuvés
ultérieurement et présentent une performance diagnostique superposable. Seules les modalités
pratiques de ’examen différent en termes de dose et de durée d’acquisition d’image sur la

caméra TEP. (Tableau 3). Ces MRP n’ont pas montré d’affinité de liaison pour la DNF.

Tableau 3 : Caractéristiques principales des biomarqueurs fluorés de I’amylose

['8F]-florbetapir

['¥F]-florbetaben

['¥F]-flutemetamol

Nom commercial AMYVID® VIZAMYL® NEURACEQ®
Kd 3,7nM 16nM 6,7nM
Activité recommandée 370MBq 185MBq 300MBq
(dose)
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Une fois que le diagnostic de syndrome démentiel est établi, ce sont les critéres cliniques de
McKhann (Annexe 1) qui permettent de retenir le diagnostic de MA. D’une fagon générale, ces
critéres ont une sensibilité globalement satisfaisante, en moyenne 81%, mais une spécificité
plutét faible de 70% en moyenne pour le diagnostic de maladie d’Alzheimer probable avec
confirmation post mortem (64).

Une étude sur 1’évaluation de I’utilité¢ diagnostique de ces trois radiotraceurs a permis de mettre
en évidence une sensibilité et une spécificité pondérées cumulées de 89.6% et 87.2% pour le
florbetapir et 89.3% et 87.6% pour le florbetaben. Les résultats pour les traceurs marqués au
['®F] sont supérieurs du point de vue sensibilité et spécificité par rapport aux marqueurs
cliniques de McKhann couramment utilisés en pratique (65).

Du point de vue du patient, une bonne tolérance a ces radiotraceurs a pu étre démontrée (66).
Cependant, 1’étendue et la distribution des plaques de AP ne semblent pas parfaitement corrélée
aux profils de dégénérescence et de déficits cognitifs des patients atteints de la MA.(67). En
effet, le dépot AP semble étre le point de départ d’une cascade d’autres éveénements
neuropathologiques plutét que le facteur déterminant de la neurodégénérescence et de la

progression de la maladie (68).

Figure 26 : Imagerie TEP au ['*F]AV45. En haut un sujet contrdle et en bas un sujet avec la MA
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Figure 27 : Imagerie TEP au [18F]-florbetaben de deux sujets avec une démence. A gauche
imagerie négative par TEP-amyloide. A droite imagerie amyloide positive.

La Société de médecine nucléaire et I’association d’Alzheimer ont défini des critéres
d’utilisation appropriés en 2013 en identifiant trois situations cliniques dans lesquelles
I’imagerie TEP-amyloide est recommandée pour clarifier le diagnostic : la déficience cognitive
1égere, les patients satisfaisant aux critéres cliniques de base pour la MA possible et les patients
jeunes atteints de démence. Ces trois radiopharmaceutiques sont principalement recommandés
pour leur valeur prédictive négative : une charge amyloide indétectable sera considérée comme
incompatible avec une MA. En outre, un examen positif indique la présence de plaques
amyloides cérébrales, mais ces plaques peuvent étre présentes dans d’autres affections
neurologiques que la MA.

Malgré une excellente capacité de diagnostic, I’imagerie par TEP-amyloide n’est pas utilisée
en pratique clinique actuellement en routine. En effet, la commission de transparence a statué
sur le non remboursement de ces médicaments en France a 1’heure actuelle.

L’imagerie TEP-amyloide est, par ailleurs, beaucoup plus utilis¢ dans les essais cliniques : cela
permet de perfectionner la sélection des patients participant a 1’étude et d’évaluer 1’efficacité

thérapeutique.

I1.1.3.3  Les biomarqueurs de la protéine Tau

Plusieurs produits radiopharmaceutiques pour TEP ont ét¢ développés pour cibler avec
précision les conformations anormales de la protéine tau. La DNF correspond a un

enchevétrement neurofibrillaire de protéine tau hyperphosphorylée dont la présence et
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I’étendue augmentent parallélement a la durée de 1a maladie et a la gravité des symptdmes (69).
L’imagerie tau présente un fort potentiel pour faire progresser les diagnostics actuels vers des
diagnostics précoces et plus précis des tauopathies.

Nous allons présenter les différentes familles de biomarqueurs existants de la protéine tau.

I1.1.3.3.1 Le ['®F] -FDDNP

Un des premiers traceurs de la protéine tau est le (2-(1-(6-[(2-['*F]fluoroethyl)(methyl)amino]-
2-naphthyl)ethilidene)malononitrile. C’est un composé neutre, lipophile et fluorescent qui est
rapidement métabolisé en composé hydrophile traversant la barriere hémato-encéphalique. Le
fait que ces métabolites passent la Barriere Hémato-encéphalique (BHE), entraine une grande
fixation non spécifique au niveau du cerveau et donc un bruit de fond important sur les images.
Pour interpréter les images d’un TEP au [18F]-FDDNP il faut prendre en compte la cinétique
de ce radiotraceur en utilisant deux temps de mesure (passage de la BHE et fixation au niveau
cérébral pendant 30 minutes, puis période de « wash out ») (70). Ce traceur n’est pas spécifique
de la DNF, il présente également une affinité pour les plaques AP : il n’est donc pas le meilleur

choix.

Figure 28 : Structure chimique du [**F]-FDDNP

Six autres agents d’imagerie tau ont pu €tre développés grace a un logiciel de relation structure-
activité, a partir de composés de N-benzylidéne-benzohydrazide utilisés pour la détection des
PHF :

e Famille des THK- ['®F] : ['8F] -THK523, ['8F] -THK5105, ['®F] -THK5351

e [''C]-PBB3: pyridinyl-butadiényl-benzothiazolium-3

e Famille des benzimidazoles pyrimidine : ['®F] -AV-1451 (connu également sous le nom

de flortaucipir ou T807), [18F] -T808
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11.1.3.3.2 Famille des THK

Ce sont des dérivés benzimidazole et quinoline. Le premier radioligand sélectif de la protéine
tau, le ['®F] -THKS523 a été décrit par Okamura et al. Sa sélectivité pour la protéine tau
phosphorylée est décrite grace a des études post mortem et plusieurs expériences in vitro, ex
vivo et in vivo (71). Les études post-mortem ont permis de confirmer la forte corrélation entre
la DNF et la sévérité de la démence : en effet la rétention du traceur était bien corrélée au score
cognitif. In vitro, il a été montré que ce traceur se lie trés peu aux plaques amyloides par rapport
aux agrégats de tau : il est spécifique des 1ésions tau-PHF de la MA et ne se lie pas aux autres
lésions de tau dans les tauopathies autres que la MA (72).

Parmi les autres composés THK, le ['®F] -THKS5117 et le ['*F] -THK5105 présentent une
meilleure cinétique, moins de liaison a la substance blanche et une plus grande affinité pour
tau-PHF que le ['®F] -THK523 (73). Ces deux nouveaux traceurs permettent d’avoir une vision

topographique plus claire des Iésions.

Tableau 4 : Principales caractéristiques des biomarqueurs de la famille des THK

['8F] -THK523 | ['8F] -THK5105 | ['8F] -THK5117
Kd tau 86nM 2,63nM 5,19nM

Figure 29 : Structure chimique des biomarqueurs de la famille des THK
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I1.1.3.3.3 Le [''C] -PBB3

Ce traceur a une structure phényl/pyridinyl-butadiényl-benzothiazole/benzothiazolium.

Figure 30 : Structure chimique du [''C]-PBB3

Le [!!C] -PBB3 présente une forte affinité pour les DNF, une faible liaison sur la substance
blanche, une bonne pénétration de la BHE et une élimination rapide. Cependant, il se métabolise
en composé radiomarqué capable de traverser la BHE, ce qui limite sa quantification. Il présente
également une rétention importante dans les noyaux gris centraux chez le patient atteint de
dégénérescence corticobasale : il se fixe donc sur les PHF qui ne font pas partie de la MA (74).
De plus, il présente également une affinité pour la plaque amyloide ce qui en fait un traceur non

spécifique de la DNF.

I1.1.3.3.4 Famille des benzimidazoles pyrimidine

Le ['®F] -AV-1451 et ['®F] -T808 appartiennent a la famille des benzimidazoles pyrimidines
Figure 31). Ils ont une affinité nanomolaire pour les PHF et sont vingt-cinq fois plus sélectifs
pour les PHF que pour I’AB. (75) (76). Le site de liaison des benzimidazoles se situe dans la
partie C-terminale de la protéine tau sur le site 386-TDHGAE-391.(77)

Le ['8F] -T808 présentait de bonnes propriétés pharmacocinétiques, mais sa dégradation

entrainait un relargage de fluor.

Le ['8F] -AV-1451 est le radioligand de tau le plus utilisé. C’est celui que nous avons choisi de
prendre pour exemple dans notre analyse des coiits de production. Comme le ['!C]-PBB3 , il
présente une faible rétention dans la substance blanche. C’est une molécule lipophile, éliminée
rapidement par le rein et présentant une faible accumulation dans les os et les muscles.
Plusieurs études cliniques ont montré une étroite corrélation entre la liaison du ['®F] -AV-1451
et les stades neuropathologiques de tau (78). Il est commercialisé et breveté par les laboratoires

Avid/Lilly® et est aussi connu sous le nom ['8F] -T807 dans les publications.
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Figure 31 : Structure chimique du [*F]-T807 ou ['*F]-AV1451

Figure 32 : Relation entre plaques amyloides ([!!C]PIB), métabolisme (['*F]FDG) et DNF
(['*F]AV-1451) chez un patient avec une forte probabilité d’étre atteint de la MA

Récemment, une nouvelle molécule le ['*F] MK-6240 a été testé, in vitro sur des cerveaux de
patients atteints de la MA et a montré une spécificité et une sélectivité ¢levée pour la DNF,
ainsi que de bonnes propriétés pharmacocinétiques et aucune liaison hors cible contrairement a

I’['8F] -AV-1451. (79) (80) (81)

I1.1.3.4  Les biomarqueurs de protéines de I’inflammation

Comme vu précédemment, la surexpression de la protéine translocateur (TSPO) dans la
microglie activée constitue la cible principale de la neuroinflammation en imagerie TEP. Le
traceur le plus utilisé était le [''C] -®-PK 11195 qui se lie a la TSPO avec une affinité de ’ordre
du nanomolaire. Des traceurs fluorés avec une demi-vie plus longue ont ensuite été développés

avec différents dérivés (82) (83) :
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e Phénoxyarylacetamide : ['*F] -FEDAA1106 (il cible la TSPO avec une affinité
subnanomolaire et une grande sélectivité) ; ['*F] -FEPPA ; ['®F] -PBR06

e Imidazopyridine : ['*F] -PBR111

e Pyrazolopyrimidine : ['*F] -DPA-714
Ces composés se sont révélés plus sensibles et spécifiques, mais un polymorphisme dans le
gene TSPO (rs6971) a été identifié. Ce dernier affecte la liaison au TSPO avec un impact
significatif sur sa visualisation et sa quantification. Une nouvelle génération de radioligands
TSPO insensibles au 156971 a été développé comme le flutriciclamide ['®F] -GE180. (84);(85)
D’autres traceurs TEP de la gliose ont été testé comme le ['!C] -deuterium-1-déprényl qui se lie
ala MOA-B. Les résultats sur les animaux transgéniques étudiés semblent indiquer que la gliose

précede le dépot de la plaque sénile (86).

Les traceurs TEP de la protéine tau sont de plus en plus utilisés dans les essais cliniques sur la
MA qui étudient des médicaments afin de réduire la charge tau ou de plaques amyloides. L’effet
indirect de la réduction de la charge amyloide sur le dépdt des PHF en aval confirme 1’hypothese
amyloide. L’imagerie peut également aider a confirmer que les changements dans les dépdts de
tau sont corrélés a la progression clinique de la maladie. Afin d’évaluer I’activité microgliale et
la neuro-inflammation, plusieurs essais sont en cours avec le ['®F] -DPA-714 chez des patients

atteints de la MA.

III Description du process de fabrication de I’['®F] -AV1451

Nous allons a présent décrire la synthése de I'['8F] -AV1451 telle que nous la réalisons a
Toulouse. Nous présenterons ensuite le matériel et les ressources humaines nécessaires. Le but
est d’effectuer une étude médico-économique sur le colit de la production de ce Médicament
Radiopharmaceutique Expérimental (MRPE) pour les essais cliniques et la recherche

fondamentale.

III.1 Synthése de I'['8F] -AV1451

[I.1.1 Production de I’isotope ['3F]

Comme vu précédemment, le cyclotron biomédical IBA 10-5 de la plateforme de fluoration

permet d’obtenir du fluor. Une cible contenant de 1’eau enrichie (H2'%0) a 95% est bombardée
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avec un faisceau de protons d’intensité variable de 5 a 10 MeV ce qui produit la réaction ci-

apres :

Equation 1 : Formation du ['*F]

Classiquement, I’intensité du courant est de 37 A pendant 60 minutes. Ceci permet d’obtenir
environ 37 GBq de ['®F]. La solution de ['®F] irradiée est transférée sous pression d’hélium via
des capillaires enterrés dans la hotte blindée contenant le module de synthése pour la synthése

du MRP.

Chaque production fait I’objet d’un rapport qui contient tous les parametres du tir (date, heure,
courant cible, pression dans la cible, durée d’irradiation, activité recueillie) qui sera conservé
avec le document de la préparation du MRP fluoré. Le transfert du ['®F] du cyclotron vers
I’automate a lieu aprés accord du radiopharmacien responsable et aprés fermeture a clef de la

hotte blindée contenant I’automate de synthése.

III.1.2 Synthése du MRP

II1.1.2.1 Le module de synthése

Les activités de ['®F] étant trés importantes, 1’automatisation de la synthése est obligatoire pour
la sécurité du personnel en termes de radioprotection. L’automate que nous avons au CHU est
le Synchrom R et D (Société RayTest GmvH, Straubenhardt, Allemagne ; Systéme de synthese
nucléophile '8F RetD) installé dans une hotte blindée de classe A. Ce module posséde 9 entrées
possible de substrats, 1 réacteur en verre traité, 1 sortie HPLC (Chromatographie en phase
liquide a haute performance), 25 électrovannes a 2 ou 3 voies et 5 compteurs Geiger-Miiller.

(Figure 33)
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Figure 33 : Module de synthése

Cet automate est commandé a distance grace a un ordinateur : la succession des étapes du
procédé est programmée et automatique (ouverture et fermeture des vannes, chauffage,
refroidissement du réacteur). Un controle manuel est possible durant toute la synthese.
Avant I’apport de la solution fluorée, le module doit étre prépare et les flacons sont remplis de
différentes solutions adaptées a la synthese a réaliser :

- Flacon 2 : 2.5 mg de précurseur AV1451 dans 1.5 ml de DMSO

- Flacon 3 : 900 uL D'HCI IN

- Flacon 4 : ImL de citrate de sodium 0.5 M + 400 pL. de NaOH 2N

- Flacon 5 : 2 ml d’éthanol

- Flacon 8 : 3 ml d’acétonitrile

- Flacon 10 : 10 mL d’EPPI

[1.1.2.2  Substitution nucléophile

La solution irradiée de ['®F] qui arrive dans le module de synthése grice a un flux d’Hélium
depuis le cyclotron passe ensuite sur une résine échangeuse d’anions (QMA sous forme de
cartouche sep pack). Les anions fluorure enrichis '8F- sont retenus sur la colonne et ’eau
enrichie est récoltée dans un flacon déchet. Le Carbonate de potassium (K2CO3) permet de

déplacer la liaison du fluorure sur la cartouche. Une solution de Kryptofix 222 est utilisé¢ pour
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dissoudre le fluor en milieu organique. Le milieu organique utilisé est de I’acétonitrile. Une fois
les anions fluorure décrochés de la colonne, ils sont envoyés avec 1’¢luat dans le réacteur.

Pour que la réaction de substitution nucléophile puisse se produire, il faut éliminer toutes les
traces d’eau dans le réacteur : le fluorure n’est réactif qu’en milieu organique. La solution est
évaporée a 85°C-95°C pendant 4 a 6 minutes puis un séchage azéotropique est ensuite réalisé
grace a I’ajout de 0,5mL d’acétonitrile sous un flux d’azote médical. Ce processus de séchage

est réalisé trois fois.

1,5 a 2mg du précurseur, I’AV1622 sont dilués avec 1,5mL de DMSO pour étre transférés dans
le réacteur avant d’étre chauffée a 100°C pour réaliser la substitution nucléophile comme sur la

Figure 34.

Figure 34 : Etape de substitution nucléophile du groupement chimique « partant » par I’atome
de fluor radioactif lors de la radiosynthése du ['*F] -AV1451

Une fois la synthese effectuée, il y a dans le réacteur :
- Le ['®F] qui n’a pas réagi
- Le précurseur froid qui n’a pas réagi
- Le précurseur fluoré d’intérét 1’['®F]-AV1451 mais il contient des groupements

protecteurs

II1.1.2.3 Hydrolyse

Pour retirer les groupements protecteurs de notre molécule d’intérét, une hydrolyse avec de
I’HCI 3N (0,9mL) est effectuée avec un chauffage du mélange a 100°C pendant Smin (Figure
35). Lorsque la température diminue, une neutralisation est réalisée avec du NaOH 3N (350uL)

et du citrate trisodique 1M (1mL)
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Radiolabeled intermediate

ﬂ HCI 3M

=N

-~

['*F] AV1451

Figure 35 : Etape de déprotection lors de la radiosynthése de I’['F] -AV1451

[1.1.2.4 Pré-purification sur cartouche SPE (Solid Phase Extraction)

Le mélange brut obtenu est ensuite prépurifié par une méthode d’extraction en phase solide
(cartouche C18): la molécule d’intérét est adsorbée sur une phase stationnaire et est ensuite
récupérée par lavage.

Dans notre cas, la cartouche C18 est activée par 10mL d’eau purifié (solvant polaire). Le ['3F]-
AV1451 est lipophile, et donc capté par la colonne C18, alors que les ions fluorure qui n’ont
pas réagis, ne se fixent pas sur la colonne et sont éliminés. La colonne C18 est ensuite ¢luée
avec 2mL d’éthanol ce qui permet de récupérer :

- Le précurseur froid qui n’a pas réagi

- Le précurseur fluoré d’intérét I'['*F] -AV 1451

111.1.2.5 Purification HPLC

Cette solution est injectée sur la boucle HPLC pour étre purifiée. Il s’agit d’une colonne Zorbax
Eclipse XBD C18, 9,4 x 250 mm, 5p. Le solvant est le mélange éthanol/acétate de sodium 0,1M
(45/55) avec un débit d’écoulement de 2mL/min. Selon la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire (colonne). Les composés se répartissent
selon leur affinité entre la phase mobile et stationnaire et sont mis en évidence en sortie de

colonne grace a 2 détecteurs :
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- Gamma pour les radionucléides

- UV pour les autres composés
Grace a des tests réalisé, les temps de rétention de notre composé d’intérét sont connus ce qui
permet de le collecter en sortie de colonne. Tant que le solvant sortant de I’HPLC ne contient
pas la molécule d’intérét, le solvant est dirigé vers la poubelle. Dés que le pic correspondant a
la molécule d’intérét est visualisé, une vanne doit étre basculée manuellement pour que le
solvant soit dirigé dans le flacon « product » possédant une dérivation vers la hotte de mise en
forme.

Sur cette colonne le temps de rétention du ['*F] -AV1451 est de 15 a 18min.

Figure 36 : Chromatogramme de purification sur colonne semi-préparative du [18F] -AV1451
avec double détection (UV et gamma) en sortie de colonne

I11.1.2.6 Mise en forme

Le radiopharmaceutique obtenu doit étre mis en forme dans un solvant compatible a une
injection chez ’homme.
Si la phase mobile utilisée sur ’'HPLC comporte des solvants toxiques (méthanol, acétonitrile)

il peut étre nécessaire de faire une nouvelle purification.
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De plus il est possible d’ajuster le pH avec du bicarbonate s’il est trop acide et de corriger

I’osmolarité en diluant dans du sérum physiologique.

Dans notre synthese, la solution mére obtenue (2mL environ) est transférée dans une enceinte
classe A pour la mise en forme et pour étre filtrée avec un filtre 0,22um (filtration stérilisante)
dans un flacon Elumatic. Une deuxiéme filtration de ces 2mL est effectuée avant de faire une
dilution dans 8mL de NaCl. (Dilution pour répondre aux exigences de la Pharmacopée

européenne <100mg/mL en termes de teneur en éthanol d’une solution injectable)

Une seringue pour effectuer les controles qualités est alors prélevée dans I’Elumatic.

II1.2 Contréles qualité sur le produit fini

Parmi les tests a réaliser sur le produit finiily a:
- Les tests a réaliser en routine de manicre systématique pour chaque production
0 Controdles qualités (CQ) libératoires
o CQ différés
- Les tests supplémentaires : dosage des solvants résiduels (acétone, éthanol, acétonitrile
et DMSO) a réaliser sur les trois lots de validations du DME (Dossier de Médicament

Expérimental) permettant de valider le procédé de fabrication.

Ainsi, la réalisation des CQ nécessite de disposer de matériel spécifique, notamment une
HPLC/UV avec interface d’acquisition ACQUIS®, et d’un local dédié a la réalisation de ces

controles.

II1.2.1 Les controles qualité libératoires

Les CQ libératoires utilisées en routine sont les suivants :
- L’aspect macroscopique de la solution
- Le pH est réalisé a I’aide de papier pH qui a une sensibilité dé 1 unité de pH. 10uL de
solution finale sont déposés et comparé a la norme du fournisseur (échelle de couleur)
- Lapureté radiochimique (PRC) est évaluée avec ’HPLC couplée a un détecteur gamma

et UV. L’acquisition est obtenue avec le logiciel Acquis. 20uL de la solution sont
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injectés pour étre séparés sur la colonne Luna phenomenex C18 Sum 150*4.6mm. La
phase mobile est le Solvant acétate de sodium/acétonitrile (60/40) avec un débit de
1,5mL/min et L270nm. La PRC est détermin¢ en calculant le rapport de 1’aire du pic de
la molécule d’intérét sur la somme des aires de chaque pic. Le but est de détecter les
impuretés. Le temps de rétention de la molécule d’intérét est connu grace a un standard
non radioactif. (Précurseur AV1622 : 8-9min ; Précurseur déprotégé mais non fluoré :
3 a5 min; AV1451 : 5-6min)

- La pureté chimique est réalisée grace a un test colorimétrique avec des bandelettes
imprégnées d’acide iodoplatinique et d’iodure de potassium afin de détecter la présence
résiduelle de Kryptofix.

- La mesure de la solution radioactive dans un activimétre controlé quotidiennement
permet d’obtenir grace au volume de la solution, 1’activité¢ volumique en GBg/mL.

- Le test d’intégrité des filtres correspond au test du point bulle dans la pharmacopée
européenne. (01/2005 : 50101, 5.1.1 « Methods of preparation of sterile products » p
445-447). Le filtre doit résister jusqu’a une certaine pression indiquée par le fabricant.
S’il n’y résiste pas, c’est qu’il a ét¢ endommagé avant ou durant la filtration qui risque
de ne pas avoir été efficace.

- La pureté radionucléidique (PRN) est déterminée grace au calcul de la demi-vie. Pour
cela, I’activité de la solution (A1 et A2) est mesurée a deux temps différents (t1 et t2) et

la formule suivante est utilisée pour le calcul.

Equation 2 : Période radioactive calculée a partir de la mesure d’un échantillon a deux temps
différents

II1.2.2  Les controles qualité différés

Les contrdles qualités différés sont réalisés sur chaque production, mais comme leur résultat

n’est pas instantané, ils ne peuvent pas étre libératoires.
Le test de stérilité est effectué conformément a la Pharmacopée Européenne. (Parenteral

preparation, 07/2005 : n°0520, p 3144-3146 et Biological test, 01/2005, n°® 20601, p145-149).
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I1 s’agit d’une mise en culture sur des milieux spécifiques pour bactéries anaérobies, aérobies
et mycologiques. Une mise en culture t¢émoin avec de 1’eau PPI est effectuée parallélement.

Aucun trouble du milieu ne doit étre observé aprés 14 jours.

La mesure des endotoxines bactériennes (test LAL : Limulus Amoebocyte Lysate test) est
effectuée grace a un appareil : Lonza QCL-1000®Limulus Amebocyte Lysate US. Elle est

actuellement faite de manicre différée par I’institut fédératif de biologie.

II1.2.3 Le dosage des solvants résiduels

La recherche des concentrations en acétonitrile, DMSO, éthanol et acétone sont réalisées par
chromatographie en phase gazeuse. Il s’agit de rechercher les solvants utilisés lors de la
purification HPLC. Les taux limite sont renseignés dans I’'ICH (Internal Conference on
Harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceuticals human)

Ce dosage est uniquement réalisé sur les 3 lots de validation du processus de fabrication. 11 est

réalisé de maniere différée par le laboratoire de toxicologie du centre hospitalier de Limoges.

Tableau 5 : Résumé des contrdles qualités réalisés sur I’['F] -AV1451 et spécifications attendues

Test | Methode | Spécifications
CQ libératoires

solution limpide,
Aspect . .
] visuelle incolore, exempte de
macroscopique ]
particules
pH papier pH entre6et8
PRC HPLC >95%
Pureté chimique test colorimétrique <2,2mg/Vmax
Intégrité du filtre point bulle >3,45Bars
Décroi d
PRN ecrossance au T=105-115min
fluor
CQ différés
Stérilité inoculation directe stérile
Endotoxi
ndotoxines LAL test <17,5U1/mL
bactériennes
CQ pour le DME
acetonitrile<450ppm
DMSO<
Solvants résiduels CPG 50<5000ppm
ethanol<10% (m/V)
acetone<5000ppm
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III.3 Injection a un patient

Une fois les contrdles qualités réalisés, les fiches d’enregistrement remplies et la décision de
libération du lot pour injection validée, la préparation de la seringue pour le patient peut étre
effectuée. Il est nécessaire qu’elle soit protégée par un protége seringue plombé pour des raisons

de radioprotection du personnel.

III.4 Expédition d’un flacon pour un autre centre

Nous avons la possibilité d’expédier des sources non scellées en dehors de la plateforme de
fluoration lorsque la demande de MRPE est effectuée par un centre extérieur au CHU (Centre
Hospitalo-Universitaire) de Toulouse.

Pour toute utilisation d’une source en dehors du périmetre de la plateforme de fluoration, le
radiopharmacien en charge de la libération du lot devra s’assurer que I’utilisateur est bien
autorisé par I’ Autorité de Sureté Nucléaire a utiliser le fluor 18 pour les activités délivrées.

En pratique, pour céder une source il faut que 1’utilisateur soit titulaire d’une autorisation
d’utilisation délivrée par I’ASN (Autorité de Sureté Nucléaire) ainsi que du bon IRSN (Institut

de Radioprotection et de Sureté Nucléaire) correspondant au fournisseur (Annexe 2).

Le MRPE est conditionné dans un flacon « Elumatic » de 15 ml en verre, incolore, type I de la
Pharmacopée Européenne, fermé par un bouchon de caoutchouc et scellé par une capsule en
aluminium. Il est ensuite positionné dans le pot plombé (conditionnement secondaire) tapissé

d’une éponge absorbante (Figure 37).

Figure 37 : Pot plombé et éponge absorbante

Ce conditionnement secondaire est ensuite positionné dans un pot en polyéthyléne avec

bouchon a vis et avec une mousse de calage qui est présente dans le fond du pot.
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Figure 38 : Pot en polyéthyléne et mousse de calage

Le pot de manutention est calé dans le fiit de transport avec un systéme de 2 calages en carton :

un dessous le pot, I’autre dessus. Ce flit est systématiquement scellé lors de I’expédition.

Figure 39 : Fiit de transport et systéme de calage

Le flacon ainsi que le pot de manutention sont étiquetés avec une étiquette présentant plusieurs

informations comme sur la Figure 40

Nom de I'essai Clinique :
Nom du Produit :

Calibration : | |_||__IMBg & heure/j/mm/aaaa

Volume : | |ml

Mention : Médicament pour essai clinique, solution pour
perfusion IV

Site de production Plateforme de fluoration-CHU de Toulouse

Numéro de lot - XOOKAKHXKK

Date de peremption : heure/jj/mm/aaaa

Initiales patients - [ |

N? patient ) 0.0.0.0.0.0 04

Pour la recherche mixte {code IRSN 005) :

Nom du Produit :

Calibration : | |_|l__IMBg & heure/j/fmm/aaaa
Volume : L |mi

Mention : Traceur radioactif-Ne pas utiliser chez 'Homme
Site de production : Plateforme de fluoration-CHU de  Toulouse
Numeéro de lot - HOOBOOKKX

Date de péremption : heure/jj/mm/aaaa

Figure 40 : Exemple d’étiquetage pour expédition d’un MRPE
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Aprées la mise en place du flacon convenablement étiqueté, le fiit de transport est scellé et un
contrdle du débit de dose sera réalisé sur le flit en quatre points. Ces mesures seront notées et
archivées sur la « check list » qui sera complétée lors de chaque envoi. Ces mesures de débit

seront réalisées a 1’aide d’une Victoreen 450/Fluke®.
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Partie expérimentale

IV Etude de faisabilité et de colit pour la recherche institutionnelle

IV.1 Contexte

La plateforme de fluoration du centre TEP est une structure appartenant au CHU de Toulouse.
Elle permet la production de MRP pour le CHU de Toulouse qui est son propre client, et pour
des clients extérieurs (équipe de recherche, autres CHU...).

I1 s’agit d’une activité avec une production fluctuante. En effet, avant de pouvoir vendre les
doses de MRP, il est nécessaire d’intégrer les années sans production pour nos clients ou nous
réalisons les recherches bibliographiques sur les syntheses, les lots de validation pour les
Dossier de Médicament Expérimental (DME) et la mise en place des syntheses en pratique.

Il est essentiel de maitriser nos cotits et de définir le « bon prix » pour le travail accompli afin
de pouvoir tendre vers une entité a 1’équilibre budgétaire. Pour cela, il faut évaluer les cotts et

recettes prévisionnelles afin de réaliser un devis selon les prestations demandées par nos clients.

Actuellement, plusieurs types de synthéses sont réalisés en routine sur la plateforme de
fluoration du CHU de Toulouse (Figure 41) :
- Pour la recherche fondamentale.
- Pour les essais cliniques institutionnels, dont le CHU de Toulouse est promoteur : dans
ce cas-la, nous sommes notre propre client.
- Pour des expéditions, dans le cadre d’essais cliniques sur d’autres CHU ne disposant

pas d’un cyclotron.
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Figure 41 : Finalité de la production des MRPE au CHU de Toulouse

Pour la mise en place d’un essai clinique, I’investissement humain est trés important, en raison
de la rédaction du DME par le pharmacien. Il se compose de trois parties (1 : données relatives
a la qualité pharmaceutique, chimique et biologique ; 2 : données non cliniques (toxicologiques)
; 3 - données cliniques). Ce DME sera présenté avec le protocole devant le Comité de Protection
des Personnes (CPP) afin d’obtenir son accord avant de pouvoir le soumettre a 1’Agence
Nationale de Sécurité du Médicament (ANSM) pour validation de 1’étude.

Pour la recherche fondamentale, beaucoup moins de documents sont nécessaires, ce sont des
démarches allégées. S’il est nécessaire d’utiliser des animaux, il convient tout de méme

d’obtenir I’accord d’un comité éthique animal.

IV.2 L’exemple d’un MRPE ciblant la protéine tau

Nous avons fait le choix de travailler sur I’['®F]-AV1451, MRPE ciblant la protéine tau en
raison de plusieurs demandes sur notre plateforme et de I’enjeu scientifique dans un projet
récent de recherche fondamentale. L’['*F]-AV 1451 ne dispose pas d’une Autorisation de Mise
sur le Marché (AMM) mais nous avons réalis¢ en 2016 un DME ce qui nous permet de pouvoir
le produire sur notre plateforme.

Les grands essais cliniques récents dans le domaine de la MA sont des échecs. Ces derniers
sont notamment expliqués par la faiblesse de la recherche préclinique sur cette pathologie qui
repose sur une mauvaise modélisation animale de la MA chez la souris transgénique. La
modélisation cellulaire in vitro ne permet pas de recréer un réseau de neurones complexe pour
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¢tudier la dissémination longue distance de protéine pathologiques de neurone en neurone
impliquant les cellules gliales. Ainsi, il est fondamental de développer une recherche
préclinique étudiant un systéme nerveux proche de celui de 'Homme. Pour cela, dans le projet
pour lequel nous sommes sollicités pour synthétiser de I'['8F]-AV 1451, les études vont étre
réalisées sur des singes.

Dans ce projet de recherche fondamentale, pour étudier la dynamique de propagation de la
protéine tau dans le cerveau, des protéines tau anormales issues de cerveaux de patients vont
étre directement injectées dans les cerveaux de cinq singes, dans différentes régions clés pour
le développement de la maladie. Ces cing singes seront suivis pendant deux ans afin d'observer
les troubles cognitifs développés et pour suivre I'évolution de la protéine tau grace au TEP-
scanner a I'['®F]-AV1451 et a 'IRM. Ces animaux réaliseront ces imageries juste aprés

I’injection, puis tous les six mois pendant deux ans (Figure 42).

Figure 42 : Schéma du déroulement des imageries pour I’étude

Cette ¢tude si elle est concluante devrait permettre :

- la validation de la propagation "prion-like" de la tauopathie dans la MA si de la protéine tau
est retrouvée a distance du point d'injection.

- d'apporter une démonstration expérimentale au modele de Braak, supposé résumer le
développement de la MA (selon le site d'injection, la propagation de la tauopathie se fera selon
les connections anatomiques des régions cérébrales concernées).

- de mieux comprendre les différents sous-types de MA et le role de la pathologie amyloide
associée.

- de mieux caractériser la pertinence des méthodes d'imagerie actuelle (TEP-tau et IRM) pour

suivre 1'évolution de la MA in vivo et appliquer ces résultats chez 'Homme. Les corrélations
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IRM-histologie permettront d'identifier les meilleurs marqueurs d'évolution de la maladie pour
s'en servir ensuite avec plus de pertinence en pratique clinique.
- d'é¢tablir un modele animal pré-clinique qui permettra de tester de nouvelles molécules

thérapeutiques

Afin de maintenir 1’équilibre budgétaire au sein de notre plateforme, nous avons travaillé au
calcul du prix le plus juste a proposer a 1’équipe de recherche pour la synthése de I'['%F]-

AV1451.

IV.3  Objectif de I’étude

L’objectif de notre étude est de pouvoir proposer un prix adapté aux colits engagés pour chaque
type de synthése réalisée dans notre structure, a savoir :

- Larecherche fondamentale

- Les essais cliniques réalisés a Toulouse

- Les essais cliniques réalisés sur un autre centre lorsqu’une expédition est effectuée
Pour évaluer le colt de la synthése d’'un MRP, nous avons réalisé une estimation des
consommables nécessaires a la synthése et répertorié¢ tous les équipements utilisés. Une
¢évaluation du temps et du personnel requis a également été effectué¢e. Nous avons ensuite établi
une méthode pour analyser nos données de maniere a obtenir différents tarifs par dose selon le

type de synthese.

IV.4 Méthode utilisée

Comme vu précédemment, plusieurs étapes sont nécessaires pour synthétiser un MRP :
- La préparation de I’automate de synthese
- La production du Fluor par le cyclotron
- La synthése du MRP d’intérét
- La purification du MRP d’intérét
- Les controles qualités sur la solution mere

- L’expédition du MRP (s’il s’agit d’une production pour un autre centre)
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IV.4.1 Recueil des coiits

Dans le but d’évaluer le coiit de la synthése d’un MRP sur la plateforme de fluoration du CHU
de Toulouse, nous avons retenu une méthode de cotits compléte proposées par le Ministére de
la Santé et la Direction générale de 1’offre de soins selon un guide paru en 2011 (87). Nous
avons utilisé les données de la comptabilité de 2016 a 2020.
Notre calcul se décompose en trois sections :

- Les dépenses du titre 1 liées au temps personnel

- Les dépenses du titre 2 de type matiére premicre, consommables et maintenance de

I’équipement

- Les dépenses du titre 4 d’amortissement de I’équipement
Dans cette méthode, le titre 3 correspond aux dépenses d’hotellerie, non prises en compte dans
notre étude. Le titre 5 correspondant aux frais de structure, logistique générale n’a pas été pris
en compte étant donné qu’il s’agit d’une plateforme appartenant au CHU.
A partir du calcul de ces trois titres de dépenses, nous avons estimé le cotit théorique d’une

synthese en fonction du nombre de synthése totales.

IV.4.1.1 Rapport d’activité et prévisions

Nous avons réalisé un recueil du nombre de syntheses réalisées et du nombre de patients injectés
sur la plateforme de fluoration de 2016 a 2020. Cette étude est rétrospective sur trois ans et
demi de 2016 a mi-2019. Pour la période de mi-2019 a 2020, nous nous sommes basés sur les
plannings prévisionnels des essais cliniques. Toutes ces données sont consignées dans un
tableur Excel®.

Cette large période d’étude est nécessaire afin d’obtenir un colit de synthése représentatif,
prenant en compte le colit de la recherche et du développement des synthéses, ainsi que la
rédaction des différents DME. Ces étapes de mise au point pour les MRP utilisés a I’heure

actuelle ont eu lieu de 2016 a 2018.
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[V.4.1.2 Détermination des dépenses

IV.4.1.2.1 Dépenses de titre I

Les dépenses de titre 1 sont liées au temps personnel. (Tableau 8)

Il y a deux catégories de personnel participant aux synthéses sur la plateforme :
- Le personnel médical (PM): un pharmacien hospitalier (PH) cyclotroniste et un
pharmacien Assistant Hospitalo-Universitaire (AHU)

- Le personnel non médical : un préparateur en pharmacie hospitaliére (PPH)

Nous avons considéré qu’une synthése mobilise le personnel pendant une journée de 7h. Cela
comprend la mise en place de I’enceinte blindée, la synthése, les contrdles qualités, la tragabilité
et la gestion des stocks. Sur la plateforme, lors des synthéses sont présents un pharmacien et un
PPH.

Pour manipuler le cyclotron, seule une personne possédant un Certificat d’ Aptitude a Manipuler
les Appareils de Radiologie Industrielle (CAMARI), délivré par I’IRSN est autorisé a le piloter.
Au CHU de Toulouse c’est un radiopharmacien qui est CAMARI et PCR (Personne
Compétente en Radioprotection) du cyclotron. Cette fonction de PCR nécessite la présence du

PH un jour par mois sur la plateforme pour accomplir ses missions.

1V.4.1.2.2 Dépenses de titre II

Les dépenses au titre II sont liées aux maintenances des équipements, aux controles
environnementaux et aux consommables utilisés (Tableau §)
Ces dépenses comprennent :

- La maintenance du cyclotron, réalisée sous forme de forfait annuel. Pendant un période
de 4 ans, entre 2014 et 2017, le contrat de maintenance du cyclotron comprenait deux
maintenances par an, des visites d’urgence si besoin et une formation « training » sur
une durée de cing jours pour le personnel assurant la synthése des MRP durant I’année.
Grace a ces formations, en 2018, un contrat plus économique a pu étre souscrit
comprenant uniquement deux maintenances de trois jours par an. Le prix du

remplacement de piéces est également inclus dans le contrat de maintenance.
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La maintenance de 1’enceinte de mise en forme, sous forme de forfait annuel.

Le changement des vannes de I’automate de synthése et le divers petit matériel.

La gestion des déchets

Le contrdle qualité du lot de précurseur du médicament pour la synthése. A chaque
nouveau lot, il nous est nécessaire de procéder a une qualification du précurseur par un
organisme extérieur (selon I’ANSM). Cet organisme réalise I’analyse sur le précurseur
et le produit fini. Il s’agit de caractérisation structurale par RMN du proton, d’analyse
HPLC-UV pour la quantification de la puret¢ du composé et la détermination de la
masse exacte par spectrométrie de masse.

Le contrdle de ’activité volumique en ['®F] dans les effluents gazeux. Au centre TEP,
il est réalisé par la sociét¢ ALGADE. Un prélevement est réalisé en sortie des cheminées
de ventilation des locaux du centre TEP, des enceintes de synthese et de la casemate du
cyclotron un jour de synthése afin de vérifier la quantité de radioactivité rejetée dans
air.

Le controle de radioprotection externe effectué par la société DEKRA.

Nous avons déterminé les quantités de consommables utilisés pour une synthése et ses controles

qualités. Tous ces prix ont été collectés sur le logiciel de Gestion économique et financiere du

CHU : magh2® (Annexe 3) afin de faire correspondre chaque libell¢ avec un code du logiciel

et un prix unitaire. Le petit matériel, a savoir les compresses, les gants et les champs stériles

n’ont pas été comptabilisés.

1V.4.1.2.3 Dépenses de titre IV

Il s’agit des dépenses li¢es a I’amortissement des équipements de production. (Tableau 8)

L’équipement de production comprend le cyclotron, le module de syntheése associé a son

logiciel de pilotage et I’enceinte blindée de mise en forme :

Le cyclotron a ¢été acheté en 1999, il est considéré a ’heure actuelle comme amorti.
Nous avons pris en compte dans notre étude, le changement de 1’amplificateur haute
fréquence du cyclotron qui doit étre remplacé durant I’année 2020.

Le module de synthése est également considéré comme amorti

Le seul équipement neuf et récent que nous avons dii acquérir est I’enceinte de mise en

forme.
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IV.4.1.2.4 Charges LGG (Logistique et Gestion Générale)

Les charges LGG ont été obtenues aupres de la Direction des Affaires Financiéres (DAF). Elles
intégrent les prestations des services supports a savoir le systéme informatique, la gestion du
personnel, les syndicats, la garderie et créche du personnel. Cette charge est égale a 21,9% du
montant des dépenses des titres [ a IV. (Tableau 8)

Il s’agit des dépenses liées a I’amortissement, obtenues par une requéte analytique.

IV.4.1.2.5 Charge de structure

Les charges de structure immobili¢re et financiere ont également été recueillies aupres de la

DAF (Tableau 8). Cette charge est égale a 5,06% du montant des dépenses des titres [ a IV.

IV.4.1.2.6 Dépense pour une expédition

L’expédition d’une dose de MRPE prend en compte le prix du trajet, le temps en personnel

pour la mise en conformité lors du transport et 1’achat du matériel pour le transport.

Le prix du trajet dépend du lieu de livraison. Le CHU a défini un marché avec une société
spécialisée de transport de matieres radioactives. De plus le personnel de la plateforme a di €tre
formé a I’envoi de matieres dangereuses (dites classe 7 : matieres radioactives par le réglement
de transport routier appelé ADR), cette formation a couté 1600 €.

Le CHU a également 1’obligation de faire appel a un « conseiller classe 7 » afin de valider les
process d’envoi de matieres radioactives faite par le CHU. C’est une prestation externe qui n’a
pas été comptabilisée ici car le conseiller classe 7 du CHU est aussi conseiller pour le transport
d’autres maticres dangereuses (déchets infectieux de soin notamment) et le cout de sa prestation

est globalisé avec toutes les activités de transport provenant du CHU.

Le temps de rédaction des documents qualités pour I’expédition est estimé a 30 minutes avec
la présence d’un PPH et d’un pharmacien pour effectuer cette étape avec un double contrdle. Il
est nécessaire de remplir une déclaration d’expédition, une fiche d’enregistrement de chaque
colis, une fiche d’enregistrement de controle du conditionnement secondaire et de I’expédition,

le document de transport ADR, le bon de livraison et la lettre de voiture.

77
Inés CASTANIE | Thése d’exercice | Université de Toulouse | 2019 |



Pour le transport, il est nécessaire de posséder le matériel nécessaire au transport de la source

radioactive : un pot plombé, un pot en polyéthyléne et un pot de manutention.

IV.5 Résultats

IV.5.1 Bilan et activité prévisionnelle

Les couts affectés a la production de MRP sur la plateforme sont variables. Ils dépendent a la

fois des contrats de maintenances des appareillages (qui peuvent subir des modifications

conséquentes), de l’activité de production et de D’activit¢ de R et D (Recherche et

Développement). Plus I’activité globale est importante plus les couts sont importants en termes

de consommable et de temps personnel.

Dans le tableau 6 ci-dessous, il y a les activités de la plateforme en nombre de patients pour les

essais cliniques et en nombre de doses pour la recherche fondamentale. Il s’agit d’un bilan

rétrospectif pour I’année 2018, ainsi que le bilan prévisionnel de ’activité prévue sur les 3 ans

a venir.

Tableau 6 : Bilan du nombre de patients pour les essais cliniques et de doses pour la recherche

fondamentale

Nom de I'essai

MRP

Nombre de patients

Examens
aTlse

Début

fin

2018

2019
prévisionnel

2020

COMA 3D ( monocentrique)

DPA

30 patients + 30 contrdles= 60!

60

janv-18

juin-19

20

20

Infladep ( multi :Tours/ TIse/ Bdx/ Montpellier)

DPA

3 gpes de 20 sujets = 60

30

janv-18

janv-20

10

10

VIP ( monocentrique)

DPA

40

80

juin-18

juin-20

30

30

dattep ( multicentrique)

LBT

100

20

avr-18

oct-19

2

20

Glutatour ( monocentrique)

FNM

15

15

avr-18

oct-19

O|O(N |- (N

8

UNITEP ( monocentrique)

H20

20

15

janv-18

oct-19

2

o

Montpellier Narcoglie

DPA

prestation

NA

janv-19

dec 2019

24

PIR2

chimie

prestation

200

janv-18

dec2020

10

90

100

[**F1AV1451

AV1451

prestation

5

oct-19

oct-21

3

TOTAL

En orange et vert, il s’agit des prestations « essais cliniques » :

33

189

189

- Les essais cliniques actuellement ouverts sont surlignés en orange. A partir de 2018,

une augmentation de I’activité de synthese pour les essais cliniques a été entreprise avec

six essais cliniques en cours pour un total de 224 patients sur la période étudiée. On

consideére qu’en moyenne une synthése permet d’imager 2 patients, la prévision du

nombre de synthese a été calculée dans le tableau 7.

- Un essai clinique en prestation pour un CHU extérieur est surligné en vert. En effet, en

2019, la plateforme réalise des syntheses pour 24 patients du CHU de Montpellier dans
le cadre de I’essai clinique NARCOGLIE.
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En jaune et bleu, il s’agit de la recherche fondamentale :

Le projet PiR2, qui est un partenariat du CHU avec I’'INSERM pour une activité de
recherche fondamentale est surligné en jaune. Le CHU s’est engagé a produire 200
doses de sur une période de 3 ans, de 2018 a 2020. Une fois produit, le ['*F] est utilisé
sur la plateforme de fluoration a des fins de recherche préclinique et fondamentale.

Le projet de recherche fondamentale utilisant de I'['*F]-AV 1451 est surligné en bleu. Il
s’agit d’une étude pré-clinique chez des primates permettant d’étudier les mécanismes
anatomiques impliquées dans la propagation de la pathologie Tau. Les animaux seront
injectés avec de la protéine Tau hyperphosphorylée dans leur cortex entorhinal. Ils
seront ensuite étudiés de maniere longitudinale grace a la réalisation de TEP utilisant
un ligand spécifique de la protéine Tau : I’[!®F]-AV1451. Il y a 6 examens TEP prévus
par animal, répartis sur deux ans. Cela fait un total de 6 doses a réaliser qui permettront

chacune d’injecter les 5 singes de 1’étude.

Nous avons repris ces données et les avons intégrés dans un tableau qui récapitule les

productions faites et a venir. Une ligne concernant les syntheses R et D a été ajoutée. Pendant

les années 2016 et 2017, de nombreuses synthéses de mise en place et DME ont été constitués,

pour les molécules suivantes : ['*F]-DPA, , ['*F]-FNM, ['°O]-H:0. L’estimation faite pour les

années futures est de 15 par an mais elle pourra étre revue en fonction des demandes et elle est

difficile a anticiper. Cela correspond a la dernicre ligne du Tableau 7 .

Tableau 7 : Bilan du nombre de synthéses pour les essais cliniques et la recherche fondamentale

2016 2017 2018 2019 2020 2021 TOTAL

Nombre de syntheses 34 13 45 158 152 30 432
TOTAL
Nombr.e de syntheses 10 90 100 25
pour PiR2
Nombre de syntheses
[*®F]AV1451 recherche 3 2 1 6
fondamentale
Nombre de syntheses

. 0 0 16 50 35 14 115
patients
Nombre de syntheses 34 13 19 15 15 15 o
pourlaRetD
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Comme le montre la Figure 43, le nombre de synthése le plus important est réalisé pour le projet
PiR2 (46%). La méme quantité de synthése est réalisé pour la R et D et pour les essais cliniques
(syntheses patients) avec respectivement 26% et 27% des syntheses sur la période de 1’étude.

Notre projet de ’[ 18F] -AV 1451 représente quant a lui 1% des syntheses.

Nombre de synthéses pourlaRet D 26%

Nombre de synthéses patients 27%

Nombre de synthéses [18F]AV1451

i,
recherche fondamentale 1%

Nombre de synthéses pour PiR2 46%

Nombre de synthéses TOTAL 100%

Figure 43 : Pourcentage représenté dans chaque typologie de synthése sur les six ans de I’étude

IV.5.2 Détermination des coiits

IV.5.2.1 Montant global

Le Tableau 8 ci-apres, permet de résumer 1’ensemble des dépenses relatives a la plateforme sur

une période de six ans en fonction du nombre de syntheses réalisées chaque année.
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Tableau 8 : Montant global

Année 2016 2017 2018 2019 2020 2021 | TOTALcumulé
sur 6 ans
Nombre de synthéses 34 13 45 158 152 30 432
TOTAL
PiR2 10 90 100
Nombre de tirs
[18F]AV1451 recherche 3 2 1
fondamentale
Nombre de tirs patients 0 0 16 50 35 14 115
Nombre de tirs pour R 31 13 19 15 15 15
etD
Titre 1
PH cyclotroniste 24252,32€ | 18452,85€ | 30051,79€ | 93318,72€ | 95954,84€ | 28470,12 €
AHU 2320,52€ | 13923,15€ | 13923,15€ | 13923,15€ | 13923,15€ | 13923,15€
;::'C;erso”"e' 26572,85€ | 32376,00€ | 43974,94€ | 107 241,87 € | 109877,99 € | 42393,26 €
PPH 9832,27€ | 36112,07€ | 37199,51€ | 9197,93€
Total personnel non 9832,27€ | 36112,07€ | 37199,51€ | 9197,93€
médical
TOTAL Titre 1 26572,85€ | 32376,00€ | 53807,21€ | 143353,94 € | 147 077,50 € | 51591,19€ | 454 778,68 €
Titre 2

Consommables 6120,00€ | 2340,00€ | 8100,00€ | 28440,00€ | 27360,00€ | 5400,00€
préparation
Consommables du

! e 3891,30€ | 1487,85€ | 5150,25€ | 18083,10€ | 17396,40€ | 3433,50¢€
controle qualité
Maintenance cyclotron | 93357,00€ | 63264,00€ | 33500,00€ | 33500,00€ | 33500,00€ | 33 500,00 €
Changement des pieces | 500 00 | 3000006 | 3000,00€ | 3000,00€ | 3000,00€ | 3000,00€
automate
Contréle qualité lot 1176,00€ | 1176,00€ | 1176,00€ | 117600€ | 117600€ | 1176,00€
precurseur
g:::jle des effluents 1200,00€ | 1200,00€ | 1200,00€ | 1200,00€ | 1200,00€ | 1200,00€
Controle de 1300,00€ | 1300,00€ | 1300,00€ | 1300,00€ | 1300,00€ | 1300,00€
radioprotection externe
TOTAL Titre 2 110044,30€ | 73767,85€ | 53426,25€ | 86699,10€ | 84932,40€ | 49009,50€ | 457879,40€

Titre 4

Matériel:
Amortissement de 9 108,00 € 9108,00 € 9 108,00 € 9 108,00 €
I'enceinte
Changement ampli
haute fréquence en 25714,00€ | 25714,00 €
2020
Maintenance enceinte
et micro DDSA (66% de 1320,00€ | 1320,00€ | 1320,00€ | 1320,00€
2000€)
TOTAL Titre 4 0,00 € 0,00€ | 10428,00€ | 10428,00€ | 36142,00€ | 36142,00€ | 93 140,00 €
;?r?cltijs charges 136 617,15 € | 106 143,85 € | 117 661,46 € | 240 481,04 € | 268 151,90 € | 136 742,69 €
Charges LGG et 26% 35520,46 € | 27597,40€ | 30591,98€ | 62525,07€ | 69719,49€ | 35553,10€ | 261507,50 €
Total 172 137,60 € | 133 741,25 € | 148 253,44 € | 303 006,10 € | 337 871,39 € | 172 295,79 € | 1 267 305,58 €

Inés CASTANIE | Thése d’exercice | Université de Toulouse | 2019 |

81




Sur la Figure 44, I’évolution des colits de chaque titre selon 1’année permet d’apprécier
I’augmentation du titre 1 et du cott total parrallélement au nombre de synthéses. On peut

constater que le colit par années est trés variable en fonction du nombre de synthéses réalisées.

Figure 44 : Evolution des coiits de chaque titre par années

Nous nous sommes intéressés a la part de chaque titre dans I’enveloppe totale. Ces résultats
sont représentés sur la Figure 45. La part la plus élevée de dépenses correspond au titre 1

(35,80%) et au titre 2 (36,5%).

Figure 45 : Représentation de chaque dépense dans I’enveloppe totale
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Nous allons détailler les résultats de chaque titre.

1V.5.2.2 Détail des montants du titre I

Nous avons admis qu’une synthése se déroule sur une journée de 7 heures :

- Temps de mise en place et de préparation de 1’enceinte et du cyclotron : 3 heures

- Temps de synthese : 2 heures

- Temps pour les contrdles qualité : 30 minutes

- Qualité, tragabilité, entretien du matériel et gestion des consommables : 1,5 heures

Le PH présent sur la plateforme rempli plusieurs fonctions: CAMARISTE, PCR et

radiopharmacien. Nous avons considéré que le temps imparti a la fonction de PCR s’effectue

sur une journée par mois soit un total de 12 jours par an. Son activité de radiopharmacien et de

CAMARISTE est exercée les jours de synthese.

L’AHU est affectée sur 30% de son temps sur 1’activité de la plateforme pour participer aux

synthéses mais également sur d’autres missions de fond comme la rédaction des DME, des

missions de continuité du service, de recherche et d’investigation TEP.

Depuis mi-2018, un PPH est affecté sur la plateforme de fluoration. II est présent les jours de

syntheses sur la plateforme.

Pour I’évaluation des cofits de personnel, les salaires correspondent a I’échelon 8 de la grille

indiciaire de la fonction publique hospitaliere.

Tableau 9 : Détail des montants du titre I
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Année | 2016 | 2017 | 2018 2019 2020 2021
PH cyclotroniste
nombre de jours / an 46 35 57 177 182 54
ETP 22,22% 16,91% 27,54% 85,51% 87,92% 26,09%
109 135,45 € 24 252,32 € 18 452,85 € 30051,79 € 93 318,72 € 95 954,84 € 28470,12 €
AHU
ETP 5,00% 30,00% 30,00% 30,00% 30,00% 30,00%
46 410,49 € 2320,52 € 13 923,15 € 13 923,15 € 13 923,15 € 13 923,15 € 13 923,15 €
PPH
nombre de jours / an 45 165 170 42
ETP 21,70% 79,70% 82,10% 20,30%
45 310,00 € 9832,27 € 36 112,07 € 37 199,51 € 919793 €
83




1V.5.2.3 Détail des montants du titre I1

Les cotts liés a la préparation et au controle des MRP comprennent les consommables au
prorata du nombre de syntheses réalisées.

Concernant le cyclotron, deux maintenances annelles sont comprises dans le contrat de
maintenance préventive. Nous n’avons jamais eu a faire pour I’instant de maintenance curative
en urgence. Une diminution de ce coft est observée en 2018 grace au changement du contrat
de maintenance du cyclotron.

L’enceinte de mise en forme a été achetée par I’Institut National de la Santé et de la Recherche
Meédicale (INSERM), mais elle est essentiellement utilisée pour des productions pour le CHU.
A ce titre-1a, la maintenance représente 66% du montant de la maintenance annuelle de cette

enceinte qui est de 2000€. Le reste est assuré par 'INSERM.

Tableau 10 : Détail des montants du titre II

Année | 20106 | 2017 | 2018 2019 2020 2021
Titre 2

Consommables

, . 6 120,00 € 2 340,00 € 8100,00 € 28440,00€ | 27360,00 € 5400,00 €
préparation

Consommables du
contréle qualité

Maintenance cyclotron | 93357,00€ | 63264,00€ | 33500,00€ | 33500,00€ | 33500,00€ | 33500,00 €
Maintenance enceinte

3891,30€ 1487,85€ 5150,25€ 18083,10€ | 17396,40€ 3433,50€

et micro DDSA (66% de 1320,00€ | 1320,00€ | 1320,00€ | 1320,00€
2000€)

Changement des pieces | 5100 00e | 3000,00€ | 3000,00€ | 3000,00€ | 3000,00€ | 3000,00€

automate

Contréle qualité lot 1176,00€ | 1176,00€ | 1176,00€ | 1176,00€ | 1176,00€ | 1176,00€

precurseur

;’:lee des effluents 1200,00€ | 1200,00€ | 1200,00€ | 1200,00€ | 1200,00€ | 1200,00€

Controle de 1300,00€ | 1300,00€ | 1300,00€ | 1300,00€ | 1300,00€ | 1300,00€

radioprotection externe

TOTAL Titre 2 110044,30 € | 73767,85€ | 54 746,25€ | 88019,10€ | 86252,40€ | 50329,50€ | 463 159,40 €

1V.5.2.4 Détail des montants du titre IV

Pour I’enceinte de mise en forme, 1’amortissement représente également 66% de son prix
d’achat qui est de 120 000€. Pour une répartition annuelle, cela correspond a 12% de
I’amortissement par an. Nous avons également pris en compte dans notre étude, le changement
de I’amplificateur haute fréquence du cyclotron (180k€) qui doit étre remplacé durant I’année

2020 avec un amortissement sur sept ans.
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Tableau 11 : Détail des montants du titre IV

Année | 2016 2017 | 2018 2019 2020 2021
Titre 4
Matériel:
Amortissement de 9108,00 € 9108,00 € 9108,00 € 9108,00 €
I'enceinte
Changement ampli
haute fréquence en 25714,00€ | 25714,00 €
2020
TOTAL Titre 4 0,00 € 0,00 € 9 108,00 € 9108,00€ | 34822,00€ | 34822,00€ | 87860,00€

IV.5.3 Coiit moyen pour une synthése

Le Tableau 8 regroupe 1’ensemble des cofits de production et de contrdle pour les 432 synthéses

de MRP. En rapportant le colit de fonctionnement total au nombre de synthéses réalisées sur

les six années, le colt moyen d'une synthése sur notre plateforme de fluoration est de 4754,83€.

Cependant, en observant le Tableau 12, nous pouvons constater que le colt moyen d’une

synthese est treés variable selon les années : de 1917,76€ en 2018 a 10 287,79€ en 2017.

Tableau 12 : Coiit moyen d’une synthése selon les dépenses annuelles

Année 2016 2017 2018 2019 2020 2021 | TOTAL cumule
sSur Six ans

Nombre de synthéses

TOTAL 34 13 45 158 152 30

gg;i:g:“el des 172 137,60 € | 133 741,25 € | 148 253,44 € | 303 006,10 € | 337 871,39 € | 172 295,79 € | 1 267 305,58 €

Scyﬁl;zym dune 5062,87€ | 10287,79€ | 329452€ | 1917,76€ | 2222.84€ | 5743,19€ | 4754.83€

Afin d’étre au plus juste dans le prix d’une synthese a proposer, nous avons calculé en fonction

du prix moyen de la synthése chaque année :

- Le colt annuel engendré par les synthéses de mise en place de développement de

méthode.

- Le cott annuel des syntheéses pour les essais cliniques et la recherche fondamentale.

(Tableau 13)
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Tableau 13 : Détails des coiits : recherche et mise en place / essais clinique et recherche

fondamentale
Année 2016 2017 2018 2019 2020 2021 TOTAL
Recherche et mise en place

Nombre de synthése 34 13 19 15 15 15 111
Colt moyen de la

. . , 5062,87€ | 10287,79€ | 329452€ | 1852,14€ | 2026,76 € | 4503,46 €
synthése pour I'année
Colt total Recherche et

. 172 137,60 €133 741,25 €| 62 595,90 € | 27 782,10 € | 30401,43 € | 67 551,87 € |494 210,15 €
mise en place
Essais cliniques et recherche fondamentale

Nombre de synthéses 26 143 137 15 321
Colt moyen de la

. , , 5062,87€ | 10287,79€ | 3294,552€ | 1852,14€ | 2026,76 € | 4503,46 €
synthése pour I'année
Colt total essais
cliniques et recherche 0,00 € 0,00 € 85 657,54 € | 264 856,07 €277 666,37 €| 67 551,87 € |695 731,85 €
fondamentale

Sur une période de six ans, 111 synthéses de mise en place et de recherche ont été réalisées.

Cela représente un montant total de 494 210,15€ qu’il faut répercuter dans le prix d’une

synthese a destination d’un patient ou pour la recherche fondamentale. Pour cela, nous avons

tenu compte du colit total de I’ensemble des tirs confondus que nous avons rapporté au nombre

de syntheses pour les essais cliniques ou la recherche fondamentale. Cela nous permet d’obtenir

un prix de 3706,98€ pour une synthese. (Tableau 14)

Nous avons également effectué la méme méthode de calcul en considérant des périodes plus

restreintes, a savoir de 2017 a 2020 et de 2018 a 2020 pour un colt moyen de synthése de

2884,64€ et 2447,58€ respectivement.

Tableau 14 : Bilan du coiit moyen d’une synthése selon la période considérée

. .| Colt total des tirs
Co(t total des tirs o . ,
L essais clinique et | Colt moyen d'une
Période de recherche et .
. recherche synthése
mise en place
fondamentale
2016-2021 494 210,15 € 695 731,85 € 3706,98 €
2017-2020 254 520,68 € 628 179,98 € 2 884,64 €
2018-2020 120779,43 € 628 179,98 € 2447,58 €
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IV.5.3.1 Coiit pour un essai clinique institutionnel

Pour un essai clinique institutionnel, le colit d’une synthése de MRP est compris entre 2 447,58€
et 3 706,98€ selon la période prise en compte dans notre ¢tude. Ce colit permet de prendre en
compte les différents tests de mise en place effectués sur la plateforme et les DME qui ont di

étre constitués auparavant.

IV.5.3.2 Coiit pour la recherche fondamentale : ['3F] -AV1451

Pour la recherche fondamentale, il n’est pas utile de faire les contrdles qualités. Il faut donc les
soustraire au colt d’une syntheése pour un essai clinique institutionnel. Cela représente un
montant de 168,28€ par syntheése. Ce montant inclus les consommables et les tests de stérilité
et d’endotoxines qui sont sous-traités au laboratoire.

Le prix a proposer pour la recherche fondamentale varie entre 2 279,30€ et 3 538,7€ par

synthese selon la période de 1I’étude considérée.

1V.5.3.3 Coiit pour une production de ['®F] pour le projet PiR2

Le prix est différent d’'une synthése de MRP puisqu’il est nécessaire d’avoir uniquement du
fluor. Le temps de production est plus court, nous prendrons une durée de trois heures. De plus,
lors de ces productions de ['®F], le PPH est financé par PiR2.
Ainsi, au colit de la synthése pour un essai clinique institutionnel, il faut soustraire :

- Le colt du PPH : 218,5€ sur la journée

- Le colit du PH sur le reste de la journée (on ne prend en compte que son temps de

présence pour la synthése soit trois heures) : 302€

- Le cott de la synthese : 60€ de consommables

- Le cott des controles qualité : 168,28€
Le total a soustraire est de 748,78€ par synthése. Ainsi, le colit d’une production de ['*F] est

estimée entre 1 698,8 € et 2 958,2€ selon la période retenue.
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Tableau 15 : Bilan des coiits de production pour les différents clients selon la période considérée

. .| Colt total des tirs N . Colt moyen d'une R
Co(t total des tirs o Colt moyen d'une N Colt moyen de
L. essais clinique et R . . synthése pour la .

Période de recherche et synthese d'essai production de

. recherche . recherche .
mise en place clinique fluor pour PiR2

fondamentale fondamentale

2016-2021 494 210,15 € 695 731,85 € 3706,98 £ 3538,70 € 2 958,20 €

2017-2020 254 520,68 € 628 179,98 € 2 884,64 € 2716,36 € 2 135,86 €

2018-2020 120 779,43 € 628 179,98 € 2 447,58 € 2279,30 € 1698,80 €

IV.6 Discussion

IV.6.1 Interprétation des résultats

Le colit d’une synthése a été établi a partir du nombre total de synthéses réalisées, pour amortir
les investissements de matériel, les maintenances et le changement des picces onéreuses.
L’investissement humain est directement reli¢é au nombre de synthéses réalisées. Une durée
d’étude de six ans a été nécessaire de mani¢re a prendre en compte la longue période de
recherche et de rédaction du DME nécessaire avant de pouvoir utiliser la molécule en routine
dans la recherche fondamentale et les essais cliniques par la suite.

Lors des syntheses pour les DME ou pour les tests de mise en place de nouvelles syntheses, la
plateforme ne regoit aucune recette. Nous avons répercuté les cotits de ces syntheses sur le prix
actuel a proposer pour une synthese. Avec cette méthode de répartition des cofits sur six ans,
nous obtenons un cotit de 3 706,98€ pour une synthése (Tableau 14).

Ce cot est tres élevé en comparaison a la facturation effectué actuellement (Tableau 16)

En effet, a I’heure actuelle, pour le projet PiR», il y a une facturation de 1000€ par synthese de
['8F] effectuée.

Pour les essais cliniques il s’agit d’un tarif par patient :

- pour la prestation de synthése de MRP pour le CHU de Montpellier dans le cadre de
I’étude NARCOGLIE, il y a une facturation de 1 000€ par patients et nous expédions
deux doses avec une synthese.

- pour les autres essais cliniques, la facturation pour chaque patient varie de 550€ a

1 000€.
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Tableau 16 : Tarif de facturation des doses

Nom de l'essai MRP Budget/patient

COMA 3D ( monocentrique) DPA 550,00 €
Infladep ( multi :Tours/ Tlse/ Bdx/ Montpellier) DPA 550,00 €
VIP ( monocentrique) DPA 550,00 €

dattep ( multicentrique) LBT 1 000,00 €

Glutatour ( monocentrique) FNM 1 000,00 €

UNITEP ( monocentrique) H20 1333,33€

Montpellier Narcoglie DPA 1 000,00 €

PIR2 chimie 1 000,00 €

Comme vu précédemment (Tableau 15), selon la période considérée, le colit obtenu pour une
synthese est différent. En considérant une période de six ans, le coit est trés élevé, c’est le cas
le plus péjoratif.
En I’absence de référentiel sur la méthode a utiliser, nous avons fait le choix de retenir les cofits
obtenus en considérant la période de trois ans entre 2018 et 2020 pour plusieurs raisons :
- En 2016 et 2017, le prix de la dose est trés élevé (respectivement 5 062,87€ et
10 287,70€). Durant ces années, ce sont uniquement des synthéses de mise en place et
de constitution de DME qui sont réalisées, ¢’est-a-dire que le CHU ne pergoit aucune
recette. De plus, a cette période, la maintenance du cyclotron est trés €levée, notre
personnel n’ayant pas encore pu étre formé pour les petites défaillances.
- L’année 2021 ne va pas étre prise en compte car il est difficile a I’heure actuelle d’avoir
une vision exacte des essais cliniques ou des demandes de recherche fondamentale qui
vont nous étre formulées. Il est difficile de faire du prévisionnel a deux ans sur cette

activité de synthese qui est fluctuante et qui ne dépend pas de notre plateforme.

Le colt obtenu en considérant les six années n’est pas acceptable pour de la recherche
fondamentale ou pour les investigateurs des essais cliniques. Nous avons fait le choix de ne pas
répercuter certaines des dépenses afin d’avoir un prix raisonnable a proposer et pour des raisons
d’accessibilité a la recherche. Ainsi, avec la méthode d’étude de cofit sur les années 2018 a
2020, le CHU a réalis€ un investissement trés important avec une partie de perte. Nous pouvons

considérer qu’entre les années 2016 et 2017, ’institution a investi 305 878€ pour la plateforme.

Une syntheése permet la production de 2 a 4 doses patients de MRP pour les essais cliniques. Si

un transport est nécessaire, la production sera de 2 doses car il faut considérer la décroissance
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radioactive rapide du ['®F]. Pour les patients sont injectés au CHU de Toulouse, une production
de 4 doses est possible avec une syntheése.

Ainsi, pour les essais cliniques, il semble nécessaire d’imposer des contraintes aux
investigateurs comme par exemple le regroupement de plusieurs rendez-vous patients le méme
jour afin de couvrir nos cotts. Si le respect d’un tel planning n’est pas possible, la dose sera
alors plus chere. En effet pour un colt de synthése de 2 447,58€, s’il y a 4 patients la méme
journée, cela génere un cotit de 611,9€ par patient. S’il n’y a que 2 patients, le prix de la dose
sera de 1223,8€ par patients.

Pour la recherche fondamentale, nous pouvons facilement fixer un coft fixe par tir de ['*F] et
synthése de MRPE. Ensuite, il est possible pour le client d’utiliser cette production pour

plusieurs expérimentations.

Cette étude économique sur I’['*F]-AV1451 est un exemple et est valable pour les autres
traceurs qui sont synthétisés sur notre plateforme. En effet, les modes opératoires de synthéses
sont différents mais le personnel, le matériel et le temps nécessaire sont similaires pour les

autres syntheses.

IV.6.2 Limites de I’étude

Cependant, plusieurs limites a notre étude ont pu étre identifiées.

Tout d’abord, il s’agit d’une étude sur les six derniéres années, qui ne tient pas compte de
I’investissement matériel initial nécessaire. Par exemple le cyclotron et le module de synthese
sont considérés comme amortis. La construction et la mise aux normes des locaux par

I’institution n’est également pas prise en compte.

De plus, nous ne sommes pas en capacité actuellement d’évaluer le colit de reprise des déchets
de la plateforme par I’ANDRA lorsque cela sera nécessaire. Pour le moment ils sont stockés

dans un local spécifique et nous avons donc négligé cette dépense dans notre étude.

D’autre part, nous nous basons sur un planning prévisionnel afin d’établir le prix d’une
syntheése. Si pour diverses raisons, le nombre de patients ou de synthéses initialement prévus
vient a diminuer, se pose alors le probléme de la répartition des frais sur les autres syntheses.
En pratique cela ne sera pas réalisable et la plateforme sera alors en fort déficit.
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A T’inverse, si plus de patients sont recrutés ou si nous recevons davantage de demande que
prévu, pour de la recherche fondamentale, cela permettra de constituer un fond budgétaire a la
plateforme.

L’["®F]-AV1451 permet d’illustrer cette situation fluctuante dont nous sommes dépendants. En
effet nous avions eu une demande de la part d’un industriel pour la constitution du DME de
I’['8F]-AV1451 et la production de 200 doses pour I’homme dans le cadre d’un essai clinique.
Une fois toutes ces démarches et mise en place effectuées, 1’industriel s’est désengagé et n’a
plus souhaité faire appel a nous pour une production par un centre académique. Pour pallier a

ces aléas, ce genre de structure de recherche nécessite un soutien indispensable de I’institution.

Dans cette étude financiére, il est relativement difficile d’évaluer et de prendre en compte la
valorisation SIGAPS provenant des publications de I’équipe cyclotron (on peut déja considérer
qu’il y a eu 50 articles publiés depuis 2017 grace a la plateforme) mais aussi des investigateurs
CHU qui publient grace a des données obtenues a I’aide des radiotraceurs synthétisés sur la
plateforme. Cependant, il s’agit d’un élément trés important car il y a une réelle volonté de
I’institution d’étre un pole d’excellence.

Ainsi, méme si la facturation des doses des essais cliniques pour le CHU de Toulouse apparait
relativement basse, la valorisation de cette activité pour le CHU ne va pas s’exercer en termes

de rentabilité, mais préférentiellement en termes de publications scientifiques.

Contrairement a une industrie pharmaceutique, cette activité ne peut pas €tre rentable. En effet,
nos potentiels clients ont un budget restreint a allouer a la radiopharmacie pour réaliser leurs
projets de recherche. Si nous voulons que la plateforme continue de fonctionner, nous sommes
contraints d’appliquer un mode de calcul nous permettant d’obtenir un prix relativement bas
avec un investissement initial et continu de la part de I’institution. En recherche biomédicale
comme dans d’autres secteurs scientifiques, la qualité de la recherche est intrinséquement li¢e
aux performances des équipements et des plates-formes technologiques L’aptitude a réaliser
une avancée scientifique majeure repose fortement sur la capacité a recourir a ces technologies
de pointe. A cet égard, le CHU de Toulouse a permis la mise en place d’un outil de production
de MRP qui est mis a la disposition des investigateurs du CHU et des chercheurs de 'INSERM

afin de maintenir un niveau international de recherche.
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IV.6.3 Perspectives

Il existe peu de données dans la littérature sur les cotits de production des MRPE produits par
une plateforme institutionnelle. Cependant nous avons pu comparer nos résultats avec une étude

réalisé par les affaires financiére du CHU et également avec le prix pratiqué par les industriels.

Les financiers de notre établissement avaient également réalisé une étude de cofit, au vu du
budget investi dans notre unité et des recettes qui n’étaient pas en conséquence. Ils ont trouvé
un coit de 2 800€ par tir. Cependant ils n’ont pas pris en compte dans leur étude la totalité des
consommables de la production et des contrdles qualités du produit final et des précurseurs, le

contrdle annuel des effluents gazeux ou de radioprotection externe.

La comparaison du prix d’une synthése retrouvée dans notre étude montre également une
certaine similitude avec le prix pratiqué par les industries et par un centre hospitalier possédant
un cyclotron. Cependant, notre cofit théorique reste supérieur. En effet, la dose d’['*F] -AV 1451
est facturée entre 2000 et 3000€ par I’industriel. Un autre centre hospitalier frangais produit du
['®F]-DPA au prix de 2000€ la dose (sans le transport) pour un patient. Cependant, notre calcul
de cofit théorique reste supérieur pour notre production. Il serait intéressant de connaitre leur
méthodologie de calcul pour le prix de la dose en rapport avec leurs équipements, contrats de

maintenance, ainsi que leur organisation pour pouvoir accéder a ce tarif.

Concernant spécifiquement I’AV1451, ’acces a ce MRP est compliqué sur Toulouse. Le site
de production le plus proche se trouve a Amsterdam et compte tenu de la décroissance rapide
du Fluor, un transport rapide est nécessaire. Le seul possible est I’avion et son colit est de
10 000€ environ. Ce cofit est beaucoup trop €levé pour pouvoir étre inclus dans un essai clinique
ou de la recherche fondamentale au vu des budgets disponible. C’est dans ce contexte que nous
recevons des demandes de synthese de ce MRPE pour la recherche fondamentale. Cependant,
I’industriel a déposé un brevet sur I’['®F-AV1451]. Nous ne pouvons pas le produire pour une
administration a ’homme sans son accord. Cet industriel nous autorise uniquement a le produire

pour de la recherche fondamentale a I’heure actuelle.

Au vu de I’investissement humain et financiers de ces derniéres années, le but de la plateforme
du CHU de Toulouse est de produire des molécules radiomarquées a visée de recherche, qu’elle

soit clinique, préclinique ou cellulaire.
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Les prix proposés dans notre étude sont applicables dans le cas ou la molécule radiomarquée
est disponible au CHU de Toulouse. Si ce n’est pas le cas, il faudra ajouter au prix de la
synthése, un forfait de chimie et de mise au point réalisée par notre équipe et non évalué¢ dans

notre étude. Il sera intéressant d’évaluer ce colit pour €largir nos potentiels clients.

L’accés aux MRPE reste difficile pour les centres TEP ne disposant pas d’un centre de
production. Ils peuvent participer a des protocoles de recherche avec des molécules fluorées
mais en €tant tributaire de I’engagement d’un industriel ou d’une plateforme institutionnelle

pour leur approvisionnement.
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Conclusion

La maladie d’Alzheimer se défini par la présence de protéines amyloides et d’agrégats de
protéine tau hyperphosphorylée dans le cerveau des patients. Des MRPE tels que ’AV1451

peuvent nous permettre de mieux comprendre la physiopathologie de cette maladie.

Sur la plateforme de fluoration nous avons les moyens de produire des MRPE pour des essais
cliniques ou de la recherche fondamentale. Devant I’augmentation des demandes ces dernicres
années, il est devenu nécessaire de faire une évaluation précise de la faisabilité des demandes

que nous recevons et une étude de coiit afin de proposer le tarif le plus juste possible.

En I’absence de méthode consensuelle disponible dans la littérature, la construction de notre
outil Excel® permettra une actualisation simplifiée du coit théorique de la dose en fonction des
investissements, de I’évolution des prix des consommables et des maintenances des

équipements. Pour établir ces colits, nous avons retenu une méthode de cotits compléte.

Un autofinancement total ne sera jamais atteint, mais il est nécessaire d’avoir une génération
de recettes pour que la plateforme puisse perdurer. En mutualisant cet outil pour la recherche
clinique et pour la recherche fondamentale, nous espérons trouver un équilibre financier a

moyen terme et une valorisation importante du CHU en termes de publication.

Au-dela de I’intérét financier pour I’établissement, cette étude permet d’avoir une vision

transversale du fonctionnement de la plateforme et de guider la réflexion lors des choix futurs.
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Annexes

Annexe 1 : Les critéres diagnostiques de la maladie d’Alzheimer, NINCDS-ADRDA

1. Critéres de maladie d°Alzheimer probable -

- syndrome démentiel établi sur des bases cliniques et documenté par le MiniAMental State
Examination, le Blessed Dementia Scale ou tout autre test equivalent et confirmé par des preuves
neuropsychologiques

- deficit d'au moins deux fonctions cognitives

- altérations progressives de la mémoire et des autres fonctions cognitives

- absence de trouble de conscience

- survenue entre 40 et 90 ans. le plus souvent au-dela de 65 ans

- en Fabsence de désordres systémigues ou d'une aufre maladie cérébrale pouvant rendre compte
par eux-mémes, des déficits mnésigues et cognitifs progressifs

2. Ce diagnostic de maladie d'Alzheimer probable est renforcé par -
- la détérioration progressive des fonctions telles que le langage (aphasie), les habilités motrices
(apraxie) et perceptives (agnosie)
- la perturbation des activités de la vie quotidienne et la présence de troubles du comportement
- une histoire familiale de froubles similaires surtout =i confirmés histologiqguement
- le résultat aux examens standards suivants
- normalité du liguide céphalo-rachidien
- EEG normal ou sigége de perturbations non spécifigues comme la présence d'ondes lentes
- présence d'atrophie cérébrale d'aggravation progressive

3. Aufres caractéristigues clinigues compatibles avec le diagnostic de maladie d'Alzheimer probable

aprés exclusion d'autres causes -

- période de plateaux au cours de I'évolution

- présence de symptomes tels que dépression, insomnie, incontinence, idées délirantes. illusions,
hallucinations, réactions de catastrophe, désordres sexuels et perte de poids. Des anomalies
neurologiques sont possibles surtout aux stades évolués de la maladie, notamment des signes
moteurs tels gu'une hypertonie, des myoclonies ou des troubles de la marche.

- crises comitiales aux stades tardifs

- scanner cérébral normal pour Fage

4. Signes rendant le diagnostic de maladie d'Alzheimer probable incertain ou improbable

- début brutal

- déficit neurologique focal tel que hémiparésie, hypoesthésie, déficit du champ visuel, incoordination
mofrice & un stade précoce

- crizes convulsives ou froubles de la marche en tout début de maladie

5. Le diagnestic clinique de la maladie d'Alzheimer possible :

- peut étre porié sur |a base du syndrome démentiel, en absence d'auire désordre neurologigue,
psychiatriqgue ou systémigue susceptible de causer une démence, en présence de variante dans la
survenue, la présentation ou le cours de la maladie ;

- peut ére portd en présence d'une seconde maladie systémigque ou cérébrale susceptible de
produire un syndrome démenfiel mais qui n'est pas considérée comme la cause de cette
démence ;

- &t pourrait &re ufilisé en recherche clinique gquand un déficit cognitif sévére progressif est identifie
en I'absence d'autre cause identifiable.

6. Les critéres pour le diagnostic de maladie d'Alzheimer certaine sonf -
- les critéres cliniques de la maladie d'Alzheimer probable ;
et la preuve histologique apportée par la biopsie ou I'autopsie.
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Annexe 2 : Eléments a vérifier los d’une cession de sources non scellées
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Annexe 3 : Tableau des consommables utilisés pour une synthése de MRP

Grand té t1 i 1
,ran es Etapes consommables quantité colit en € qte p.ou prl).( pour
étapes tir tiren €

Préparation
automate |conditionne eau 1L 0,54 10mL 0,0054
de synthése| mentC18
ethanol 1L 13,94 10mL 0,1394
nettoyage eau 1L 0,54 60mL 0,0054
automate
ethanol 1L 13,94 60mL 0,8364
acetone 1L 1,64 60mL 0,0984
P -
roduction eau enrichie 150g 5850 25¢ 97,5
du fluor
1
hélium bouteille/m 46 10
ois
QMA 1 5
K222 600pL 10
Acetonitrile 50mL 27,5 3mL 1,65
air médical 15
. (refroidissement | bouteille/m 48 12
synthése .
automate) ois
DMSO 1L 77 1,5mL 0,1155
précurseur 2,5mg
HCI 1L 79 900uL 0,079
NaOH 1lkg 79 490mg 0,03871
citrate trisodique 500g 65 294mg 0,03822
flacon récupération 1 20€
eau lourde
eau 1L 0,54 10mL 0,0054
colonne C18 1 2
purification ethanol 1L 13,74 2mL 0,003348
solvant(éthanol 05
acetate de sodium) ’
) filtre 0,22 1 0,44
solution -
N flacon elumatic 1 20
mere —
dilution NaCl 20mL 0,045 0,045
papier pH négligeable
solvant HPLC 0,5
produit froid de .
L, gratuit
référence
test colorimétri
Controéles estco orlme. rique 600uL 10
.. Kryptofix
qualité PR
test de stérilité 1 22,95
endotoxines 1 81
PRN
Pureté chimique du
' 1176 €
lot de précurseur
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Serment de Galien

« Je jure en présence de mes Maitres de la Faculté et de mes condisciples :

- d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur témoigner ma
reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement ;

- d’exercer, dans I'intérét de la santé publique, ma profession avec conscience et de respecter
non seulement la Iégislation en vigueur, mais aussi les régles de ’honneur, de la probité et du
désintéressement ;

- de ne jamais oublier ma responsabilité, mes devoirs envers le malade et sa dignité humaine,

de respecter le secret professionnel.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les

moeeurs et favoriser les actes criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confreres, sij'y manque ».
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Production of an experimental radiopharmaceutical drug targeting tau protein:
feasibility and cost for institutional research

The tau protein stabilizes microtubule organization. During abnormal phosphorylation,
interactions between microtubules and tau proteins decrease and tau will accumulate to form
Paired Helical Filament (PHF): it is one of the characteristic lesions in Alzheimer's Disease
(AD).

The presence of PHF can be detected by the injection of an experimental radiopharmaceutical
drug (MRPE): ['8F] -AV 1451 coupled with PET imaging (positron emission tomography). This
examination can be used in longitudinal studies to assess the kinetics of onset of these PHFs.
At the University Hospital Center of Toulouse, we had requests for the production of this MRPE
in the context of institutional clinical trial, and more recently for basic research. The objective
of our study was to estimate the cost of a synthesis of ['F] -AV 1451 in order to suggest a price
for customers. First, we recalled the pathophysiology of AD and PHF training. We then looked
at the production process of the ['®F] -AV1451 in order to be able to evaluate the cost of the
various items of expenditure. The operation of our fluoridation platform has been divided into
3 major expenditure categories.

After analyzing the various parameters, the theoretical cost of a synthesis of [1*F] -AV 1451 was
estimated at € 2,279.30 for the basic research study. A higher price will be applied for use in
clinical trials because of the quality controls necessary for an injection to humans. In our type
of institutional research structure, the quest for a balanced budget must be ensured in order to
sustain the benefits, but this balance is difficult to achieve. The ambition of the institution is to
promote research, the price offered to the researchers of the University Hospital is much lower
than that calculated in this study. The benefits for the establishment are expressed here mainly
in terms of publications rather than financial gain. However, knowing the right cost of
production allows us to optimize our organization (clinical trial) and a possibility of correct
pricing for external services. This study highlights the importance of the financial support of
the University Hospital Center for the viability of such a platform and to have a transversal
vision of the operation of the platform in order to guide a reflection in future choices.

Keywords : experimental radiopharmaceutical drug, Alzheimer's Disease, tau protein,
institutional research, ['*F] -AV 1451
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RESUME EN FRANCAIS :
La protéine tau permet de stabiliser I’organisation microtubulaire. Lors d’une phosphorylation

anormale, I’interaction avec les microtubules diminue et les protéines tau vont s’accumuler dans
le cerveau en formant des Paires de Filament en Hélice (PHF) : c’est une des 1ésions retrouvées
dans la Maladie d’Alzheimer (MA). La présence de PHF peut étre détectée par 1’injection d’un
médicament radiopharmaceutique expérimental (MRPE) : I’['®F] -AV1451 couplé a une
imagerie TEP (tomographie par émission de positons). Cet examen peut étre utilisé¢ dans des
études longitudinales permettant d’apprécier la cinétique d’apparition de ces PHF. Au CHU de
Toulouse, nous avons eu des demandes de production de ce MRPE dans le cadre d’essai
clinique institutionnel, et plus récemment pour de la recherche fondamentale. L’objectif de
notre étude a été d’estimer le colt d’une synthése d’['®F] -AV 1451 afin d’établir un tarif a
proposer a nos clients. Dans un premier temps, nous avons rappelé la physiopathologie de la
MA et de la formation des PHF. Nous nous sommes ensuite intéressés au process de production
de I’['8F] -AV1451 afin de pouvoir évaluer le coiit des différents postes de dépenses. Le
fonctionnement de notre plateforme de fluoration a été réparti en 3 grands titres de dépenses.
Apreés analyse des différents paramétres, le colit théorique d’une synthése d’['®F] -AV1451 a
été estimé a 2 279,30€ pour 1’étude de recherche fondamentale. Un prix supérieur sera appliqué
pour une utilisation dans les essais cliniques en raison des contrdles qualités nécessaire pour
une injection a I’homme. Dans notre type de structure de recherche institutionnelle, la recherche
de I’équilibre budgétaire est a assurer, pour pérenniser les prestations, mais cet équilibre est
difficilement atteignable. L’ambition de I’institution étant de promouvoir la recherche, le prix
proposé aux investigateurs du CHU est bien plus faible que celui calculé lors de cette étude.
Les bénéfices pour 1’établissement s’expriment ici principalement en termes de publications
plus qu’en gain financier. Cependant la connaissance du juste cout de production nous permet
une optimisation de notre organisation (essai clinique) et une possibilité de tarification correcte
pour des prestations externes. Cette étude permet de mettre en avant I’importance du soutien
financier du CHU pour la viabilité d’une telle plateforme et d’avoir une vision transversale du
fonctionnement de la plateforme afin de pouvoir guider une réflexion lors des choix futurs.
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