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Préambule

La médecine nucléaire est la discipline médicale, créée dans les années 80, qui
regroupe I'ensemble des utilisations de radio-isotopes chez ’'Homme, sous forme de sources
non scellées dans un but diagnostique et/ou thérapeutique. Elle est sollicitée dans le cadre
d’un grand nombre de pathologies (cancers, infections, troubles endocriniens...). En 2011, la
Société Francaise de Médecine Nucléaire! a dénombré en France, 219 unités de médecine
nucléaire représentant un parc d'imagerie d’environ 450 caméras TEMP (tomographie par
émission monophotonique ou scintigraphie) et 105 caméras TEP (tomographie par émission
de positon). On compte actuellement 129 radiopharmaciens (Janvier 2018, Ordre National
des Pharmaciens) et 788 médecins nucléaires (Janvier 2020, Ordre National des Médecins)
en France métropolitaine.

L'émergence de la médecine nucléaire est liée a la découverte de la radioactivité
artificielle par Frédéric Joliot et Irene Curie en 1934. Dés les années 50, l'iode 131 est le
premier radioélément approuvé par la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats Unis. I
deviendra un isotope radioactif majeur lorsqu’une technique pour capter les rayonnements
gamma émis et les convertir en images s’est développée. Elle fut employée pour la premiére
fois en 1951, permettant I'obtention d’une premiére image de la thyroide chez I’'Homme.

Les médicaments employés en médecine nucléaire ont le statut de médicaments
radiopharmaceutiques (MRP). Un MRP est soit un atome radioactif ayant un tropisme
physiologique pour un organe ou une fonction précise (Ex: isotopes de l'iode pour la
thyroide, comme l'iode-123 ou iode-131), soit constitué d’un radioélément lié a une
molécule dite « vectrice » (molécules organiques, anticorps, cellules sanguines, ...) dont le
but est de permettre au radioélément d’atteindre une cible choisie. Ce sont soit des
spécialités pharmaceutiques livrées prétes a I'emploi, soit des préparations extemporanées
réalisées in situ a partir de trousses et de générateurs.

Le choix du radioélément administré (par voie intraveineuse le plus souvent)
dépendra de l'objectif de I'examen réalisé. On emploiera soit des gamma-caméras (y-
caméras) qui captent des photons dans le cadre de la scintigraphie, soit des caméras TEP,
apparues dans les années 80, détectant les photons d’annihilation issus de la désintégration
béta plus (B*). Ces techniques d’imagerie non invasives permettent notamment une étude
fonctionnelle ou métabolique des organes, tissus ou cellules. On parle alors d’imagerie
fonctionnelle ou métabolique. Aujourd’hui, les radioéléments les plus utilisés en TEMP sont
le technétium-99 métastable (*°*™Tc) et Iiode 123 (*%3I), et ceux employés en TEP sont le
fluor-18 (*8F) et le gallium-68 (°8Ga). La TEP est en général une technique avec une meilleure
sensibilité, une meilleure résolution que la TEMP et la possibilité de quantifier du signal.
C’est pourquoi l'utilisation clinique de la TEMP en cancérologie a diminué ces dernieres
années au profit de la TEP.

Le Plan Cancer, mis en place par Jacques Chirac a partir de 2000, a permis le
développement des TEP entre 2003 et 2007 en France. Ce plan avait pour but d’« offrir
I'accés le plus large a I'innovation diagnostique et thérapeutique », et la mesure 44 précise la
mise en place d’'une TEP pour 1 million d’habitants dont au moins une par centre de lutte
contre le cancer (CLCC) et par centre hospitalo-universitaire (CHU).

Durant la derniére décennie, la TEP couplée a la tomodensitométrie (TEP/TDM) ou
plus récemment a I'imagerie par résonance magnétique (TEP/IRM) est devenue un examen
d’imagerie largement pratiqué en oncologie. L'objectif de I'imagerie nucléaire en oncologie
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est de caractériser I'agressivité et le développement de la maladie chez les patients atteints
de cancers afin de mettre en place, le plus t6t possible, le traitement le plus adapté. Les
nouvelles connaissances en oncologie permettent de mieux prendre en compte les
caractéristiques biologiques des cellules cancéreuses et donc I’'hétérogénéité de ces cancers.
Ceci explique I'impact potentiel de cette imagerie moléculaire fonctionnelle dans la prise en
charge thérapeutique des patients, qui sera de plus en plus personnalisée. Les perspectives
en imagerie moléculaire sont notamment le développement de l'aptitude de nos caméras a
mieux quantifier et localiser les MRP, et la mise au point de nouveaux vecteurs ciblant des
marqueurs tumoraux.

Il existe aujourd’hui 7 MRP disposant d’une autorisation de mise sur le marché
(AMM) pour I'imagerie TEP en France (Tableau 1).

Tableau 1 : Médicaments radiopharmaceutiques ayant I’AMM en France pour la TEP?
- Diagnostic, stadification, suivi de la réponse thérapeutique et
détection des récidives en oncologie
- Localisation des foyers épileptogeénes en neurologie
- Evaluation de la sévérité d’une insuffisance cardiaque
- Localisation de foyers infectieux et inflammatoires
- Détection d’ostéogenese anormale
- Détection et localisation de métastases osseuses en oncologie
- Aide au diagnostic étiologie de douleurs dorso-lombaires
- Détection de |ésions osseuses en cas de suspicion de maltraitance
- Détection des |ésions osseuses métastatiques du cancer de la
[*8F]FCholine prostate chez les patients a haut risque
- Localisation de lésions de carcinome hépatocellulaire
- Diagnostic, stadification, suivi de la réponse thérapeutique et
détection des récidives en oncologie
[*®F]FDOPA - Différenciation des tremblements essentiels des syndromes
parkinsoniens liés a des maladies dégénératives affectant le systeme
nigro-strié en neurologie
- I,Diggnosﬂtic dela rrjaladie d’Alzheimer par recherche de plaques
séniles béta-amyloides
- I,Di?gnosAtic dela njaladie d’Alzheimer par recherche de plaques
séniles béta-amyloides
- Détection, caractérisation et stadification de tumeurs
neuroendocrines primitives ainsi que de leur récidive
- Complément de I'imagerie morphologique pour I’évaluation pré-

d’un enfant
thérapeutique d’un méningiome

[(8Ga]Ga-Edotréotide

Ce travail de thése s’inscrit donc dans le développement de nouveaux médicaments
radiopharmaceutiques utilisables en imagerie TEP oncologique. Nous avons choisi de nous
concentrer sur les opportunités offertes par le ciblage d’un récepteur de neuropeptide : le
récepteur du Gastrin-releasing Peptide (GRP-R).
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l. Introduction

A. Le médicament radiopharmaceutique utilisable en
imagerie TEP

1. Cadre réglementaire

Les médicaments radiopharmaceutiques sont définis dans le code de santé publique
comme « tout médicament qui, lorsqu’il est prét a I'emploi, contient un ou plusieurs
isotopes radioactifs, dénommés radioéléments, incorporés a des fins médicales ». Leur
utilisation est limitée a un couple de spécialités médicales : la médecine nucléaire et la
radiopharmacie.

La directive du Conseil de I'Union Européenne n°® 89/343 du 3 mai 1989 a fait entrer
les radiopharmaceutiques dans le domaine du médicament en prévoyant des dispositions
complémentaires pour les produits radiopharmaceutiques. Ces textes ont été transposés en
France par la loi du 8 décembre 1992 qui a officialisé le statut des radiopharmaceutiques en
tant que médicaments. Du fait de leur nature radioactive, les radiopharmaceutiques sont
soumis a une double réglementation : celle des médicaments (notamment des substances
vénéneuses) et celle des radioéléments, avec pour conséquence un double référentiel
législatif, réglementaire et normatif, ainsi que des contraintes spécifiques a toutes les étapes
de leur utilisation allant de leur fabrication a I’élimination des déchets.

La préparation et la dispensation des MRP sont des activités incontournables
réalisées par la radiopharmacie. La radiopharmacie est une unité de production dépendant
de la pharmacie a usage intérieur (PUl) mais fonctionnellement détachée au sein du service
de médecine nucléaire. Il s’agit d’'une activité optionnelle de PUI mais qui est obligatoire
dans le cadre d'un service de médecine nucléaire. Les MRP sont des médicaments
spécifiques dont la préparation et la dispensation sont réalisés par des radiopharmaciens
(pharmaciens hospitaliers ayant validés le DESC de radiopharmacie). Ce sont soit des
spécialités pharmaceutiques prétes a I'emploi, soit des préparations réalisées a partir de
trousses et de générateurs.

2. Structure des médicaments radiopharmaceutiques

Les MRP sont constitués d’un isotope radioactif (on parle de radioisotope ou de
radioélément) qui peut étre utilisé seul ou couplé a un vecteur (molécule, anticorps,
hormone, peptide).

Un radioélément est un atome au noyau instable dont la désintégration libére de
I’énergie. Cette énergie est émise sous forme de rayonnements (gamma) qui peuvent étre
détectés a I'aide de caméras pour établir des diagnostics in vivo. Il existe également des
émissions particulaires (alpha et béta), non directement observables mais employées a visée
diagnostique (béta plus) ou thérapeutique (béta moins et alpha) (Figure 1).

15



Figure 1 : lllustration des différents modes de désintégration discutés dans ce document

Utilisé seul, l'isotope radioactif doit avoir un tropisme naturel pour I'organe cible
(exemple : I'iode pour la thyroide). Dans le cas d’une association d’un radioélément a son
vecteur (on parle alors de radiomarquage), le couplage de la molécule d’intérét a un
radioélément peut étre envisagé suivant deux approches (Figure 2): La méthode directe,
permettant de fixer le radioélément directement au vecteur et la méthode indirecte utilisant
un chélate capable de se lier au radioélément a une extrémité et a la molécule
biologiquement active a I'autre (on parle alors de chélate bi-fonctionnel).

La méthode indirecte est principalement utilisée pour le marquage des
macromolécules (peptides, protéines, anticorps...) qui permettent de cibler, entre autres,
certains récepteurs surexprimés a la surface de cellules tumorales.

Figure 2 : Radiomarquage par méthode indirecte (a gauche ; [*®Ga]Ga-Edotréotide) et
directe (a droite ; [*°™Tc]Tc-Benzoyl mercaptoacétyltriglycine)

3. Structure des MRP radiomarqués par méthode indirecte

Dans le cas de la méthode indirecte, les radiotraceurs spécifiques sont généralement
constitués de quatre parties (Figure 3) :

- un radioélément (ex : ®8Ga, °™Tc...), dont les propriétés physiques (période, nature
et énergie des rayonnements émis...) doivent étre adaptées aux besoins et dont la période
physique doit étre compatible avec la pharmacocinétique du vecteur, tout en minimisant
I’exposition du patient aux énergies émises.

- un chélateur (ex: DOTA, NOTA...) qui est une molécule possédant a la fois un
groupement fonctionnel permettant une liaison covalente stable avec une biomolécule et un
site de coordination disponible pour un radioélément métallique.
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- une biomolécule d’intérét (ex : Prostate Specific Membrane Antigen ou PSMA...)
permettant le ciblage spécifique d’un récepteur ou d’une structure surexprimée dans un
tissu pathologique.

- un groupement chimique espaceur dit « Espaceur ». Son role est d’éviter un
encombrement stérique de la part du chélate qui empécherait la liaison du radiotraceur a sa
cible3.

Figure 3 : Schéma d’'un MRP radiomarqué par méthode indirecte

B. Radioéléments

1. Radioéléments employés en TEP

En imagerie TEP, les radioéléments utilisés sont émetteurs de positons. Ils ont une
désintégration par émission béta+ (B*) (Figure 4). L'instabilité du noyau pére est due a un
exces de protons dans le noyau. Il se désintégre alors vers un état plus stable par
transformation d’un proton en neutron au sein de son noyau, conduisant a I'émission d’un
positon et d’un neutrino. Il s’agit d’'une transformation isobarique.

Figure 4 : Equation de la désintégration B*

Ce positon, antiparticule de I'électron, est émis hors du noyau et effectue un
parcours de I'ordre du millimétre au sein du milieu environnant. Dans le cas de I'imagerie
TEP ce milieu est le corps du patient. Au cours de ce trajet, le positon perd au fur et a
mesure son énergie cinétique, il peut alors interagir avec un électron libre et réaliser la
réaction d’annihilation (Figure 5). La masse du couple particule/antiparticule se transforme
alors en deux photons d’annihilation de 511keV chacun, émis dans des directions opposées.

Figure 5 : Schématisation du phénomene d’annihilation
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Les principaux radioéléments utilisables en TEP sont présentés dans le tableau
suivant :

Tableau 2 : Radioéléments candidats pour le radiomarquage d’un radiotraceur en TEP

Demi-vie = Rapport d’embranchement 3*
physique (%)
Carbone-11 20,3min 99,8 Cyclotron

Radioéléments Production

| Carbone-11 |
9,96 min 100 Cyclotron
2,05 min 99,9 Cyclotron
110min 97 Cyclotron
| Scandium-43 RERLTY 88,1 Cyclotron
3,97 h 94,3 Générateur/Cyclotron
12,7 h 17,4 Cyclotron
| Gallium-66  ERELD 56,5 Cyclotron
67,7min 88,9 Générateur/Cyclotron
76s 95 Générateur

14,74 h 31,9 Cyclotron
3,3 jours 23 Cyclotron

lode-124 4,17 jours 22 Cyclotron
Terbium-149 4,12 h 7,1 Cyclotron
Terbium-152 17,5 h 19,6 Cyclotron

Les radioéléments les plus utilisés a ce jour en médecine nucléaire TEP sont le fluor-
18 (*8F) et le gallium-68 (%8Ga).

2. Isotopes du gallium

Le ®°Ga et le 7*Ga sont les deux isotopes stables du gallium et possédent une
abondance isotopique naturelle respective de 60,1% et 39,9% (Figure 6).

Figure 6 : Minerai de gallium

Il existe plusieurs isotopes radioactifs du gallium dont plusieurs sont a I’étude ou déja
utilisés en clinique :

Le %Ga (T12 = 9,49 h) est un émetteur B*. Sa décroissance se fait a 56,5% par
désintégration B* et 43,5% par capture électronique. Bien que sa demi-vie soit suffisamment
longue pour explorer des processus physiopathologiques relativement longs, il émet un
positon de haute énergie (> 4,15 MeV) et un rayonnement gamma de haute énergie (> 4
MeV) qui limitent son intérét pour le développement de radiopharmaceutiques au °6Ga*.
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Le %7Ga (T12 = 78,1 h) se désintégre par capture électronique en ®’Zn. Aprés cette
capture, il émet des rayonnements détectable en TEMP (91,3 keV ; 185 keV ; 300 keV ; 394
keV). Cet isotope est notamment utilisé sous forme de citrate dans la détection de sites
tumoraux primaires ou de métastases ainsi que dans la recherche de foyers infectieux.

Le %8Ga (T1/2 = 67,7 min) est employé en imagerie TEP. Sa décroissance se fait a 89%
par désintégration B*, avec une émission de positon dont I'énergie maximale est de 1899
keV (qui par phénomene d’annihilation donnera deux photons de 511keV),
occasionnellement accompagné par une émission d’un photon (1077 keV ; 3,22%)°.

Ainsi, le gallium-68 est le radioisotope du gallium le plus intéressant pour le
développement de I'imagerie TEP grace a son rapport d’embranchement B* proche des 90%
ainsi qu’une bonne disponibilité grace a des méthodes de production en générateur
isotopique ou par cyclotron.

3. Gallium-68
a) Généralités

Le marquage d’'une molécule d’intérét par un radioélément peut étre envisagé selon
une méthode directe ou indirecte en utilisant un chélateur, comme expliqué précédemment.

Un des obstacles majeurs au développement et a I'utilisation des traceurs TEP pour
des récepteurs peptidiques est la disponibilité limitée de radioéléments adaptés a I'imagerie
TEP. L’avantage du %8Ga est la possibilité de production par cyclotron ou par un générateur
germanium-68/gallium-68 (°8Ge/%8Ga) lui conférant une disponibilité croissante.

La demi-vie du ®Ga (Figure 7) est également compatible avec les propriétés
pharmacocinétiques de nombreux vecteurs auxquels il peut étre associé, a savoir des
molécules de faible poids moléculaire (peptides ou fragments d'anticorps) qui se distribuent
rapidement. De plus, la chimie de coordination du %8Ga3* est simple et relativement bien
connue, facilitant le radiomarquage. Enfin, les propriétés chimiques des éléments pére et fils
sont suffisamment différentes pour permettre leur séparation.

Figure 7 : Décroissance du %8Ga et de son élément pére le %8Ge

Le germanium-68 peut étre produits selon différentes réactions nucléaires, utilisant
des particules chargées avec un accélérateur a particule (°°Ga(p ;2n)%8Ge)®.
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b) Production du ®3Ga

Comme nous l'avons mentionné plus haut, le gallium-68 peut étre produit par
cyclotron ou par générateur. Un générateur a l'avantage de permettre une excellente
disponibilité du ®8Ga, a la demande et indépendamment de I'existence a proximité d’un
cyclotron’. Par cyclotron, le bombardement de la cible enrichie de %8Zn par des protons dans
la gamme d'énergie de 11-14 MeV, produit du ®8Ga par la réaction nucléaire %8Zn(p, n)®Ga.
Le rendement est meilleur lorsque le %8Zn est sous forme solide (vs liquide). Le meilleur
résultat rapporté récemment a été un rendement de 194GBq de ®8Ga en irradiant une cible
de %8Zn solide déposée sur de I'argent pendant 120min avec un faisceau de protons ayant
une énergie de 13MeV et une intensité de 8OpAS.

Les générateurs %8Ge/%®Ga actuellement sur le marché bien que plus simples a
employer qu’un cyclotron présentent certains inconvénients notamment une disponibilité
limitée avec un délai de 3 a 6mois pour obtenir un nouveau générateur, une activité limitée
a 1850MBq aujourd’hui, un rendement d’élution de 60 a 80% selon le type de générateur et
diminuant dans le temps, et enfin un colt important autour de 80 000€ / 100 0005°.

Il est important de préciser qu’'un générateur ayant une capacité deux fois plus
importante a été développé (4,04 GBq soit 109 mCi), mais n’est pas encore disponible
commercialement?0,

La premiére AMM d’un générateur de %8Ga, en France, a été octroyé en 2015 pour le
générateur GalliaPharm® commercialisé par Eckert&Ziegler (Figure 8). Un deuxiéme
générateur (IRE® Galli Ad) a également obtenu 'AMM depuis. Le générateur ®8Ge/%Ga
pourrait avoir un impact clinique dans le diagnostic par TEP en médecine nucléaire autant
que le générateur *?Mo/*°™Tc I'a eu pour la SPECT si la disponibilité de vecteurs et trousses
augmente significativement.

Figure 8 : Générateur %8Ge/%®Ga (GalliaPharm® a gauche et IRE® Galli Ad 3 droite)

Par ailleurs, la demi-vie relativement longue de I'élément pére (T12 %8Ge = 270,9
jours), permet au générateur d’étre utilisé au sein d’un service de médecine nucléaire
pendant une année. Par conséquent, son utilisation pluriquotidienne est possible, et ce a un
co(t raisonnable. L'avantage d’'un générateur isotopique est qu’il permet, en outre, de
s’affranchir de la nécessité d’avoir un cyclotron. En effet, ce systéme offre une flexibilité par
rapport a la livraison de MRP fluorés par un cyclotron qui n’est pas nécessairement situé a
proximité.

La période physique du ®8Ga (67,7 min) entraine une irradiation limitée du patient
pour une activité injectée compatible avec une bonne qualité des images TEP. Cette période
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permet un délai entre le radiomarquage du vecteur et I'acquisition des images TEP. Cette
période physique est suffisamment «longue » pour permettre le radiomarquage, le
contréle, I'injection et I"acquisition d’image TEP au ®8Ga. La mise a disposition au sein du
service de médecine nucléaire d’un tel générateur couplé a un module de marquage, permet
une certaine flexibilité vis-a-vis de I'organisation quotidienne du service.

Actuellement, le ®Ge obtenu est adsorbé sur une résine constituée d’oxyde de
titane, de dioxyde d’étain ou encore d’un composant organiquell. Une élution par une
solution d’acide chlorhydrique (HCI) permet de recueillir le 8Ga et fournit un éluadt composé
de ®8Ga sous forme ionique en solution aqueuse : le ®8Ga3*. Le %8Ga se trouve a I'état
d’oxydation +3 qui correspond a son état d’oxydation le plus stable en solution aqueuse a
température ambiante. Son nombre de coordination de 6 permet une complexation aisée
avec des ligands possédant un nombre de coordination de 4, 5 ou 6. En pratique, un tel
générateur peut étre élué toutes les 3,4 heures pour éluer une activité de ®8Ga quasi égale
(90%) a celle du %8Ge encore présent.

Dans I'état actuel de la réglementation francaise, seul un médicament
radiopharmaceutique marqué au ®Ga posséde 'AMM (5 avril 2017) : le [%®Ga]Ga-
édotréotide (ou [*8Ga]Ga-DOTATOC, [*8Ga]Ga-SOMAKIT-TOCO et [*8Ga]Ga-IASOTOCO, pour
le diagnostic de tumeurs neuroendocrines et des méningiomes). Les autres traceurs
radiomarqués au %8Ga ne peuvent étre a ce jour utilisés que dans le cadre d’études de
recherche clinigue ou d’autorisations temporaires d’utilisation nominatives (comme le
[¢8Ga]Ga-PSMA-11 pour I'imagerie de patients atteints de cancer de prostate en récidive
biochimique).

c) Automatisation de la procédure de radiomarquage

Les radiomarquages développés en recherche préclinique débutent souvent par une
phase manuelle d’optimisation des conditions!?. Toutefois, pour améliorer la
radioprotection du personnel et faciliter une transition vers I'utilisation clinique de routine,
des modules de marquage automatiques ont été développés. Ceux-ci sont controlés par un
logiciel qui permet de contréler a distance une séquence d'opérations nécessaires au
marquage!®. En éliminant la variabilité inter-opérateur, ils permettent une plus grande
reproductibilité des résultats, notamment au niveau des étapes critiques du marquage telles
que I"élution du générateur ou les étapes de purification'*. Ces automates sont composés
d’une partie mécanique (les pompes, les sondes, les tubulures, etc.) et d’'une partie gérant
les produits chimiques (les gaz de poussée, les solvants, etc.). L'ensemble du petit matériel
est fixe et réutilisable, les tubulures sont accessibles et modifiables a souhait. Les modules
utilisés en recherche sont trées modulables et les paramétres de séquence de marquage
peuvent-étre modifiés a volonté. Récemment, des modules a cassettes ont fait leur
apparition sur le marché, ils s’emploient avec des cassettes a usage unique jetables
contenant 'ensemble du matériel nécessaire au radiomarquage®. Un exemple de module
avec cassettes jetables utilisable en recherche clinique est le Fast Lab R&D de Raytest (Figure
9).
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Figure 9 : Module Fast Lab R&D de Raytest

4, Chimie du Gallium

Le gallium ne peut pas étre directement incorporé a un vecteur par liaison covalente,
mais doit étre complexé a un chélate en suivant les principes bien établis de la chimie de
coordination.
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Figure 10 : Schéma du Ga (lll) en fonction du pH*®

En solution aqueuse, seul le degré d’oxydation (+lll) est stable. Cependant, la forme
ionique Ga3* n’est stable qu’en milieu trés acide (pH<3). Aux pH de 3 a 7, le Ga s’hydrolyse
sous forme d’hydroxydes de type Ga(OH)s insolubles. En milieu basique, I’hydroxyde de Ga
se solubilise formant I'ion gallate Ga(OH)s, rendant le gallium indisponible pour une
éventuelle complexation par un ligand (Figure 10). La chimie de coordination du gallium
présente beaucoup de similitudes avec celle du fer ce qui rend tous les composants
métalliques des compétiteurs pour le radiomarquage au ®Ga.

Le cation Ga3* est considéré comme un acide dur de Lewis du fait de sa forte densité
cationique et de son court rayon ionique (62pm), c’est donc un accepteur d’électrons. Il a
une configuration électronique Ilui permettant d’accepter différents nombres de
coordinations, majoritairement 6 et plus rarement 4 ou 5% || va préférentiellement se
coordonner avec des bases dures (espéces donneuses riches en électrons) telles que
I’'oxygéne ou I'azote pour former des complexes stables!®2°,

22



C. Chélates bifonctionnels

1. Généralités

Afin de marquer une molécule d’intérét au %8Ga, elle doit étre liée a un chélateur qui
complexera le métal. Il s’agit donc de chélateurs dits bifonctionnels car se lient a la fois au
métal et au vecteur. Le chélateur idéal doit donc avoir une complexation au radioélément
rapide et stable, mais aussi étre sélectif du ®8Ga afin de ne pas se complexer au zinc
(nucléide fils stable). Il existe de nombreux chélateurs?'?2 : DOTA, NOTA, NODAGA, HBED-
CC, EDTA, DTPA... Le choix de I'un d’eux se fera selon la molécule d’intérét, sensible ou non a
certains parametres du radiomarquage comme la température de marquage, le pH ou
encore sa polarité.

L'objectif est la complexation du chélate au métal tout en restant lié a la molécule
vectrice in vivo.

Les caractéristiques d'un chélateur idéal pour le développement d'un
radiopharmaceutique a base de gallium sont :

- Une liaison chélate-métal rapide, non influencée par la liaison du chélateur a la
molécule vectrice. Cette liaison se fait le plus efficacement avec des ligands
possédant 6 valences, séquestrant le Ga3* en utilisant son nombre de coordinations
maximum (n = 6),

- Une conservation des propriétés pharmacodynamiques in vivo de la molécule
vectrice une fois liée au chélateur,

- Une stabilité cinétique in vivo (en prenant en compte le pH sanguin et la présence
d’autres cations dans le sérum tels que Ca?*, Zn?* et Mg?*),

- Une stabilité du complexe ®8Ga-chélate supérieure a celle du complexe %8Ga-
transferrine afin d’éviter une transchélation (le fer et le gallium ayant un
comportement chimique similaire, la plupart des molécules chélatrices du fer sont
susceptibles de fixer également le gallium entrainant la liaison in vivo d’une partie du
%8Ga a la transferrine?3).

Il existe deux grandes classes de chélateurs bifonctionnels : les macrocycliques et les
acycliques. En général, les complexes chélateurs acycliques sont moins inertes que les
complexes macrocycliques pour une stabilité comparable??.

2. Chélates macrocycliques

a) DOTA

Le DOTA (Acide 1, 4, 7, 10-tétraazacyclododécane — 1, 4, 7, 10- tétraacétique) est le
plus commun des chélateurs du gallium’ (Figure 11).

Figure 11 : Acide 1,4,7,10-tétraazacyclododécane — 1,4,7,10-tétraacétique ou DOTA
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Ses quatre fonctions carboxyles lui permettent une coordination de maximum 8 qui
pourrait permettre la complexation de cations métalliques tels que I'In3* ou le Lu3* Dans le
cas du ®8Ga, le nombre de coordinations maximum est de 6 donc seuls deux bras carboxyles
servent a la complexation, en plus du cycle N4%°. L’'un des groupements carboxyle du DOTA
est souvent utilisé pour permettre la conjugaison au vecteur d’intérét biologique.

Le DOTA a une stabilité moyenne avec le Ga, proche de celles du complexe Ga-
transferrine (log(B) de 21,33 avec le Ga3* et pGa de 15,3’.

Le DOTA possede une grande inertie cinétique, ceci implique une réaction de
complexation lente. Les protocoles de radiomarquage intégrent un chauffage a environ 90°C
pendant plusieurs minutes pour obtenir un rendement de marquage supérieur a 90%. Ceci
limite donc son utilisation a des molécules thermorésistantes comme les peptides.
Néanmoins, la possibilité d’'incorporer des cations d’éléments possédants des radio-isotopes
thérapeutiques est attractive pour des perspectives d’imagerie et de thérapie.

b)  NOTA

Le NOTA (Acide 1,4,7-triazacyclononane — 1,4,7-triacétique) est un chélateur a 6
valences dont le cceur N3Os procure une grande stabilité (log(B) de 30,98 et pGa de 26,4) de
par la taille de son cycle plus adaptée au rayon ionique du Ga3* par rapport au DOTA (Figure
12).

Figure 12 : Acide 1,4,7-triazacyclononane — 1,4,7-triacétique ou NOTA

Le NOTA engage ses trois bras carboxylates dans la complexation du Ga3* et présente
une charge neutre a pH physiologique. Si I'un de ses bras carboxylates est mobilisé pour
créer une liaison directe a un vecteur, la stabilité du complexe est compromise car la
coordination optimale de 6 du Ga3* n’est plus possible. De plus, le complexe devient chargé
positivement, ce qui peut modifier les propriétés biologiques du vecteur?®,

3. Exemple de chélateur acyclique : HBED

La complexation des chélateurs acycliques impose un changement drastique de leur
géométrie pour que les atomes donneurs se coordonnent avec I'ion métallique. Pour la
plupart ils ont une inertie cinétique plus faible que les chélateurs macrocycliques, ce qui les
rend plus vulnérables a une démeétallation in vivo. Mais cela se traduit également par une
réaction de complexation souvent plus rapide et possible a température ambiante.

L'HBED (Acide N, N’-di(2-hydroxybenzyl)-éthylénediamine-N, N’-diacétique) est un
dérivé voisin de 'EDTA (Acide éthylene diamine tétraacétique) qui a été décrit dans les
années 60?7 (Figure 13).
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Figure 13 : Acide N, N’-di(2-hydroxybenzyl)-éthylenediamine-N, N’-diacétique ou HBED

Il a une forte affinité pour le Ga3* avec un log(B) de 38,51 et un pGa de 28,6. Il est
caractérisé par une réaction de complexation rapide avec le Ga** avec de trés bons
rendements et sa stabilité dans le sérum est comparable 3 celle du NOTA%,

La réaction de complexation est rapide méme a température ambiante, il est donc un
chélateur particuliérement intéressant pour le radiomarquage de molécules thermolabiles. A
titre d’exemple ce chélate est utilisé pour le radiomarquage du PSMA-11.

D. Espaceurs

Le rble principal des espaceurs est d’éloigner le chélate de la partie de liaison a la
cible?®. Néanmoins, les espaceurs peuvent avoir un impact significatif sur la biodistribution
d’un radiotraceur et son affinité pour sa cible3°. En effet, la présence d’acides aminés
protonables a pH physiologiques peuvent modifier profondément le profil de distribution
d’un radiopharmaceutique. Le choix des espaceurs doit donc étre optimisé lors du
développement de nouveaux radiopharmaceutiques.

E. Vecteurs

Les molécules vectrices peuvent étre de différentes natures comme des : anticorps
monoclonaux intacts, des fragments d’anticorps, des protéines, des acides aminés ou encore
des oligonucléotides.

Un des écueils rencontrés avec des anticorps entiers est un temps de biodistribution
trop important, rendant les radioéléments a demi-vie courte inadaptés pour I'imagerie TEP
de ces molécules d’intérét.

Pour contourner ce probléme, une I"approche intéressante est celle par pré-ciblage3.
Le principe repose sur le ciblage au préalable de la tumeur par un vecteur immunologique de
taille importante. Ce vecteur est congu de telle sorte qu’il puisse reconnaitre également une
petite molécule appelée hapténe. Ainsi, une fois que I'anticorps injecté s’est distribué et a
atteint sa cible, il ne reste plus qu’a administrer I’haptéene, préalablement radiomarqué, qui
se liera rapidement au vecteur pré-localisé sur la tumeur afin de caractériser cette derniére.
Cette stratégie nécessite une compliance importante du patient qui recoit 2 injections.
D’autres vecteurs, comme les peptides peuvent étre utilisés pour simplifier cette procédure.

Les peptides sont des molécules de petite taille et de faible poids moléculaire, ayant
donc une excellente perméabilité vasculaire. De plus, étant de structure similaire a celle des
peptides endogenes, ils possédent une faible immunogénicité, ce qui limite les risques de
toxicité, d’effets secondaires et de réactions immunitaires. Par ailleurs, la clairance sanguine
et tissulaire des peptides est rapide, ce qui permet d’atteindre d’excellents rapports de
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captation tumeur/tissu non-cible. Les peptides sont en outre faciles a synthétiser et a
modifier. Les peptides radiomarqués étant éliminés principalement par voie rénale
(molécule hydrophile) ou hépatobiliaire (molécule lipophile), la voie d’excrétion peut étre
modifiée par l'introduction d’acide aminé a caractere plus ou moins hydrophile.

Le principal écueil des peptides réside dans leur dégradation rapide in vivo sous
I'action de diverses protéases (endoprotéases et exoprotéases principalement). Il est donc
nécessaire de modifier la séquence du ligand naturel pour le rendre plus résistant vis-a-vis
de la dégradation enzymatique, tout en conservant une bonne affinité pour le(s)
récepteur(s) ciblés. Une possibilité est par exemple la substitution de certains acides aminés
par des acides aminés non naturels, conférant une plus grande stabilité au ligand3?.

Ainsi, le radiopharmaceutique peptidique idéal doit donc étre facile et rapide a
marquer, stable et résistant vis-a-vis de la dégradation in vivo, et spécifique et sélectif de sa
cible.

Actuellement, peu de médicaments radiopharmaceutiques peptidiques marqués au
®8Ga sont utilisés en clinique, mais ils sont aujourd’hui en plein développement. Notons
I'utilisation a ce jour du [®83Ga]Ga-DOTA-TOC, ciblant les récepteurs a la somatostatine dans
le diagnostic des tumeurs neuroendocrines et le [*3Ga]Ga-PSMA-11 pour le ciblage du PSMA
dans le cancer de la prostate.

Dans le domaine de l'oncologie, d’autres traceurs sont en développement, ou au
début de leur utilisation clinique, et explorent d’autres types de tumeurs. C'est le cas
notamment du [®8Ga]Ga-RM2 dans le cancer du sein et de la prostate.

F. Les cibles des médicaments radiopharmaceutiques

1. Généralités

Différentes cibles peuvent étre surexprimés par les cellules tumorales, leur
identification est donc la clé pour soutenir le développement d’analogues radiomarqués33-3°,
Ces cibles peuvent appartenir a différentes familles. Une des familles de récepteurs
transmembranaires la plus étudiée est celle des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).
Elle comprend un grand nombre de récepteurs, comme les récepteurs des neuropeptides
bombésine, neurotensine ou encore somatostatine.

Les RCPG possedent tous une structure de base identique avec 7 hélices alpha
transmembranaires, 6 boucles intra et extracellulaires, 1 domaine N-terminal extracellulaire
et 1 domaine C-terminal intracellulaire comme représenté sur la Figure 14 ci-dessous.
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Figure 14 : Schéma d’un récepteur couplé aux protéines G (RCPG)

2. Les récepteurs de la famille de la bombésine

La bombésine (BN) est un peptide neuroendocrine de 14 acides aminés isolé en 1971
de la peau de la grenouille Bombina Bombina®®. L’homologue de la bombésine chez les
mammiféres a été isolé de I'estomac de porc et été nommé peptide libérant de la gastrine
ou « gastrin-releasing peptide » (GRP) puisqu’il permet une libération abondante de la
gastrine dans ce tissu®’. Un second peptide analogue de la bombésine, la neuromédine B
(NMB), a été identifié en 1983 au niveau de la moelle épiniére porcine3s.

Les récepteurs de la famille de la bombésine se divisent en quatre sous-types : BB1,
BB2, BB3 et BB4¥.

Chez 'Homme 3 sous-types ont été découverts a ce jour :

- Le récepteur de la neuromédine B (NMBR) ou BB1 humain est retrouvé au niveau de
I’'cesophage.

- Le récepteur du « gastrin-releasing peptide » (GRP-R) ou BB2 humain est un
récepteur de 384 acides aminés liant sélectivement le peptide de libération de la
gastrine (GRP). L’expression du GRP-R dans I'organisme sain est élevée au niveau du
pancréas, et plus modeste dans le tube digestif, I'cesophage et le rectum.

- Le récepteur de type 3 humain de la bombésine (BB3) est présent au niveau des
poumons et des testicules.

Tableau 3 : Affinités des peptides endogenes pour les différents sous-types de récepteur a la
bombesine® (Le peptide endogéne pour BB3 n’est pas connu a ce jour.)

NMBR GRP-R

32+3nM  1,4+0,2nM
P 5080+770nM 6,2 +1,3nM
8

,1+£52nM 437 +30nM

Neuromédine B

En raison de l'intérét croissant du GRP-R en oncologie un paragraphe spécifique est
présenté ci-apres.

27



3. Le GRP-R

Le GRP-R (Figure 15) est le récepteur de la bombésine le plus étudié car il posséde la
distribution somatique la plus vaste et semble impliqué dans la grande majorité des effets
physiologiques du GRP et de la bombésine (souvent utilisée comme substitut du fait de sa
structure quasi-identique a I'extrémité C-terminale du GRP humain). Le GRP peut étre
secrété par les tumeurs elle-méme et donc fonctionne, dans de nombreux cas, comme
facteur de croissance autocrine*?.

Figure 15 : GRP-R humain

Le GRP-R est particulierement surexprimé dans les cancers de la prostate. Une des
premiéres études d’autoradiographie a révélé que le GRP-R était retrouvé dans tous les
types de cancer de la prostate, dés les stades précoces de la carcinogénése, alors qu’il n’était
pas détecté dans le tissu sain adjacent®. Par ailleurs, dans le cas du cancer de la prostate,
I'expression du GRP-R a été associée a la transformation néoplasique*?, la migration
cellulaire*t, la prolifération® ainsi qu’a la capacité d’invasion de ces cellules®. L’étude de
530 échantillons de cancers de la prostate en immunohistochimie a confirmé I'absence ou la
faible expression du GRP-R dans les tissus sains, tandis que son expression a été fortement
retrouvée dans les carcinomes primaires et les métastases. De plus I'expression du GRP-R
été inversement corrélée au score de Gleason, a la valeur de PSA, et la taille de la tumeur?®’.
Pour le cas particulier du cancer prostatique intra-épithélial, I'étude de 115 échantillons par
autoradiographie (Figure 16) a retrouvé une surexpression du GRP-R présente dés les stades
précoces de la maladie, augmentant au cours de la progression maligne, ce qui en fait un
potentiel marqueur spécifique de transformation néoplasique de la prostate précoce?®.

Figure 16 : Autoradiographie in vitro du GRP-R sur des coupes en séries d’adénocarcinome de la
prostate invasif (A-C), Prostatic Intraepithelial Neoplasia (PIN) de haut grade (D-F) et prostate
normale (G-l). Le rectangles représentent les zones observées a plus fort grossissement, les étoiles
en A correspondent a de I'adénocarcinome invasif, en D a du PIN de haut grade et en G a du tissus
prostatique glandulaire normal. L’échelle indiquée en A, D et G correspond a Imm®*,.
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Des études ciblant le cancer du sein ont retrouvé une surexpression de GRP-R 63 a
68% des cas de carcinome canalaire invasif. Le GRP-R était également surexprimé dans 100%
des métastases issues des carcinomes mammaires surexprimant le GRP-R**°, De plus, 96%
des tumeurs (48/50) exprimaient le GRP-R et une tres forte corrélation entre la positivité du
récepteur aux cestrogenes (RE+) et I'expression du GRP-R a été retrouvée. Dans une étude
plus récente réalisée par notre équipe®!, 'analyse d’un tissu micro-array de 1432 tumeurs
primitives du sein a révélée qu'environ 76% (1085/1432) des tumeurs primitives étudiées
présentaient une surexpression du récepteur (expression modérée ou forte). La
surexpression était par ailleurs trés souvent associée a la positivité du récepteur aux
cestrogénes (83% des tumeurs RE+ étaient GRP-R+). Dans cette méme étude, 37 échantillons
de ganglions meétastatiques issus de tumeurs primitives GRP-R+ ont été étudiés en
immunohistochimie : 95%(35/37) présentaient une surexpression de GRP-R. Par ailleurs, une
étude menée chez sept patientes présentant un cancer du sein métastatique a retrouvé le
GRP-R chez 4/7 tumeurs primitives et chez l'intégralité des métastases issues des tumeurs
GRP-R+. Dans les deux cas (tumeur et métastase correspondante), la densité du récepteur
était d’ordre comparable®. Une autre étude évaluant I'imagerie par TEP au [®®Ga]Ga-RM2
(un antagoniste du GRP-R) chez 15 patientes a mis en évidence des métastases
ganglionnaires (au niveau mammaire interne, n=8 et axillaire controlatéral, n=1) ainsi qu’une
métastase osseuse®2. Ainsi, un analogue radiomarqué ciblant le GRP-R pourrait avoir un
intérét thérapeutique d’autant plus grand qu’il cible les métastases des tumeurs primitives
GRP-R positives.

Dans les cancers gynécologiques (ovaire et col de I'utérus), le GRP-R est surexprimé
dans les tissus cancéreux alors que son expression est faible ou absente dans les tissus non
néoplasiques et cellules saines. Une étude PCR de tumeurs ovariennes a retrouvé de '’ARNm
du GRP-R dans 77% des échantillons (17/22) et I'expression du GRP-R a été confirmée par
une étude d’affinité dans 73% des échantillons (8/11)°3. Dans le cancer du col de I'utérus,
I'analyse immunohistochimique de frottis cervicaux a retrouvé la présence de GRP-R dans
85% (4/5) de lésions de néoplasie cervicale intra épithéliale de grade 1(CIN 1)
86%(13/15) des lésions CIN II-Ill et 100% (16/16) des échantillons de carcinomes invasifs,
essentiellement dans les cellules dysplasiques mais également occasionnellement dans des
cellules épithéliales normales®?.

Les cancers du poumon dits « a petites cellules » (small cell lung carcinoma SCLC)
expriment a la fois le GRP et son récepteur le GRP-R activant une boucle autocrine qui
augmente la prolifération et la survie des cellules tumorales. La positivité pour cette
association ligand/récepteur est considérée comme un marqueur de I'agressivité tumoral de
ces cancers>>™>’,

Dans le cancer du célon, plusieurs études soutiennent également le réle du GRP-R
dans l'augmentation de la prolifération des cellules tumorales®®*°, et des transformations
morphologiques menant a I'augmentation a la différentiation des cellules tumorales®. Le
GRP-R participe aussi a la stimulation de la motilité des cellules du cancer du c6lon. Le GRP-R
a été retrouvé dans approximativement 30% des lignées cellulaires de cancer du célon
aggressive®, et dans 24 a 40%*° des cancer du célon par PCR. Une étude
immunohistochimique d’adénocarcinomes du cblon de différents grades a retrouvé le GRP-R
dans 76% d’entre elles (38/50)51. N’étant pas exprimé dans le célon sain®?, le GRP-R est donc une
cible intéressante a visée diagnostique et thérapeutique dans le cadre du cancer du colon.
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G. Radiopharmaceutiques ciblant le GRP-R

1. Généralités

Depuis plusieurs années, des vecteurs peptidiques radiomarqués ciblant le GRP-R ont
été développés pour des perspectives d’imagerie ou de thérapie. La majorité des
développements de ces radiotraceurs a été réalisée dans des modeles de souris porteuses
de cancers humains de la prostate surexprimant le récepteur humain GRP-R, comme la
lignée cellulaire PC3%37%5,

Initialement, certains traceurs marqués au *°™Tc ou a I''1!In® sont parvenus jusqu’a
des études cliniques, majoritairement pour l'imagerie scintigraphique du cancer de la
prostate. Malgré une bonne tolérance par les patients, ils avaient une faible stabilité
plasmatique et un faible marquage tumoral in vivo. Les développements plus récents se sont
donc concentrés sur I'imagerie TEP et la radiothérapie interne vectorisée.

2. Historique

La premiere catégorie d'analogues de la bombésine qui a été explorée est celle des
agonistes du GRP-R, compte tenu de leur capacité connue a étre internalisés dans les
cellules. Cette caractéristique était considérée au départ comme essentielle pour une
rétention prolongée des isotopes métalliques dans la cellule cible et donc une condition
préalable pour une bonne captation in vivo.

Le %8Ga-AMBA est un puissant agoniste du GRP-R marqué au %8Ga qui a été testé chez
des patients atteints de différentes tumeurs malignes. Il a été bien toléré, avec seulement
des effets indésirables mineurs et une absence de fixation significative dans d'autres organes
non cibles, si ce n’est une captation pancréatique élevée due a la présence physiologique du
GRP-R a la surface des cellules de cet organe, limitant potentiellement I'imagerie de la
région intestinale®”®8, Par ailleurs le 8Ga-AMBA avait une élimination rénale trés rapide sans
captation rénale spécifique et I'imagerie TEP a été positive chez un patient ayant un cancer
de la prostate métastatique (ensuite traité par ’/Lu-AMBA) et faiblement positif chez un
patient ayant un cancer thyroidien médullaire (tissus résiduel).

L'avenement de nombreux nouveaux antagonistes du GRP-R, montrant des
propriétés similaires sinon meilleures que les agonistes (dont I'absence d'effets secondaires
et d'activité mitogéne), a favorisé I'intérét pour I'imagerie du GRP-R avec les antagonistes®®.
Les antagonistes ont également I'avantage d’avoir une meilleure captation tumorale que les
agonistes et I'absence d’effets indésirables gastro-intestinaux constatés avec les agonistes. Il
est également préférable d’éviter I'activation le récepteur en raison de son réle pro-
oncogénique. De plus les antagonistes ont I'avantage de pouvoir se lier a un plus grand
nombre de cibles pouvant se lier aux récepteurs actifs et inactifs’?. Parmi ceux développés
initialement, le NeoBOMB1 (D-Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly- His-NH-CH[CH2-CH(CH3):]>,

) semble prometteur dans une perspective de TEP ou de thérapie ciblée des cancers
exprimant le GRP-R7172,
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Figure 17 : NeoBOMB1

Un autre exemple d’antagoniste du GRP-R est le RM26 (D-Phe-GIn-Trp-Ala-Val-Gly-
His-Sta-Leu-NH,, Figure 18), étudié en préclinique pour le cancer de la prostate et le cancer
du sein’3. Il a ensuite été modifié par Varasteh et al. en introduisant un PEG. Des images TEP
(3 h p.i.) ont été réalisées avec ce radiopharmaceutique, [*8Ga]Ga-RM26, chez des souris
nude porteuses de xénogreffes d’un cancer du prostate (PC-3) montre une captation
tumorale 4,6+0,6 %ID/g. Les tumeurs ont été clairement visualisées, mais une accumulation
de la radioactivité a été détectée au niveau pancréatique (3,9+0,6 %ID/g) et rénal (1,7+0,2
%ID/g)’®. Une étude plus récente chez 'Homme a été réalisée sur 35 femmes suspectées
d’avoir un cancer du sein, retrouvant une meilleure captation tumorale du [*8Ga]Ga-RM26
chez les patientes RE+ que les patientes RE-. lls ont également retrouvé une influence du
cycle menstruel avec une captation plus importante par le tissu mammaire sain en phase
sécrétoire du fait de 'augmentation du taux d’cestrogenes circulants. Il faudra donc éviter
de réaliser des examens d’imagerie lors de cette phase du fait d’un risque plus important de
faux positif’>.

Figure 18 : RM26

3. Le RM2

Un des premiers vecteurs antagonistes ciblant le GRP-R est le JMV594 (H-p-Phe-GIn-
Trp-Ala-Val-Gly-His-Sta-Leu-NH;). L'ajout de la statine, d’un chélateur (DOTA) et d’un
espaceur (4-amino-1-carboxyméthylpipéridine) au JMV594 a abouti a la création du RM2 (ou
BAY86-7548) Figure 19. L’ajout de la statine a abouti a une excellente affinité et sélectivité
pour le récepteur (ICso : 2,2+0,1nM pour le GRP-R; >10 000nM pour NMBR)’®. Le choix du
chélateur (DOTA) permet d’envisager I'utilisation de la molécule a des fins théranostiques
car il permettrait son radiomarquage au ®8Ga mais également a I'**!In ou au '”’Lu. Enfin,
I'espaceur a une charge positive qui augmente également I’affinité de I'ensemble pour le
GRP-R”’.
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Figure 19 : RM2

Les études in vitro ont retrouvé une forte affinité du RM2 pour le GRP-R (IC50 =7,7
3,3 nmol/l pour RM2 et 9,3 + 3,3 nmol/l pour ["In]In-RM27’. La liaison membranaire aux
cellules de la lignée PC3, de [''!In]In-RM2 est 15,9 + 0,9% et le taux d’internalisation de 3,7 +
0,4%’8. Quant au RM2 marqué au '’’Lu, sa liaison membranaire est de 15,7 + 1,2% avec un
taux d’internalisation de 4,5 + 0,6%’°. Ceci en fait un radiopharmaceutique prometteur pour
cibler des tumeurs exprimant le GRP-R.

L’étude de la biodistribution du [*8Ga]Ga-RM2 chez des souris nude avec xénogreffe
PC-3 a montré une captation importante jusqu’a 2h post-injection (13,61 + 0,64%ID/g)”’
Figure 20. La biodistribution de I'['*!In]In-RM2 chez la souris nude avec xénogreffe PC-3 a
retrouvé une clairance rénale rapide. Une accumulation tumorale rapide a également été
observée avec une captation de 15,2 + 4,8% IA/g a 1h post-injection. Cette captation est
restée importante a 4h post-injection (11,7 + 2,4% 1A/g)’8. L’étude de la biodistribution du
[Y77Lu]Lu-RM2 retrouve une captation de 10,97 + 0,99% IA/g a 4h post-injection et de 4,66 +
0,44% IA/g a 24h post injection®. Cette accumulation intra-tumorale au cours du temps rend
le radiopharmaceutique intéressant pour un emploi thérapeutique chez I’'Homme.

Figure 20 : Image MicroPET/CT d’une xénogreffe PC3 sur des souris nudes aprés injection de
[®®Ga]Ga-RM2 a 1h (a) et 1h avec blocage (b)”’
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La premiére injection du [®8Ga]Ga-RM2 chez des volontaires sains par Roivainen et al.
a établi la sécurité de son administration ainsi qu’une bonne tolérance chez 'Homme mais a
également révélé la dégradation in vivo rapide du [®®Ga]Ga-RM2 en trois métabolites
principaux (le ®8Ga-DOTA, un résidu issu du clivage entre I'Alanine et la Valine et un résidu
issu de I'hydrolyse de la Glutamine). Or, 'un des paramétres influencant I'efficacité de la
captation tumorale est la quantité de radioligand intact atteignant la cible. Ici, il restait 92 +
9% de RM2 intact a 1 min post injection et 29 + 6% a 40 minutes, ce qui n’empécherait pas
son utilisation radiomarquée si la molécule s’avere avoir une distribution tumorale
importante et rapide®.

Les premiéres études évaluant cet antagoniste du GRP-R dans le diagnostic initial de
cancer de la prostate se sont avérées prometteuses avec notamment une sensibilité de 88%
et spécificité de 81% sur 132 lésions identifiées chez 11 patients présentant des tumeurs de
haut grade®. Une seconde étude menée chez 16 patients présentant des lésions allant de
bas a haut grade, retrouve un diagnostic positif par TEP au [*8Ga]Ga-RM2 chez 94% (15/16)
des patients avec une sensibilité de 89% et spécificité de 55% (sur un total de 128 lésions
étudiées). Les faux positifs étaient essentiellement liés a des Iésions d’hypertrophie bénigne
de la prostate®3. Le [®®Ga]Ga-RM2 pourrait donc avoir un intérét dans le diagnostic initial de
cancer de la prostate, du fait de sa captation importante par les cellules prostatiques
tumorales. Certaines lésions telles que des métastases ganglionnaires rétro-péritonéales
risquent cependant de passer inapercgues du fait d’'une captation pancréatique physiologique
importante®.

En situation de récidive biologique, une étude pilote a comparé le [*8Ga]Ga-RM2 au
[¢8Ga]Ga-PSMA-11 chez sept patients . Les deux radiopharmaceutiques ont eu une bonne
captation tumorale par les Iésions suspectes (similaire mais pas identiques pour les deux
MRP)8* (Figure 21). Leur administration n’a pas abouti a des effets indésirables majeurs et
une meilleure qualité d’image a été retrouvée pour le [*8Ga]Ga-RM2 du fait d’une captation
tumorale spécifique et importante combinée a une élimination rapide du MRP des organes
exprimant physiologiquement le GRP-R77/82,

Figure 21 : Les images TEP du [*®Ga]Ga-PSMA11 et du [*8Ga]Ga-RM2 ne montrent pas de
captation tumorale du [®8Ga]Ga-PSMA11 et une captation localisée (fléche) au niveau des
ganglions retro-péritonéaux de [*8Ga]Ga-RM2 (A), et une captation localisée (fleche) de
ganglions rétro-péritonéaux de [*3Ga]Ga-PSM11 et pas de captation tumorale de [*3Ga]Ga-
RM2 (B)®®
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Notre équipe a comparé 3 MRP : [*8Ga]Ga-PSMA-617, [*8Ga]Ga-RM2 et ['8F]F-choline
chez un patient de 66 ans ayant un cancer de la prostate Gleason 9 (5+4), retrouvant une
faible captation tumorale du [®8Ga]Ga-RM2 toutefois concordante avec la délimitation
histologique de la tumeur. Cependant, il s’est avéré moins sensible pour la détection de
métastases ganglionnaires que le [*3Ga]Ga-PSMA-617 (Figure 22)%°,

Figure 22 : TEP/TDM au [*8Ga]Ga-PSMA-617 (A,B), au [®®Ga]Ga-RM2 (C,D) et a la [*8F]F-
Choline (E,F) et coupe histologique de biopsie de la prostate (G).

En comparant les données existantes pour le RM2, le RM26 et le NeoBOMB1
(Tableau 4), le RM2 semble la molécule la plus intéressantes du fait d’une excellente
captation tumorale et d’une élimination rapide et importante dans les tissus sains exprimant
physiologiquement le GRP-R (pancréas). Ceci présente un net avantage en vue d’une
application thérapeutique du fait d’un ratio de captation tumeur/pancréas important et
persistant au cours du temps.

Tableau 4 : Comparaison du RM2, RM26 et NeoBOMB1 marqués a I'indium (lignées
cellulaires et xénogreffes PC3)

[*!In]In-RM2”7

Affinité pour le GRP-R 9,3 + 3,3 nM (ICsp)

Fraction liée a la

[*In]In-RM26%’
1,2+0,3nM (|C50)

[***In]In-NeoBOMB1"*
1,28 + 0,14 nM (ICso)

15,9 + 0,9 %(4h) N/A 43,5+ 0,4%
membrane
3,7 + 0,4 %(4h) <8% (30min) N/A

15,2 + 4,8% IA/g (1h) 5,7 +0,2% ID/g (1h)

28,6 + 6,0% ID/g (4h)

Captation tumorale

Captation pancréatique

Ratio tumeur/pancréas

Injection chez ’'Homme

11,75 + 2,43% 1A/g (4h)
6,84 + 1,02% IA/g (24h)
22,64 +4,71% I1A/g (1h)
1,55 + 0,48% IA/g (4h)
0,32 +0,09% IA/g (24h)

0,67 (1h)
7,58 (4h)
19,54 (24h)

Oui

Non

5,8+ 1,3% ID/g (3h)
4,5 +0,9% ID/g (24h)

12 + 1% 1D/g (1h)
3,38 + 1,08% ID/g (3h)
0,11 + 0,03% ID/g (24h)

=25,6 £ 6,6% ID/g (24h)

~191 + 29% ID/g (4h)
~100 + 33% ID/g (24h)

03 i) 0,15 (4h)
1,72 () 0,26 (24h)
40,91 (24h)
Oui Oui
Non Non
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H. Objectif de ce travail de these

A l'issue de cet exposé, il devient clair que I'imagerie et la thérapie ciblant le GRP-R
possede un potentiel important notamment dans les cancers de la prostate et le cancer du
sein. L'utilisation de modules de synthése pour la production du [®8Ga]Ga-RM2, et par
extension le [Y7Lu]Lu-RM2, implique notamment des co(its élevés, et une standardisation
des procédures insuffisantes pour des études cliniques de grande ampleur. L’avantage du
radiomarquage par trousses contenant tous les composants nécessaires au radiomarquage
est une réduction des co(ts (autre que le précurseur), une simplification de la procédure de
marquage et une diffusion large du ciblage du GRP-R a des centres non équipés de modules
de synthéses. De plus, 'emploi de trousses permet un radiomarquage rapide, simple et
fiable, utilisable en pratique clinique et facilement adaptable a la routine d’une
radiopharmacie.

Dans le cadre d’un partenariat avec la société Life Molecular Imaging qui nous a
fourni la trousse de RM2 et la société IRE EIliT, fournisseur de générateur de ®8Ga, nous avons
cherché a caractériser et valider le radiomarquage au ®8Ga de cette trousse. Les données
seront comparées aux données relatives a la production du [®8Ga]Ga-RM2 en module de
synthése dans le cadre d’études cliniques de phase Il en cours dans notre centre. Enfin, la
caractérisation des propriétés radiopharmaceutiques du [*8Ga]Ga-RM2 sur des cellules de
cancer de la prostate PC-3, connue pour fortement exprimer le GRP-R a été effectué. En
effet, de fagon surprenante, nous n’avons pas retrouvé dans la littérature de données
relatives a la caractérisation in vitro du [*8Ga]Ga-RM2.
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II. Matériels et Méthodes

A. Trousse RM2

La trousse RM2 est constituée d‘un flacon en verre type IV borosilicaté et un bouchon en
caoutchouc contenant :

- 50pg de RM2,
- 5mg d’acide ascorbique,
- Un excipient pour donner de la masse.

B. Etude de la péremption de la trousse de RM2

Un premier lot de trousses (Figure 23) a été conservé pendant 12 mois a 4°C dans un
réfrigérateur possédant un suivi de température par sonde. Tous les 2 mois, une analyse LC-
MS et HPLC-UV a été effectué (7 analyses au total).

Figure 23 : Trousse RM2

En collaboration avec la Plateforme Protéome de I'Université de Bordeaux (Stéphane
Claverol), l'analyse LC-MS a été effectuée sur un spectrometre de masse de type
Electrospray Orbitrap Fusion™ Lumos™ Tribrid™ (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA). Les
analyses des points TO ; 2mois ; 4mois ; 6mois ; 8mois ; 10mois ; 12mois ont été réalisées en
singulet.

Pour cela, chaque trousse de RM2 a été solubilisée dans 5mL d’eau ultrapure (Qualité
LC-MS Optima™ ; W6-500 ; Fisher Chemical) puis 1pL a été injecté sur une colonne de phase
inverse C18 couplée au spectrometre de masse. Les données de LC-MS ont ensuite été
analysées avec le logiciel BiopharmaFinder® permettant la déconvolution des spectres MS
sur toute la durée de I'analyse LC. L'analyse LC-MS permet l'intégration de l'aire sous le pic
pour chaque espéce ionique détectée. L'abondance relative est ensuite effectuée par
rapport a la somme de l'intensité de I'ensemble des espéces détectées.

L'analyse LC-MS a été complétée par une étude en HPLC couplée a un détecteur UV a
214nm (Phenomenex Luna C18 ; 250mmx4,6mmx5um ; 0-1min 95/5 / 1-7min 5/95 / 7-8min
5/95 / 8-9min 95/5 / 9-10min 95/5 ; 2,5mL/min ; H20 0,1% TFA/Acétonitrile ; 10min) réalisée
a partir d’'une gamme étalon faite sur le RM2 froid. Le systeme HLPC utilisé est le systéme
JASCO avec le logiciel ChromNAV, une pompe a gradient quaternaire PU-2089 PLUS, un
détecteur de réseau de photodiode MD-2018 Plus, et un détecteur de radioactivité Raytest
Gabi Star.
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C. Etude du [*®Ga]Ga-RM2

1. Optimisation des conditions de radiomarquage au ®8Ga

Tous les essais de radiomarquage ont été effectués dans une enceinte blindée
ventilée en dépression de classe A, dans une piece ventilée de classe C. La trousse de RM2
n’étant pas sous vide (le vide étant nécessaire a I’élution), nous avons mis un flacon sous
vide (Fill-Ease™ 20mL ; Huayi Isotopes Co.) en série avec la trousse de RM2, afin d’éluer
directement le 8Ga dans la trousse. (Figure 24). Ce montage a été réalisé avec des aiguilles
Sterican® en silicone et des tubulures en polyéthyléne (Vygon) : une tubulure de 50cm entre
le générateur et la trousse RM2, et une tubulure de 30cm entre la trousse et le flacon sous
vide. Le générateur utilisé est le générateur %8Ge/%®Ga GalliAd® de la société IRE Elit, dont le
certificat d’analyse est présenté dans le Tableau 5.

Figure 24 : Mise en ceuvre du radiomarquage de la trousse RM2

Tableau 5 : Certificat d’analyse du générateur %8Ge/%8Ga GalliAd®
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Les conditions de radiomarquages ont été optimisées en modulant les parameétres
suivants :
- Le pH; en modifiant la quantité d’acétate de sodium anhydre pour la préparation du
tampon de radiomarquage (de 19 a 85mg ; Réf : 1.06268.0250 ; Merck),
- Le volume réactionnel (de 1,4 a 5,1mL),
- Latempérature de chauffage (de 100 ou 120°C),
- Le temps de chauffage (de 8 a 15min).

2. Validation des conditions de radiomarquage et controles de
qualités

Afin de remettre en solution la poudre de la trousse de RM2 et d’avoir un pH adapté
pour le radiomarquage, 2mL d’HCl a 0,1M (Rotem Industries) ont été mélangés a 27mg
d’acétate de sodium anhydre. Puis le %8Ga est élué sur ce mélange réactionnel a I'aide du
montage sous vide décrit plus haut. Le radiomarquage au %8Ga a été effectué en chauffant a
100°C pendant 10min au bain marie sec sous agitation, suivi de 5min de retour a
température ambiante. La formulation du produit final a été réalisée en ajoutant 1,9mL de
PBS (Phosphate Buffered Saline) et 2mL de NaCl isotonique (Aguettant). Pour finir une
filtration stérilisante (Réf : Millex GV SLGV013SL ; Merck) a été réalisée manuellement.

La pureté radiochimique a été vérifiée par chromatographie sur couche mince (CCM)
et par HPLC analytique.

Pour I'analyse par CCM, nous avons utilisé un mélange Acétate d’ammonium
50mM/MeOH 1 :1 comme phase mobile et du papier ITLC-SG pour la phase stationnaire
(migration sur 10cm).

L'analyse de la pureté radiochimique du produit fini a également été vérifiée par
HPLC-radio UV (214nm) en prenant en compte les aires du [®8Ga]Ga-RM2, du gallium-68
libre et celles des éventuelles impuretés.

L’activité volumique a été déterminée en divisant I'activité du produit fini par le
volume final soit 7mL.

L’activité spécifique a été déterminée en divisant 'activité du produit fini par la
masse de ["®'Ga]Ga-RM2 (obtenue par régression linéaire de la courbe de calibration).

La demie vie du produit a été calculée avec trois mesures successives sur un
intervalle de temps de 15 minutes a I'aide d’un activimetre calibré (MEDI405 : Medisystem,
Guyancourt, France).

La pureté radionucléidique a ensuite été détecté par Spectrométrie gamma (Mini
Gita; Raytest) afin de vérifier la conformité a la pharmacopée européenne®. Le
rayonnement caractéristique du %Ga (photon de 0,511 MeV et 1,077 MeV, selon la
géométrie de mesure, il peut apparaitre un pic somme de 1,022MeV). L'identification a été
réalisé avec une incertitude des pics de + 10%, et en montrant une absence de pics parasite.

Le pH a été contrélé par pH-métre (Mettler Toledo ; Five Easy) et papier pH (Fix 3,1-

8,3, Macherey Nagel, Lot : 35A1551, Ref: 92135). Le pH de la solution devra étre compris
entre 4 et 8.
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Le test d’intégrité du filtre a été réalisé par la méthode du point de bulle. La pression
de gaz minimal requise pour I'apparition du bullage doit étre supérieure a 3,4 Bars.

La recherche d’endotoxines a été effectuée a l'aide du test de limulus (lysat
d’amcebocytes de limules, ou test LAL), réalisé avec le systeme Endosafe® (Charles River
Laboratories ; Consommable : Limulus Amebocyte Lysate ; Lot : 8545145).

La stabilité du marquage a été étudiée en quantifiant la pureté radiochimique du
[¢8Ga]Ga-RM2 par HPLC-UV-radio et CCM 1h, 2h et 3h aprés la formulation.

Tableau 6 : Résumé des spécifications des contrdles qualités du [8Ga]Ga-RM2

Justification
Méthode Spécification des
spécifications
Spécification

Activité volumique Activimetre 10-100MBqg/mL )
interne
< cificati
N el LI Activimétre et HPLC UV >1,5GBq/umol Sp?ﬂ;szon
Apparence de la AT e
= . Controéle visuel Limpide et incolore [®8Ga]Ga-
solution , . ..
édotréotide
Phar. Eur.
Band:rlsgt:epH/ 4,0-8,0 [%8Ga)Ga-
P édotréotide
Spectrométrie 0,511 MeV £ 1,022 Phar. Eur.
e . v MeV + 1,077 MeV [Ga]Ga
Identification du °°Ga
Demi-vie physique 62-74 min Al 2T
physiq [®®Ga]Ga
Phar. Eur.
>919
ccM 291%dela [53Ga]Ga-
, . .. radioactivité totale ; ;.
Pureté radiochimique édotréotide
du [®8Ga]Ga-RM2 Phar. Eur.
> o,
HPLC 291% de la [%Ga]Ga-

radioactivité totale , ..
édotréotide

Phar. Eur.
Endosafe <17,5 U.l./mL [®8Ga]Ga-
édotréotide
Phar. Eur.
Méthodes de
préparation des
produits
stériles
Phar. Eur.
Méthodes de
préparation des
produits
stériles

Endotoxines
bactériennes

Point bulle du filtre >

T i I
est du point bulle 3.4 bars

Absence de pousse

Ensemencement .. \ .
visible a 14 jours
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3. Evaluation in vitro

a) Culture cellulaire

Les expériences ont été menées sur des cellules PC3 (connue pour surexprimer le
GRP-R), une lignée cellulaire de carcinome prostatique humain de haut grade dérivé de
métastases osseuses. La lignée PC-3 (passage 21) a été ensemencée dans du DMEM/F12
(v/v) (Gibco®) supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal (Gibco®) et un mélange de
streptomycine-pénicilline (100uL/mL) (Gibco®). La lignée cellulaire a été incubée dans des
flasques de 175 cm? a 37°C sous une atmospheére de 5% de CO2, a I'abri de la lumiére. Le
milieu de culture est changé 2 fois par semaine. Lors de ce changement de milieu, le
surnageant est retiré de la flasque par aspiration, puis le tapis cellulaire est rincé avec du PBS
stérile sans Ca?* et Mg?* (Gibco®). Enfin, 15mL de milieu complet sont ajoutés dans la
flasque. Pour la réalisation des expériences in vitro, des plagques de 6 puits ont été
ensemencées avec 10° cellules par puit 18h avant la réalisation des expériences, et incubées
la nuit avec du milieu complet.

b) Lo D74

Pour I'étude du logD7,4, 3,7MBq (x10uL) de [*8Ga]Ga-RM2 ont été ajoutés dans du
PBS a pH=7,4 pour obtenir un volume de solution aqueuse de 500uL. Cette solution a été
mélangée a 500uL d'octanol (Sigma). Les deux phases ont été agitées a I'aide d’un vortex
pendant 2min puis centrifugées pendant 3min a 4000rpm. Enfin, 100uL de chaque phase (en
triplicate) ont été prélevés puis mesuré au compteur gamma. Le Log D74 est déterminé par
le rapport Log (cpm (coups par minute) phase organique/ cpm phase aqueuse). Les valeurs
de cpm sont corrigées de la décroissance.

c) Détermination de I'affinité par saturation

Les plaques de puits ont d’abord été déposées sur de la glace pendant 30 minutes
avant le début de I'expérience pour interrompre les échanges avec le milieu extracellulaire
et ainsi étudier les récepteurs. Le [*8Ga]Ga-RM2 est ensuite ajouté dans du milieu complet
aux cellules a des concentrations croissantes (0,1; 1; 10; 25; 50 nM) (en triplicate) puis
I'ensemble [(8Ga]Ga-RM2-cellules PC3 a été mis a incuber pendant 2h 3 4°C. Afin de
déterminer les liaisons non spécifiques, un excés de bombésine (1Cso =1,97 + 0,93 nM pour le
GRP-R sur PC3%) a ensuite été ajouté a des puits choisis (concentration finale de 1uM).
L'incubation a été arrétée en retirant le milieu et les cellules sont lavées deux fois avec du
PBS froid. Enfin, les cellules sont lysées avec du NaOH 1M puis la radioactivité a été mesurée
a laide d’un compteur gamma (Compteur Gamma Wizard ; Perkin Elmer; durée
d’acquisition d’'une minute, fenétre énergétique centrée sur le pic de 511keV). La liaison
spécifique a été déterminée par la soustraction de la liaison totale par la liaison non
spécifique (ol la bombésine était en excés). La valeur de Kd est ensuite calculée a I'aide du
logiciel GraphPad® (V6.01).

d) Internalisation et fraction liée a la membrane

Le [%8Ga]Ga-RM2 a été ajouté dans du milieu complet aux cellules & une activité de
1MBq (en triplicate) puis les plaques sont mises a incuber pendant 10, 30 et 60min a 37°C.
Afin de déterminer l'internalisation non spécifique, 1uM de bombésine a été ajouté a
certains puits. A chaque temps, I'internalisation a été interrompue en retirant le milieu et les
cellules ont été rincées a trois reprises au PBS glacé. Afin de déterminer la fraction du

40



radioligand lié au récepteur membranaire, un lavage acide a été effectué deux fois a I'aide
de tampon acétate (pH=5; 20mM) a 4°C pendant 5min. Enfin, les cellules ont été traitées
avec du NaOH (1M). La radioactivité du milieu de culture, des fractions liées au récepteur et
internalisées ont été mesurées au compteur gamma.

e) Efflux

Le [*8Ga]Ga-RM2 a été ajouté dans du milieu complet aux différents puits a une
activité de 1MBq par puit (en triplicate) puis les plagues sont mises a incuber pendant 30min
a 37°C. Trois minutes avant la fin du temps d’incubation, I'internalisation a été interrompue
en plagant les plaques sur la glace et en retirant le surnageant. Chaque puit a ensuite été
rincé avec 1mL de PBS froid. La fraction liée a la membrane est éliminée par ringage a I'aide
de 2mL de tampon acétate (pH=5 ; 20mM) pendant 2min et chaque puit a ensuite été rincé
une deuxiéme fois du PBS froid. Apres avoir rajouté 2mL de milieu complet a chaque puit, les
cellules PC3 sont remises a I'étuve (37°C) pendant 5, 15, 30 et 45min. A chaque temps,
I'efflux a été interrompu en retirant le milieu et ringant les cellules a deux reprises avec du
PBS froid. Enfin, les cellules ont été traitées avec du NaOH 1M. La radioactivité du milieu de
culture, du PBS et des fractions internalisées ont été mesurées au compteur gamma.

4. Evaluation des colts

Le colt du radiomarquage de la trousse de RM2 au %8Ga a été comparé au codt d’un
radiomarquage du RM2 sur module dans le cadre des essais cliniques UROPET (Etude de
phase 2 évaluant I'efficacité diagnostique de la TEP/TDM au [*®Ga]Ga-PSMA-617 avec celle
au [®®Ga]Ga-RM2 chez des patients ayant un cancer de la prostate de différents risques
métastatiques) et PROSTATEP (Etude de phase 2 comparant I'efficacité diagnostique de la
TEP/TDM au [%®Ga]Ga-PSMA-617 avec celle au [®®Ga]Ga-RM2 chez des patients ayant un
cancer de la prostate avec un score de Gleason 3+4 ou avec un score de Gleason 4+3)
actuellement en cours dans notre centre. Pour cela, il est nécessaire d’évaluer les codts fixes
et variables engagées dans la production du médicament radiopharmaceutique, rapportés
au co(t d’'une synthése de RM2.

- Colts fixes: Equipement nécessaire a la production (ex : enceinte blindée haute
énergie): frais d’acquisition et de maintenance. Equipement nécessaire au contrdle
qualité (ex : HPLC-UV) : frais d’acquisition.

- Colts variables : Equipements consommables (ex : seringues, cassettes pour module
de synthese, ...).

- Temps d’une synthése : Le temps d’une synthése a partir de I'élution du %8Ga jusqu’a
la préparation de la seringue patient a également été évalué.

D. Analyse statistique

L'analyse statistique a été effectuée avec un test t de Student non paramétrique
(a=5%). Tous les tests ont été effectués avec le logiciel GraphPadPrism®(V6.01). Les valeurs
de p inférieures ou égales a 0,05 ont été considérées statistiquement significatives.
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Ill. Résultats

A. Etude de la stabilité de la trousse RM2

L’étude quantitative du RM2 en HPLC sur douze mois aprés une conservation entre 2
et 8°C a retrouvé 108,7 + 6,6% de RM2 intact a T4, 109,2 + 9,8% a T6, 113,8 + 4,8% a T8,
111,6 £ 5,2% a T10 et 112,0 + 12,3% a T12 (Figure 25 et Figure 26). Ainsi, il n’y a pas de
différence significative avec la valeur de départ de 100%.

Figure 25 : HPLC du kit RM2 a 220nm

Figure 26 : Stabilité du RM2 au cours du temps (HPLC)

Afin d’approfondir I'étude de la stabilité du précurseur, la trousse de RM2 a
également été étudiée par spectrométrie de masse couplée a une chromatographie liquide,
ce qui a permis de qualifier et quantifier les espéces chimiques présentes dans la trousse au
cours du temps (Figure 27 et Figure 28). Deux peptides ont été retrouvés dans la trousse, un
fragment de 1639Da correspondant au RM2 intact (Figure 27) et un fragment de 1621Da. La
Figure 28 montre I'évolution de ces deux espéces au cours du temps :

- Fragment 1639Da (RM2),
- Fragment 1621Da (Impureté).
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Figure 27 : Spectrométrie de masse du RM2 a t=12mois

Figure 28 : Evolution des produits de différentes masses moléculaires en fonction du temps
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B. Optimisation des conditions de radiomarquage

Le pH réactionnel a un effet important sur le rendement de radiomarquage de la
trousse de RM2 au %Ga. Un rendement atteignant 93% (contre 5%) a été obtenu en
augmentant le pH de la solution de 2,35 a 3,46. Nous avons cependant constaté une
diminution du rendement du radiomarquage lorsque le pH était supérieur a 4 (Figure 29).

Figure 29 : Différents pH étudiés pour le radiomarquage du [*8Ga]Ga-RM2

Le temps de chauffage a également eu une influence sur le rendement du
radiomarquage lorsqu’il dépassait 13 minutes. Nous avons constaté que l'allongement du
temps de chauffage de 10 a 13min n’a pas significativement amélioré le rendement de
marquage tel que mesuré par HPLC et CCM, passant de 93% a 94%. Par contre, le chauffage
sur une durée plus longue (15min) aboutit a une diminution du rendement du marquage a
86% en CCM (Figure 30).

Figure 30 : Evolution de la pureté radiochimique du [*8Ga]Ga-RM2 en fonction des différents
temps de chauffage utilisés
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Enfin, le volume réactionnel a également été étudié en vue d’améliorer le rendement
de radiomarquage. Une diminution du volume réactionnel de 5,2dmL a 3,1mL a majoré le
rendement du radiomarquage de 3%, passant de 93 a 96%, mais une diminution trop
importante du volume réactionnel a 2,5mL a entrainé une baisse du rendement a 74% en
CCM (Figure 31).

Figure 31 : Différents volumes réactionnels utilisés pour le radiomarquage du [*®Ga]Ga-RM2

Par ailleurs, au cours du processus d’optimisation du radiomarquage, nous avons
constaté que les éléments suivants avaient un impact favorable sur le rendement du
marquage du RM2 au %8Ga :

- Agiter la solution lors de la phase de chauffage, qui a permis une amélioration de

22% a 70% avec 51mg d’acétate de sodium par exemple,

- Réaliser ensuite un retour a température ambiante pendant 5 minutes,

- Eluer le générateur 4h avant la réalisation du marquage,

- Utiliser une seringue 2 piéces au lieu d’une seringue 3 piéces (sans septum en
caoutchouc) pour prélever I'acide chlorhydrique.

Enfin, le protocole retenu pour la validation de 3 lots de la trousse RM2 est le
suivant :
- Injection dans la trousse de 27mg d’acétate de sodium solubilisé dans 2mL d’acide
chlorhydrique a 0,1M,
- Elution du générateur dans la trousse,
- Chauffage au bain marie sec a 100°C avec agitation pendant 10minutes,
- Retour a température ambiante pendant 5min,
- Ajout de 1,9mL de PBS et 2mL de NaCl 0,9%,
- Terminer avec une filtration stérilisante du MRP.
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C. Validation des conditions de radiomarquage

La validation des conditions de radiomarquage a été réalisée sur 3 lots, en suivant les
méthodes et spécifications énoncées dans la monographie de la pharmacopée européenne8®
pour le [*®Ga]Ga-édotréotide (Tableau 7). Avant I'étude de ces trois lots, I'efficacité du
radiomarquage a été vérifiée a plusieurs reprises et au total 8 radiomarquages ont été
réalisés. L'ensemble de ces marquages n’a pas été mené jusqu’a I'étape de formulation ou
de filtration stérilisante.

Tableau 7 : Résultats des contrdles qualité (CQ) des lots de validation de [*8Ga]Ga-RM2

Spécification Lot n°1 Lot n°2 Lot n°3

Activité (MBq) 288,5 277,1 265,3

Activité volumique
(MBg/mL) 10-100MBqg/mL 22,65 28,00 20,23
Activité spécifique
> 2 ’
(GBq/umol) 1,5GBg/umol 8,29 5,8 7,6

Apparence de la
solution

| pH | 4,0-8,0 4,7 4,7 4,7

0,50-0,52MeV *

Limpide et Incolore Conforme  Conforme Conforme

1,022MeV Conforme Conforme Conforme
Identification du 68Ga +1.077MeV
62-74 min 67,17 min 67,90 min 67,61 min
>91% de la radioactivité
7,4 7 14
Pureté radiochimique totale (CCM) SR L 9

i ) . 919 S
CORRCENCERH Y PAVARY  >91% de la radioactivité 95,28 98,31 94,39
totale (HPLC)

Quantité de [*®Ga]Ga-
<50 38,08 45,27 31,79
RM2 (ug)
Endotoxines
<17, < <5 <5
bactériennes (U.l./mL) 75 2

Point bulle du filtre
7
>3,4 bars S 2o 3
Conforme En cours En cours En cours

A ce jour, le [®8Ga]Ga-RM2 synthétisé par module a 23 reprises a été injecté a 22
patients a la TEP recherche (Université de Bordeaux), ce qui nous permet de comparer le
radiomarquage entre ces deux méthodes (par trousse ou par module) (Tableau 8).
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Tableau 8 : Comparaison de la synthése du [*8Ga]Ga-RM2 en module ou a partir d’une

trousse
Trousse [®Ga]lGa-RM2  Module [*3Ga]Ga-RM2 P
TG 57,85 + 4,20 (n=5) 29,30+9,11 (n=23)  P<0,0001
marquage (%)
Purete ra;}‘;d"m'q”e 96,83 + 1,36 (n=8) 99,29+ 0,40 (n=23)  P<0,0001
(]
Quantité [®3Ga]Ga-
38,38 £ 6,75 (n=3 19,49 £ 6,27 (n=23 P =0,0015
RM2 (ug) (n=3) (n=23)
Activité volumique
+ = + = =]
oy 23,65 + 3,98 (n=3) 17,08 £5,22 (n=23) P =0,0515
Activité spécifique
+ = + = =]
(GBa/umol) 7,23 + 1,29 (n=3) 14,69 + 5,82 (n=23) P =0,0312
4,7 £ 0,0 (n=4) 7,17 £ 0,29 (n=22) P =0,0004

Temps de synthése

<20

405

(min)

D. Etude de la stabilité du [*®Ga]Ga-RM2

Figure 32 : Pureté radiochimique du [®8Ga]Ga-RM2 en CCM et HPLC au cours du temps

La péremption du [®8Ga]Ga-RM2 a été réalisé sur une période maximum de 3h. La
pureté radiochimique (telle que mesurée par HPLC et CCM) reste supérieure a 91% (Figure
32) et ce jusqu’a trois heures apres la synthése. Elle est donc compatible avec une
application en routine clinique.

1. Evaluation in vitro
a) LogD

La mesure du LogD permet de déterminer le degré d’hydrophilie ou de lipophilie de
la molécule. Le LogD74 mesuré pour le [*8Ga]Ga-RM2 est de -2,54 + 0,04, qui est donc une
molécule hydrophile.
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b) Détermination de I'affinité par saturation

L'affinité par saturation pour le GRP-R a été mesurée sur la lignée PC3 par différentes
concentrations de [®®Ga]Ga-RM2 avec les trois lots radiomarqués. Le Kd du [®®Ga]Ga-RM2
obtenu est de 0,25 + 0,19nM, ce qui indique une trés bonne affinité du RM2 radiomarqué
pour sa cible (Figure 33).

GRPR
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Figure 33 : Affinité du [*®Ga]Ga-RM2 pour le GRP-R sur la lignée PC3

c) Internalisation et fraction liée a la membrane

L’étude de I'internalisation du [*8Ga]Ga-RM2 médiée par le GRP-R sur la lignée PC3
révele un taux d’internalisation de 23,9 + 4,1% a 10min; 24,4 + 4,3% a 30min et 18,5+ 5,4% a
60min. (Figure 34) La faction liée au GRP-R membranaire était quant a elle de 37,6 £+ 5,9% a
10min, 41,8 £ 9,7% a 30min et 42,0 £ 5,1% a 60min. A tous les temps étudiés, la fraction liée
a la membrane est supérieure a celle internalisée.

Figure 34 : Fractions du [*8Ga]Ga-RM2 liée au GRP-R sur la lignée PC3
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d) Efflux

L'efflux a également été étudié sur la lignée PC3 avec les 3 lots radiomarqués,
retrouvant un taux de 64,3 + 6,5% a 5min, 74,6 * 7,8% a 15min, 64,8 + 7,8% a 30min et 70,8
+11,7% a 45min (Figure 35).

Figure 35 : Efflux du [®®Ga]Ga-RM2 in vitro (lignée PC3)
2. Résumé

Tableau récapitulatif des résultats in vitro obtenus suite a I'étude des caractéristiques
pharmacologiques du [*8Ga]Ga-RM2 sur la lignée PC3 :

Tableau 9 : Etude du [8Ga]Ga-RM2 sur la lignée cellulaire PC3

2,54£0,04
BEENCTOVEEE  025:019
42,0£5,1 (1h)
18,5+5,4 (1h)
70,8 + 11,1 (45min)

E. Etude pharmaco-économique

1. Détermination des postes de dépense

a) Codts fixes

Pour la réalisation des différents radiomarquages du RM2 au ®8Ga, il faudra quelle
gue soit la méthode choisie (trousse ou module) une enceinte blindée haute énergie et un
générateur %8Ge/®®Ga (dans notre cas nous avons utilisé le générateur GalliAd de la société
IRE Elit®).

Une enceinte blindée colte en moyenne entre 95 000€ et 160 000€ a I'achat en plus
des frais annuels de maintenance.

Un générateur %8Ge/®®Ga avec AMM co(te environ 80 000€ et doit étre renouvelé
tous les ans.
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Pour la méthode par module, il faut également un module de synthése tel que le
module FastLab actuellement utilisé en recherche au CHU de Bordeaux et qui colte 80 000€.
Il existe également le MiniAio® de Trasis qui colte 50 000€ et qui est actuellement employé
en cliniqgue au CHU de Bordeaux.

En plus des équipements nécessaires a la production, il faut les équipements
nécessaires au controle qualité, a savoir :
- HPLC-UV,
- Leradiochromatographe,
- Lecteur d’endotoxines.
Ces équipements représentent un co(t a I'acquisition mais n’engagent pas de frais
annuels de maintenance. Les seuls frais variables concernent I'équipement consommable
dont les phases mobiles et les changements de tubulures.

b) Codts variables

Les co(ts variables sont engagés a chaque production de [*®Ga]Ga-RM2 et vont
recouvrir 'ensemble des équipements consommables.

Lors d’un radiomarquage par trousse, une synthése revient ainsi en moyenne a 66€
alors qu’un radiomarquage par module colte environ 278€ (Tableau 10).

Aux co(ts estimés dans le tableau ci-dessous, il faudra ajouter le prix du précurseur
utilisé pour le module, ainsi que le prix de la trousse de RM2 (indisponible a ce jour car non
encore commercialisée).
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Tableau 10 : Co(t par synthése (module et trousse RM2)

Prix Quantité/ Prix‘ par Quantité/ Prix‘ par
unitaire (€) Synthése synthése (€) Synthése synthése (€)
MODULE MODULE TROUSSE TROUSSE
Eau pour Chromatographie 5,8 1 5,8
Ethanol 0,044 4 0,1756
Acétate de sodium 0,11 2 0,2244 0,027 0,0030294
Acide Chlorhydrique 0,412 2 0,824
é"_ Acide Acétique 0,02 0
;% Hydrzgeé:;’ d“’i:‘r’nphate 0,079 0,027 0,0021384 0,027 0,0021384
% Chlorure de sodium 0,05 3 0,13902 0,00399 0,0001849
& | Dilpdeznepiesplizi: 0,12 0,0049 0,0005831 0,0049 0,0005831
de potassium
Précurseur 0
Trousse RM2 0
TFA 0,99 1 0,99 1 0,99
Casette module 197,5 1 197,5
Aiguille 0,094 3 0,282
Seringue 0,124 3 0,372
% Embout pipette 5mL 0,099 6 0,5916
g Embout pipette 10pL 0,0485 2 0,097
§ Embout pipette 200uL 0,0292 2 0,0583
§ Embout pipette 1mL 0,0292 2 0,0583
Seringue Injeckt 0,124 1 0,124
Aiguille Stérican 0,165 4 0,66
Gant 0,039 10 0,39 10 0,39
Flacon de 15mL 4,034 4 16,136 2 8,068
s Filtre GV 1,94 1 1,936 1 1,936
= Seringue 3mL 0,351 1 0,351
\i Seringue 10mL 0,162 2 0,324
= NaCl 0,9% 0,72 1 0,72 1 0,72
Seringue 3mL 0,351 1 0,351
Papier pH 0 0
Module 0
Cartouche Endosafe 51,6 1 51,6 1 51,6
Générateur de %8Ga 0 0

Colt total pour une synthese (hors précurseur, €) 277,75 65,66
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2. Temps d’une synthése

Le temps d’une synthése, de I'élution du ®8Ga jusqu’a la préparation de la seringue
patient a été estimé a environ 20 minutes pour la synthése par trousse et a 40 + 5 minutes
pour la synthése par module.
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IV. Discussion

Les médicaments radiopharmaceutiques utilisés dans un service de médecine
nucléaire peuvent étre des spécialités pharmaceutiques prétes a I'emploi ([*®F]FDG,
[1231)MIBG par exemple) ou des préparations radiopharmaceutiques. Concernant les
préparations radiopharmaceutiques, les radiopharmacies hospitalieres nécessitent des
protocoles de radiomarquage rapides, simples et reproductibles. La disponibilité de radio-
isotopes et de trousses prétes a I'emploi sont les conditions préalables pour une production
de médicament radiopharmaceutique rapide et reproductible.

A ce jour, il n"existe qu’une seule trousse pour radiomarquage au %8Ga ayant 'AMM
en France (Edotréotide ou Somatokit®, un analogue des récepteurs de la somatostatine pour
I'imagerie TEP de tumeurs neuroendocrines) ainsi que deux générateurs °8Ge/®®Ga
(Galliapharm® de la société Eckert & Ziegler et GalliAd® de la société IRE Elit). Le bénéfice
clinique apporté par les ®8Ga-peptides comme le ®8Ga-Somakit sur le plan diagnostique est
clair et doit se traduire sur la prise en charge des patients par une disponibilité accrue de ces
derniers®.

Concernant le cancer de la prostate, une trousse de PSMA-11°! a été développée et
les résultats montrent une qualité des images TEP similaires avec un MRP produit en trousse
ou par module. Une autre trousse de PSMA a été développée : la tris(hydroxypyridinone)
(THP)-PSMA. L’avantage du THP est sa complexation rapide au %8Ga3* et ce a de faibles
concentrations, a température ambiante et sur une gamme étendue de pH. Une élution
directe d’un générateur %8Ge/®®Ga dans une trousse radiopharmaceutique lyophilisée est
ainsi possible, en une seule étape 2. Cette trousse radiomarquée au %8Ga a été injectée a
une cohorte de 8 patients montrant une captation tumorale pour 6 d’entre eux sans effets
indésirables. Ces trousses participent activement a la diffusion de MRP innovants aupres des
communautés médicales et des patients.

Depuis quelques années, le ciblage du GRP-R fait I'objet d’études cliniques
récentes®?, témoignant de son intérét grandissant pour I'imagerie de cancers de la prostate
et de cancers du sein. Son intérét serait d’autant plus important grace a une disponibilité
accrue des précurseurs sous forme d’une trousse.

Dans ce travail nous avons étudié et caractérisé une trousse de RM2 pour la
production du [*8Ga]Ga-RM2 en vue d’une utilisation en routine hospitaliére. Le premier axe
de notre travail a été de s’assurer de la stabilité de la trousse de RM2. Pour cela nous avons
employé une méthodologie innovante utilisant la spectrométrie de masse couplée a une
chromatographie liquide ainsi que I'HPLC-UV.

L'étude de la stabilité de la trousse dans un premier temps a été nécessaire pour
déterminer une date de péremption. Les résultats obtenus lors de cette étude ont démontré
une absence de dégradation du RM2 au bout de 1 an de conservation entre 0 et 8°C. Le RM2
contenu dans la trousse (PM = 1639Da) s’est avéré stable dans le temps et une impureté a
été qualifiée par LC-MS (Figure 28), possiblement issue de la perte d’une fonction hydroxyle
issue de l'un des trois acides carboxyliques du DOTA en position carboxy-terminale
(Fragment de 1621Da, cf Figure 36 ci-dessous). Cette impureté est retrouvée des TO et son
taux est resté stable dans le temps. Cette impureté pourrait donc étre un résidu de
synthese. Il s’agit de la premiere caractérisation d’une telle impureté. Des analyses
complémentaires lors de la synthése du RM2 sont nécessaires pour démontrer I'origine de
cette impureté. Cependant, lI'impact de cette impureté pourrait étre mineur car le
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macrocycle DOTA ne nécessite que deux de 3 acides carboxyliques pour complexer I'ion
Ga3®*. De plus, le DOTA ne semble pas participer a la liaison du [®8Ga]Ga-RM2 au GRP-R, ainsi
cette espece de 1621Da pourrait quand méme se lier au GRP-R. Par contre, dans le cas d’un
radiomarquage au ”’Lu cette entité de 1621Da ne permettra pas de complexer I'ion Lu3* car
les 3 acides carboxyliques sont impliqués dans la coordination de ce cation métallique. Ainsi
le rendement de marquage se retrouvera diminué d’une quantité égale au taux de présence
de cette impureté (~5%) ce qui est négligeable avec des radioéléments a vie plus longues.
Une étude de toxicité aiglie reste nécessaire pour démontrer son innocuité et la possibilité
de l'injecter. L'étude par HPLC retrouve les mémes résultats avec une stabilité du taux
d‘RM2 intact au cours du temps et I'absence d’'impuretés retrouvées du fait d’'une moindre
sensibilité que la LC-MS (Figure 26).

Figure 36 : Proposition de structure de I'impureté de 1621 Da détectée par LC-MS

Conscient que toutes les especes détectées ne présentent pas la méme efficacité
d'ionisation et ne répondent pas exactement de la méme maniére en spectrométrie de
masse, la quantification basée sur les données de spectrométrie de masse permet toutefois
de dégager des tendances et notamment la prépondérance de l'espece d'intérét et de
formes probablement oxydées du peptide.

Il a ensuite été nécessaire d’établir un protocole de radiomarquage remplissant les
exigences de la pharmacopée européenne®®. Seul un radiopharmaceutique marqué au %Ga
est autorisé en France, a ce jour : le [*3Ga]Ga-édotréotide. C’est pourquoi nous avons choisi
de répondre aux spécifications indiquées dans la monographie de la Ph. Eur. « Gallium
(68Ga) Edotreotide injection solution ». L'ensemble des spécifications exigées par la
pharmacopée européenne®® a donc pu étre respecté une fois les conditions de
radiomarquage optimisées.

L’élution du ®8Ga a partir du générateur donne une solution trés acide (pH <1) dont il
a fallu ajuster le pH entre 3 et 4°* pour avoir un rendement de marquage du [®3Ga]Ga-RM2
maximal. Ceci est d( a la chimie du gallium qui est sous forme ionique Ga3* a pH <3 et
lorsque le pH est supérieur a 4, induit I'apparition d’hydroxyde de gallium (Ga(OH)s)
insoluble, qui diminue le rendement du radiomarquage. Ainsi, la complexation du Ga3* avec
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le macrocycle DOTA est optimale a pH 3-4%%. C’est pourquoi I'optimisation du tampon est
une phase cruciale pour le radiomarquage au ®8Ga. Pour la réalisation du tampon de
marquage, il est préférable d’utiliser le tampon acétate par rapport au tampon HEPES car il a
été approuvé pour une utilisation humaine®! et que I'utilisation du tampon HEPES nécessite
une étape de purification supplémentaire. Une poudre d’acétate de sodium anhydre a donc
été utilisée, solubilisée dans de I’acide chlorhydrique. Cet acide a d( étre prélevé avec une
seringue 2 piéces pour éviter le relargage de métaux (Zn,...) contenu dans le caoutchouc des
septums des seringues 3 piéces, ce qui pourrait créer une compétition entre les impuretés
métalliques et le ®8Ga pour la liaison au DOTA®>,

Les deux autres éléments étudiés pour optimiser le radiomarquage sont le volume
réactionnel et le temps de chauffage de la trousse. La diminution du volume réactionnel
ainsi que la mise sous agitation de la trousse permettent d’augmenter la probabilité de
rencontre de la molécule vectrice avec le 8Ga®*. Le chauffage est une étape obligatoire car
cela déforme le cycle permettant ainsi la liaison du gallium au DOTA®®. Il a fallu trouver un
compromis entre un temps de chauffage assez long pour permettre un rendement de
marquage suffisant, mais assez court pour que la demi-vie du %Ga (67,7 minutes)
n’empéche pas son utilisation en clinique ensuite. Aprés le temps de chauffage, un temps de
retour a température ambiante a été mis en place pour permettre de terminer le
radiomarquage avec l'énergie thermique résiduelle du flacon, avant la réalisation de la
formulation. La formulation permet I'obtention d’'un radiopharmaceutique compatible avec
une injection a 'Homme et conforme aux exigences de la pharmacopée européenne®®. En
outre, la stabilité du [®®Ga]Ga-RM2 dans le solvant de formulation a été étudiée sur 3h aprés
le radiomarquage, confirmant la possibilité d’une utilisation en routine hospitaliere, tout en
permettant une flexibilité du service de médecine nucléaire en cas d’imprévu pour l'injection
du patient.

En résumé, le radiomarquage avec le générateur IRE Elit de la trousse RM2 a été
réalisé et validé selon les spécifications de la pharmacopée européenne®8, pour une future
application clinique. Néanmoins, un écueil de ce travail est I'absence de validation de cette
trousse avec le générateur Galliapharm qui aurait pu fournir un travail plus complet et
facilement transposable dans les radiopharmacies quel que soit le générateur a disposition.
Malheureusement nous ne disposons pas d’un tel générateur actuellement.

Une autre trousse destinée au radiomarquage du RM2 a été étudiée par I'équipe de
Kusum Vats et al®%, avec I'utilisation de 3 générateurs %8Ge/%8Ga différents(iThemba Labs,
Eckert&Ziegler, iTG), qui se sont avérés compatibles avec un radiomarquage en routine
clinique avec un rendement >98% dans les 3 cas. La concentration de RM2 dans chacune des
trousses était de 40ug (contre 50ug dans celle étudiée ici) et les conditions de
radiomarquage étaient similaires a celles choisies ici avec un pH de 3 et un chauffage de
10min a 90°C (contre 100°C dans notre étude). La différence majeure avec notre étude sont
les différents générateurs employés, dont deux n’ayant pas d’autorisation d’utilisation en
clinique. Les résultats obtenus par Kusum Vats et al sont similaires aux noétres d’un point de
vue du rendement du marquage (98% vs 96% ici).

Avec 'avénement du %8Ga, de plus en plus de molécule sont radiomarquées avec du
®8Ga. Habituellement, la premiére étape est une synthése manuelle qui a pour défauts une
exposition aux radiations pour le manipulateur et une potentielle variabilité de la qualité du
produit obtenu. Afin d’éviter ces problemes lors de I'utilisation en clinique, deux méthodes
de radiomarquage sont possibles: soit le radiomarquage automatisé par module de
syntheése, soit le radiomarquage manuel d’une trousse.
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Il est donc intéressant de comparer le colt des deux méthodes afin de pouvoir
proposer celle qui s’avere le plus économique et ainsi faciliter I’accés aux MRP au plus grand
nombre de patients. En effet, moins un médicament est colteux, plus il a de chances d’étre
disponible pour un grand nombre de patients, notamment au sein de petites structures.

Dans cette étude, nous avons pu comparer les différents critéres qualité du
radiopharmaceutique selon le mode de production (trousse vs module — Tableau 8). Dans
les deux cas, la pureté radiochimique du produit obtenu est conforme aux exigences de la
pharmacopée européenne®, avec cependant une meilleure PRC dans le cas de marquage
par module (p<0.0001) en raison de la présence d’une étape supplémentaire de purification.
Par ailleurs, la trousse induit nécessairement le radiomarquage d’une quantité pondérale de
RM2 plus importante en raison de (i) une quantité plus importante de précurseur engagé
dans la réaction de radiomarquage (40ug en module vs 50ug en trousse qui est la quantité
pondérale maximale autorisée a I'injection chez I’'Homme d’aprés la Pharm. Eur.) et (ii) d’un
meilleur rendement de marquage obtenu en trousse (p<0,0001). Ceci a comme conséquence
I’'obtention d’une activité spécifique plus faible (p=0,03) en cas de marquage par trousse
mais qui reste suffisamment élevée pour des perspectives d’'imagerie moléculaire. Enfin, il
n’'y pas de différence significative dans l'activité volumique finale obtenue par les deux
méthodes mais il y a une forte tendance a I'obtention d’'une meilleure activité volumique en
trousse (p=0,0515). La synthése par trousse s’est avérée prés de deux fois plus rapide que
par module (20min vs 40min), ce qui est un avantage majeur devant la demi-vie courte du
®%8Ga (67,7min), permettant ainsi d’obtenir une activité plus importante disponible a
I'injection au patient. En considérant une élution de 1GBq, l'activité supplémentaire
disponible grace a ce gain de temps et de rendement est d'environ 300MBqg ce qui
permettrait d'injecter au moins deux patients supplémentaires. L'utilisation de trousse
permet donc d'avoir une approche plus efficiente des médicaments radiopharmaceutiques.
Elle présente par ailleurs I'avantage de ne pas contenir d’éthanol dans sa formulation,
contrairement au module. En effet, la synthése par module comprend un étape de
purification nécessitant I'utilisation d’éthanol pour récupérer le [®8GalGa-RM2, ce qui
requiert ensuite une dilution importante du produit obtenu (maximum 10% d’éthanol®®) afin
de permettre son injection chez 'Homme.

Lors d’une synthése par trousse, il faut prendre en compte le prix de la trousse mais
également des équipements nécessaires a la synthese et au controle qualité. Contrairement
a la synthese par trousse, le radiomarquage par module nécessite beaucoup plus de moyens
matériels a savoir un laboratoire et une salle de contréle qualité pleinement équipée, et
cette méthode produit plus de déchets contaminés que la méthode par trousse!®. Dans
notre étude, la synthése par trousse s’avere bien plus économique que celle par module
avec un colt environ quatre fois moindre par synthése (66€ vs 278€) et des équipements
nécessaires également nettement moins onéreux (un module de synthése coutant environ
80 000€). Cependant, I'analyse budgétaire effectuée ici a été limitée a la radiopharmacie
responsable de la synthése et du contréle du MRP. Elle n’a pas pris en compte I'impact
potentiel sur le personnel du service de médecine nucléaire impliqué dans la réalisation et
I'interprétation de I’examen. De plus, il manque dans notre analyse le co(t de la trousse une
fois gu’elle sera commercialisée ainsi que celui du précurseur du RM2 nécessaire a la
synthése par module.

Le développement des MRP marqués au ®8Ga encourage les radiopharmacies a
s’équiper avec le matériel nécessaire (générateur ®8Ge/®8Ga, enceinte blindé haute
énergie...). Il serait intéressant de voir arriver davantage de trousses permettant la synthése
de MRP au %8Ga sur le marché. Leur moindre co(t (notamment par I"absence de nécessité
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d’un module) et leur plus grande facilité d’emploi encouragerait les plus petits centres
hospitaliers a faire I'acquisition d’'un générateur ®8Ge/%8Ga permettant ainsi 'accés a ces
MRP a un plus grand nombre de patients en routine hospitaliére. Ceci implique qu’une
radiopharmacie employant des trousses devra disposer de I'équipement nécessaire a la
préparation et au contréle qualité conformément aux instructions du fournisseur. En cas
d’utilisation de trousses ne disposant pas de I’AMM, il faudra s’assurer de la conformité a la
Pharmacopée Européenne.

Le deuxiéme axe de notre travail a été I'étude in vitro du [*8Ga]Ga-RM2 car la
littérature a ce sujet est sommaire.

De fagon surprenante, le [*®Ga]Ga-RM2 a été trés peu étudié in vitro et injecté
directement chez la souris et chez ’'Homme?®3. Les seules études in vitro détaillées de RM2
radiomarqué portent sur du RM2 radiomarqué a I'indium-11177 et au lutétium-1777°. Nous
avons donc souhaité étudier les propriétés radiopharmaceutiques in vitro du [®3Ga]Ga-RM2
aprés production en trousse. Comme rapporté dans le Tableau 11, le [®®Ga]Ga-RM2
présente une meilleure affinité pour le GRP-R que le [*1In]In-RM277. Cette bonne affinité est
nécessaire pour obtenir des images précises des processus tumoraux afin d’effectuer au
mieux le diagnostic ainsi que d’évaluer le plus précisément |'efficacité de la thérapeutique
mise en place. L'impact du radiométal sur I'affinité d’un peptide a déja été mis en évidence
par les travaux majeurs de Reubi®’ ainsi que par les travaux récents de notre équipe®® En
effet, nous démontrons une différence d’un facteur 10 entre I'affinité d’'un long peptide de
36 acides aminés marqué a I'*'1In vs "Tb (meilleure affinité avec I'indium).

Tableau 11 : Comparaison de I'étude du [*8Ga]Ga-RM2 sur la lignée cellulaire PC3 aux études
cellulaires du RM2 radiomarqué dans la littérature

[(8GalGa-RM2 [**YIn]In-RM2 [*7Lu]Lu-RM2
-2,540,04 N/A N/A
| Affinité (hnM) | 0,25+0,19 2,9 + 0,4 (Kd) N/A
42,0 +5,1 (1h) 15,9+ 0,9 (4h) 11,2 0,8 (4h)
18,5 + 5,4 (1h) 3,7+ 0,4 (4h) 4,5+ 0,6 (4h)
70,8 + 11,1 (45min) N/A N/A

Le caractére hydrophile de la molécule (LogD négatif) laisse supposer que le
[®®Ga]Ga-RM2 ne passera pas la barriere hémato-encéphalique et sera éliminé
majoritairement par voie rénale.

L’étude de l'internalisation médiée par le GRP-R et la fraction de [*®Ga]Ga-RM2 liée
au GRP-R membranaire montre des valeurs 2 a 3 fois plus importantes que celle des
résultats rapportés dans la littérature avec I'[''!In]In-RM2 et le [Y77Lu]Lu-RM277/7%94, ceci est
certainement en lien avec la meilleure affinité constatée pour le [*8Ga]Ga-RM2. Cependant,
le ratio fraction liée a la membrane/fraction internalisée du [*8Ga]Ga-RM2 est similaire a
celui du [Y’Lu]Lu-RM2 & 1h c’est-a-dire ~ 2 — 2,5 témoignant de la fiabilité et de la
robustesse de nos méthodes et résultats.

Enfin, nous avons souhaité caractériser I'efflux du [®3Ga]Ga-RM2 en raison de son
internalisation d’environ 20%. Il est intéressant de noter, que dans la littérature nous ne
trouvons aucune donnée a ce sujet concernant I'[*1In]In-RM2 et le [*”’Lu]Lu-RM2. Ceci est
dd au fait que le RM2 est un antagoniste dont l'internalisation est tres faible. La
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conservation du caractére antagoniste du RM2 aprés radiomarquage au %Ga n’a pas été
démontrée, mais est probable en raison de sa faible internalisation malgré une bonne
affinité pour le récepteur et de conservation du ratio fraction membranaire/fraction
internalisée. Le caractere antagoniste nécessite d’étre confirmé par des expériences de
mobilisation du calcium intracellulaire qui n’aurait pas retrouvé d’augmentation du Ca?*
cytoplasmique. Dans notre étude nous avons pu estimer I'efflux a environ 78%. Cette valeur
importante n’empéche toutefois pas I'obtention d’images de qualité en clinique (Figure 20
et Figure 21) et est vraisemblablement maximaliste car ne prend pas en compte les
mécanismes de redistribution du radiopharmaceutique apres efflux.

En raison de la surexpression du GRP-R dans divers cancers tel que le cancer de la
prostate et le cancer du sein, les indications du ciblage de ce récepteur sont vastes et
pourrait apporter un potentiel bénéfice a de nombreux patients. Par ailleurs, le DOTA
contenu dans le RM2 permet le radiomarquage non seulement au ®Ga (3 visée
diagnostique), mais également au Y"’Lu (a visée thérapeutique). Le traitement au ["’Lu]Lu-
RM2 a d’ailleurs déja été étudié chez quatre patients présentant un cancer de la prostate
métastatique résistant a la castration, et a montré une bonne captation tumorale ainsi
gu’une bonne tolérance clinique. Malgré une captation pancréatique importante, la
clairance pancréatique rapide aboutit a des doses absorbées au niveau pancréatique
acceptables, ne contre-indiquant pas son emploi en pratique clinique®®. Afin de faciliter
'accés a ce MRP prometteur, il faudrait que des trousses validées soient facilement
disponibles.
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V. Conclusion

La disponibilité de trousses est un élément indispensable pour faciliter I'accés aux
MRP marqués au ®8Ga a un nombre plus important de patients. Nous avons pu démontrer ici
une qualité équivalente du [*8Ga]Ga-RM2 obtenu par trousse a celui synthétisé par module.
L'emploi de la trousse s’avere par ailleurs plus avantageux sur le plan économique et plus
simple d’emploi que la synthése par module qui nécessite des équipements spécifiques
couteux et encombrants.

Pour développer encore plus I'imagerie moléculaire dans la prise en charge de
pathologies cancéreuses, I'étude de nouvelles molécules et de nouvelles cibles (récepteurs)
est indispensable. Notre équipe s’intéresse d’ailleurs a des analogues radiomarqués ciblant
des récepteurs de la neurotensine et du neuropeptide Y surexprimés dans différents cancers
et dont I'intérét en imagerie et en radiothérapie interne vectorisée est important.
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