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CHAPITRE I. DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES



I. Introduction

Les Ac monoclonaux (AcM), ainsi que leurs fragments et les Ac recombinants qui en sont
dérivés sont développés depuis de nombreuses années pour vectoriser des radionucléides sur les
Iésions tumorales. Si des résultats prometteurs ont été obtenus, le contraste des images reste
souvent insuffisant pour la détection de tumeurs ou les doses efficaces délivrées aux tumeurs restent
trop faibles dans le cadre de la thérapie, notamment pour les tumeurs solides. De nombreuses voies
d’optimisation ont été explorées afin d’améliorer les rapports de fixation tumeur/tissus sain pour des

applications en imagerie comme en thérapie.

Les systemes de préciblage ou de ciblage en plusieurs étapes ont été développés dans le but
d’obtenir une meilleure sélectivité et de limiter le temps de circulation de I'agent radio-marqué. lls
reposent sur la séparation entre I'administration, dans un premier temps, d’un agent ciblant les
cellules tumorales, un dérivé d’AcM non radioactif possédant une double spécificité, I'une envers un
antigene (Ag) tumoral, I'autre envers une molécule de bas poids moléculaire (PM) puis, dans un

second temps, de cette molécule de bas PM radio-marquée.

Cette approche en plusieurs étapes, initialement développée pour améliorer la qualité des
images obtenues en immunoscintigraphie (IS), permet une reconnaissance spécifique de I’Ag tumoral
et une élimination rapide de I'agent radio-marqué conduisant ainsi a une amélioration de Ia
détection tumorale liée a un meilleur contraste des images (meilleur rapport tumeur/tissus sains).
Cette technique de préciblage apparait également intéressante pour des applications
thérapeutiques, permettant une amélioration de la fixation tumorale spécifique et ainsi une

augmentation de la dose absorbée par la tumeur, sans altération de la tolérance.

Si plusieurs techniques de préciblage ont été proposées, la technique la plus avancée dans
son développement clinique est la technique appelée « affinity enhancement system » (AES), qui
repose sur I'utilisation d’un Anticorps bispécifique (AcBs) et d'un hapténe’ bivalent. L’AcBs reconnait

un Ag tumoral et le haptene. La bivalence du hapténe permet la formation d’'un pont entre deux

' Un hapténe est une molécule de faible PM pour laquelle des Ac ont pu étre produits, par exemple par
couplage de ce haptene avec une protéine immunogene issue de I'immunisation d’animaux. Dans cette these,
deux haptenes seront considérés : lecomplexe entre le DTPA et I'indium (DTPA-Indium) et le pseudo-peptide

histamine-succinyl-glycine (HSG) contre lesquels la société Immunotech a produit des AcM.



AcBs a la surface des cellules tumorales stabilisant la liaison Ag-AcBs. Cette technique a été
particulierement étudiée sur des modeles précliniques et cliniques de différents types histologiques

de tumeurs exprimant I’Ag carcino-embryonnaire (ACE).

Notre travail de these a porté sur I'optimisation clinique de cette approche de préciblage AES
avec des réactifs de nouvelle génération dans deux modeles de tumeurs exprimant I’ACE pour une
application en radioimmunothérapie (RIT) et en imagerie par tomographie par émission de positon
(TEP), appelée immuno-Tep. Cette revue bibliographique a pour objectif de présenter la technique
de préciblage AES ainsi que son évolution ces derniéres années avec les principaux résultats

cliniques.



II. LE PRECIBLAGE AES

2.1 Généralités sur le préciblage

La pharmacocinétique des AcM radio-marqués administrés sous la forme d’'immunoglobuline
entiére est lente. Aussi, si 'accumulation tumorale des IgG peut étre importante (plus de 10% de
I'activité injectée par gramme de tumeur chez la souris, et de I'ordre 0,1% par gramme de tumeur
chez I'homme) quelques heures ou jours aprés l'injection, I'activité circulante reste élevée pendant
plusieurs jours (1). Ainsi, si la captation tumorale importante est favorable, une activité circulante
prolongée est défavorable, générant, un mauvais contraste en imagerie et une irradiation

importante des tissus sains en thérapie.

L'utilisation de fragments d’Ac ou de molécules de bas poids moléculaire augmente la
clairance sanguine de I'immunoconjugué au prix d’une captation tumorale plus faible (2). Ainsi, de
nombreux travaux de recherche ont eu pour objectif de trouver un compromis entre ciblage et
rétention tumorale et élimination rapide de la radioactivité du sang et des tissus sains, dans le but

d’améliorer le rapport tumeur/tissus sains par rapport au ciblage direct avec un AcM radio-marqué.

La technique du préciblage a ainsi été développée afin d’obtenir une sélectivité optimale et
de limiter la circulation de I'agent radio-marqué. Elle repose sur la séparation entre I'administration
de I'agent ciblant et de I'agent radio-marqué de faible PM. Apres fixation tumorale de I'agent ciblant
et élimination de sa forme circulante, I'agent radio-marqué de faible PM, a élimination rapide, est
injecté. Des les premieres tentatives de préciblage, il est apparu qu’il n’était pas possible d’attendre
que I'agent ciblant soit totalement éliminé avant d’injecter I'agent radio-marqué. En effet, dans ce
cas, la fixation tumorale est trop faible. Il a donc fallu ajouter au concept de base du préciblage des
améliorations telles que la chasse de I‘exces d’agent ciblant ou d’utiliser des agents radio-marqués

dotés d’une coopérativité de liaison pour I'agent ciblant déja fixé aux cellules cibles (3).
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Figure 1: Différentes techniques de ciblage en RIT.

Plusieurs des approches de préciblage sont basées sur la liaison entre I'Ac et I'effecteur
radio-marqué par le biais du couple avidine ou streptavidine/biotine (3). L’avidine est capable de lier
de fagon non covalente 4 molécules de biotine avec une constante de liaison trés élevée (10 M). Le
préciblage consiste alors en I'injection premiére d’un Ac anti-tumoral couplé a de I'avidine (ou de la
biotine) (Figure 1). Du fait d’une élimination lente de I'agent ciblant (PM élevé de 175-210 kDa), un
intervalle est respecté (1-2 jours) et une accélération de cette élimination est effectuée par une

technique de chasse ou d’adsorption extracorporelle (4).

La biotine radio-marquée est injectée apres réduction de la quantité d’agent ciblant
circulante. De nombreuses variations autour de I'utilisation des complexes avidine-biotine ont été
proposées et certaines ont été testées en clinique. Dans une approche en trois étapes, une liaison
biotin/avidin/biotine est créée pour optimiser le ciblage et laver les molécules circulantes. Des

fixations tumorales de 7 a 12% DI/g a 24 heures ont été obtenues chez la souris (5,6).

Cette technique est limitée par le caractere immunisant élevé de 'avidine et surtout de la

streptavidine (100% des cas dans un essai de phase Il sur métastases coliques) qui interdit la



répétition des injections chez ’lhomme mais également par la présence de biotine endogéne pouvant

interférer dans la préciblage (7).

Lors d’un essai de phase I/ Il sur 25 patients porteurs de cancer colorectal (CCR) métastatique
une réponse partielle sur 16 semaines ou une stabilité sur 10 a 20 semaines était obtenue chez
respectivement 2 et 4 patients, aprés une injection unique de 4,07 GBq/m? de biotine marquée 3
I'yttrium % (°°Y) (8). Dans ces études, la toxicité observée était essentiellement d’origine digestive,
mais plus probablement attribuée a une mauvaise sélectivité de I'’Ac dont I'expression était trop

élevée sur les cellules digestives saines qu’au systéme de préciblage.

Une autre approche de préciblage consiste en I'utilisation d’un AcBs comprenant un ou deux
bras dirigés contre I’Ag tumoral et un bras pour la liaison avec un haptéene radio-marqué (Figure 2).
L’élimination du haptéene radio-marqué, de bas PM, tout comme celle de la biotine marquée, est
rapide. Trois points critiques sont déterminants dans les performances de ce systeme : I'affinité de
I’AcBs pour la cible antigénique tumorale, I'affinité du hapténe pour I'Ac fixé sur la cible et les
quantités molaires respectives d'AcBs et de haptene administrés. L'affinité de I'AcBs pour I'Ag cible
tumorale doit assurer a la fois la spécificité du ciblage et une captation suffisante. Une affinité trop
faible du hapténe pour I’Ac expose au risque d'une fixation tumorale faible et rapidement réversible.
Enfin, la fraction d'AcBs qui se lie effectivement aux cellules cibles étant limitée, I’activité spécifique

du hapténe radio-marqué doit étre élevée pour éviter la saturation des sites de liaison (1).
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Figure 2: Préciblage utilisant un AcBs et un hapténe radio-marqué.

2.2 Principe de I'approche AES

La technique AES a été mise au point par la société Immunotech (Marseille) et est
actuellement développée par la société Immunomedics (Morris Plain, New Jersey). Elle associe un
AcBs, anti-Ag tumoral/anti-hapténe, et un hapténe bivalent radio-marqué de PM inférieur a 1000-

1500.

Ce systeme a été appelé AES pour "affinity enhancement system" car I'affinité du hapténe
pour la forme fixée de I’Ac en comparaison a sa forme circulante est augmentée par un effet de
coopérativité créé par la bivalence du haptene. Cette bivalence est déterminante, permettant une
liaison entre deux AcBs pré-localisés a la surface des cellules tumorales (Figure 3). Cette
coopérativité rend les complexes radioactifs formés a la surface des cellules plus stables que dans le
plasma et les liquides interstitiels (9). De plus, la bivalence améliore la fixation tumorale, I’AcBs
circulant jouant le réle d’un transporteur réversible et prolongeant la demi-vie sérique du haptene.

La fraction de hapténe complexée a un seul AcBs peut ainsi se lier aux sites tumoraux libres, ce qui



n’est pas possible avec un haptene monovalent. Sans AES, avec le préciblage AcBs-hapténe, il est
impossible de trouver un compromis satisfaisant entre activité circulante, augmentée par une forte
dose d'AcBs et/ou un faible délai avant injection du hapténe radio-marqué (délai de préciblage), et
fixation tumorale, diminuée par une réduction de la dose d'AcBs et/ou un allongement du délai de
préciblage. Ceci a été clairement montré dans les publications originales et confirmé de fagon

indépendante par les travaux du groupe de Nimégue (10,11).
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Figure 3: Principe du préciblage AES.

2.3 Validation préclinique du préciblage AES

Plusieurs travaux expérimentaux ont démontré la supériorité du ciblage tumoral utilisant un
hapténe bivalent (AES) par rapport au ciblage avec un hapténe monovalent ou au ciblage direct
(10,12,13). Ces résultats ont été confirmés a de nombreuses reprises dans plusieurs modeéles
cellulaires et animaux. Dans un modele de souris greffées par une lignée humaine de cancer
broncho-pulmonaire a petites cellules (CBPPC) par exemple, Hosono et al. obtenaient, 5 heures apres
I'injection de la radioactivité, des rapports moyens tumeur/sang, tumeur/foie et tumeur/rein
respectivement de 0,3, 1,1 et 0,9 avec un AcM directement marqué a l'iode 125 et de 1,4, 10,8 et 4,6
avec un hapténe bivalent histamine marqué a I'iode 125 préciblé (14). La supériorité du préciblage
pour la RIT par rapport au ciblage direct a également été démontrée dans un modele de souris nudes

greffées en sous-cutané par une lignée humaine de cancer médullaire de la thyroide (CMT).



Cette étude comparait la toxicité et I'efficacité thérapeutique de la RIT préciblée (PRIT)
utilisant I’AcBs murin anti-ACE x anti-DTPA F6 et le hapténe bivalent 'I-di-DTPA et celles des AcM
directement radio-marqués *'|-F(ab’),. Cette étude montrait la moindre toxicité de la PRIT par
rapport aux Ac AcM directement radio-marqués. De plus, une augmentation de [I'efficacité

thérapeutique était obtenue en répétant les injections de PRIT, sans majoration de la toxicité (15)

Dans un modeéle murin de carcinome rénal, Boerman et al. ont également établi la
supériorité d'un haptene bivalent par rapport a un hapténe monovalent (11). Enfin, une étude
comparant le systéme AES et le ciblage direct, dans un modele de sphéroides multicellulaires
d’adénocarcinome colique, a également établi que la rétention de la radioactivité était supérieure

avec le systeme AES (16).

2.4 Optimisation de I'approche AES

En revanche, et en comparaison a l'utilisation d’un systéme de ciblage direct, le systéme de
préciblage basé sur 'utilisation d’un couple Ac-hapténe nécessite des études fines afin d’optimiser la
fixation tumorale et les doses délivrées. Différents paramétres sont a prendre en compte, intéressant
aussi bien les caractéristiques propres du systéme de préciblage (cinétique de fixation sur la cible,
rapports tumeur sur organes sains), les radionucléides utilisés (nature et énergie des particules
émises, temps de demi-vie) et la cible tumorale (niveau d’expression et homogénéité de distribution

de I'Ag).
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Figure 4: Les parametres essentiels interférant dans I’optimisation du préciblage.

Trois parametres essentiels vont plus particulierement interférer dans ce systeme de
préciblage : les doses molaires injectées, AcBs et hapténe, et I'intervalle d’injection entre I'Ac et le
hapténe (figure 4). Il faut également prendre en compte I'objectif : imagerie ou thérapeutique. Pour
I'imagerie, on recherche une fixation tumorale suffisante avec un excellent contraste tumeur/tissus
sains a un instant donné, de préférence peu de temps apres injection de la radioactivité pour pouvoir
utiliser des radionucléides a durée de vie courte. Pour la thérapie, on recherche une fixation
tumorale élevée, rapide mais surtout prolongée dans le temps car les radionucléides thérapeutiques
ont en général des demi-vies assez longues, avec une faible exposition de tous les tissus sains pour

limiter la toxicité.

Enfin, si les hapténes utilisés ont tous des cinétiques de distribution et d'élimination rapides
et assez semblables, les AcBs peuvent montrer des différences bien plus grandes. C'est le cas pour les
AcBs, obtenus par couplage chimique de deux fragments Fab' d'Ac (un Ac anti-ACE, un Ac anti-
hapténe) et utilisés dans nos études précliniques et cliniques plus anciennes, et les AcBs

recombinants produits par la société Immunomedics, que nous utilisons maintenant et qui font
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I'objet de cette these. Les premiers ont une grande stabilité dans I'organisme et sont éliminés
lentement. Les seconds ont une cinétique d'élimination beaucoup plus rapide. Ainsi, Frampas et al.
démontraient, dans un modele animal de xénogreffes sous-cutanées d’adénocarcinome colique, en
utilisant un de ces AcBs recombinants anti-ACE, I'importance d’une détermination optimale de ces
parameétres pour optimiser la fixation tumorale et le ratio tumeur/tissus sains. lls testaient, dans
cette étude préclinique, plusieurs doses d’Ac et de hapténe et plusieurs intervalles de préciblage
(17). Si dans cette étude une réduction de l'intervalle de préciblage a 5 h augmentait la fixation
tumorale du peptide, cela s’accompagnait d’'une augmentation de la fixation hépatique et donc
d’une toxicité potentielle. A I'inverse, un intervalle trop long entrainait une diminution de la fixation
tumorale a cause de la dégradation de I’AcBs. Un rapport AcBs/hapténe a 10/1 permettait une
fixation tumorale élevée. Si augmenter la quantité de hapténe pour un rapport 2/1, comme dans les
études réalisées avec les AcBs obtenus par couplage chimique, permettait une augmentation de la
dose absorbée tumorale, cette élévation n’était pas proportionnelle a I'augmentation de la dose et,

surtout, exposait a une toxicité rénale en rapport avec I’élimination du peptide.

Au terme de ces différentes études de biodistribution, les conditions optimales retenues
étaient un intervalle de préciblage compris entre 15 h et 24 h et des ratios Ac/peptide entre 10/1 et
20/1, ce qui est en accord avec les conclusions obtenues par les chercheurs de la société

Immunomedics (18)

2.4 Evolution du préciblage AES

2.4.1 Ac bispécique bivalent et hapténe di-DTPA-indium

L'intérét de la technique AES a tres vite été démontré dans plusieurs études cliniques
d’imagerie menées dans différents types de tumeurs exprimant I’ACE et en particulier dans le CMT,
avec I'AcBs murin F6x734 reconnaissant I'ACE et le hapténe di-DTPA radio-marqué (19-22). Cet AcBs
était obtenu par la conjugaison chimique de 2 fragments Fab' : le fragment de I’Ac anti-ACE (clone F6,
CIS Bio international) et le fragment de I’Ac anti-DTPA-indium (clone 734, Immunotech S.A.). Le

hapténe bivalent était préparé en associant la tyrosyl-lysine avec le DTPA di-anhydride. Cet hapténe

||lll 131 (13l|)'

bivalent était marqué avec de I'""In, mais pouvait I'étre également avec de |'iode

Cette technique innovante avait néanmoins un défaut : la spécificité de I’Ac pour le complexe

DTPA-indium rendait impossible le radio-marquage par d'autres radionucléides métalliques.
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Du fait de la dépendance de cette reconnaissance au radionucléide utilisé, d’autres AcBs ne
reconnaissant plus le complexe DTPA-indium mais reconnaissant une séquence pseudo-peptidique
ont été développés. L'application de ce nouveau systéme a été présentée par I'équipe de Gruaz-

Guyon (figure 5) (23). L’AcBs reconnait alors la séquence histamine-succinyl-glycine (HSG) et I’ACE.

Plusieurs structures mono et bivalentes de haptenes ont alors été étudiées, I'objectif étant
de les rendre accessibles au radio-marquage par différents radionucléides, tout en maintenant une
bonne affinité pour I’Ac et une élimination rapide (24). Initialement marquée a l'iode, le couplage
ultérieur a un DOTA (acide tetraazacyclododecanetetraacetique) a permis [Iutilisation de
radionucléides variés a visée thérapeutique ou diagnostique (25), en particulier celle de I°Y dont la
liaison avec le DTPA (acide diéthylénetriamine pentaacétique) n'est pas suffisamment stable ainsi

gu’avec certains émetteurs de positons pour des applications en imagerie.

La rétention tissulaire du hapténe pouvait également étre modifiée en faisant varier Ila
portion peptidique de celui-ci. Une réduction d’un tiers de fixation rénale a ainsi pu étre obtenue lors
de la modification d’'un peptide initial DOTA-anti-HSG IMP241 en IMP288 (26). Cette molécule,
I'IMP288 est aujourd’hui utilisée dans de nombreuses études précliniques et cliniques. En effet, son

124 et le ®gallium (*®Ga) a permis des études d’immuno-TEP et une

radiomarquage aisé avec l'iode
méthode pour marquer ce peptide avec du fluor 18 a également été décrite (27). Pour la thérapie,

I'IMP288 a été marqué a I'Y et au lutetium *”” (*"’Lu) (28-30).
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Figure 5: Structure chimique du hapténe IMP288 d'aprés Janevik-lvanoska (23).

2.4.2 La Technologie "Dock and Lock”

La préparation d’AcBs repose classiquement sur trois techniques: la plus ancienne par voie
chimique avec couplage de fragments Fab’ a l'aide de liaisons stables thio-ether, la fusion
d’hybridomes produisant les deux Ac parents et plus récemment |'utilisation de vecteurs selon la
technologie d’ADN recombinant (31). Cette derniere approche, conduisant en principe a des produits
parfaitement caractérisés, s'est longtemps heurtée a des problemes de rendement de production,
jusqu'a ce que Rossi et al. (32) et Immunomedics introduisent une nouvelle technique, appelée

méthode de « Dock and Lock », permettant la production d’AcBs trivalents.

Cette technique permet de fusionner 3 fragments protéiques de type Fab de maniére stable
en employant l'interaction spécifique protéine/protéine entre la sous-unité de la Protéine-Kinase
cAMP-dépendante (Domaine de dimérisation et d’arrimage DDD) et les domaines d’ancrage des
protéines kinase A (AD). La séquence ADNc du domaine DDD de 44 acides aminés modifié par I'ajout
d’un résidu cystéine peut étre liée a celle d'un composé protéique donné, notamment celle d'un Fab

dirigé contre un Ag tumoral.
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Compte tenu de la tendance spontanée a la formation d’un dimere, est alors obtenu un
dimere de Fab, bivalent. De la méme fagon, le fragment d‘ancrage AD, également modifié par I'ajout
de résidus cystéine, est lié a un troisieme Fab, anti haptéene. La liaison naturelle entre les deux
fragments DDD et AD permet I'obtention d’un composé bispécifique, trivalent : « Dock ». La présence

de ponts disulfures assure alors une liaison stable : « Lock » (Figure 6).
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Figure 6: Principes de la technologie DOCK and LOCK d'aprés Rossi (32).

Le TF2, Ac humanisé bispécifique trivalent anti-ACE x anti-HSG, est le premier de ces
produits. De PM égal a 157 kD proche de celui d’'une IgG, le TF2 présente cependant une élimination
rapide chez la souris, du fait de I'absence de fragment Fc et d'une stabilité limitée in vivo, avec une

élimination sanguine proche de 99% seize heures aprés injection chez la souris. Il reste cependant
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stable en milieu sérique jusqu’a 7 jours a 37°. Du fait de cette élimination assez rapide, sa fixation sur
la cible antigénique est maximale a 6 h et moyenne (4 %ID/g) pour décroitre a 1% vers 16 heures sur

un modele animal de cancer d’origine colique (33).

Des études pharmacocinétiques effectuées chez le lapin ont également montré que la
clairance du TF2 était plus rapide que celle des précédentes générations d’AcBs. La clairance de ces
précédentes générations étant proche chez ’lhomme et chez le lapin, il a été supposé que la clairance
du TF2 serait également plus rapide que celle d’une IgG et que celle des précédentes générations
d’AcBs chez ’lhomme. Le caractere potentiellement immunogeéne lié a I'addition des domaines DDD
et AD est en cours d’évaluation chez ’lhomme (34). En revanche, son caractére humanisé lui confere

une moindre immunogénicité que ses prédécesseurs d’origine murine.
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II1. LA RADIOIMMUNOTHERAPIE PRECIBLEE (PRIT) ANTI-ACE

3.1 Quelques données sur la radioimmunothérapie

3.1.1 Principe de I'approche

La RIT est une forme de radiothérapie interne utilisant comme agent de vectorisation un
AcM, reconnaissant un Ag exprimé par les cellules tumorales, couplé a un radionucléide (35). Son
efficacité provient essentiellement de la radioactivité émise par ce radioimmunoconjugué, qui
provoque, selon une exponentielle décroissante, une irradiation a bas débit de dose qui peut étre
hétérogene dans les tumeurs. L’AcM peut aussi contribuer a I'effet tumoricide en stimulant les
mécanismes effecteurs du systéme immunitaire et en induisant une mort immunogene, mais la
réponse immune est limitée par les Ilymphocytes régulateurs et les macrophages
immunosuppresseurs qui envahissent généralement les lésions tumorales. Lorsque les AcM sont
radio-marqués, les cellules avoisinantes non directement ciblées par les AcM peuvent étre détruites

par le mécanisme dit du « feu croisé » (36).

L'efficacité et la toxicité de la RIT dépendent du choix de I'AcM, de I’'Ag et des
caractéristiques de la tumeur (37). Les effets de la RIT, comme pour toutes les formes de
radiothérapie interne, dépendent aussi des propriétés physiques (nature, énergie, parcours, période
physique), de la structure chimique et du comportement biologique du radionucléide qui modifient
sa bio distribution et déterminent les doses d’irradiation. La période physique du radionucléide doit
étre compatible avec la cinétique de fixation de I’Ac aux cellules tumorales. Pour un Ac utilisé sous
forme d'IgG, le maximum de liaison est obtenu seulement entre 2 et 4 jours apres injection. Un
radionucléide de durée de vie trop courte ne sera donc pas efficace. Le marquage d’'un AcM peut
étre réalisé directement ou par I'intermédiaire d’un ligand bi fonctionnel, possédant des fonctions de
couplage avec I’AcM et de complexation avec le radionucléide. Le radiopharmaceutique obtenu doit
posséder la meilleure stabilité in vitro mais surtout in vivo. Le tableau 1 résume les différents

radionucléides utilisés en thérapie.
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Radionucléide Tip2 Emissions Emax (keV) Distance maximale
(heures) dans les tissues mous
(mm)

Fluor-18 1.83 B* 633 3.1
Gallium-68 1.13 B* 1,899 9.8
Cuivre-64 12.7 B* 653 3.2

B 579 2.8
Zirconium-89 78 B 02 4.6
lode-124 100 B* 1,535 and 7.9 and 10.9

2,138

Scandium-44 3.97 B* 1,473 7.6
lode-131 193 B 610 29

v 362
Yttrium-90 64 B 2,250 11
Lutétium-177 162 B 498 2.0

v 208
Cuivre-67 62 B 392 -577 1.8

v 184
Bismuth-213 0.76 a 8,400 0.1

y 440
Astate-211 7.2 a 5,870 and 0.055-0.080

7,450
X 77-92

Tableau 1: Principaux radionucléides utilisés pour l'imagerie et la thérapie
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3.1.2 Principaux résultats cliniques.

La RIT est une approche thérapeutique développée depuis plus de 30 ans ayant connu
depuis, de nombreux progres notamment en chimie et en immunologie avec la synthese de chélates
de plus grande stabilité et I'humanisation des AcM (36,38). Le lymphome non hodgkinien B
représente aujourd’hui l'indication clinique la mieux validée pour la RIT: en effet, les cellules
tumorales expriment des Ag bien caractérisés, sont sensibles aux effets des rayonnements ionisants
et a I'immunothérapie passive avec des AcM non radio-marqués (par exemple I’anti-CD20 rituximab

administré en routine dans le traitement des lymphopathies B).

Aujourd’hui, ’AcM murin anti-CD20 ibritumomab marqué a I’’’y (Zevalin”) commercialisé par
Spectrum dispose d’'une AMM en France, aux USA, en Asie et en Afrique et la RIT peut étre
administrée en routine clinique, en utilisant des activités non-myéloablatives, pour le traitement de
patients atteints de lymphome folliculaire (LF) récidivant ou réfractaire CD20 positifs (39,40). Le
Zévalin® peut également étre administré en consolidation aprés une chimiothérapie d'induction dans

le traitement de premiere ligne des LF.

De nombreuses publications ont également rapporté I'efficacité de la RIT haute dose,
utilisant des activités myéloablatives dans le LF ou le lymphome agressif, de la RIT administrée en
consolidation post chimiothérapie, de I'administration fractionnée ou enfin de la RIT utilisant des
AcM ciblant d’autres Ag que le CD20 (CD22 notamment) (41-45). En outre, les données précliniques
et certaines études cliniques pilotes ont suggéré I'efficacité potentielle de la RIT dans d'autres
hémopathies, tels que le myélome multiple ou de la leucémie aigué, en particulier en utilisant des

émetteurs alpha plus adaptés a une cible, la maladie microscopique (46-48).

Si I'intérét thérapeutique de la RIT est établi pour les tumeurs hématologiques, il reste plus
limité pour les tumeurs solides a cause de leur relative radiorésistance et de la néo-vascularisation
tumorale qui diminue l'accessibilité de Ac radio-marqués a la tumeur. Cette mauvaise distribution
tumorale impose I'administration d’activités élevées exposant au risque de toxicité du fait d’un

rapport un rapport de fixation tumoral/tissus sain défavorable.
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Plusieurs voies d’optimisation ont été explorées afin d’améliorer I'efficacité de la RIT des
tumeurs solides. Ces voies d’optimisation portent sur le ciblage tumoral (en sélectionnant
notamment les tumeurs exprimant des Ag bien caractérisés), le fractionnement qui permet
d'augmenter l'activité injectée cumulée et la dose tumorale absorbée sans augmenter la toxicité
hématologique, les combinaisons thérapeutiques associant la RIT a des molécules radio-

sensibilisantes et le préciblage.

De plus, et quelle que soit I'approche, toutes les études s’accordent a dire que I'efficacité de
la RIT, et plus généralement de la radiothérapie interne, est d’autant plus grande que la masse
tumorale est faible, la cible idéale étant la maladie résiduelle métastatique (49). Ainsi, I'efficacité de
I’ dans le traitement des carcinomes différenciés de la thyroide est nettement meilleure pour les
Iésions pulmonaires microscopiques, avec un taux de réponse de 83 %, que pour les lésions
macroscopiques, avec un taux de réponse de 14 % (50). En effet, la perfusion tumorale, insuffisante

lorsque la tumeur grossit et atteint quelques grammes, n’autorise qu’une fixation faible et

hétérogene des AcM et provoque une hypoxie des cellules qui majore leur radiorésistance (51-53).

Ainsi, tenant compte de ces différentes voies d’optimisation, des résultats encourageants ont
été publiés dans certaines indications de tumeurs solides. Dans le cancer prostatique, entité
potentiellement intéressante pour la RIT, I'efficacité de ’AcM HuJ591, Ac humanisé reconnaissant un

domaine extra-cellulaire du PSMA (prostate-specific membrane antigen) et dont le marquage peut se

177 I,90

faire aisément avec les émetteurs B comme le ~""Lu et I’”"Y, a été démontrée dans plusieurs études.
Tres récemment, I'équipe de Tagasawa et al. publiait les résultats d’'une étude de phase Il portant sur
47 patients porteurs de cancers prostatiques résistant a I’hormonothérapie et traités par huJ591

177

marqué au ~"‘Lu (54). Les activités administrées étaient choisies en fonction de la dose maximale

tolérée de 2590 MBqg/m? qui avait été validée lors des études de phase 1.

Ainsi, 32 patients recevaient 2590 MBg/m” et 15 la dose un peu plus faible de 2405 MBqg/m®.
Une réponse biologique était observée chez 28/47 patients, avec une baisse des PSA de plus de 50%
pour 10% des cas et de plus de 30% dans 36% des cas. Tous les patients avaient présenté une toxicité
hématologique réversible. Les patients traités par 2590 MBg/m’ présentaient plus de toxicité
hématologique de grade 4 mais obtenaient un taux plus élevé de réponses biologiques et surtout des

survies plus longues (21,8 mois versus 11,9 dans le groupe traité par 2405 MBg/m?).
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La combinaison de la RIT avec des agents radio-sensibilisants est une autre approche
prometteuse pour la RIT des tumeurs solides. Un essai de phase | en escalade de dose évaluait
I'association de la RIT utilisant le *°Y-clivatuzumab tetraxetan et la chimiothérapie par gemcitabine
chez des patients porteurs de cancers pancréatiques avancés en premiere ligne (55). Trente-huit
patients étaient inclus, 33 stades stade IV et 5 stades IIl. Les patients recevaient 200 mg/m’ de
gemcitabine par semaine pendant 4 semaines. La RIT avec l'anti-mucine 1 *°Y-hPAM4 était
administrée de fagon concomitante a la chimiothérapie les semaines 2, 3 et 4 pour le cycle 1. 25

patients avaient bénéficié d’un seul cycle alors que les 13 autres avaient recu 1 a 4 cycles.

La toxicité était principalement hématologique avec des thrombopénies ou neutropénies
chez 28 des 38 patients apres le cycle 1 et chez tous les patients ayant regu plusieurs cycles. Le
fractionnement de la RIT permettait, pour le cycle 1, I'administration d’activités deux fois supérieures
a celles qu’aurait permis une dose unique. L'activité maximale tolérée de °Y-hPAM4 était de 444
MBq/m? par semaine pendant les 3 semaines du cycle 1, puis < 333 MBg/m” hebdomadaires pendant
les 3 semaines pour les cycles ultérieurs. Selon les criteres RECIST, 6 patients (16%) avaient montré
une réponse partielle et 16 patients (42%) une stabilisation de la maladie (soit un contrdle de la

maladie pour 58% des patients).

La survie globale médiane était de 7,7 mois pour les 38 patients et 11,8 mois pour ceux qui
avaient regu des cycles répétés (46% 21 an). La meilleure efficacité était retrouvée chez les patients

qui avaient recu les doses les plus élevées de RIT.
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3.2 Choix de I'ACE pour la RIT

3.2.1 L’ACE

Décrit en 1965 par Gold et Freedman, I’ACE est une glycoprotéine d’environ 180 kDa (56).
L'ACE appartient a la famille des molécules d’adhésion (CEACAM), une subdivision de la famille des

immunoglobulines de molécules d’adhésion cellulaire (IgCAMS) (57).

Présente au stade embryonnaire, la molécule est physiologiguement exprimée au stade
adulte. L’ACE est présent sur la face apicale des cellules épithéliales dans le colon, la muqueuse
nasale, la muqueuse pylorique, I'cesophage, les glandes sudoripares et la prostate. Il est tres
faiblement sécrété dans le sang. En revanche, son expression est fortement augmentée dans de
nombreux cancers d’origine épithéliale: CCR, carcinome gastrique, carcinome pancréatique,

carcinomes broncho-pulmonaire (CBP) dans les cancers mammaires et dans le CMT.

L'ACE peut étre libéré dans la circulation sanguine ce qui peut théoriquement modifier le
comportement pharmacocinétique des AcM. Les études animales ne permettent pas d’extrapoler le
comportement des complexes ACE chez 'homme, la molécule d’ACE n’étant pas présente a |'état
physiologique chez les rongeurs. Chez I’lhumain, un récepteur spécifique a été décrit. Ce récepteur
intervient vraisemblablement dans la clairance sanguine des complexes ACE, en complément de
mécanismes non-spécifiques qui sont les seuls a intervenir chez les animaux xénogreffés. Behr et son
équipe ont comparé, dans une étude portant sur 275 patients porteurs de tumeurs ACE positives, la
pharmacocinétique d’'un AcM reconnaissant I’ACE circulant a celle d’un AcM ne reconnaissant pas

I’ACE circulant (58).

La différence entre les clairances sanguines et la fixation tumorale des deux AcM était
minime. En revanche, pour une méme concentration d’ACE circulant, la pharmacocinétique et la
biodistribution variaient entre les types de tumeurs, sans doute du fait d’une différence de structure
des ACE produits, avec une possible différence d’affinité pour le récepteur spécifique en fonction des

types histologiques de tumeurs.

Son identification dans le CCR au milieu des années 60 a eu un impact important dans
I'immunologie, le diagnostic le suivi et la thérapie de ce cancer Ainsi, des les années 70, plusieurs

équipes ont proposé son ciblage pour la RIT.
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3.2.2 RIT anti-ACE avec des immunoconjugués directement marqués

C’est dans le CCR que la RIT utilisant un ciblage direct anti-ACE est la mieux documentée. Les
premiers Ac radio-marqués employés étaient de type IgG monoclonale compléte. Chez I'animal, la
captation tumorale était élevée, se situant entre 10 et 30% DI/g (dose injectée par gramme) de
tumeur (59). En contrepartie, I'élimination lente entre 1 et 3 jours a prédominance hépatique
exposait au risque de toxicité médullaire, directement lié au temps de résidence sanguine de la
radioactivité. La dose limitante pour la moelle osseuse était estimée a 4,5 Gy chez ’'homme et entre

6 et 9 Gy chez le rongeur (60).

L'utilisation de molécules de plus petite taille (fragments F(ab’),, PM 100 kDa ; minibodies,
Fab’; diabodies; fragments scFV, PM 20-25 kDa) permet de réduire la demi-vie sanguine.
Cependant, cette réduction se fait au détriment de la fixation tumorale et de la durée de cette
fixation. Sur un modeéle anti-ACE, Sharkey et coll. rapportaient des captations tumorales de 30 a 40%
DI/g pour des AcM sous forme IgG, de 11% sous forme F(ab’), et de 5% sous forme Fab’ (61). Alors
que les fragments F(ab’), et F(ab’) présentent une bonne pénétration tumorale, leur durée de
fixation reste inférieure a I'lgG compléte (62). L’élimination rénale expose par ailleurs a un risque de

néphrotoxicité, majorée lors de 'emploi de radio-métaux réabsorbés et retenus au niveau rénal.

Plus d’une vingtaine d’essais non controlés de phase | ou Il sont rapportés dans le cadre du
CCR, intéressant essentiellement des patients présentant des masses tumorales importantes
résistantes a la chimiothérapie (63). Les résultats thérapeutiques avec ciblage direct anti-ACE chez
I'homme restent cependant modestes, Behr et coll. rapportant un effet anti-tumoral chez 12/35

patients traités par une 1gG anti-ACE marquée a I’*"| (60).

Dans un autre essai de phase I/l utilisant une molécule de plus petite taille de type F(ab’),,

I"administration d’une dose de 3,2 a 11,1 GBq a3t

| a I'aide d’un Ac murin de type F(ab’), anti-ACE
(F6) chez des patients porteurs de métastases hépatiques permet d’obtenir un résultat favorable
(stabilité ou réponse partielle) chez 3 patients sur 9 au prix d’une toxicité hématologique de grade 1
ou 2 pour les doses inférieures a 9,25 GBq. Il est également a noter I'apparition d’une réponse

immunitaire dirigée contre les HAMA (anticorps humains anti-murins) chez 3/7 patients (64).
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Plus récemment, des résultats encourageants ont été obtenus, en administrant la RIT en
situation adjuvante. En effet, dans une perspective d’optimisation, notamment dans I'optique de
traiter la maladie résiduelle, Liersch et coll. ont évalué I'intérét de la RIT anti-ACE en traitement
adjuvant aprés chirurgie hépatique (65). Dans cette étude de phase Il, 23 patients recevaient un

traitement adjuvant par 131

I-labetuzumab aprés une résection chirurgicale de métastases hépatiques
a visée curatrice. Avec un suivi médian de 64 mois, la survie globale médiane apres la chirurgie de
résection était de ® mois et la survie sans progression médiane de 18 mois (11 & 31 mois). La survie

globale a 5 ans était de 51,3%.

L'efficacité de la RIT était indépendante du caractére mono ou bilobaire de I'atteinte
hépatique, de la taille et/ou du nombre de lésions hépatiques, ainsi que des marges de résection
chirurgicale. La survie semblait améliorée par comparaison aux séries historiques et contemporaines

31| labetuzumab

n’ayant pas regu de RIT. Les auteurs concluaient qu’un traitement adjuvant par
aprés résection curatrice de métastases hépatiques (RO) mettait en évidence un allongement

significatif de la survie médiane par rapport au groupe historique contrdle (58 vs. 31 mois).

3.3 PRIT anti-ACE avec les AcBs bivalents de 1¢re et 2¢me génération

Les premieres études de PRIT ont été publiées en 1999, évaluant avec I’AcBs anti-ACE x anti-
DTPA-indium murin F6x734, et le hapténe bivalent di-DTPA-indium marqué a I'*!I, chez 38 patients
dont 26 traités pour CMT en rechute (documentées par I'imagerie et par une élévation du taux de
calcitonine (Ct) et 15 pour rechutes de CBPPC (66) (21) . Les patients atteints de CMT recevaient 20 a
50 mg d’AcBs suivi 4 jours plus tard de I'injection de 1,48 a 3,7 GBq de di-DTPA-"*|.

Les doses absorbées tumorales étaient comprises entre 0,08 et 4,97 cGy/MBq, laissant
envisager un effet anti-tumoral sur les Iésions de petites tailles. Malgré l'utilisation du systeme de
ciblage en deux temps, I'activité maximale tolérée (AMT) était relativement faible, déterminée a 1,8

GBqg/m?, du fait d’une toxicité hématologique importante et inattendue avec le préciblage.
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Cette étude nous a amenés a revoir I'ensemble des imageries des patients atteints de CMT
progressifs et a mettre en évidence une fréquence élevée d’envahissement ostéo-médullaire
métastatique lors du bilan pré-thérapeutique de ces patients, ce qui n’avait pas encore été rapporté
dans la littérature (67). Ces envahissements ostéo-médullaires expliquaient la toxicité hématologique
importante. Parmi les 17 patients évaluables, des réponses objectives ont néanmoins été observées,
essentiellement chez les patients porteurs de petites masses tumorales (5 réponses tumorales

minimes et 5 réponses biologiques).

Neuf sur vingt-six patients inclus dans cette étude ont développé une immunisation avec un
dosage sanguin anormal d’"HAMA. Les 15 patients porteurs de rechute de CPPC ont recu 80 mg d’Ac
suivi 4 jours plus tard de 1,48 & 7,4 GBq de di-DTPA-"*"| (avec collecte de cellules souches pour les
activités supérieures a 5,5 GBq). Dans cette population, les doses absorbées tumorales étaient plus
faibles, allant de 0,07 a 0,87 cGy/MBq. Une AMT supérieure a celle observée dans le groupe de CMT
a été déterminée a 3,2 GBq/mz, confirmant l'intérét du préciblage, la toxicité limitant I'escalade
restant hématologique. Trois réponses partielles et une stabilisation de la maladie supérieure a 34

mois ont été rapportées.

Compte tenu d’un nombre élevé de réactions immunitaires liées au caractere murin des Ac,
un AcBs anti-ACE chimérique a par la suite été développé, I'’AcBs hMN-14 (Ac anti-ACE humanisé) x
m734 (Ac anti-DTPA murin) et une nouvelle étude clinique prospective de phase | a donc été mise en

131

place, utilisant ce nouvel Ac chimérique anti-ACE et le haptene bivalent di-DTPA-"""I chez 34 patients

porteurs de tumeurs exprimant I’ACE (non-CMT: 25 patients, CMT: 9 patients) (68,69).

Cette étude est particulierement intéressante pour la compréhension de notre travail de
thése, car a la différence des précédentes études, elle inclut une phase d’optimisation des doses de
réactifs (AcBs et haptéene) et du délai de préciblage. Ces patients ont recu des doses croissantes
d’AcBs hMN-14x734 et des activités croissantes de di-DTPA radio-marqué a I''*!1, 5 ou 7 jours plus
tard. Le ciblage tumoral, la pharmacocinétique, la dosimétrie, la toxicité et I'efficacité ont été
étudiés. Une dose d’AcBs de 40 mg/m? avec un intervalle de préciblage de 5 jours était un bon

compromis entre toxicité et efficacité.

Dans ces conditions de préciblage, I'AMT était de 3 GBq de *'I-di-DTPA-indium chez les
patients porteurs de CMT. Chez les patients atteints d’autres tumeurs exprimant I’ACE des activités

allant jusqu’a 5.5 GBq étaient bien tolérées en I'absence d’infiltration ostéo-médullaire.
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L'utilisation d’AcBs chimériques réduisait le taux de réponse immune sans résoudre
totalement le probléeme de I'immunogénicité, Une augmentation des HAMA (Ac humain anti-murins)
a été observée chez 8% des patients et des HAHA (Ac humain anti-humains) chez 33%. Bien que
I’efficacité thérapeutique soit modeste sans réponse objective, une stabilisation de la maladie était
constatée chez 45% des patients, et de fagcon prolongée pour environ 50% des patients porteurs de

CMT.

Une étude rétrospective a par la suite comparé la survie des 29 patients porteurs de CMT et
traités par PRIT dans les 2 études cliniques de phase I/Il présentées ci dessus avec celle de 39
patients controles porteurs de CMT non traités, pour lesquels les données avaient été collectées par
le groupe francais tumeur endocrine (GTE) (70). Compte tenu de la valeur pronostique sur la survie
du temps de doublement (TD) de la Ct et de 'ACE démontrée antérieurement par Barbet et al. (71),
les patients avaient été classés en 2 groupes pronostiques : les groupes a faible risque avec un TD de

la Ct compris entre 2 et 5 ans et le groupe a haut risque dont le TD était inférieur a 2 ans.

En appariant les données des patients traités par PRIT aux données du groupe contréle du
GTE, la survie globale (0S) était significativement plus longue chez les patients du groupe a haut
risque (Ct DT <2 ans) traités par PRIT comparativement aux patients a haut risque non traités (OS
médiane, 110 contre 61 mois; P <0,030). Le TD de la Ct a alors été utilisé comme « surrogate
marker » ou marqueur de substitution pour prédire la survie en comparant, parmi les patients
traités, la survie des patients considérés comme répondeurs biologiques par rapport aux non

répondeurs biologiques.

En définissant comme répondeur biologique un patient dont le TD avait été au minimum
doublé aprés PRIT, la valeur médiane d’OS égale a 47% chez les patients répondeurs biologiques était
significativement plus élevée que les patients non-répondeurs (159 contre 109 mois; P <0,035) ou

non traités (159 vs 61 mois; P <0,010).
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Enfin, la survie sans progression a 10 ans était significativement plus longue chez les patients
porteurs d’une infiltration ostéo-médullaires métastatiques que chez les patients indemnes de
métastases a ce niveau (83% contre 14%; P <0,023). Cette observation suggérait une plus grande

efficacité de la PRIT dans ce sous-groupe de patients.

Ces données encourageantes ont conduit a une nouvelle étude clinique prospective de phase
Il de PRIT évaluant I’AcBs chimérique anti-ACE x anti-DTPA HMN-14x734 et le haptene bivalent di-

131
(B

DTPA-indium marqué a chez des patients porteurs de CMT en progression définie

biologiquement par un TD de la Ct de moins de 5 ans (72).

Quarante-cinq patients ont été inclus. Les patients étaient traités dans les conditions
optimales de préciblage définies par les études antérieures et recevaient 40 mg/m? de HMN-14x734,
suivie par 1,8 GBg/m” de hapténe 4-6 jours plus tard. Quarante-deux patients ont été analysés (2
patients sont sortis de I'étude du fait de réactions anaphylactiques séveres a I'injection de I’AcBs et 1
du fait d’'un échec du radiomarquage). Chez les 42 patients analysés et, selon les critéres RECIST, la
maladie a été contrblée chez 76,2% des patients (Maladie stable + réponse partielle et réponse
compléte selon RECIST), incluant une réponse compléte d’au moins 40 mois chez un patient et une

stabilisation prolongée chez 31 patients.

Une réponse biologique était observée chez 56,7% des patients (21/37), définie comme une
augmentation de > 100% du TD de I'ACE et/ou de la Ct ou une diminution prolongée de la
concentration des biomarqueurs. De fagon intéressante, la fixation tumorale sur les images d’IS

enregistrées apres la PRIT était prédictive de la réponse au traitement.

Comme précédemment démontré, la toxicité majeure était hématologique, notamment
marquée chez les patients porteurs d’une infiltration ostéo-médullaire métastatique. Deux cas de
syndrome myélodysplasique ont été constatés. Enfin, malgré le caractére chimérique des Ac, le taux

d’immunisation était toujours relativement élevé (détection de HAHA/HAMA chez 26% des patients).
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3.4 PRIT anti-ACE avec I’AcBs trivalent TF2

Afin de pallier ce risque d’immunisation, un nouvel Ac humanisé a été crée par la société
Immunomedics selon la technique du Dock and Lock précédemment décrite : le TF2. Dans le méme
temps, un nouvel haptene était proposé : I'lMP288. Ce hapténe-peptide possédait ainsi 2 valences
HSG et un ligand DOTA capable de lier différents radionucléides, rendant accessible a la PRIT d’autres

émetteurs béta- que "3, comme le Y’Lu et I'°Y.

C’est I'’équipe hollandaise de Nijmegen qui a publié le premier essai chez 'homme rapportant
I"utilisation de ce systéme de préciblage de derniére génération chez des patients porteurs de CCR en
rechute, avec pour objectif, d’'une part, de montrer sa faisabilité chez ’homme et, d’autre part, de
définir les parametres optimaux de préciblage (73,74). Dans cette étude de phase | d’optimisation, 4
cohortes de 5 patients étaient étudiées. La premiere cohorte recevait 75 mg de TF2 et 100 ug
d’IMP288-"""Lu avec un délai de préciblage de 5 jours. Le choix de ce délai était basé sur les données
pharmacocinétiques obtenues chez le lapin qui montraient une clairance du TF2 plus lente que chez

la souris.

Les premiéres études pharmacocinétiques montrant une clairance du TF2 tres rapide chez
I’'homme, ce délai de préciblage a été ramené a 24 heures pour les patients suivants. Ainsi, dans la
seconde cohorte, les patients recevaient les mémes quantités de TF2 et d’'IMP288 (75 mg, 100 uG)
avec un délai de préciblage de 24 h. La dose de TF2 était augmentée dans la troisieme cohorte qui
recevait 150 mg de TF2 et 24 heures plus tard de 100 pg d’'IMP288. Enfin, le radiomarquage

177

permettant d’obtenir une activité spécifique élevée avec le “"'Lu malgré une petite quantité de

eme

hapténe, la dose de haptene fut abaissée a 25 pug dans la 4™ cohorte soit 75 mg TF2, suivie 24
heures plus tard de 25 pg d’IMP288. Chaque patient bénéficiait d’une phase d’imagerie pré-
thérapeutique enregistrée dans les mémes conditions de préciblage, le marquage du hapténe se

faisant avec 185 MBq d’"M'n.
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L'objectif de cette phase d’imagerie était double: d’une part, évaluer le ciblage tumoral
décisionnel sur la poursuite de I'étude et, d’autre part, d’effectuer les calculs dosimétriques
indispensables pour déterminer I’activité maximale a administrer. Un nombre total de 21 patients a
été inclus dans I'étude et 20 analysés. L’activité médiane de *’’Lu administrée était 5.6 GBq (2.5-7.4).
L'analyse des données pharmacocinétiques obtenues selon la technique ELISA pour I'AcBs TF2

montrait que:

* la clairance du TF2 était tres rapide avec respectivement 86 et 99% de la concentration

sanguine de TF2 éliminée 6 et 24H aprés la fin de la perfusion,

* que la concentration sanguine de TF2 augmentait de facon proportionnelle a la dose

administrée,

e et que la clairance de I'IMP288 était rapide, mais néanmoins ralentie par le

raccourcissement du délai mais surtout par 'augmentation du ratio molaire TF2/IMP288.

Les images enregistrées a la phase pré-thérapeutique montraient un bon ciblage des lésions
tumorales connues avec un contraste qui semblait meilleur en réduisant les quantités d’IMP288
administrées. Aucune réponse objective ne fut mise en évidence, aussi les patients ne bénéficiérent
que d’un cycle de traitement. La toxicité limitante était hématologique avec des toxicités de grade %

chez 2 patients, résolutives 7 a 8 semaines apres I'injection.

Enfin, malgré le caractére humanisé de I’Ac, des HAHA avaient été détectés chez 11/21 patients.
Malgré I'absence d’efficacité thérapeutique, Shoeffelen et al. démontraient dans cette étude la
faisabilité et la sécurité d’administration de ce nouveau systeme de préciblage anti-ACE chez
I'homme. Ills démontraient également la nécessité d’un délai de préciblage plus court que dans les

précédentes études et I'intérét d’'une augmentation du ratio molaire TF2/ IMP288.
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IV. LA TECHNIQUE DU PRECIBLAGE POUR L'IMAGERIE

4.1 L’'imagerie des Ac

Depuis plus de 20 ans, les AcM ont été marqués avec des radionucléides émetteurs gamma
comme I'3Y ou I''"In afin d’effectuer des images d’lS d’abord en mode planaire puis utilisant la
technique TEMP (tomographie par émission mono-photonique) que ce soit pour des applications
d’imagerie diagnostique (dans I'optique de détecter des récidives tumorales précoces) ou pour des
applications thérapeutiques, afin d’évaluer le ciblage tumoral et la dosimétrie dans les protocoles de

RIT.

Malgré les progrés liés au développement de nouvelles générations de gamma-caméras TEMP-TDM,
la sensibilité de I'lS reste limitée du fait d’une faible résolution spatiale (rendant parfois difficile la
visualisation de lésions de petite taille) et de la correction complexe du diffusé. Le développement et
la généralisation des caméras TEP ces 15 derniéres années représentent une alternative intéressante
pour optimiser les images d’IS. En effet, I'imagerie TEP est une imagerie de haute sensibilité, qui
dispose d’une excellente résolution spatiale sur les caméras de derniere génération. La TEP permet
de plus I'enregistrement d’images corps entier avec des temps d’acquisition bien plus courts que
ceux offerts par les gamma-caméras classiques pour les acquisitions corps entier (CE) ou TEMP (75—
77). Différents vecteurs sont envisagés pour développer des approches d’imageries TEP
phénotypiques, notamment des hormones ou des peptides reconnaissant des récepteurs

membranaires spécifiques. Les AcM sont également des vecteurs intéressants (78—80).

Comme pour la thérapie, la qualité des images d’'immuno-TEP obtenues par le marquage
d’un AcM avec un radionucléide émetteur de positons dépend de I'efficacité du ciblage qui dépendra
lui méme de la spécificité, de I'affinité et des doses d’AcM. La distribution tumorale puis I’élimination
de I'immunoconjugué doivent étre rapides pour conduire a un contraste satisfaisant des images. Le
choix du radionucléide est également déterminant (tableau 1). La période physique constitue un
paramétre essentiel : elle doit étre adaptée a la période biologique du vecteur (75) (81). L'émetteur
approprié pour le marquage d’'une IgG intacte n’est pas le méme que celui approprié pour le

marquage d’un fragment d’AcM ou d’un peptide préciblé.
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Le spectre d’émission du radionucléide et la présence d’émissions gamma associées sont a
considérer en termes de radioprotection, en fonction de I'activité a injecter. L'énergie et le parcours

du positon déterminent la résolution.

Les paires d’isotopes B+/B- théranostiques (“**I/Y, ®°v/°%y, ®*cu/®cu, **sc/*’sc) sont
potentiellement intéressantes pour le développement de la dosimétrie dans le contexte de la RIT. Si
le complexe Ag-AcM est internalisé, un marquage avec des métaux doit étre préféré a celui a I'iode,
I'iode étant relargué par la cellule aprés internalisation. Enfin, la stabilité du marquage, la

disponibilité et le coOt du radioélément sont également a prendre en compte.

Le ®*Ga, par exemple, a 'avantage d’étre disponible sous forme de générateurs directement
accessibles dans les services cliniques pendant plus de six mois. Il émet un positon avec un rapport
d’embranchement de 87,9 % et une énergie de 1,89 MeV conduisant a une tres bonne résolution

BE il ne

intrinseque. Cependant, étant donné sa période de 1,13 heure plus courte que celle du
permet le marquage que de molécules a distribution rapide comme des peptides, des fragments d'Ac
ou des immunoconjugués de petite taille. Freudenberg et al. avaient rapporté les avantages de la
TEP/TDM avec I'**| (iodure de sodium) pour les patients atteints de cancer différencié de la thyroide

24| contre 83% par la scintigraphie a I''*' (82). Le

avec une détectabilité de 100% des lésions avec |
87r et I''**| avec leurs périodes de plusieurs jours sont adaptés pour le marquage d’IgG intactes, mais
leurs spectres sont plus complexes, notamment celui de I'**, ce qui n’est théoriquement pas

favorable en termes de détection et de radioprotection.
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4.2 L'immuno-TEP

La littérature scientifique s’est enrichie ces dernieres années dans ce domaine, I'immuno-TEP
apparaissant un outil majeur de diagnostic moléculaire a I’échelle du corps entier pour développer
une démarche théranostique ou de diagnostic compagnon dans le contexte de la médecine
personnalisée ou stratifiée (75,81,82). Appliquée a la RIT, I'immuno-TEP pourrait fournir des
informations complémentaires sur le ciblage de la tumeur, la pharmacocinétique et I'accumulation
du radio-conjugué dans les organes sains critiques permettant ainsi d’obtenir des données
dosimétriques capitales pour le calcul de I'activité thérapeutique a administrer. Appliquée au

diagnostic, cette nouvelle technique d’imagerie pourrait mieux évaluer I'extension d’'une tumeur.

Tres récemment, I’équipe de Morris a démontré la faisabilité de I'immuno-TEP utilisant I’AcM
anti-PMSA marqué au *°Zr chez 50 patients porteurs d’adénocarcinome prostatique métastatique.
Une analyse par lésion était effectué pour valider les résultats de I'immuno-TEP en prenant pour
Gold Standard les résultats du bilan conventionnel +/- I'histologie (83). Les auteurs démontraient
I'excellente performance de I'immuno-TEP pour la détection des lésions osseuses (lésions
supplémentaires visualisées par rapport au bilan conventionnel) et des performances un peu moins

bonnes, mais néanmoins identiques a celles du bilan conventionnel, pour les Iésions des tissus mous.

L'immuno-TEP permettrait également de mieux sélectionner les candidats a la RIT en
vérifiant I'expression tumorale de I’Ag et son accessibilité. Par exemple, il a été démontré que
I'immuno-TEP utilisant 'Ac B-B4 anti-CD138 marqué a I'iode™ pouvait é&tre utile pour détecter
I’expression tumorale du CD138 et ainsi sélectionner les candidats potentiels a une RIT dans un
modele murin de cancer du sein métastatique triple négatif non candidat a un traitement hormonal
ou a une immunothérapie anti-HER2 (84). Les images d’immuno-TEP obtenues a partir de I'**|-B-B4
Mab étaient bien corrélées aux données de biodistribution issues du sacrifice des animaux. De Ila
méme facon, il a été montré que la distribution du *°Y-Zevalin pouvait &tre prédite par 'immuno-TEP

au ¥zr-zevalin afin de vérifier I’expression du CD20 avant la RIT (85).
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Jusqu'a présent, seules les méthodes invasives telles que la biopsie puis les analyses
immuno-histochimique pouvaient identifier les patients ayant le plus de chance de répondre a une
immunothérapie, 'immuno-TEP pourrait étre une alternative aux gestes invasifs pour sélectionner
les patients candidats a une immunothérapie. Par exemple, dans le cadre du cancer du sein, les
agents thérapeutiques anti-HER2 ne sont efficaces chez les patients ayant un cancer du sein HER2-
positif. Il a été prouvé que I'immuno-TEP anti-HER2 utilisant un AcM marqué avec le ®*Ga, le **Cu ou
le ¥Zr permettait d’identifier les lésions métastatiques exprimant HER2, y compris dans le cerveau

(86-88).

4.3 Préciblage AES et immunoscintigraphie (IS)

Le développement initial du préciblage visait a améliorer la qualité des images obtenues par
IS. En effet, si plusieurs études cliniques avaient démontré la faisabilité de I'lS avec le marquage
direct d’AcM anti-ACE chez des patients porteurs de CMT par exemple, I'interprétation des images
était rendue complexe par les fixations « physiologiques » des AcM au niveau ostéo-médullaire,

vasculaire et surtout hépatique (89).

Ce faible rapport de fixation tumeur/tissus sains lié a I’élimination lente des AcM fut bien
démontré «in vivo » par Curtet et al au sein d’'une étude de faisabilité du radio-immuno-guidage

I"""In chez 10 patients porteurs de CCR. Si cette

chirurgical utilisant un Ac anti-ACE (F6) marqué a
technique montrait I'impact potentiel du radioimmunoguidage dans la détection per-opératoire des
lésions métastatiques, les rapports de comptages piéce tumorale/bruit de fond inférieurs a 1,5

confirmaient I'existence d’un bruit de fond tres élevé (90).

Le bénéfice du préciblage AES utilisant de I’AcBs murin F6x734 et le haptene di-DTPA-indium
marqué a I’ "n émetteur de photons gamma a été rapidement démontré par Le Doussal, Peltier,
Vuillez et leurs collaborateurs dans différents modeles de tumeurs exprimant I’ACE (CMT, CBP et
CCR) (19,20,91). Dans ces premieres études, le délai de préciblage était de 4-5 jours et les images
scintigraphiques étaient enregistrées 5 puis 24 h apres l'injection du haptene radio-marqué. Une
majorité des patients bénéficiait d’'une prise en charge chirurgicale parfois aidée d’une détection per-

opératoire dans la semaine qui suivait I'injection du hapténe radio-marqué.
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La chirurgie permettait, d’'une part, de valider histologiquement les Iésions visualisées sur I'lS
en démontrant ainsi I'excellente sensibilité de cette technique mais également d’avoir une
comparaison objective entre le ciblage direct et le préciblage : en effet, si aprés un ciblage direct, le
rapport comptage piece tumoral/bruit de fond n’excédait pas 1,5, il dépassait fréquemment 2 aprés

un préciblage et permettait la détection de lésions non détectables par le chirurgien (90).

Barbet et al. publierent ensuite les résultats d’'une étude utilisant les mémes réactifs AES
chez 44 patients porteurs de CMT en rechute (dont 29 avec une maladie occulte (22). Dans cette
étude, le délai de préciblage était de 4 jours et les images obtenues enregistrées 2 h, 5 h et 24 h
aprés l'injection du haptene. Un total de 24 patients sur les 44 patients inclus avaient bénéficié d’une
prise en charge chirurgicale 3 a 7 jours apres l'injection du hapténe, parfois associée a une détection
per-opératoire par immuno-radioguidage. Le gold standard était représenté par la chirurgie et/ou
par la confirmation de la lésion visualisée sur I'lS par une autre modalité d’imagerie. LIS détectait de
la maladie chez 19/29 patients porteurs d’une récidive occulte du CMT. Sur ces 19 lésions, 12 étaient
confirmées par I’histologie et/ou un autre examen d’imagerie, 5 étaient restées non confirmées et 2
étaient considérées comme faussement positives. L'IS était positive chez 12/15 des patients porteurs
de sites de récidives connus et visualisait 5 sites tumoraux complémentaires, tous confirmés par le
gold standard. Enfin, chez les patients ayant bénéficié d’une chirurgie, la valeur médiane du ratio de
comptage tumeur/bruit de fond était de 27 confirmant I'intérét du préciblage par rapport au ciblage

direct en terme de ratio signal/bruit de fond.

Les études suivantes qui utilisaient le méme AcBs murin anti-ACE étaient essentiellement des

études de PRIT avec le hapténe marqué a I'***

| et les IS enregistrées au décours de la RIT. Dans ces
études les images IS avaient pour objectif principal d’évaluer le ciblage tumoral mais également
d’obtenir des informations dosimétriques, Ainsi, Vuillez et al. confirmaient le bon ciblage des lésions
tumorales chez 14 patients porteurs de CBPPC en rechute post-chimiothérapie et traités par PRIT a
dose myéloablative. Dans cette étude, les images étaient enregistrées 8 jours aprées l'injection du di-

||131

DTPA-indium marqué a | et permettaient d’évaluer le ciblage tumoral et surtout d’avoir des

évaluations de la dose tumorale absorbée (estimée entre 2.6-32.2 cGy/mCi) (21).
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Par la suite, Oudoux et al. ont montré que, chez 33 patients inclus dans une étude de phase |l
de PRIT utilisant I’AcBs chimérique anti-ACE hMN-14x734 et le haptene di-DTPA-indium marqué a
"1, I'IS post-PRIT était la méthode la plus sensible pour la visualisation des lésions métastatiques du
CMT. En effet, la sensibilité globale de I'IS était de 94% versus 76% pour la TEP au “*fluoro-

désoxyglucose (FDG) et 74% pour la tomodensitométrie (TDM) (92).

Si les premieres générations de préciblage anti-ACE développées selon le systeme AES ne
permettaient qu’'un marquage par I’ "n ou 'Y du fait de la spécificité de I'Ac anti-hapténe, la
derniére génération de hapténe développée initialement par Gruaz-Guyon puis par la société
Immunomedics®, le peptide HSG, permet un marquage avec de nombreux radioéléments grace au

ligand DOTA.

Cette latitude dans le choix du radionucléide rend possible la réalisation d’études en 2
phases, incluant une phase d’imagerie pré-thérapeutique a visée dosimétrique et de détection du
ciblage tumoral et une phase thérapeutique potentiellement associée a de I'imagerie dosimétrique
en fonction des propriétés physiques du radionucléide utilisé. Il s’agit alors clairement des premiéres
approches dites « théranostiques » (diagnostique + thérapeutique) ou de thérapies guidées par

I'image.

Ainsi, I'’équipe néerlandaise de Shoffelen a démontré dans son étude d’optimisation de la
PRIT utilisant le systéeme TF2/IMP288 chez 20 patients atteints de CCR, que I'lS permettait d’adapter
les activités administrées pour la phase thérapeutique confirmant ainsi son intérét théranostique
(74). Tous les patients bénéficiaient d’'une phase d’imagerie pré-thérapeutique enregistrée dans les
mémes conditions de préciblage que la phase thérapeutique. Un ciblage de I'ensemble des lésions

tumorales connues était obtenu 1 h apres I'injection de Pt

In -IMP, avec un contraste optimal a 24 h.
La moelle osseuse et les reins étant considérés comme les organes les plus a risque de toxicité,
I"activité de lutétium a administrer ne devait pas délivrer plus de 1.25 Gy a la moelle et 15 Gy aux
reins. Les doses absorbées par la moelle osseuse et les reins étaient calculées sur I'lS. Supposant que
les pharmacocinétiques et biodistributions de "n-IMP et Y’Lu-IMP étaient identiques dans des

conditions de préciblage identiques, ces doses absorbées aux organes critiques étaient utilisées pour

calculer la dose totale de lutétium a administrer dans la phase thérapeutique de I'étude.
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4.4 Préciblage AES et immuno-TEP

Dans un souci constant d’optimisation et d'amélioration du contraste des images, le
préciblage AES représente également une voie de développement trés prometteuse pour I'immuno-
TEP avec des applications potentielles en imagerie (pour mieux apprécier I'extension des certaines
tumeurs) mais aussi en PRIT grace a I'obtention d’images de plus haute sensibilité, de meilleure
résolution et avec une meilleure correction d’atténuation que celle obtenues en IS. De plus, la courte
période biologique du hapténe le rend favorable au marquage par des émetteurs de positons a demi-
vie courte, aisément disponible en clinique comme par exemple le fluor 18 ou le ®Ga. Ainsi, une
étude ancienne avait déja montré la meilleure sensibilité des chélates du ®*Ga préciblés par des AcBs
anti-MUC1/anti-Ga, par rapport a I'lS conventionnelle, chez dix patientes atteintes de cancer du sein
(93). Trés récemment, I'équipe de Boerman a démontré I'intérét de I'immuno-TEP préciblée utilisant
I’Ac TF12 (2 valences anti-TROP2 dirigées contre I'ag TROP 2 exprimé par de nombreux cancers
épithéliaux et 1 valence anti-HSG) et le hapténe ®*Ga-IMP288 dans un modéle murin de cancer
prostatique (94,95). Des images sensibles et spécifiques des tumeurs prostatiques greffées, sous-
cutanées et intra-péritonéales, sont obtenues dés 1 h aprés l'injection du peptide, avec un rapport

signal tumoral/bruit meilleur que celui de la TEP au FDG.

Le systeme de préciblage anti-ACE humanisé TF2/anti-HSG a déja fait I'objet de plusieurs
études précliniques d'immuno-TEP. En 2006, Mc Bride et al. marquaient le hapténe IMP-325 avec de

124

I'iode "“" et comparaient cette technique d’immuno-TEP préciblée avec la TEP au FDG et I'immuno-

TEP obtenue par le marquage direct par I'iode ** de I’AcM anti-ACE hMN-14 chez I'animal (28,80) .
Le contraste était supérieur avec le systéme préciblé par rapport au ciblage direct par I’AcM **I-
hMN-14. La fixation tumorale était trois a 15 fois supérieure et les ratios tumeur/sang 10 a 20 fois
supérieurs a une heure et 24 heures respectivement avec le préciblage. La TEP au FDG permettait
également une bonne visualisation de la tumeur dés 2 h post injection avec un rapport tumeur/sang
favorable. En revanche, la quantification de la radioactivité dans les organes montrait que le
pourcentage de la dose injectée par gramme de tumeur était supérieur pour le systeme préciblé AES.
Ces réactifs AES permettaient méme de détecter des micrométastases pulmonaires de 0,1 a 0,2 mm

de diametre qui n’étaient pas visualisées par la TEP au FDG chez des souris nudes chez qui étaient

administrées par voie intra-veineuse des cellules de CCR humain (25).
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Schoffelen et al. avaient montré la faisabilité de I'immuno-TEP utilisant le TF2 et le hapténe
®Ga-IMP288 dans un modele préclinique de souris (28). Trois groupes de souris étaient étudiés : un
groupe greffé avec des cellules de cancer colique exprimant I’ACE, un groupe greffé avec des cellules
de cancer colique n’exprimant pas I'ACE et un troisieme groupe chez qui une lésion inflammatoire
était induite au niveau de la cuisse. Toutes les souris bénéficiaient d’une TEP au FDG et d’une
immuno-TEP au *®Ga-IMP288. L’injection intra-veineuse du TF2 était suivie 16 heures plus tard, par
I'injection de 5 MBq de *®*Ga-IMP288. Les images enregistrées dans I'heure suivant I'injection du
hapténe montraient un ciblage tumoral important et spécifique (10,7 +/- 3,6% de I'activité injectée
par gramme de tumeur ACE positive), une fixation tres faible dans les tissus normaux (ratio
tumeur/sang : 69,9 +/- 32,3), dans les tumeurs ACE négatives (0,35 +/- 0,35% de I'activité injectée
par gramme) et dans I'inflammation (0,72 +/- 0,20% de I’activité injectée par gramme). Aucune étude
d’'immuno-TEP utilisant ces réactifs anti-ACE n’a pour l'instant été publiée chez I’'homme. Comme
précédemment décrit pour la PRIT, une optimisation précise des doses molaires d’AcBs et de peptide

ainsi que du délai de préciblage sont nécessaires pour un transfert de I'immuno-TEP en clinique.
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CHAPITRE II. OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE
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Le préciblage constitue aujourd’hui une voie de développement privilégiée pour les
approches d'immunociblage tumoral appliquées en thérapie comme en imagerie. Notre équipe a
largement contribué a I'optimisation et a la validation de cette approche innovante dans des
modeles précliniques et cliniques de tumeurs exprimant I’ACE et plus particulierement dans le CMT,
tumeur rare mais exprimant de fagon quasi-constante I’ACE (96). Elle a en particulier transféré en
clinique jusqu’en phase Il I'approche AES utilisant I’AcBs chimérique hMN-14x734 et le hapténe-
peptide di-DTPA-indium. Les réactifs AES de nouvelle génération, AcBs anti-ACE recombinant
trivalent humanisé TF2 et haptene-peptide bivalent HSG IMP288, sont aujourd’hui disponibles et

accessibles pour un transfert en clinique.

Comme précédemment décrit, ce nouveau systéme présente plusieurs avantages :

- d’une part, I'AcBs TF2, composé d'un fragment Fab anti-HSG humanisé dérivé de I'Ac anti-HSG 679
et de 2 fragments Fab anti-ACE humanisé dérivé de I'Ac monoclonal hMN-14x734 (labetuzumab;
Immunomedics, Inc.), est potentiellement moins immunogéne, facilitant les injections répétées.

- d’autre part, le haptene-peptide HSG permet un radiomarquage stable avec différents métaux

Y7Lu ou Y, dont les caractéristiques physiques favorables

radioactifs émetteurs béta-, tels que
pourraient améliorer I'efficacité de la PRIT, ou avec des émetteurs de positons (**F ou **Ga) qui

permettraient d’améliorer la qualité des images IS enregistrées.

L’équipe hollandaise de Schofellen et al. a déja montré la faisabilité du préciblage utilisant ce
nouveau systeme anti-ACE pour I'immuno-TEP et la PRIT sur des modeles murins de CCR et transféré

en clinique I'*"’

Lu-IMP288 dans une étude d’optimisation chez des patients atteints de CCR
métastatiques (30,73, 74). lls ont également souligné les propriétés pharmacocinétiques différentes
de ces nouvelles molécules par rapport aux systéemes précédents utilisés dans les premiéres études

de phase I/Il, rendant nécessaire la réalisation de nouvelles études d’optimisation.
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L'objectif principal de ce travail de thése est donc d’optimiser 'utilisation du systéeme de
préciblage utilisant I'AcBs TF2 et le hapténe bivalent IMP288, a partir de données
pharmacocinétiques et de données d’imagerie, dans deux modeles de tumeurs dans le cadre de deux
études cliniques :

177

» une étude de PRIT utilisant le TF2 et le hapténe “"'Lu-IMP288 chez des patients porteurs de

CBP exprimant I’ACE en rechute.

> une étude d’imagerie TEP utilisant le TF2 et le hapténe ®Ga-IMP288 chez des patients en
rechute de CMT.

Ce travail avait également pour objectifs :

» de déterminer si les données pharmacocinétiques et dosimétriques obtenues dans I'étude

111

d’imagerie pré-thérapeutique avec le hapténe " In-IMP288 étaient prédictives de celles

obtenues avec le hapténe *’Lu-IMP288.

» d’évaluer I'immunogénicité de I’Ac humanisé TF2 et du peptide IMP288 dans les 2 modeéles
de tumeurs.

» d’évaluer, a partir des données préliminaires de la phase d’optimisation, I'efficacité et la

177

toxicité de la PRIT utilisant le hapténe ~"'Lu-IMP288 chez des patients porteurs de CBP

exprimant I’ACE en rechute.

» de déterminer, sur les données préliminaires, la sensibilité de I'immuno-TEP utilisant le TF2
et le hapténe *®Ga-IMP288 chez des patients porteurs de CMT en rechute, en comparaison

aux techniques validées par les recommandations internationales dans ce type de tumeur.

-39 -



-40 -



CHAPITRE III. OPTIMISATION DE LA PRIT ANTI-ACE CHEZ DES
PATIENTS PORTEURS DE TUMEURS PULMONAIRES EN
RECHUTE ET EXPRIMANT L’ACE.
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LINTRODUCTION

Un essai de phase I/1l a été congu pour optimiser et évaluer la nouvelle génération de réactifs de

préciblage, 'AcBs anti-ACE x anti-HSG TF2 et le hapténe-peptide *”’

Lu-IMP288, chez des patients
porteurs de CBP en rechute et exprimant I’ACE. Cet essai a obtenu un financement dans le cadre des
appels a projets DHOS-INCA recherche translationnelle 2007 et PHRC national 2008. Cet essai

comprend deux parties :

» la premiere partie de I'étude (phase d’optimisation) a pour but a définir les parametres
optimaux de préciblage a partir des données pharmacocinétiques et dosimétriques obtenues
dans 3 cohortes de 3 patients ;

177
L

» la deuxiéme partie de I'étude (escalade d’activité) a pour but de déterminer 'AMT de u-

IMP288 délivré selon le schéma optimisé défini dans la premiére phase.

Les deux parties de I'étude comprennent une étape d’imagerie (S1) avec le hapténe-peptide

111

marqué a l'indium 111, " 'In-IMP288, précédant la phase de PRIT avec le haptene-peptide marqué au

Lutétium 111, "’Lu-IMP288 (S2).

Notre travail de thése porte sur la phase d’optimisation, I'objectif étant de définir les parameétres
optimaux de préciblage pour une application thérapeutique et également de démontrer que les
données pharmacocinétiques et dosimétrique de la phase pré-thérapeutique S1 sont prédictives de
celles de la phase thérapeutique S2. Enfin, I'analyse des données préliminaires nous permettra
d’évaluer la toxicité, I'immunogénicité du TF2 et ainsi que les premieres données d’efficacité et de

toxicité de cette nouvelle approche de PRIT.
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1.1. Choix du modeéle tumoral.

Le CBP constitue I'une des entités tumorales présentant une expression cellulaire et parfois
une sécrétion sanguine de I’ACE (expression tumorale retrouvée par immunohistochimie dans
environ 50% des cas) (97). Malgré les avancées thérapeutiques liées au développement des thérapies
ciblées, le pronostic des malades non opérables (stade IlIB) ou en rechute est sombre avec des
survies a 5 ans de I'ordre de 10% (sauf pour certaines formes mutées EGFR qui peuvent bénéficier
d’un traitement efficace par le gefitinib, molécule de la famille des inhibiteurs de la tyrosine-kinase

anti-EGFR).

Cette entité tumorale constitue donc une cible potentielle pour la PRIT anti-ACE et ce
d’autant que notre équipe avait déja montré la faisabilité de la PRIT, utilisant une précédente
génération d’Ac murin anti-ACE F6x734 chez 15 patients porteurs de CBPPC (21). Ces patients
recevaient 20 & 80 mg d’AcBs et, 4 jours plus tard, 1,48 & 7,4 GBq de hapténe *'I-di-DTPA. Dans cette
étude, un bon ciblage tumoral était observé sur les images d’IS, les doses tumorales estimées variant
de 0,07 a 0,87 cGy/MBg. La toxicité était hématologique. De facon intéressante dans le contexte
d’une étude pilote de phase I, une efficacité avait été observée avec 3 réponses partielles et une
stabilisation de plus de 34 mois chez les patients traités aux palliers de doses les plus élevés. Pour
cette étude d’optimisation et de phase I, nous avons choisi le modele du CBPPC ou du CBP non a
petites cellules (CBPNPC) en rechute et exprimant I'’ACE, qui représentent des indications
potentielles pour I'approche du fait du pronostic sombre et de leur relative radiosensibilité. Le CBP
représente de plus un véritable enjeu de santé publique. En raison de la fréquence des
envahissements ostéo-médullaires (limitant I'escalade de dose) et du risque accru de toxicité
hématologique, nous n’avons pas considéré le CMT comme un modele pertinent pour une étude de

phase | visant a déterminer ’AMT de la PRIT.
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1.2 Choix du radionucléide

|190

Le haptene IMP288 utilise pour ligand le DOTA capable de chélater de fagon stable I’”"Y et le

177 L;90

Lu pour des applications thérapeutiques(98). Y est un émetteur béta- pur de haute énergie, 5

"Y1, avec un parcours tissulaire atteignant 12 mm, favorable au traitement

fois plus énergétique que
des tumeurs de taille moyenne. Ce parcours favorise le phénomene du feu croisé rendant accessible
au traitement des tumeurs faiblement vascularisées mais exposant également au risque d’irradiation
des tissus sain. Son émission B pure, favorable en terme de radioprotection, ne permet pas d'obtenir
des d’'images de bonne qualité et leur quantification est délicate. Les études d’imagerie et
dosimétrique nécessitent donc l'injection d’un autre radionucléide. Il présente un risque de toxicité
médullaire, d’'une part du fait de son parcours tissulaire assez long, de sa haute énergie mais

également par fixation de I'yttrium libre au niveau osseux. Il présente également un risque potentiel

de toxicité rénale par accumulation des radiométaux au niveau glomérulaire.

Y71y, du fait d’une énergie moindre (Bmax= 0,5 Mev), présente une

L’émission béta- du
pénétration moindre dans les tissus (parcours tissulaire maximal de 5 mm) le rendant plus favorable
au traitement des Iésions de petites tailles et aux résidus tumoraux. Cette émission béta- est adaptée
au traitement des petites masses tumorales retrouvées en situation de consolidation aprés un
traitement d’induction, ce qui représente une indication intéressante pour appliquer la RIT dans le
traitement des CP. Cette énergie inférieure associée a une pénétration moins marquée le rendrait
également moins toxique que I’°Y sur le glomérule. Son émission gamma (11%) rend possible la
réalisation d’images scintigraphiques post-thérapeutiques a visée dosimétrique. Si sa période
physique de 6,7 jours est éloignée de la période biologique rapide du haptene, elle est adaptée a une
rétention tumorale prolongée du complexe Ag-AcBs-haptene; la clairance rapide du hapténe des

tissus sains permettrait ainsi une irradiation a bas débit de dose mais prolongée des cibles tumorales.

Le Y’Lu a été choisi pour cet essai de PRIT afin, d’une part, d’envisager I'administration
d’activités thérapeutiques élevées sans effet délétére sur les tissus sains et d’autre part d’associer a

I’étude d’optimisation, une étude dosimétrique post-thérapeutique.
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1.3. Choix des parametres de préciblage

Dans cette étude, le choix des doses administrées en termes d’activité molaire s’est basée
sur différentes données : les données de pharmacocinétiques du TF2 obtenues chez la souris et le
lapin, les données cliniques déja obtenues par notre équipe avec les systemes de préciblage AES des
générations antérieures et les premiers résultats cliniques publiés par I'équipe hollandaise
rapportant I'administration du TF2 et de I'lMP288 chez des patients atteints de CCR (99) (17) (68)
(74). Les données précliniques obtenues essentiellement sur des modeéles murins de souris
xénogreffées par des cellules de CCR ou de CMT avaient démontré que 2 parametres étaient
déterminants pour définir les conditions « basales » dans une étude d’optimisation : les données de
radiomarquage pour définir I'activité spécifique maximum (dans notre cas de I'lMP288 marqué au
7Lu) et les données pharmacocinétiques de I’AcBs (ici celles du TF2). Ces différentes études

démontraient également qu’un ciblage optimal était observé lorsque la quantité molaire d’AcBs

injecté était 10 a 20 fois supérieure a celle du hapténe (17).

De la méme fagon, le choix de lintervalle de préciblage initialement fixé entre 48 et 96
heures était basé sur les données de pharmacocinétiques du TF2 obtenues chez le lapin. Les
premiéres données pharmacocinétiques publiées par I'équipe hollandaise chez ’homme montraient
cependant une clairance trés rapide du TF2 dans la premiére cohorte de patient pour laquelle le délai
de préciblage était fixé a 5 jours, rendant nécessaire la réduction de ce délai a 24h pour les 3 autres

cohortes (74).
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II. MATERIELS ET METHODES

2.1 Eligibilité des patients

Les patients inclus dans cette étude clinique de phase | présentaient les critéres suivants :

» plusde 18 ans,

» un diagnostic de CBPPC exprimant I’ACE en réponse partielle ou récidivant ou réfractaire

aprés au moins 2 lignes thérapeutiques standards de radiothérapie et/ou de chimiothérapie,

» ou de CBPNPC exprimant I’ACE, sans mutation activatrice connue du géne de I'EGFR, en

rechute apres échec d’au moins une ligne thérapeutique standard,

» En dehors de contre-indications absolues, les patients devaient avoir regu au moins une ligne

de chimiothérapie a base de sels de platine,

» Un délai d’au moins 4 semaines apreés le traitement précédent était nécessaire et les patients

devaient avoir récupéré d’éventuelles toxicités liées a ces traitements,

» Unindice de Karnofsky = 60 ou un score ECOG 0-2 et une espérance de vie estimée a plus de

3 mois,

» Une concentration plasmatique d’ACE supérieure a 10 ng/mL et/ou une expression tumorale

de I’ACE démontrée en immunohistochimie,

» Au moins une lésion mesurable en TDM et une lésion détectable en TEP au FDG dans les 4

semaines précédant le traitement,

» Une fonction hépatique normale (Bilirubine < 30 mmol/l, transaminases < 2,5 la limite
supérieure de la normale, une créatininémie < 2,5 la limite supérieure de la normale, des

plaquettes 2100 G/I, des polynucléaires neutrophiles 21.5 G/I),
» Des sérologies VIH, VHB, VHC négatives,

» Une absence de HAMA et HAHA,

L'essai clinique de phase | a été approuvée par les comités d’éthique locaux (Eudract CT

200800603096) et tous les patients ont signé un consentement éclairé.
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Etaient exclus du protocole :

» les femmes enceintes ou allaitantes,
» les femmes en age de procréer et refusant une contraception efficace,

» les patients porteurs d’un autre cancer (sauf en cas de cancer basocellulaire cutané et de

cancer du col),
» les patients présentant des troubles psychiatriques graves
» les patients ayant fait une aplasie fébrile lors d'une précédente chimiothérapie

» les patients ayant des troubles séveres de I'hémostase ou un traitement anti-coagulant a

visée curatif
» les patients diabétiques non équilibrés.

» les patients porteurs de métastases cérébrales évolutives. En revanche, les patients avec des
métastases cérébrales controlées aprées chirurgie ou radiothérapie depuis plus de 4 semaines

étaient éligibles. Un traitement par corticothérapie pouvait étre associé pour ces patients
> Les patients suspects d’envahissement tumoral > 25% de la moelle osseuse
» Les patients porteurs de CBPNPC avec mutation tumorale du gene EGFR.

» Les patients aux antécédents d'irradiation > 25% de la moelle osseuse ou d’irradiation

supérieure au niveau maximal toléré pour un organe spécifique.

» Les patients aux antécédents de réactions d’hypersensibilité a I'administration d’Ac ou de

peptides.

Tous les patients ont bénéficié dans le mois précédant la PRIT d’un bilan biologique et par
imagerie, comprenant dans tous les cas un TDM thoraco-abdominal et une TEP au FDG, le bilan
pouvant étre éventuellement complété par une IRM en cas de doute sur une atteinte cérébrale et/ou

ostéo-médullaire.
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2.2 Produits de I'étude et marquage

Le TF2 est une construction trivalente et bispécifique comprenant trois fragments Fab,
élaborée selon la technologie de "Dock and Lock" (32). Le TF2 est composé de deux fragments Fab
d’Ac monoclonal humanisé hMN-14, spécifique pour I’ACE (anti-ACECAMS5) et d’un fragment Fab
d’Ac monoclonal humanisé h679 reconnaissant spécifiquement le hapténe histamine-succinyl-glycine
(HSG). Son poids moléculaire est voisin de 156 kDa. L'IMP288 (DOTA-D-Tyr-D-Lys (HSG)-D-Glu-D-Lys
(HSG)-NH;), (Immunomedics Inc., New Jersey, Etats-Unis), PM 1456 Da, est un peptide possédant
deux résidus HSG pouvant se lier au TF2 et un ligand DOTA permettant des marquages aisés de haute
stabilité avec différents radioéléments. L'Ac TF2, I'lMP288 ainsi que les réactifs nécessaires au
marquage de I'lMP288 étaient fournis par la compagnie Immunomedics Pharmaceuticals (US). lls
sont importés et distribués en Europe par leur filiale allemande. L'IMP288 (4,4 nmol/m?) était
marqué avec 185 MBq d’""'In (Mallinckrodt médical B.V, Petten, The Netherlands) pour la phase
d’imagerie pré-thérapeutique S1. L'IMP288 (24 nmol/m?) était marqué avec 1,1 GBq/m2 de'”’Lu (IDB
radiopharmacy bv, Baarle-Nassau, The Netherlands) pour la phase thérapeutique S2. La pureté

radiochimique était supérieure a °°% pour """ In-IMP288 et 99% pour le ’Lu-IMP288.

Le TF2 était dilué dans 250 ml de NaCl 0,9% puis administré par voie intra-veineuse lente
pendant une durée allant de 30 a 60 min. Le peptide radio-marqué "n or Y’Lu-IMP288 était dilué

dans 50 ml de NaCl 0,9% puis injecté par IV lente pendant 30 min.

Compte-tenu du caractére potentiellement immunogene des Ac et des peptides, chaque
patient a bénéficié d’'une prémédication incluant un anti-histaminique de nouvelle génération
(Xyzall®) associé a une injection de corticoide (Dexamethasone) dans les 30 minutes qui précédaient
I'injection de I’Ac et du haptéene. Une surveillance clinique rapprochée était effectuée au moment
des injections d’Ac et d’hapténe avec notamment une surveillance des constantes vitales (pouls,
tension artérielle, température saturation en 02) et de la survenue potentielle de manifestations

d’hypersensibilité.
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2.3 Design de I'étude et description des cohortes

Tous les patients ont bénéficié d’une phase d’imagerie pré-thérapeutique S1 utilisant le TF2
et """'In-IMP avant la phase thérapeutique S2 et seuls les patients avec un ciblage de la maladie en
S1 poursuivaient S2. Le délai entre S1 et S2 était de 8 ou 15 jours. Trois différentes conditions de

préciblage ont été examinées dans 3 cohortes de 3 patients (tableau 2).

Dans la premiére cohorte (C1), les patients recevaient une dose de 7 mg/m’ (44 nmol/m?) de
TF2 suivie, 48h plus tard, de I'injection de 4,4 nmol/m? d’IMP288 marqué avec 185 MBq d’'"'In pour
la phase S1, puis 37,5 mg/m?* (240 nmol/m?) de TF2 suivi 48h plus tard par 24 nmol/m’ d’IMP288

177

marqué avec 1,1 GBg/ m” de *"’Lu pour la phase thérapeutique S2.

Dans la seconde cohorte (C2), seules les doses de TF2 étaient modifiées et multipliées par 2.
Ainsi, les patients recevaient 14 mg/m” (88 nmol/m?) de TF2 en S1 et 75 mg/m” (480 nmol/m?) pour
S2. Les doses d’'IMP288, les activités d’'''In et de ’Lu ainsi que le délai de préciblage étaient

identiques entre C1 et C2.

Dans la 3°™ cohorte (C3), les doses de TF2, d'IMP288 ainsi que les activités d'""n et de *’"Lu

étaient stables par rapport a C2 mais le délai de préciblage était réduit a 24h.

S’agissant d’une étude multicentrique, six centres frangais ont été ouverts et qualifiés pour
effectuer le radiomarquage de I'lMP288. Il s’agissait des services de médecine nucléaire des CHU de
Brest, Angers, Grenoble, Clermont-Ferrand, Nantes ainsi que le service de médecine nucléaire de

I'Institut de Cancérologie de I'Ouest René Gauducheau a Saint Herblain.
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S1: imagerie pré-thérapeutique S2: Thérapie

TF2 dose Délai  '''In-IMP288 TF2 dose délai 7 u-IMP288

7 mg/m’ 185 MBq 37,5 mg/m* 1,1 GBg/m’
Cohorte | 48h 48h

44 nmol/ m? 4,4 nmol/ m? 240 nmol/m? 24 nmol/m?

14 mg/m* 185 MBq 75 mg/m?’ 1,1 GBg/m’
Cohortel ll 48h 48h

88 nmol/ m? 4,4 nmol/ m? 480 nmol/m? 24 nmol/m?

14 mg/m* 185 MBq 75 mg/m?’ 1,1 GBg/m’
Cohorte lll 24h 24h

88 nmol/ m? 4,4 nmol/ m? 480 nmol/m? 24 nmol/m?

Tableau 2: Schémas thérapeutiques des différentes cohortes.

2.4 Immunoscintigraphie (IS)

Des IS en mode planaire corps entier (CE) et en mode tomographique par tomographie par
émission monophotonique (TEMP) étaient enregistrées lors des phases S1 et S2 selon la séquence

suivante :

JO (jour de I'injection du haptene) :
o CE1hapreéslafin de la perfusion
o CE+TEMP/TDM double lit thorax-abdomen-pelvis 2 a 4 h aprés la fin de la perfusion
* J1: CE + TEMP/TDM double lit thorax-abdomen-pelvis
* J2:CE+TEMP/TDM double lit thorax-abdomen-pelvis
* EntreJ5et)7:CE+TEMP/TDM double lit thorax-abdomen-pelvis

En fonction de I'état clinique et de la tolérance, 3 a 5 séquences d’imagerie étaient

programmées en S1 puis S2.

Les différents centres étant équipés d’'un modele de caméra identique, toutes les images étaient
enregistrées sur une caméra SPECT/CT Symbia T/T2 Siemens. Les patients étaient autorisés a
poursuivre la phase S2 si au moins une lésion métastatique connue, visualisée sur le bilan d’inclusion
(TDM et/ou TEP au FDG) était visualisée sur les IS enregistrées en S1. Une étude dosimétrique était
effectuée a partir des images TEMP/TDM enregistrées en S1 et S2. Les masses tumorales étaient

délimitées automatiquement ou manuellement sur les images TEMP.
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2.5 Dosimétrie

La quantification a été effectuée sur les reconstructions tomographiques en tenant compte

de I'atténuation, de la diffusion Compton et de la fonction de réponse des collimateurs.

Les poids des organes cibles étaient obtenus en utilisant le logiciel « 3D slicer » (100) a partir
des données issues du contourage manuel ou automatique des organes sur les images TDM. Pour la

moelle osseuse, on considérait comme représentatif la segmentation du rachis lombaire de L2 a L4.

Les volumes tumoraux étaient estimés a partir du contourage des tumeurs sur les images
SPECT en selectionnant les coupes sur lesquelles le rapport signal/bruit de fond était considéré

comme optimal.

Afin d’estimer les doses absorbées par organe en S1 et S2, les facteurs S extraits du MIRD ont

été normalisés par le poids des organes pour chaque patient.

Les doses absorbées estimées en S1 étaient normalisées afin de tenir compte des différences

de période physique entre les 2 radio-éléments.

Une étude de pharmacocinétique utilisant une approche par population a été effectuée a
partir des données de quantification de I'IMP288 en S1 et en S2 au sein des organes cibles (CE,

poumon droit, poumon gauche, foie, rein droit, rein gauche, moelle osseuse).

2.6 Surveillance post-PRIT

Chaque patient bénéficiait d’une surveillance biologique au décours du traitement afin de

rechercher une éventuelle toxicité de la PRIT. La surveillance proposée était la suivante :

* NFS plaquettes : toutes les semaines pendant 8 semaines (ou jusqu’a récupération d’une
Hg > 10 g/dl, de plaquettes > 100 g/I, de leucocytes > 2 g/l en cas de toxicité constatée) puis

tous les 3 mois.

e Créatinine, ASAT, ALAT, bilirubine totale, phosphatases alcalines, calcium sanguin,
phosphore, acide urique, sodium, potassium, et électrophorese des protéines sériques a 4

semaines, 8 semaines puis tous les 3 mois.

La toxicité était évaluée selon les criteres NCI version 3.0. Pour la toxicité hématologique, seules

les valeurs d’Hg, de plaquettes et de leucocytes étaient prises en compte.
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Une surveillance des HAHA était également effectuée par plusieurs prélevements : 48h apres la
premiére injection de TF2, puis 4 semaines, 8 semaines et 3 mois apres la seconde injection de TF2.

Le dosage des Ac était effectué selon la méthode ELISA avec un seuil de détection a 50 ng/ml.

Chaque patient bénéficiait d’un suivi thérapeutique afin d’évaluer I'efficacité de la PRIT. Ce suivi
thérapeutique nécessitait la réalisation d’'un examen clinique ainsi que d’un TDM et d’une TEP au
FDG 4 semaines aprées la PRIT, a 3 mois puis tous les 3 mois jusqu’a constatation d’'une progression.

La réponse morphologique était évaluée selon les critéres RECIST (101).

2.7 Pharmacocinétique

Des études pharmacocinétiques étaient effectuées en S1 et S2 et des échantillons sanguins
prélevés dans des tubes séparés apres les injections de TF2, "n-IMP288 et Y7Lu-IMP288 aux temps
suivants : avant le début de la perfusion, 5 minutes avant la fin de la perfusion, 5 minutes apreés la fin
de la perfusion, 1 heure aprées la fin de la perfusion, 2 a 4 heures aprés la fin de la perfusion, 24
heures apres la fin de la perfusion puis 4 autres prélevements répartis entre 48 et 168 heures apres

la fin de la perfusion.

Les échantillons sanguins étaient centrifugés afin de récupérer le sérum puis congelés. Les
concentrations sanguines de TF2 étaient déterminées selon la méthode ELISA en utilisant les réactifs
fournis par Immunomedics®. Ces mesures de concentrations sériques du TF2 étaient faites de fagon
centralisée dans le service de biochimie du CHU de Nantes (Dr D. Masson). Les activités d’ "n et de
Y71y étaient mesurées, dans chaque centre, par comptage des échantillons de sérum (0,1 a 0,2 ml)

dans un compteur gamma étalonné. Ces comptages étaient effectués immédiatement aprés avoir

récupéré chaque série de tube puis corrigés de la décroissance.

Les pharmacocinétiques étaient ensuite étudiées suivant une approche compartimentale en
utilisant un logiciel d’analyse pharmacocinétique des populations développé par Jacques Barbet et
validé grace a une étude comparative avec les logiciels MONOLIX (102). Les parametres utilisés pour
ajuster la cinétique du TF2 sur un modele bi-compartimental étaient les taux de transfert (k,; and
ki), le taux d’élimination (ke) et le volume du compartiment central VBA exprimé par unité de
surface corporelle (Volume/m?) (figure 7). Le volume compartiment central Vc était un paramétre
dépendant de la surface corporelle du patient utilisée ici comme co-variable. Ce volume Vc était

calculé selon la formule Vc = Volume/m? (VBA) x surface corporelle du patient (BSA).
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Figure 7: Analyse compartimentale de la cinétique du TF2 et de I'lMP288

Pour I'analyse pharmacocinétique de I'lMP288, plusieurs variables ont été testées pour
représenter I'influence du TF2 sur la cinétique de I'lMP288 : la concentration sérique de TF2 au
moment de I'injection du hapténe, calculée a partir de la concentration de TF2 extrapolée a I'heure
d’injection du haptene, la quantité de TF2 circulante au méme moment, obtenue a partir de sa
concentration multipliée par le volume du compartiment central obtenue dans [I'analyse
pharmacocinétique du TF2 et enfin le rapport molaire de la quantité d’'IMP288 injecté sur la quantité
de TF2 circulante au moment de l'injection de I'lMP288. Ce dernier parametre a été finalement
considéré comme la meilleure co-variable. Il représente en effet la capacité du TF2 circulant a fixer le
hapténe et donc a freiner sa clairance. Les taux de transfert (ky; and ki), et le volume du
compartiment central exprimé par unité de surface corporelle (Volume/m?) étaient des paramétres
ajustables. La clairance était calculée selon As x MR®® avec MR le rapport du nombre de moles de
IMP288 injecté sur le nombre de moles de TF2 présentes dans la circulation au moment de I'injection

de 'IMP288, As et Bs étant 2 parameétres ajustables et k. étant calculé comme la clairance/Vc.
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Pour I'étude de cinétique de I'IMP288 a partir des images, 'activité calculée a partir des
images pour le corps entier était modélisée comme la somme des compartiments centraux et des
compartiments de distribution. Les parameétres utilisés pour ajuster la cinétique étaient les taux de
transfert (ky,; and kj5). Deux autres parametres ajustables Awg ad Bwsg, étaient utilisés pour calculer le

taux d’élimination selon la formule ko = Aws X MR®"®,

Pour I'analyse pharmacocinétique de la distribution tissulaire a partir de la quantification des
images, la cinétique corps entier était utilisée comme une fonction d'entrée et la distribution
tissulaire de I'lMP288 dans les tissus d'intérét était modélisée au moyen d'un compartiment de
distribution spécifique pour chaque tissu et d'une fraction de I'activité dans le compartiment central.
Les parametres ajustables, pour chaque tissu, étaient les constantes ko, et ko, et cette fraction de

I'activité.
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III. Principaux résultats

3.1 Caractéristiques des patients

Dix patients ont été inclus : 1 patient au CHU de Brest, 2 patients au CHU d’Angers, 2 au CHU
de Nantes et 5 a I'ICO-Gauducheau. Neuf des 10 patients ont été traités, I'un des patients inclus a
Nantes ICO étant décédé entre I'inclusion et le début du protocole. Six patients étaient porteurs de
CBPPC et 3 CBPNPC dont 1 adénocarcinome et 2 carcinomes épidermoides. Les caractéristiques

cliniques des 9 patients inclus et traités sont résumées dans le tableau 3.

Chaque patient a regu 185 MBq d’'"'In-IMP288 pour S1 et des activités allant de 1 641 a 3
026 MBq de Y’Lu-IMP288 pour S2. Les activités spécifiques médianes injectées étaient 24 MBqg/nmol
[range 16-30 MBg/nmol] pour I''''In-IMP288 et 47 MBg/nmol [range 45-53 MBg/nmol] pour le "’Lu-
IMP288. Un patient est décédé de progression 5 jours apres la PRIT. Les données incomplétes de ce

patient n’ont pas permis son analyse.
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Age Médian

65 [53-80]

Homme/femme

7/2

Type Histologique

6 CBPPC/ 3 CBPNPC

Index de Karnofsky

90-100 5
70-80 2
60-70 2

ACE plasmatique médian [min-max]

79 ng/ml [10-388]

Traitements antérieurs

Chimiothérapie 100%
Radiothérapie 67%
Chirurgie 33%
Inhibiteurs de la Tyrosine Kinase 11%
Sites de la maladie
Poumons 78%
Médiastin 78%
Foie 56%
Pancréas 22%
Surrénales 33%
Ganglions sous- diaphragmatiques 33%
Os 11%
Muscle 11%
Cerveau 11%

Délai médian depuis le diagnostic initial [min-max]

25 mois [10-64]

Tableau 3: Données cliniques de I'ensemble de la population
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3.2 Toxicité et immunisation

Aucun patient n’a présenté de réaction d’hypersensibilité au moment des injections de TF2

ou de hapténe.

La toxicité hématologique de la PRIT était trés limitée : une thrombopénie de grade 1 a été
constatée chez 2/8 patients évalués, et une anémie de grade 2 survenue 3 mois apres

I’administration du *”’

Lu -IMP288 chez 1 patient. Trois patients porteurs de métastases hépatiques a
I'inclusion ont présenté une élévation des transaminases (ASAT/ALAT) durant le suivi, élévation
attribuée une progression tumorale confirmée par I'imagerie et considérée comme non en rapport

avec la PRIT. Il n’a pas été constaté de toxicité rénale.

Une élévation des HAHA a été observée chez 1 des 8 patients pour lesquels le suivi
biologique avait été effectué. Ce dosage était évalué a 2 966 ng/ml 4 semaines apres la PRIT puis a

969 ng/ml sur le suivi a 3 mois.

3.3 Réponse thérapeutique

Aucune réponse objective n’a été constatée. Deux patients ont néanmoins été considérés en
maladie stable selon les critéres RECIST sur le bilan TDM ainsi que sur la TEP au FDG enregistrés 4
semaines apres la PRIT. Ces 2 patients étaient progressifs a 3 mois. Une progression était rapportée

chez les 6 autres patients dés 4 semaines aprés la PRIT.
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3.4 Pharmacocinétique

3.4.1 Cinétique du TF2

La modélisation simultanée des perfusions TF2 en S1 et S2 a montré que, malgré des
quantités molaires de TF2 différentes entre les deux sessions, les profils pharmacocinétiques obtenus
en S1 et S2 étaient identiques (Figure 8). En utilisant une approche par population, les parametres
cinétiques sont ajustées d'abord pour I'ensemble des patients, en tenant compte des co-variables
pour chacun, puis, pour chaque patient, en introduisant, pour l'ajustement des parametres
cinétiques individuels, une contrainte représentée par le carré de la différence entre valeur ajustée

et valeur de population pondéré par la variance estimée de la valeur de population.

Les faibles différences constatées entre les valeurs des parameétres individuels et celles des
parametres de population, et donc entre les courbes pharmacocinétiques obtenues, montraient que

la variabilité inter-individuelle des profils pharmacocinétiques du TF2 était faible.

Les cinétiques sériques du TF2 étaient rapides avec une demi-vie alpha moyenne de 3,7 £ 0,1
heures et une demi-vie béta moyenne de 21,3 £ 0,7 heures, la variabilité inter-individuelle étant tres
faible (3,2 et 3,3%, respectivement). La clairance sérique moyenne du TF2 était rapide et évaluée a

0,64 +£0,12 | / h (tableau 4).

L'utilisation de la surface corporelle (BSA) en tant que co-variable (selon la formule Vc =
VBA x BSA) réduisait le coefficient de variation du volume du compartiment central (Vc) de 19% a
4,0 % pour le paramétre estimé (VBA). Cette observation validait a posteriori I'intérét du calcul des

doses de TF2 injectées en fonction de la surface corporelle de chaque patient.
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Figure 8 : Courbes pharmacocinétiques du TF2 représentées pour chaque patient.

Les données pharmacocinétiques étaient modélisées selon un modele bi-compartimental par une approche
de population. Les courbes sont représentées en mode semi-logarithmique en pointillé pour les cinétiques
de population et en lignes continues pour les cinétiques individuelles.
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2 .
Volume/m Clairance

Paramétres ka1 (h™) kis (h™) ke (h™) , Ve (L)

(L/m’) (L/h)
Valeurs de la population
Estimation 0,034 0,0075 0,182 1,86 NA NA
DS 0,002 0,0005 0,003 0,04 NA NA

Valeurs individuelles

Patient 1 0,033 0,0062 0,194 2,00 4,01 0,78
Patient 2 0,033 0,0080 0.177 1,82 2,71 0,48
Patient 3 0,036 0,0081 0,169 1,83 4,93 0,84
Patient 4 0,036 0,0071 0,182 1,80 3,33 0,61
Patient 5 0,034 0,0075 0,1,83 1,81 3,05 0,56
Patient 6 0,033 0,0085 0,174 1,84 3,20 0,56
Patient 7 0,035 0,0068 0,183 1,92 3,73 0.68
Patient 8 0,035 0,0073 0.177 1,77 3,45 0,61
Moyenne 0,034 0,074 0,180 1,85 3,52 0,64
DS 0,001 0,001 0,007 0,07 0,69 0,12
vC 5,5% 14,5% 9,0% 7,7% 21,4% 20,1%

ko1 and ky,: taux de transfert, ke : taux d’élimination, Vc: Volume du compartiment central, DS:

déviation standard.

Tableau 4 : Analyse de la pharmacocinétique du TF2 selon un modéle bi-compartimental.
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3.4.2 Cinétique de 'MP288

Pour comparer les pharmacocinétiques de """In-IMP288 et du "’Lu-IMP288, les activités
comptées sur les tubes indium ont été corrigées de la décroissance puis ajustées a la période du
""Lu. On considérait ainsi gue la pharmacocinétique de I'IMP288 était indépendante du

radionucléide utilisé.

L'approche par population a montré une variabilité inter-individuelle plus grande des
cinétiques de I'lMP288 que celle des cinétiques du TF2, probablement liée a l'influence de la pré-
dose de TF2 sur le comportement sanguin de I'lMP288 (figure 9). Une corrélation étroite était mise
en évidence entre les concentrations sanguines résiduelles de TF2 au moment de l'injection de

I'IMP288 et le temps de résidence de I'lMP288 dans le sang.

La clairance moyenne de I'lMP288 était plus rapide que celle du TF2, évaluée entre 1,36 et

3,25 I/h selon les conditions de préciblage (tableau 5).

Ainsi, la cinétique de I'IMP288 étant principalement modulée par les paramétres de
préciblage (dose molaire injectée de TF2 et délai de préciblage), et étant donné les faibles variabilités
S1/S2 et inter-individuelles des cinétiques du TF2, la cinétique de la session S2 pouvait étre prédite
par S1 malgré des doses molaires différentes de TF2 et d'IMP288 par le fait que le rapport des doses

molaires et le délai de précibale étaient maintenus constant entre S1 et S2.
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Figure 9 : Courbes pharmacocinétiques de I'lMP288 représentées pour chaque patient.

Les données pharmacocinétiques étaient modélisées selon un modéle bi-compartimental et par une
approche de population. Les courbes sont représentées en mode semi-logarithmique en pointillé pour les
cinétique de population et en lignes continues pour les cinétiques individuelles.
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2
Volume/m Clearance

Paramétres ko1 (h™)  kez(h?) As Bs MR ke (h?) Ve (L)

’ ’ (L/m’) (L/h)
Valeurs de la population
Estimation 0,027 0,019 1,42 0,182 NA NA 6,38 NA NA
DS 0,001 0,002 0,07 0,012 NA NA 0,27 NA NA

Valeurs individuelles

Patient 1, Indium 0,027 0,021 1,35 0,169 124.2 0,226 6,69 13,4 3,04
Patient 1, Lutétium 0,024 0,021 1,37 0,172 125,5 0,241 6,50 13,1 3,15
Patient 2, Indium 0,026 0,023 1,31 0,167 40,7 0,250 6,54 9,7 2,43
Patient 2, Lutétium 0,027 0,022 1,22 0,156 40,1 0,219 6,63 9,9 2,16
Patient 3, Indium 0,028 0,015 1,53 0,199 35,7 0,185 6,23 16,8 3,11
Patient 3, Lutétium 0,028 0,017 1,43 0,183 37,8 0,165 6,25 16,8 2,78
Patient 4, Indium 0,026 0,026 0,92 0,141 22,6 0,112 6.90 12,7 1,43
Patient 4, Lutétium 0,029 0,019 1,29 0,167 22,0 0,173 6,78 12,5 2,17
Patient 5, Indium 0,027 0,017 1,53 0,196 22,5 0,235 6,15 12,0 2,82
Patient 5, Lutétium 0,028 0,017 1,52 0,196 31,1 0,249 6,13 11,9 2,97
Patient 6, Indium 0,027 0,019 1,41 0,179 109,0 0,291 6,44 11,2 3,25
Patient 6, Lutétium 0,028 0,021 1,31 0,170 18,8 0,179 6,93 12,0 2,15
Patient 7, Indium 0,027 0,022 1,41 0,181 3,3 0,146 6,21 12,0 1,76
Patient 7, Lutétium 0,028 0,018 1,41 0,181 3,2 0,137 6,54 12,7 1,74
Patient 8, Indium 0,028 0,018 1,44 0,182 2,3 0,161 6,18 10,4 1,%
Patient 8, Lutétium 0,028 0,020 1,16 0,174 2,5 0.124 6,49 10,9 1,36
Moyenne 0,027 0,020 1,35 0,176 0,193 6,47 12,4 2,37
DS 0,001 0,003 0,16 0,015 0,052 0,27 2,0 0,65
vC 4,5% 14,3% 11,5% 8,6% 27,0% 4,1% 16,4% 27,5%

ko1 and ky,: taux de transfert, ke : taux d’élimination, Vc: Volume du compartiment central, DS:

déviation standard.

Tableau 5 : Analyse de la pharmacocinétique de I'lMP288 selon un modéle bi-compartimental
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3.5 Imagerie

3.5.1 Ciblage tumoral

Les images enregistrées apres l'injection d’'""In-IMP288 montraient un ciblage des lésions
tumorales connues pour I'ensemble des patients, leur permettant a tous d’intégrer la phase
thérapeutique S2 du protocole.

Le ciblage tumoral était identique entre les images enregistrées a I""In et celles au 'L

u,
avec cependant, selon I'analyse visuelle, un meilleur contraste tumoral chez les patients inclus dans

C2 et C3 par rapport a C1.

Les figures 10, 11 et 12 montrent des exemples d’images enregistrées chez un patient inclus dans

chacune des cohortes.

-
P

Vi 8 & 8§ b o

D1 ANT D1 POST ANT D2 POST D1 ANT D1 POST D2 ANT D2 POST

C

Figure 10 : Exemple d’un patient inclus dans la premiére cohorte.

Il s’agit d’un patient porteur d’'un CBPPC avec une élévation de I’ACE plasmatique a 79 ng/ml. Les images
enregistrées a l'indium (A-C) et au lutétium (B-D) montrent un ciblage tumoral de lésions métastatiques
connues du foie, du poumon et du médiastin mais avec un contraste assez faible.

-64 -



Figure 11 : Exemple d’un patient inclus dans la seconde cohorte.

Il s’agit d’un patient porteur d’un adénocarcinome broncho-pulmonaire, avec une élévation de I’ACE
plasmatique a 275 ng/ml. Les images CE et SPECT/CT montrent un ciblage des lésions métastatiques
pulmonaires connues avec un bon contraste (B & D). Il s’agit d’un patient considéré comme stable selon les
critéres RECIST a 4 semaines du traitement mais progressif a 3 mois. Il s’agit du seul patient chez lequel une
élévation des HAHA fut constatée 4 semaines apreés la derniére injection de TF2

Figure 12 : Exemple d’un patient inclus dans la 3°™ cohorte.

Il s’agit d’un patient porteur d’un carcinome épidermoide avec un taux d’ACE élevé a 94.4 ng/ml. Les images
corps entier enregistrées 4, 24,48 et 72h aprés I'injection de 'In-IMP288 (A) et 77 u-IMP288 (B) montrent
un ciblage trés franc des Iésions pulmonaires métastatiques connues.
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3.5.2 Dosimétrie

3.5.2.1 Doses absorbées par organe

Les doses absorbées par organe ont été estimées en S1 et en S2 puis normalisées par

.....

faibles en S1 comme en S2. La dose absorbée a la moelle osseuse n’excédait pas 0,13 mGy/MBqg en

S1 et 0,31 mGy/MBq en S2.

Poumon Poumon Rein Rein Moelle
mGy/MBq CE Foie Rate
droit gauche droit Gauche osseuse
0,03 0,12 0,09 0,07 0,08 0,37 0,37 0,08
Cohorte |
[0,02, [0,07, [0,07, [0,06, [0,06, [0,25, [0,22, [0,01,
N=3
0,03] 0,13] 0,15] 0.19] 0,08] 1,32] 0,33] 0,03]
0,05 0,15 0,13 0,18 0,26 0,52 0,51 0,08
Cohorte Il
[0,02, [0,09, [0,10, [0,12, [0,12, [0,27, [0,26, [0,08,
N=3
0,07] 0,16] 0,14] 0,26] 0,26] 0,66] 0,72] 0,19]
0,04 0,14 0,14 0,22 0,20 0,31 0,30 0,13
Cohorte lll
[0,03, (0,14, (0,07, [0,20, [0,15, [0,16, [0,16, [0,12,
N=3
0,07] 0,15] 0,15] 0,] 0,22] 0,42] 0,37 0,20]

Tableau 6: Valeurs médianes et extrémes des doses absorbées (en mGy/MBq) par organe
normalisées par I’activité injectée mesurée a la phase S1.

Poumon Poumon Rein Rein Moelle
mGy/MBq CE Foie Rate
droit gauche droit Gauche osseuse
0,02 0,09 0,08 0,09 0,10 0,18 0,20 0,07
Cohorte |
[0,02, [0,08, [0,086, [0,07, [0,09, [0,16, [0,16, [0,06,
N=3
0,03] 0,15] 0,09] 0.18] 0,12] 0,65] 0,25] 0,07]
0,07 0,17 0,11 0,29 0,16 0,30 0,28 0,14
Cohorte Il
[0,03, (0,08, (0,07, [0,14, [0,10, [0,14, [0,13, [0,09,
N=3
0,07] 0,20] 0,14] 0,35] 0,22] 0,69] 0,54] 0,23]
0,07 0,18 0,22 0,42 0,45 0,29 0,27 0,31
Cohorte lll
(0,086, (0,18, (0,21, [0,39, (0,44, [0,18, [0,18, [0,31,
N=2
0,07] 0,18] 0,23] 0,44] 0,46] 0,41] 0,36] 0,31]

Tableau 7: Valeurs médianes et extrémes des doses absorbées (en mGy/MBq) par organe
normalisées par I’activité injectée mesurées a la phase S2.
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Figure 13 : Doses absorbées normalisées estimées par organe en fonction des sessions S1 et S2




Selon un test statistique de Wilcoxon, il n’existait pas de différence significative de doses
absorbées aux organes entre les 3 cohortes de patients (p <0.05) et les doses absorbées n’étaient pas

significativement différentes entre les phases S1 et S2 (tableau 8).

Wilcoxon Poumon | Poumon Rein Rein Moelle
CE Foie Rate
test p-value droit gauche droit | gauche | osseuse
Cohorte | 1,00 1,00 0,20 1,00 0,70 0,40 0,10 0,10
Cohorte Il 1,00 1,00 0,70 0,40 0,70 0,40 0,40 0,40
Cohorte lll 0,20 0,67 0,20 0,80 0,20 0,80 0,80 0,20

Tableau 8 : Valeurs de p obtenues selon un test de Wilcoxon pour tester les différences de doses
absorbées par organes obtenues entre S1 et S2.

Le test de Spearman retrouvait une bonne corrélation entre les doses absorbées par organe

entre S1 et S2 (tableau 9).

Spearman-

1 2 3 4 5 6 7 8
test
Rho 0,99 0,83 0,% 0,72 0,92 0,84 0,89 0,73
p-value <0,0001 | 0,031 <0,0001 | 0,007 <0,0001 | 0,003 0,001 0,015

Tableau 9 : Résultats du test de Spearman effectué pour rechercher une corrélation entre les doses
absorbées par organe entre S1 et S2 pour les 8 patients étudiés.

Enfin, un test de Kruskal-Wallis était effectué pour comparer les doses absorbées par organe
pour chaque cohorte entre S1 et S2. Cette analyse confirmait I'absence différence significative de

dose absorbée par cohorte entre entre S1 et S2 (p> 0.07).

Au total, cette analyse dosimétrique nous permettait donc de dire que la dose absorbée par

organe sur les images enregistrées en S1 était prédictive de la dose absorbée par organe en S2.
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3.5.2.2 Dose absorbée par la tumeur

Vingt-quatre tumeurs ont été analysées chez 8 patients. Les tumeurs étaient essentiellement
localisées au poumon (37%) ou au foie (29%). La masse tumorale médiane était estimée a 19 g

(variantde 1a 1364 g).

Les valeurs médianes des doses absorbées par les tumeurs étaient tres faibles dans les 3
cohortes de patients, variant de 0,05 a 0,25 mGy/MBq en S1 et de 0,10 a 0,54 mGy/MBq en S2 avec
des valeurs extrémes allant de 0,02 a 0,12 mGy/MBq en S1 et de 0,52 a 1,08 mGy/MBq en S2
(tableau 10). Ces valeurs n’étaient pas significativement différentes selon un test statistique de

Wilcoxon (p> 0,13) et étaient corrélées entre elles selon le test de Spearman (rho = 0,85, p <0.0001).

Session S1 Session S2

Médian Min. Max Médian Min. Max
Cohorte | 0,05 0,02 0,77 0,10 0,07 0,52
Cohorte ll 0,22 0,12 1,40 0,54 0,15 1,08
Cohorte lll 0,25 0,07 2,91 0,47 0,19 0,74

Tableau 10: Valeurs médianes et extrémes des doses absorbées estimées en mGy/MBq aux
tumeurs en S1 et S2

Au total, cette analyse dosimétrique nous permettait de dire que la dose absorbée par les
tumeurs estimée a partir des images enregistrées en S1 était prédictive de la dose absorbée par les

tumeurs estimée en S2.
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Figure 14 : Doses absorbées normalisées estimées aux tumeurs par cohortes en S1 et en S2

Par ailleurs, un test de Kruskal-Wallis comparant les doses tumorales absorbées entre les
différentes cohortes montrait que les doses absorbées par les tumeurs étaient significativement

moins élevées chez les patients inclus en C1 par rapport a C2 et C3 (p < 0.002, figure 14).

Ce résultat nous permettait donc de dire que la dose de TF2 injectée (moindre en C1 qu’en

C2 et C3) avait une influence sur la dose absorbée tumorale.

En revanche, ce test ne mettait pas en évidence de différence significative de doses
tumorales absorbées entre C2 et C3, ne validant pas, sur ces données dosimétriques, I'intérét de la

réduction du délai de préciblage a 24h.
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3.5.3 Analyse pharmacocinétique de la distribution tissulaire a partir de la quantification

des images.

111 177
I L

La figure 15 représente les cinétiques de distribution de I'lMP288 marqué a In et au u
obtenues a partir des données de quantifications du CE et des organes cibles (poumons droit et
gauche, foie, rate, reins droit et gauche, moelle osseuse et tumeurs) pour 8 patients. Les cinétiques
d’activités par organe cibles et pour les tumeurs étaient modélisées selon un modeéle bi-
compartimental pour le CE et chaque organe était ensuite modélisé selon une approche par

population. Les activités tumorales étaient ajustées individuellement.

* WholeBody

Patient 1 - indium

Patient 1 - lutetium Patient 2 - indium Patient 2 - lutetium

Patient 3 - lutetium

Patient3 - indium Patient4 - indium Patient 4 - lutetium

Patient 5 - indium \ Patient 5 - lutetium ) Patient 6 - indium R Patient 6 - lutetium

% injected dose / organ

Patient 7 - indium D Patient 7 - lutetium Patient 8 - indium A Patient 8 - lutetium

Time (hours)

Figure 15 : Cinétiques de de 'lMP288 marqué a I''*!In et au”’

quantifications.

Lu obtenues a partir des données de

Les données pharmacocinétiques étaient modélisées selon un modeéle bi-compartimental et par une approche de
population. Les courbes sont représentées en mode semi-logarithmique en pointillé pour les cinétiques de population et
en lignes continues pour les cinétiques individuelles.
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IV. DISCUSSION

Le transfert en clinique de la PRIT requiert une optimisation précise des paramétres de
préciblage. Afin d’augmenter la dose délivrée a la tumeur et réduire la toxicité, différents parametres
sont a prendre en compte, intéressant aussi bien les caractéristiques propres du systeme de
préciblage (cinétique de fixation sur la cible, rapports tumeur sur organes sains), les radionucléides
utilisés (nature et énergie des particules émises, temps de demi-vie) et la cible tumorale (niveau
d’expression et homogénéité de distribution de I'Ag). Chaque nouveau systéeme de préciblage
nécessite une phase d’optimisation afin de déterminer les 3 parametres essentiels qui interférent
dans ce systéeme : les doses molaires injectées d’AcBs et de hapténe, le ratio AcBs/hapténe, et

I'intervalle d’injection entre I’AcBs et le haptene encore appelé délai de préciblage.

L‘équipe hollandaise de Nijmegen avait déja démontré la faisabilité de la PRIT utilisant le TF2
et le hapténe IMP288 marqué au ”’Lu chez des patients porteurs de CCR en rechute (73). Dans cette
étude de phase | d’optimisation, 4 cohortes de 5 patients étaient étudiées. La premiere cohorte

recevait 75 mg de TF2 et 100 ug du peptide *”’

Lu-IMP288 avec un délai de préciblage de 5 jours. Dans
la seconde cohorte, les patients recevaient les mémes quantités de TF2 et d’'IMP288 (75mg, 100ug)
avec un délai de préciblage de 24 heures. La dose de TF2 était augmentée dans la troisieme cohorte
qui recevait 150 mg de TF2 et 24 heures plus tard de 100 pg d’'IMP288. Enfin, le radiomarquage

177

permettant d’obtenir une activité spécifique élevée avec le ~"'Lu malgré une petite quantité de

éme

hapténe, la dose de haptéene a été réduite a 25 pg dans la 4™ cohorte soit 75 mg TF2, suivie 24
heures plus tard de 25 pg d’IMP288. Chaque patient bénéficiait d’une phase d’imagerie pré-
thérapeutique enregistrée dans les mémes conditions de préciblage. L’analyse des données
pharmacocinétiques obtenues selon la technique ELISA ainsi que des données d’imagerie
montraient : (i) que la clairance du TF2 était trés rapide, 99% du TF2 circulant étant éliminé 24
heures apres la fin de la perfusion, (ii) que la concentration sérique de TF2 augmentait de fagon
proportionnelle avec la dose administrée, (iii) que la clairance de I'IMP288 était rapide, mais
néanmoins ralentie par le raccourcissement du délai mais surtout par l'augmentation du ratio

molaire TF2/IMP288, (iv) et enfin que le ciblage tumoral sur les images IS était meilleur quand la dose

de haptene était réduite.

Ainsi, dans cette étude, Shoffelen et al. démontraient la faisabilité de la PRIT utilisant ce
nouveau systéme TF2/IMP288, avec un ciblage tumoral rapide et spécifique de I'IMP288 marqué a

I'indium ou au lutétium, ciblage optimisé par la réduction du délai de préciblage a 24 heure et de la
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dose molaire de peptide. Néanmoins, du fait du comportement pharmacocinétique du TF2, trés
différent de celui d’un anticorps directement marqué, Shoffelen et al. mentionnaient la nécessité
d’études complémentaires d’une part pour déterminer si des améliorations du ciblage tumoral
pouvaient encore étre obtenues par modification des conditions de préciblage et d’autre part, afin

de valider les parametres de préciblage sur différents modéles tumoraux.

La phase d’optimisation de notre étude de phase I/Il utilisant le méme systéme de préciblage
TF2/IMP288 sur une population de patients porteurs de CBP en rechute et exprimant I’ACE était
congue sur un schéma proche de celui publié par Shoeffelen et al. Notre objectif principal était de
définir les paramétres optimaux de préciblage a partir de données pharmacocinétiques et d’'imagerie
obtenues dans 3 cohortes de 3 patients, en modifiant entre les cohortes les doses de TF2 (doses
doublées entre C1 et C2/C3) et les délais de préciblage (48 heures pour C1/C2 et 24 heures pour C3).

111

Chaque patient bénéficiait d’une phase pré-thérapeutique a I’ In (S1) et d’une phase

177

thérapeutique au ~"’Lu (S2). Comme dans I'étude hollandaise, les ratios molaires TF2/IMP288 étaient

identiques entre S1 et S2.

Des modélisations pharmacocinétiques de la concentration sérique du TF2, de I'activité

7Ly afin de permettre les comparaisons) et

sérique de I'lMP288 (ajustée a la demi-vie physique du
celle des activités de IMP288 dans les tissus et les tumeurs (segmentées sur les images SPECT)
étaient effectuées grace a une analyse compartimentale, en utilisant un logiciel de
pharmacocinétique de population. Cette approche par population permettait une modélisation plus
cohérente des données, méme dans les cas ou nous ne disposions que d’un faible nombre de
paramétres (notamment pour le TF2 avec des concentrations parfois trop faibles pour étre détectées

par les dosages ELISA ou pour I'imagerie, certaines images ne pouvant étre enregistrées du fait d’une

mauvaise tolérance par le patient).

Dans la cohorte C1 évaluant la plus faible quantité de TF2 avec un délai de pré-ciblage de 48
heures, on observait une clairance tres rapide du TF2 et une faible captation tumorale sur les IS du
fait d’une concentration résiduelle de TF2 au moment de l'injection de I'lMP288 trop faible et ainsi

d’une clairance trés rapide de I'lMP288.

Le doublement de dose de TF2 dans la cohorte C2 augmentait la concentration de TF2
circulante au moment de I'injection du hapténe, augmentant ainsi la captation tumorale du hapténe
tout en réduisant sa clairance. Cela permettait, selon les données dosimétriques, d’augmenter la

dose absorbée aux tumeurs, sans augmentation significative de la dose absorbée aux organes.
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Enfin dans la 3°™ cohorte C3, le raccourcissement du délai a 24 heures augmentait les
concentrations circulantes de TF2 par rapport a C2 sans augmenter de fagon significative les doses
absorbées aux organes. Etonnamment, on ne constatait pas d’augmentation significative de la dose
absorbée par les tumeurs dans cette cohorte, avec néanmoins la réserve liée au fait que les données
dosimétriques n’étaient exploitables que chez 2 patients, I'un montrant une fixation tumorale élevée

et I'autre une fixation faible.

Ainsi, les données pharmacocinétiques et dosimétriques obtenues dans notre étude
démontraient, comme celles de Shoffelen et al., I'intérét d’augmenter la dose de TF2 (et ainsi le ratio

molaire TF2/IMP288) et suggéraient I'intérét d’une réduction du délai de préciblage a 24 heures (74).

Chaque patient inclus dans notre étude bénéficiant d’'une phase pré-thérapeutique S1, dans
les mémes conditions de pré-ciblage que la phase thérapeutique S2, le second objectif de I'étude
était de démontrer que la session S1 était prédictive, en termes de pharmacocinétique comme de
dosimétrie, et ainsi de démontrer le réle théranostique de S1 par rapport a S2. L’analyse des profils
pharmacocinétiques du TF2 et de I'lMP288 entre les individus et entre les sessions S1 et S2 nous
permettait de dire que les profils pharmacocinétiques du TF2 variaient peu entre les différents
individus, mais également entre les sessions S1 et S2 (malgré des doses molaires injectées
différentes) et qu’une corrélation étroite était mise en évidence entre les concentrations sanguines
résiduelles de TF2 au moment de l'injection de I'IMP288 (qui dépendait de la dose injectée et du
délai de préciblage) et le temps de résidence de I'IMP dans le sang (car I'hapténe se lie avec le TF2
circulant ce qui provoque un ralentissement de sa clairance (68). Ainsi, la cinétique de I'lMP288 étant
principalement modulée par les parameétres de préciblage (dose molaire injectée de TF2 et délai de
préciblage), et étant donné les faibles variabilités S1/S2 et inter-individuelles des cinétiques du TF2,
la cinétique de la session S2 pouvait étre prédite par S1 malgré des doses molaires différentes de
TF2, a condition que les rapports molaires TF2/IMP288 et les intervalles de préciblage soient

inchangés.
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De la méme fagon, les données d’imagerie nous montraient que les doses absorbées par les
tissus et les tumeurs en S2 pouvaient étre prédites a partir des données de S1. En effet, les différents
tests statistiques effectués a partir des données dosimétriques obtenues en S1 et S2 ne montraient
pas de différences significatives de doses absorbées par les tissus et les tumeurs entre S1 et S2.
Malgré des approches différentes, nos résultats étaient concordants avec ceux obtenus par
Schoffelen et al. qui démontraient, dans un autre modele tumoral, que par le biais de données
dosimétriques et pharmacocinétiques enregistrées en phase pré-thérapeutique, il était possible
d’effectuer un calcul personnalisé des activités a administrer pour la phase thérapeutique de I'étude
((74). Dans cette étude, la moelle osseuse et les reins étant considérés comme les organes les plus a
risque de toxicité, I'activité de lutétium a administrer ne devait pas délivrer plus de 1,25 Gy a la
moelle et 15 Gy aux reins. Supposant que les pharmacocinétiques et biodistributions de "'"n-
IMP288 et du ’Lu-IMP288 étaient identiques, les images et les données pharmacocinétiques de la

I 111

phase pré-thérapeutique a In étaient utilisées pour définir I'activité du *’’Lu délivrée a la phase

thérapeutique de I'étude.

Notre étude et celle de I'équipe hollandaise démontrent ainsi la valeur théranostique de Ila
phase pré-thérapeutique, de part sa capacité, d’'une part a sélectionner les patients potentiellement
candidats au traitement mais d’autre part également a définir, par le biais d’études
pharmacocinétiques et dosimétriques, les activités thérapeutiques a administrer, pour augmenter
I'efficacité tumorale tout en limitant la toxicité. Ce roéle théranostique de la session pré-
thérapeutique n’est néanmoins valable qu’a condition de garder un rapport molaire AcBs/hapténe et

un délai de pré-ciblage constants entre les 2 phases.

La toxicité hématologique a été extrémement limitée (un cas de thrombopénie de grade 1 et
un cas d’anémie de grade 2) dans notre étude, et seule une toxicité hépatique a été mise en
évidence chez 3 patients, plutét attribuée a la progression des métastases hépatiques qu’a une
toxicité de la PRIT. Cette faible toxicité s’expliquait par les faibles activités administrées, mais
également par les tres faibles doses absorbées estimées aux tissus sains et aux tumeurs. Néanmoins,
méme si les doses absorbées constatées dans cette premiére partie d’étude étaient tres faibles, les
résultats dosimétriques semblaient montrer que les organes a risques pour la seconde partie de
I’étude en escalade de dose a suivre seraient le foie et la moelle osseuse, et a un degré moindre les

reins.
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Malgré les faibles doses absorbées aux tumeurs, nous avons observé deux cas de
stabilisation de la maladie sur le bilan effectué 4 semaines apres la PRIT. Il s’agissait de 2 patients

nde

inclus dans la 2"* cohorte, et qui avait donc regu 75 mg/m?* de TF2 avec un délai de préciblage de 48
heures. Si les données précliniques antérieures obtenues par Frampas et al. (17) et nos données
pharmacocinétiques suggéraient qu’une augmentation des doses délivrées au tumeurs pouvait étre
obtenue en diminuant le délai de préciblage (a 24 heures dans notre étude), nos données
dosimétriques ne permettaient pas de le valider cette hypothese, sans doute du fait d’'un manque de
données, le dernier patient de la cohorte 3 n’ayant pu bénéficier des études pharmacocinétiques et
dosimétriques de S2 compte tenu d’une aggravation brutale (non en lien avec le traitement) de son
état général. Malgré cette absence de validation dosimétrique, I'ensemble des données nous a

nde

néanmoins incité a choisir un délai de préciblage de 24 heures pour la 2™ phase de notre étude

clinique actuellement en cours de recrutement. Avant de débuter cette seconde phase de I'étude,
une 4™ cohorte avec des doses injectées plus élevées de TF2 aurait pu étre envisagée, afin
d’augmenter la concentration sérique de TF2, la captation tumorale et ainsi I'efficacité. Les résultats
des travaux préalables sur le TF2 qui ont montré que la quantité absolue d’Ac fixé sur la tumeur
n’augmentait pas pour des doses de TF2 supérieures a un certain seuil et le cout élevé de production
du TF2 ne nous ont pas incité a tester cette hypothése (28). Schoffelen ayant montré qu’une
réduction de la quantité de hapténe et donc une augmentation du ratio TF2/IMP améliorait le ciblage
tumoral (ratio TF2/IMP a 55 dans leur étude versus 20 dans la notre), la 4°™ cohorte aurait
également pu étre construite en réduisant la quantité de hapténe administrée jusqu’a 12 nmol pour
obtenir un ratio TF2/IMP de 40 (73). L'escalade de dose de la nde partie de I'étude nécessitant des

marquages avec des activités élevées, nous avons préféré maintenir une quantité de haptene de 24

nmol afin de conserver la possibilité d’'un marquage avec une haute activité.

Nos résultats, bien que préliminaires, suggérent une efficacité thérapeutique limitée avec
cette nouvelle approche de PRIT. En effet, comme déja discuté précédemment, les doses absorbées
aux tumeurs étaient tres faibles expliquant aisément la faible efficacité thérapeutique constatée. En
effet, les études dosimétriques ont permis d’estimer la dose absorbée aux tumeurs a un maximum
de 1 a2 mGy par MBq injecté chez les patients pour lesquels la fixation tumorale était optimale.
Cela permet d’estimer qu'en injectant 5 GBq, les doses absorbées aux tumeurs seraient de 5 a 10 Gy
dans les cas les plus favorables. Dans la phase 2 de I'étude, lI'escalade de dose prévoit

177

I’administration de dose de "''Lu allant de 1.85 GBg/m2 a 4.1 GBgq/m2 pour le palier le plus élevé.

L'index de masse corporelle moyen étant de 1.8, les activités moyennes injectées aux 4 différents
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paliers seraient d’environ 3 GBqg, 5 GBqg, 5.6 GBg et 7.5 GBq respectivement. Nos résultats
dosimétriques et les résultats de nos travaux déja publiés avec les précédentes générations d’AcBs
dans un modéle de CBPPC justifient néanmoins la faible activité administrée au 1° palier de
I'escalade de dose (21). En effet, au vue des données dosimétriques, I'administration de 5 GBq
délivrerait 2 a 2,5 Gy au foie, ce qui est peu, mais déja 1 a 1,5 Gy a la moelle osseuse, ce qui n’est pas
négligeable et potentiellement limitant en terme de toxicité hématologique. Bien qu’utilisant I'iode
131 a la place du 177Lu, notre précédente étude sur les CBPPC avait en effet démontré que la dose
maximale théorique était de 3.2 GBgq/m2 et que le facteur limitant a I'escalade de dose était la

toxicité hématologique.

Méme si I'on espére observer une augmentation de |'efficacité thérapeutique avec I'escalade
de dose prévue dans la seconde partie de I'étude, des voies d’optimisation sont d’ores et déja a
discuter pour améliorer I'efficacité de cette approche thérapeutique. Tout d’abord, les patients
inclus (comme ceux inclus dans I'étude hollandaise), présentaient de volumineuses masses
tumorales, largement supra-centimétriques et il est aujourd’hui clairement démontré que |'efficacité
de la RIT est meilleure sur les petites masses tumorales voire sur la maladie résiduelle (49). Le choix
du lutétium est également discutable au vu de la taille des masses tumorales. En effet, le lutétium est
un radionucléide émetteur béta- adapté au traitement des petites masses tumorales ou de la
maladie résiduelle. Ainsi dans ce contexte clinique, la RIT serait potentiellement plus efficace en
consolidation d’'une chimiothérapie, c'est-a-dire administrée non pas chez les patients en rechute de
CP mais chez des patients en réponse partielle aprés une premiere ou une seconde ligne de

chimiothérapie.

Au méme titre que cela avait déja été démontré dans le cancer pancréatique, la RIT pourrait
également étre administrée de fagon fractionnée et combinée avec des agents radio-sensibilisants.
Un essai de phase | en escalade de dose a en effet démontré l'intérét de la combinaison
thérapeutique et du fractionnement chez des patients porteurs de cancers pancréatiques avancés en
premiére ligne traités par I'association du “°Y-clivatuzumab tetraxetan et la gemcitabine (55). Trente-
huit patients étaient inclus, 33 stades stade IV et 5 stades Ill. Le fractionnement de la RIT permettait,
pour le cycle 1, I'administration d’activités deux fois supérieures a celles qu’aurait permis une dose
unique. La survie globale médiane était de 7,7 mois pour les 38 patients, dont 11,8 mois pour ceux

qui avaient regu des cycles répétés (46% =1 an), une meilleure efficacité étant retrouvée chez les
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patients qui avaient recgu les doses les plus élevées de RIT. La faible immunogénicité du TF2 rend en
effet envisageable le fractionnement dans le but d’augmenter les doses tumorales. Le protocole
thérapeutique de I'étude hollandaise prévoyait d’ailleurs un fractionnement des doses, avec une
cure de PRIT initialement prévue toutes les toutes les 8 semaines (73). Aucun des patients inclus n’a
recu de 2" cycle de PRIT du fait d’une progression tumorale rapide au décours du premier cycle. Les
auteurs critiquaient, a posteriori, le design de I’étude en mentionnant le caractére trop tardif du 2"
cycle qui aurait du étre programmé juste au décours du premier pour obtenir une efficacité
thérapeutique maximale.

Le radiomarquage par I’

Y pourrait également étre une voie intéressante d’amélioration en
permettant du fait d’une plus haute énergie, de délivrer des doses tumorales plus élevées. Il a été
montré que les performances du systéme de préciblage dépendaient du rapport molaire TF2/IMP288
qui devait étre le plus élevé possible. Cela implique des radiomarquages avec des activités
spécifiques élevées. Cette activité spécifique élevée, associée a une captation tumorale lente mais

potentiellement réversible oriente vers I'utilisation de radionucléides a demi-vie courte, de haute

énergie et dont la période physique se rapproche le plus possible de la période biologique du

|190 |190

hapténe, comme par exemple Y. Le parcours tissulaire plus long de I’”"Y serait, de plus, mieux

adapté au traitement des tumeurs de plus grandes tailles.

L'utilisation de paires de béta+/béta-, ("1 /4, %Y/, *cu/¥Cu, **sc/*sc) pourrait
également étre une approche théranostique prometteuse. Cela permettrait la réalisation d’imagerie
pré-thérapeutique quantitative de haute sensibilité par immuno-TEP améliorant potentiellement
I"'approche dosimétrique. Enfin, le marquage de I'lMP2288 par des émetteurs alpha a % vie courte
comme le bismuth 213 ou de l'astate 211 pourraient également étre envisagé mais plutdt en
situation adjuvante directement aprés une chimiothérapie ayant réduit les masses tumorales plut6t

gu’en situation de rechute.

Les réactions allergiques d’hypersensibilités au moment des injections de TF2 ou de haptene
et le nombre de patient ayant développé des HAHA étaient inférieurs, dans ce travail, a ce qui était
décrit dans nos précédentes études portant notamment sur le CMT (66,69). Cette différence
s’explique aisément par le caractére humanisé du TF2, les AcBs utilisés dans les précédents
protocoles de PRIT étant chimériques ou murins. En revanche, cette hypothése n’explique pas la
moindre immunogénicité du TF2 constatée dans notre étude par rapport a I'étude de Schoffelen et al

(73). Dans cette étude, des réactions immunitaires de grade 2 ont été constatées chez 7 des 21
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patients lors de la seconde perfusion de TF2 et une prémédication d’abord par anti-histaminiques
puis par anti-histaminiques et corticoides a été introduite au cours de I'étude. Dans notre étude, tous
les patients ont recu une prémédication par anti-histaminique et corticoide avant chaque perfusion
de TF2 et d’IMP288 et aucune réaction n’a été observée au moment des injections. En outre,
Schoffelen et al. décrivaient une immunisation chez 11 des 21 patients (50%) apparaissant 1 semaine
aprés la deuxieme perfusion puis augmentant progressivement pendant les 8 semaines de suivi.
Dans notre étude, des HAHA n’ont été détectés que chez un patient, 1 mois aprés la deuxiéme
perfusion de TF2, avec une diminution sur le bilan réalisé 2 mois plus tard. Compte-tenu de schémas
d’administration et de doses proches dans les deux études, la différence d’'immunisation ne peut étre
rapportée qu’a la différence de prémédication. En effet, tous nos patients ont regu une
prémédication compléte par anti-histaminiques et corticoides alors que seuls 5 des 21 patients de la
série hollandaise ont regu les deux molécules. Malheureusement, les données de la publication ne
permettent pas de dire si ces 4 patients sont ceux ayant développé des HAHA. Ainsi, la bréve
immunosuppression provoquée par une injection systématique de 200 mg de dexaméthasone avant
chaque injection de TF2 pourrait étre une explication potentielle a cette immunogénicité moindre du
TF2. Une autre hypothese pour expliquer cette différence pourrait résider dans les différents types
histologiques de tumeurs inclus dans les 2 études. Si les patients inclus dans les 2 études sont en
rechute et multi-traités, les rechutes de CP sont souvent plus agressives que celles des CCR,
impliquant un état général plus altéré (7 de nos patients sont décédés dans I'année suivant I'étude)
et une immunité moindre. Le patient qui a présenté un dosage positif de HAHA était un des 2
patients pour lesquels une breve stabilisation de la maladie a été constatée. Il se peut aussi que les
chimiothérapies administrées aux patients porteurs de CBP métastatiques soient plus cytotoxiques
et immunosuppressives que celles des patients porteurs de CCR. Cette faible immunogénicité
associée a la faible toxicité sont favorables a la répétition des traitements dans [|'optique

d’augmenter I'efficacité anti-tumorale.
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CHAPITRE IV. OPTIMISATION DE L'IMMUNO-TEP ANTI-ACE CHEZ
DES PATIENTS PORTEURS DE CANCERS MEDULLAIRES DE LA
THYROIDE EN RECHUTE
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LINTRODUCTION

Un essai de phase I/Il a été congu pour optimiser et évaluer I'immuno-TEP utilisant I’AcBs
anti-ACE x anti-HSG TF2 et le hapténe-peptide IMP288 marqué au %Ga pour I'imagerie des patients
atteints de récidives de CMT. Cet essai, financé dans le cadre des appels a projets DHOS-INCA
recherche translationnelle en 2010, a pour objectif, dans le cadre d'une étude pilote d’optimisation
pharmacocinétique et d’'imagerie, de transférer vers la clinique le nouveau systeme de préciblage
TF2/%Ga-IMP-288 pour développer une imagerie spécifique corps entier de I'expression de I'ACE par

immuno-TEP.
Cette étude comprend deux parties :

» La premiere phase de I'étude, analysant 15 patients inclus dans 5 cohortes, a pour objectif
principal de définir les parameétres optimaux de préciblage a partir des données

pharmacocinétiques et d’analyse semi-quantitative des images TEP.

» Neuf patients supplémentaires sont ensuite inclus dans une seconde phase pour valider les
conditions optimales de préciblage définies dans la premiére phase de I'étude. La deuxieme

phase de I'étude est en cours de finalisation.

L'objectif de notre travail de these était de définir a partir des données pharmacocinétiques et
de I'analyse des images TEP des 15 premiers patients inclus, les parametres de préciblage optimaux
pour l'imagerie TEP. L’analyse des données préliminaires de ces 15 premiers patients nous a
également permis d’évaluer I'immunogénicité du TF2 et d’obtenir une premiére estimation de la
sensibilité de I'immuno-TEP par rapport aux autres examens d’imagerie fonctionnelle et

conventionnelle habituellement prescrits dans cette indication.
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1.1 Choix du modele tumoral

Le CMT représente environ 10% des cancers thyroidiens (103). Le traitement initial
comprend systématiquement une thyroidectomie totale et un curage ganglionnaire. Des métastases
a distance sont retrouvées chez environ 25% des patients dés le diagnostic. Trois mois aprés la
chirurgie, si la concentration sérique de Ct est indétectable chez la majorité des patients sans
envahissement ganglionnaire, elle reste dosable chez plus de 80% des patients qui présentaient une
extension ganglionnaire métastatique au diagnostic, la difficulté résidant dans la mise en évidence de
ces métastases parfois occultes expliquant cette élévation de la Ct (104). Des lors que la
concentration sérique de Ct est > 150 ng/ml, ces patients considérés comme en rechute bénéficient
de différentes méthodes d’imagerie pour détecter le site de rechute et caractériser I'extension de
leur maladie (105). Si I’échographie reste systématique pour rechercher une rechute ganglionnaire
loco-régionale, on lui associe, du fait du potentiel métastatique élevé du CMT, un TDM cervico-
thoraco-abdomino-pelvien ainsi que des IRM hépatiques et ostéo-médullaires. L'imagerie
fonctionnelle TEP est également d’une grande utilité, d’'une part pour obtenir une imagerie corps
entier permettant souvent une meilleure cartographie de I’envahissement métastatique mais aussi

du fait de son intérét en tant que biomarqueur de substitution.

Deux traceurs TEP disposant de '’AMM sont potentiellement recommandés dans le cadre du
CMT en rechute: la '*F-DOPA-TEP est considérée comme le marqueur le plus sensible pour
documenter I'extension de la maladie tandis que le FDG possede une meilleure valeur pronostique

sur la survie notamment chez les patients présentant un temps de doublement rapide de la Ct (106).

1.2 Choix du radionucléide

Le CMT est caractérisé par une expression intense et constante de I’ACE et nous avons montré
dans nos précédents essais cliniques que les IS enregistrées aprés les RIT utilisant des AcBs anti-ACE

I/l3l

et des peptides préciblés marqués a | étaient plus sensibles que les méthodes d’imagerie

conventionnelles pour détecter les métastases (92).

Dans cette série, I'lS avait une sensibilité comparable a celle de I'IRM pour explorer le squelette
et supérieure au CT et a la TEP au FDG pour explorer le cou, le médiastin et les poumons. De plus, I'lS

permettait d’explorer le cerveau, a la différence de la TEP au '8EDG. Ces résultats obtenus avec de
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fortes activités (thérapeutiques) d suggéraient que les réactifs AES utilisés avec des
radioéléments émetteurs TEP conduiraient a une imagerie TEP corps entier avec des performances

largement meilleures en termes de sensibilité et de résolution.

Des études d’immuno-TEP n’étaient pas envisageables avec ces réactifs AES d’ancienne
génération qui utilisaient le haptene di-DTPA-indium limitant ainsi les possibilités de radiomarquage
3 1""In et aux isotopes de I'l'iode. Seul I'iode 124 aurait pu étre utilisé pour une imagerie TEP, mais la

|H

complexité de son spectre et notamment |"”’existence de rayonnements gamma « parasites » ne le

rendent pas favorable en termes de qualité d’image et de radioprotection.

Des systemes de préciblage de nouvelles générations avec des AcBs recombinants humanisés
trivalents, comme I’AcBs anti-ACE TF2, et des peptides HSG comme I'IMP-288 ont ensuite été
développés (32,107). Ce nouveau peptide bivalent di-HSG couplé au ligand DOTA appelé IMP288
permet des marquages aisés de haute stabilité avec différents radioéléments et notamment avec des

émetteurs de positons.

Comme pour la PRIT, le choix du radioélément est déterminant pour I'immuno-TEP. La période
physique du radioélément constitue un paramétre essentiel : elle doit étre adaptée a la période
biologique du vecteur. Enfin, la stabilité du marquage, la disponibilité et le colt du radioélément sont
également a prendre en compte.

Les études précliniques et cliniques ayant mis en évidence des cinétiques de distribution et

2% avec

d'élimination rapides du couple TF2/IMP288, il n'est pas nécesssaire d'utiliser le *Zr ou
leurs périodes de plusieurs jours. De plus leurs spectres complexes, notamment celui de I''*l, n’est
théoriquement pas favorable en termes de détection et leur émission de photons gamma de haute
énergie pose des problemes de dosimétrie et de radioprotection. Les émetteurs a demi-vie courte
comme le fluor 18, le gallium 68 et le cuivre 64 sont ainsi plus adaptés au marquage du haptene dont

la cinétique de fixation aux tumeurs est rapide et qui s'élimine rapidement de la circulation et des

tissus sains.

Le *®Ga a I'avantage d’étre disponible sous forme de générateurs directement accessibles dans
les services cliniques. Il émet un positon avec un rapport d’embranchement de 87,9 % et une énergie
de 1,89 MeV conduisant a une bonne résolution intrinseque et il est trés favorable en termes de
radioprotection. Malgré sa demi-vie trés courte, il permet d’enregistrer des images 60 minutes a 120

minutes aprés l'injection.
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Des études précliniques ont également utilisé le fluor 18 pour le marquage des systemes de pré-
ciblage de nouvelles générations par le biais d'un complexe Aluminium-"*F. Ce marquage nécessitait,

pour étre stable, I'utilisation d’un autre agent chélatant, le NOTA (27).
Enfin, la disponibilité du cuivre 64 en qualité clinique est encore tres limitée.

Une premiére étude dans un modele animal murin de CRC a montré la faisabilité de I'immuno-
TEP avec le peptide préciblé *®Ga-IMP288 (28). On visualisait, dans I’heure suivant I'injection du
peptide radio-marqué un ciblage tumoral important et spécifique (10,7 +/- 3,6% de I'activité injectée
par gramme de tumeur ACE positive), une fixation tres faible dans les tissus normaux (ratio
tumeur/sang : 69,9 +/- 32,3), dans les tumeurs ACE négatives (0,35 +/- 0,35% de I'activité injectée

par gramme) et dans l'inflammation (0,72 +/- 0,20% de I'activité injectée par gramme).

L'ensemble de ces données suggéraient donc que l'utilisation du nouveau systeme de préciblage
AES TF2/°®Ga-IMP288 permettrait d’obtenir une imagerie par immuno-TEP de haute sensibilité et
spécificité chez les patients porteurs de tumeurs ACE positive comme le CMT. A la différence de la
TEP au "®FDG et du fait d’une expression quasi-constante de I’ACE, la sensibilité de I'immuno-TEP

anti-ACE dans le CMT serait indépendante du caractére agressif ou non de la tumeur.

1.3 Choix des parameétres de préciblage

Les doses et les schémas d’administration des réactifs TF2/IMP288 utilisés dans notre étude
ont été établis a partir des données précliniques et cliniques connues avec les réactifs AES ainsi qu’a
partir des résultats des premieres études cliniques de thérapie et d’imagerie ayant utilisé ce méme

systeme (22,28,30,69,72,108)

Ces différentes études démontraient qu’un ciblage tumoral optimal était observé lorsque la

quantité molaire d’AcBs injecté était 10 a 20 fois supérieure a celle du haptene.

Le choix de I'intervalle de pré-ciblage initialement fixé entre 48 et 96 heures était basé sur les
données de pharmacocinétiques du TF2 obtenues chez le lapin. Les premieres données
pharmacocinétiques publiées par I'équipe hollandaise chez 'homme montraient cependant une
clairance trés rapide du TF2 dans la premiere cohorte de patient pour laquelle le délai de pré-ciblage
était fixé a 5 jours, rendant nécessaire la réduction de ce délai a 24h pour les 3 autres cohortes (74).

Un délai de pré-ciblage de 24h fut donc choisi pour la premiére cohorte de patients.
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Dans un contexte d’une application en imagerie, il apparaissait logique d’utiliser les doses
molaires minimales de TF2 et d'IMP288 conduisant a un ciblage tumoral et un contraste optimal. La

dose molaire d’IMP288 était elle-méme conditionnée par le choix de I'activité de Ga®®a administrer.

Ainsi, dans un premier temps, le choix de l'activité de Ga®™ injectée, basé sur les données

publiées de TEP utilisant ce radionucléide, a donc été fixé a 150MBq (109,110).

Les essais de radiomarquage de 'lMP288 avec le Ga®® 150MBq ont démontré que si 'on
pouvait marquer 1 nmol avec 100MBq de Ga®® en début de vie d’un générateur, I'activité spécifique
n’était plus que de 40 MBq par nmol en fin de vie du générateur. La dose de 6 nmol d'IMP288 a donc
été validée pour la premiére cohorte de I'étude. Le ratio molaire AcBs/hapténe de 20 ayant été
considéré comme optimal dans nos précédentes études, une quantité molaire 20 fois supérieure soit

120nmol de TF2 fut également validé pour cette premiére cohorte.

Ainsi le schéma d’administration de la cohorte 1 était défini comme suit: 120 nmol de TF2/6

nmol d’IMP-288/24 h de délai de pré-ciblage.

Le schéma d’administration des cohortes suivantes dépendaient directement des résultats

obtenus dans la cohorte 1 selon le modeéle suivant :

» Cas n°l. Signal tumoral bon mais bruit de fond élevé: augmentation du délai, 120 nmol TF2/6
nmol de IMP-288/ délai 30 h

» Cas n°2. Signal tumoral bas: diminution du délai, 120 nmol TF2/6 nmol IMP-288/ délai 18 h

» Cas n°3. Signal tumoral et bruit de fond bons: diminution de la dose, 60 nmol TF2/3 nmol

IMP-288/ délai 24 h

Les schémas d’administration des cohortes suivantes étaient décidés en fonction de la synthese

des résultats d’imagerie et de la pharmacocinétique obtenus dans les cohortes précédentes.
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II. MATERIELS ET METHODES

2-1 Eligibilité des patients

Les patients inclus dans cette étude clinique de phase I/ll devaient répondre aux critéres

suivants :

» Un diagnostic histologique de CMT,

» Une concentration sérique de Ct > 150 pg/ml ,

» Une tumeur primitive traitée (thyroidectomie totale ou radiothérapie),

» La présence d’au moins une Iésion métastatique de plus de 10 mm détectable sur I'imagerie
conventionnelle,

» Age 2 18ans,

» Un test de grossesse négatif pour les femmes en dge de procréer dans les 2 jours
précédents I'immuno-TEP. Les femmes en age de procréer devront prendre une
contraception efficace en continu pendant 3 mois aprés I'immuno-TEP.

» Un état général conservé avec Karnofsky = 70 ou ECOG 0-1 et une espérance de vie d’au
moins 6 mois,

» L'Absence de maladie grave ou de Co-morbidité a risque,

» Une créatinémie < 2,5 la valeur supérieure de la norme,

» L'Absence de traitement carcinologique dans les 6 semaines précédent 'immuno-TEP,

» L'Absence d’antécédent de cancers dans les 5 ans, a I'exception de carcinomes cutanés
autres que des mélanomes ou de carcinomes in-situ du col utérin,

» Des HAHA OU HAMA négatifs chez les patients antérieurement traités pas AcM.

L’essai clinique de phase I/1l était approuvé par les comités d’éthique locaux (Eudract CT 2011-

005430-19) et tous les patients avaient signé un consentement éclairé.
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Etaient exclus de cette étude :
> Les femmes enceintes ou allaitante,
» Les patients ayant une hypersensibilité connue aux Ac ou protéines,

» Les patients ayant une incapacité intellectuelle a signer le consentement éclairé ou les

patients protégés par la loi.

2.2 Bilan d’inclusion

Tous les patients bénéficiaient, dans le mois qui précédait I'inclusion, d’un bilan complet
comprenant : un examen clinique complet, un dosage sérique de I’ACE et de la Ct, un TDM cervical et
thoraco abdomino pelvien, une IRM pelvi-rachidienne, une IRM hépatique, une TEP a la 18F-DOPA,

un dosage des HAHA et HAMA si le patient avait déja recu des Ac, et un dosage de la créatininémie.

2.3 Produits de I'étude, marquage et administration

L'Ac TF2, 'IMP288 ainsi que les réactifs nécessaires au marquage de I'lIMP288 étaient fournis
par la compagnie Immunomedics Pharmaceuticals (Morris Plains, NJ, USA). lls sont importés et

distribués en Europe par leur filiale allemande.

Un générateur de gallium 68 de 1,85 GBq (au moment de la calibration) de type GP
(pharmaceutical grade) fourni par la société Eckert-Ziegler (Germany) a été utilisé. Tous les réactifs
tampons étaient fournis par Sigma-Aldrich comme « traceSELECT® grade ». Le générateur de *Ga
était élué avec 10 mL de 0.1 NHCL par I'intermédiaire d'une pompe péristaltique. Le **Ga élué était
ensuite purifié a I'aide d’'une cartouche échangeuse de cations (Bondelut SCX, Varian). Le complexe
8GaCl4 était récupéré de la cartouche par injection de 0,5 ml de 4,9 M NaCl M-0,1 HCI. La solution de
gallium purifié était ajoutée a 2,4 ml a la solution tampon acétate (0,3 M, pH 4,1 a 4,5) contenant le

peptide (7 a 25 nmol; 10,2 a 36,5 pg) et le mélange était incubé pendant 10 min a 95°C.

La solution radio-marquée était ensuite purifiée par chromatographie en phase inverse et le

produit final amené a une concentration de 0,7 a 2,5 nmol/ml pour une activité volumique de 25 a

-88 -



60 MBg/ml dans du NaCl a 0,9% avec 10% d'éthanol de qualité pharmaceutique était stérilisé par
filtration & travers un filtre de 0,22 pm. La pureté radiochimique de '®*Ga-IMP288 était testée par
chromatographie en phase inverse C18 (ACE, 150 x 3 mm, 3 pm, AIT-France) en utilisant de l'acide
trifluoraacétique (TFA) a 0,1% dans un gradient linéaire d'acétonitrile-eau. La pureté radionucléide
était mesurée par le calcul de décroissance en utilisant une chambre d'ionisation calibrée (Capintec,
Berthold France) et un gamma-scintillateur (Gamma-contre, Wizard2, Perkin Elmer). La stérilité et
I'absence d'endotoxine étaient vérifiées. Le volume calculé du produit final (3 ou 6 nmol de ®Ga-
IMP288 selon les cohortes) était transférée dans une seringue de 2,5 ml blindé puis I'activité était

mesurée dans une chambre d'ionisation calibrée (Capintec, Berthold).

Le TF2 était dilué dans 250 ml de NaCl 0.9% puis injecté par voie IV lente pendant 30 minutes
environ. Le ®*Ga-IMP288 était dilué dans 50ml de NaCl 0.9%. L'injection était faite en IV directe du
patient 1 au patient 10 puis en IV lente sur 30 minutes a partir du patient 11. Compte-tenu du
caractere potentiellement immunogene des Ac et des peptides, chaque patient a bénéficié d’une
prémédication incluant un anti-histaminique (Xyzall® ou Clarytine) la veille de I'injection puis d’une
injection IV d’anti-histaminique de type polaramine 5 mg/ml et de corticoide (100 mg hémissuccinate
d’hydrocortisone) dans les 5 minutes qui précédaient I'injection de I’Ac. A partir du patient 10, cette

prémédication a également été effectuée avant I'injection du haptene.

2.4 Design de I'étude et description des cohortes

Cing schémas différents de préciblage ont été comparés dans 5 cohortes de 3 patients
chacune (Tableau 11). Les trois premiéres cohortes ont regu 120 nmol de TF2 et 6 nmol IMP288 avec
un délai de préciblage de 24 heures, 30 heures ou 42 heures, respectivement. La cohorte 4 a regu la
méme dose de 120 nmol de TF2 suivie, 30 heures plus tard, d’'une dose réduite de 3 nmol d’IMP288.
La cohorte 5 a regu une dose de TF2 réduite (60 nmol) et une dose de 3 nmol d’'IMP288 avec un délai

de préciblage identique a la précédente cohorte (30 heures).

L’activité de *®Ga-IMP288 (environ 150 MBq) était identique pour tous les patients.
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Dose molaire TF2 délai *®*Ga-IMP288 dose TF2/IMP288
molaire et activité Ratio molaire
Cohorte | 120 nmol 24 h 6 nmol 20
150 MBq
Cohorte Il 120 nmol 30h 6 nmol 20
150 MBq
Cohorte lll 120 nmol 42 h 6 nmol 20
150 MBq
Cohorte IV 120 nmol 30h 3 nmol 40
150 MBq
Cohorte V 60 nmol 30h 3 nmol 20
150 MBq

Tableau 11 : Schémas d’administration des 5 cohortes étudiées

Une surveillance clinique rapprochée était effectuée au moment des injections d’Ac et
d’hapténe avec notamment une surveillance des constantes vitales (pouls, tension artérielle,

température saturation en 02) et de la survenue potentielle de manifestations d’hypersensibilité.

Un dosage des HAHA était effectué 3 et/ou 6 mois aprés l'injection de TF2 selon une

méthode ELISA. Le seuil de positivité était de 50 ng/ml.

2.5 Gold standard

Un foyer détecté par 'immuno-TEP était considéré comme en rapport avec le CMT quand il
était confirmé par I'histologie ou détecté par une autre méthode d’imagerie et confirmé par le

follow-up.

Des examens d’imagerie complémentaires (TDM, IRM, TEP a la 8r_DOPA, TEP au 18FDG)
pouvaient étre prescrits dans les 3 mois qui suivaient I'immuno-TEP pour confirmer des anomalies

décrites par 'immuno-TEP mais non visualisées sur le bilan d’imagerie d’inclusion.
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2.6 Acquisition et interprétation des TEP/TDM

Les TEP/TDM ont été enregistrées sur une caméra Siemens Biograph mCT TEP/CT system 4
couronnes disposant de la technologie TOF (time of flight). Les images ont été enregistrées 60 et 120
minutes aprés I'injection intra-veineuse de *®Ga-IMP288. Les images ont été reconstruites a partir
d’un algorithme 3D ordinary Poisson-OSEM avec correction de la fonction de réponse du détecteur
associée au temps de vol, avec 3 itérations et 21 sous-ensembles, puis post-filtrées a I'aide d’une
gaussienne 3D de largeur a mi-hauteur de 2 mm, pour des tailles de voxels de 4x4x2 mm3. Les
acquisitions allaient du sommet de la téte aux genoux, en respiration normale, et avec des durées
d’acquisition de 2,5 minutes par pas. Le TDM a été obtenu sans injection de produit de contraste,

avec des mAs variables, une tension de 120 kVp et un pitch de 1.

Une analyse semi-quantitative a été effectuée afin d’évaluer I'activité des sites de fixation
« anormale » du *®Ga-IMP288. Une région d’intérét était manuellement dessinée afin de définir la
SUVmax de chacun des foyers. Le bruit de fond vasculaire médiastinal (MBP) était déterminé en
mesurant la SUVmoyenne (SUVmean) pour chaque acquisition au sein d’un volume d’intérét de 1 a 2

cm?®dessiné dans Ioreillette droite.

Pour chaque patient, la valeur de SUVmax de la Iésion la plus fixante considérée comme en
rapport avec le CMT selon le Gold Standard (T-SUVmax) était déterminée. Cette valeur de T-SUVmax
permettait de calculer, pour chaque patient, le ratio tumeur/bruit de fond médiastinal (T/MBP) selon

la formule T-SUVmax/ MBP-SUVmean.

-91 -



2.7 Pharmacocinétique

Des échantillons sanguins ont été prélevés dans des tubes séparés avant et apres les
injections de TF2 aux temps suivants : avant le début de la perfusion, 5 minutes avant la fin de la
perfusion, 5 minutes apres la fin de la perfusion, 1 heure aprés la fin de la perfusion, 2 a 4 heures
aprés la fin de la perfusion, puis 5 min avant I'injection de ® Ga -IMP288. Les échantillons sanguins
étaient centrifugés afin de récupérer le sérum puis congelés. Les concentrations sanguines de TF2
étaient déterminées dans le service de biochimie du CHU de Nantes (Dr D. Masson) selon la méthode

ELISA en utilisant les réactifs fournis par Immunomedics®.

Les activités de ®Ga ont été mesurées par comptage des échantillons de sérum (0,1 4 0,2
ml) dans un compteur gamma étalonné. Ces comptages étaient effectués immédiatement apres
avoir récupéré chaque série de tube. Les activités du *®Ga-IMP288 ont ensuite été corrigées de la

décroissance et transformées en concentrations molaires.

Les analyses pharmacocinétiques du TF2 et de I'lMP288 ont ensuite été effectuées selon un
modele bi-compartimental en utilisant le logiciel d’analyse de pharmacocinétique de populations

décrit précédemment.

Les parameétres utilisés pour ajuster la cinétique du TF2 sur un modéle bi-compartimental
étaient les taux de transfert (k,; and kj ), le taux d’élimination (ke) et le volume du compartiment
central V exprimé par unité de surface corporelle (Volume/m?). Le volume compartiment central Vc
était un parameétre dépendant de la surface corporelle du patient utilisée ici comme co-variable. Ce

volume Vc était calculé selon la formule Vc = Volume/m? x surface corporelle du patient.

Pour I'analyse pharmacocinétique de [I'IMP288, comme dans [|'étude thérapeutique
précédente, la concentration sérique de TF2 au moment de l'injection du hapténe était calculée a
partir de la concentration de TF2 extrapolée a I'heure d’injection du hapténe multipliée par le
volume du compartiment central obtenue dans I'analyse pharmacocinétique du TF2 et le rapport
molaire de la quantité d’'IMP288 injecté sur la quantité de TF2 circulante au moment de I'injection de
I'IMP288 (MR) était considéré comme co-variable. Les taux de transfert (k,; and k;,), et le volume du
compartiment central exprimé par unite de surface corporelle (Volume/m?) étaient des paramétres
ajustables. La clairance était calculée par la formule As x MR®, A et B étant 2 parametres ajustables

et ke était calculé comme la clairance/Vc.
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III. RESULTATS

3.1 Caractéristiques des patients

Seize patients (8 hommes et 8 femmes), dge médian 60,5 ans (allant de 37 a 75 ans), ont été
inclus dans les 5 différentes cohortes (3 patients par cohorte) entre Janvier 2013 et Novembre 2014.
Tous les patients avaient des CMT en progression avec au moins une localisation métastatique
connue, une élévation de la Ct +/- de I’ACE plasmatique (Tableau 12). Quinze des 16 patients ont été
analysés : 1 patient était exclu du fait de I'administration d’une dose incompléte de haptene. La

valeur médiane de I'activité injectée de %Ga-IMP288 était de 153 MBgq [range 80-214].

Age médian en années (range) 60.5 (37-75)
Sexe, n (%)
Homme 8(50)
Femme 8 (50)

Délai médian depuis le diagnostic (range)

8.5 (0.5-30 années)

Traitements antérieurs, n (%)

Chirurgie 15 (94)
Radiothérapie externe 4(25)
Radioimmunothérapie 2 (13)
Inhibiteurs de la tyrosine kinase 1(6)

Taux médian de Ct en pg/ml (range)

850 [154-392%]

Taux médian d’ACE en ng/ml (range)

22.5 [3-1443]

TD médian de la Ct en années (range) 1.3 [4.7-0.5]
TD médian de I’ACE en années (range) 0.9 [4.4-0.6]
Sites de la maladie, n (%)
Ganglions 14 (88)
Poumons 5(32)
Foie 7 (44)
Os 9 (56)
Autres 2 (13)

Abréviations: TD temps de doublement

Tableau 12 : Caractéristiques cliniques et biologiques des 16 patients inclus
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3.2 Résultats de 'immuno-TEP

3.2.2 Résultats par lésions

Chez les 15 patients analysés, 'immuno-TEP a détecté un total de 119 foyers de fixation
pathologique du %Ga-IMP288. Un nombre total de 101 foyers a été considéré comme en rapport
avec le CMT selon le Gold Standard. Le patient N°16 ne présentait qu’un seul foyer de fixation sur
I'immuno-TEP, foyer non confirmé par le Gold Standard au moment de I’analyse. Nous précisons que
ce patient avait été considéré comme incluable en raison de la présence d’'une adénopathie

médiastinale au TDM, non confirmée comme en rapport avec le CMT d’apres le gold standard.

Parmi les 101 lésions validées par le Gold Standard on retrouvait 55 ganglions, 5 nodules
pulmonaires, 16 lésions hépatiques, 15 lésions osseuses et/ou ostéo-médullaires, 1 lésion cardiaque
et 1 lIésion cérébrale. Huit lésions étaient considérées comme des faux négatifs de I'immuno-TEP

dont 1 Iésion ganglionnaire, 5 lésions pulmonaires et 2 Iésions osseuses et/ou ostéo-médullaires.

La sensibilité globale de I'immuno-TEP était de 92% versus 69% pour la TEP a la "SE-DOPA, 68

% pour le TDM, 75% pour I'IRM hépatique et 82% pour I'IRM pelvi-rachidienne.

Le tableau 13 résume les valeurs de sensibilités par organe de I'immuno-TEP et des autres
examens du bilan conventionnel. Le tableau 14 représente la répartition, par organe et par modalité

d’imagerie, des lésions validées par le Gold Standard.
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18F-DOPA-

iTEP TDM IRM foie IRM os Gold standard
TEP
Poumons 5 10 2 NA NA 10
Ganglions 55 43 44 NA NA 56
Foie 16 14 12 12 NA 16
Os 15 NA 10 NA 14 17
Autre 2 NA 1 NA NA 2
93 % 69 12 14

Tableau 13 : Répartition par organe et par modalité d’imagerie des lésions validées par le Gold
Standard

iTEP TDM 18F-DOPA-TEP  IRM foie IRM os
Poumons 50% 100% 20% NA NA
Ganglions 98% 77% 78% NA NA
Foie 100% 63% 75% 75% NA
Os 88% NA 59% NA 82%
Autre 100% 100% 50% NA NA

Tableau 14 : Valeurs de sensibilité par organe de chacune des modalités d’imagerie.
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La figure 16 montre I'exemple d’un patient inclus dans la premiere cohorte de patients.
L'immuno-TEP a mis en évidence des atteintes ganglionnaires cervicales, un nodule
pulmonaire, plusieurs nodules hépatiques, une atteinte ostéo-médullaire diffuse et un petit
foyer cérébral. La TEP a la '8F_-DOPA-TEP retrouvait les atteintes ganglionnaires et le nodule
pulmonaire mais ne visualisait pas d’anomalie hépatique, ostéo-médullaire ou cérébrale.
L'IRM confirmait I'atteinte hépatique et ostéo-médullaire, tandis que I'évolutivité du TDM
thoracique confirmait I'atteinte pulmonaire. Enfin, une IRM cérébrale dont I'interprétation
était « guidée » par I'immuno-TEP confirmait le caractére suspect de Ila Iésion

parenchymateuse cérébrale infra-centimétrique.

- 9 . .
Ganglion cervical
ITEP+ et dopa +
: iTEP
L
- iTEP
&
iTEP

Figure 16 : Images illustrant I'’exemple d’un patient inclus dans la cohorte 1.

Il s’agit d’un patient pour lequel I'immuno-TEP a révélé une localisation métastatique cérébrale.
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3.2.3 Comparaison des cohortes et analyse semi-quantitative

La figure 17 montre un exemple d'immuno-TEP obtenue dans chacune des cohortes de patients.

Figure 17 : Exemples d’'immuno-TEP (images MIP) obtenues dans chacune des cohortes.

L’image A correspond a la cohorte 1, B a la cohorte 2, C a la cohorte 3, D a la cohorte 4 et E a la cohorte 5.
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Le tableau 15 résume les résultats des analyses semi-quantitatives (SUV max de la Iésion la plus

fixante : T-SUVmax Bruit de fond vasculaire : MBP-SUVmean et rapport T-SUVmax /MBP) faites pour

chaque patient.

T-SUVmax MBP SUVmean T-SUVmax /MBP ratio
60 min 120 min 60 min 120 min 60 min 120 min
Cohorte 1
Patient 1 4,09 5,14 2,94 1,88 1,39 2,73
Patient 2 8,93 11,25 2,4 2,09 3,72 5,38
Patient 3 7,16 10,83 2,27 2,35 3,15 4,61
Cohorte 2
Patient 4 15,25 6,82 2,37 3,2 6,43 2,13
Patient 5 20,77 22,57 2,43 1,81 8,54 12,47
Patient 6 33,33 29,7 1,27 1,26 26,24 23,57
Cohorte 3
Patient 7 9,31 11,0 1,74 1,54 5,36 7,14
Patient 9 5,38 7,19 2,01 1,48 2,% 4,85
Patient 10 14,21 9,3 2,44 1,09 5,82 8,53
Cohorte 4
Patient 11 25,79 28,37 3,06 2,35 8,42 12,07
Patient 12 94,14 100,2 2,76 2,02 34,1 49,6
Patient 13 31,29 47,19 4,51 3,86 6,94 12,22
Cohorte 5
Patient 14 27,73 36,56 4,92 4,73 5,64 7,73
Patient 15 37,14 39,4 3,98 3,33 9,33 11,82
Patient 16 ND ND 0,74 0,47 ND ND

Abbreviations: SUV, Standardized uptake value; MBP, mediastinal blood pool; min, minutes; ND, non defini

Tableau 15 : Résultats des analyses semi-quantitatives obtenues pour chaque patient
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Un ciblage tumoral était observé des la premiére cohorte (120 nmol TF2, 6 nmol IMP-288,

ratio TF2/IMP288=20, 24 h de délai de préciblage).

Compte tenu de valeurs de T-SUVmax assez basses et d’un bruit de fond vasculaire
visuellement élevé, nous avons augmenté le délai de préciblage a 30 h dans la cohorte suivante (120
nmol TF2, 6 nmol IMP288, ratio TF2/IMP288=20, 30h). La comparaison visuelle et semi-quantitative
des images enregistrées dans les cohortes 1 et 2 montraient un bruit de fond vasculaire relativement
stable mais une meilleure fixation tumorale et un meilleur contraste avec le délai de 30 h. Si la
fixation tumorale et le ratio T/MBP augmentaient entre 60 and 120 minutes chez les 3 patients de la
cohorte 1, les images enregistrées a 120 min ne montraient une augmentation de la fixation

tumorale et du contraste que chez 1 des 3 patients de la cohorte 2.

Comme démontré dans le tableau 15, 'augmentation du délai de préciblage a 42 h dans la
cohorte 3 a provoqué une baisse de la fixation tumorale et du contraste par rapport a la cohorte 2.
Le délai de 30h apparaissait donc le plus favorable en termes d’analyse visuelle et semi-quantitative.
Dans cette cohorte 3, la fixation tumorale et le contraste étaient meilleurs a 120 min chez 2 des 3

patients.

Dans la cohorte 4, le rapport molaire TF2/peptide a été augmenté a 40 en réduisant la dose
molaire de peptide administrée a 3 nmol. Le délai de préciblage était toujours de 30 h. Ce schéma
nous a permis d’augmenter la fixation tumorale et le contraste par rapport a la cohorte 2 mais au
prix d’un bruit de fond vasculaire MBP-SUV .., également plus élevé. Enfin, on constatait, pour les 3
patients, une augmentation de la fixation tumorale et du ratio T-SUVmax/MBP entre 60 et 120

minutes.

La cohorte 5 testait de nouveau un rapport molaire TF2/peptide a 20 mais avec des doses
réduites de TF2 et d’'IMP288 (60 nmol et 3 nmol respectivement). La fixation tumorale était élevée
chez 2 des 3 patients mais au prix d’un bruit de fond vasculaire également trés élevé. On constatait
également chez ces 2 patients, une augmentation de la captation tumorale et du ratio T/MBP entre
60 et 120 minutes. Pour le 3°™ patient de cette cohorte (patient 16), I'immuno-TEP n’a révélé qu’un
seul foyer de fixation pathologique dans la loge de thyroidectomie (avec des SUVmax a 5.53 et 4.75 a
60 min puis 120 min respectivement). Ce foyer n’étant pas détecté par le bilan conventionnel
d’imagerie et étant inaccessible a une biopsie, il n’a pas été retenu par le Gold Standard comme en
rapport avec le CMT au moment de I'analyse. Comparativement aux 14 autres, le bruit de fond

vasculaire enregistré chez ce patient était extrémement bas.
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3.3 Toxicité

Aucun patient n’a présenté de réaction d’hypersensibilité ou anaphylactique pendant ou

apres l'injection de TF2.

Une patiente a présenté une réaction anaphylactique associant malaise, bronchospasme,
tachycardie et hypertension artérielle immédiatement aprés l'injection de I'IMP288. Il s’agissait
d’une patiente qui avait pour antécédent un asthme et un terrain allergique. Cette réaction
allergique de grade 3 a nécessité une oxygénothérapie, des aérosols de beta2 mimétiques et une

injection de solumédrol IV. La patiente avait été hospitalisée pendant 24h pour surveillance.

Des dosages des HAHA ont été effectués chez 11 des 16 patients, 3 puis 6 mois aprés
I'injection de TF2 pour 9/11 patients et seulement a 3 mois pour les 2 autres. Deux des onze patients
ont présenté une élévation des HAHA. Pour 1 patient, les HAHA étaient tres modérément élevés a 3
mois (52 ng/ml) puis normalisés a 6 mois. Le second patient avait un dosage de HAHA normal a 3

mois mais élevé a 243.7 ng/ml a 6 mois.

Sur la base des données pharmacocinétiques obtenues dans notre essai de thérapie Eudract
2008-006030-96 qui utilisait le méme Ac TF2 et le peptide IMP-288, pour une injection de 150 MBq
de TF2/%Ga-IMP-288, la dose efficace corps entier liée a I'injection de 150 MBq de TF2/%%Ga-IMP-288

était estimée a 0,7 mSv.
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3.4 Pharmacocinétique

La pharmacocinétique sanguine du TF2 était bien décrite en utilisant un modeéle bi-
compartimental grace a I'approche par population. Néanmoins, du fait du faible nombre de
prélevements sanguins, des faibles doses injectées et du manque de sensibilité de la technique ELISA
utilisée pour mesurer la concentration sanguine de TF2, la valeur du T1/2 de la phase beta de la

cinétique n'a pas pu étre estimée pour 2 patients (patients 3 et 16).

Pour I’'ensemble de la population, la clairance moyenne du TF2 était rapide et estimée a
0.59 £ 0.11 L/h, avec une valeur de T1/2 pour la phase alpha estimée a 4.1 £ 0.5 h (tableau 16). Pour
la phase beta, le T1/2 était de 14. 3 + 1.2 h en excluant les valeurs obtenues pour les patients 3 et 16.
Les variations inter-individuelles étaient limitées et essentiellement provoquées par les différences
de surfaces corporelles entre les patients. Le coefficient de variation des estimations de Vc était

réduit de 11,0 % a 3,4% en rapportant Vc a la surface corporelle (tableau 16).
On note que ces résultats sont tres proches de ceux qui ont été obtenus dans I'étude PRIT.

On note également que le patient 16 présente une clairance du TF2 tres élevée par rapport aux

autres patients, qui n'a pu étre expliquée (Figure 18).
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Volume/m” Clairance
Paramétres ka1 (h™) kis (h™) ke (h™) Ve (L)
(L/m?) (L/h)

Valeurs de la Population
Estimation 0,051 0,010 0,167 2,14 NA NA

DS 0,027 0,004 0,011 0,06 NA NA

Valeurs individuelles

Patient 1 0,050 0,009 0,164 2,19 3,52 0,58
Patient 2 0,057 0,012 0,167 2,20 4,01 0,67
Patient 3 0,011 0,011 0,180 2,16 3,89 0,70
Patient 4 0,051 0,010 0,1% 2,14 2,98 0,50
Patient 5 0,049 0,008 0,164 2,07 4,01 0,66
Patient 6 0,050 0,009 0,165 2,20 3,43 0,57
Patient 7 0,053 0,009 0,166 2,25 4,73 0,79
Patient 9 0,047 0,012 0,157 2,14 4,01 0,63
Patient 10 0,049 0,011 0,158 2,079 3,47 0,55
Patient 11 0,054 0,010 0,156 2,070 4,01 0,63
Patient 12 0,050 0,008 0,162 2,070 3,71 0,60
Patient 13 0,071 0,015 0,114 2,053 3,77 0,43
Patient 14 0,073 0,017 0,108 2,197 4,30 0,46
Patient 15 0,070 0,012 0,104 1,980 3,44 0,36
Patient 16 0,001 0,012 0,178 2,153 3,95 0,70
Moyenne 0,049 0,011 0,154 2,13 3,82 0,59
DS 0,020 0,003 0,025 0,07 0,42 0,11
cv 39,9% 22,9% 15,9% 3,4% 11,0% 19,5%

ko1 and ki,: taux de transfert, ke : taux d’élimination, Vc: Volume du compartiment central, DS:

déviation standard.

Tableau 16 : Pharmacocinétique du TF2 selon les données de I’analyse bi-compartimentale.
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Comme lillustre la figure 18, la clairance rapide du TF2 pour I'ensemble des patients
expliquait les variations importantes des concentrations de TF2 circulant au moment de I'injection de

I'IMP288 selon que le délai de préciblage choisi était de 24 h, 30 h ou 42h.
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Figure 18 : Représentation de I’évolution de la concentration circulante de TF2 pour chaque patient
en fonction du temps.

Les patients de 4 premiéres cohortes ont recu 120 nmol de TF2, alors que les patients de la cohorte 5
n'ont recu que 60 nmol de TF2.
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La pharmacocinétique de I'lMP288 était également bien représentée par un modele bi-
compartimental, la difficulté étant d’y intégrer la relation entre la clairance du hapténe et la
concentration circulante de TF2 au moment de l'injection de I'lMP288 (Figure 19). En effet, les

"8 Ga-IMP288 et ainsi ralentir sa clairance. Les valeurs

molécules de TF2 circulantes vont se lier avec
moyennes de clairance de I'lIMP288 étaient respectivement 1,16 £ 0,1 L/h, 2,14 £ 0,6 L/h et 2,61 £ 0,5
L/h pour les cohortes 1, 2 et 3 qui ont regu les mémes quantités molaires de TF2 (120 nmol) et
d’IMP288 (6 nmol) avec des délais de préciblage différents (tableau 17). Cependant, méme si on note
une tendance a une accélération de la clairance avec I'augmentation du délai, les différences de

clairances entre les 3 cohortes n’apparaissent pas statistiquement significatives.

La réduction de la dose molaire d’'IMP288 a 3 nmol et donc I'augmentation du ratio molaire

a 40 ralentissait la clairance de I'lMP288 évaluée a 1,05 + 0,5 L/h dans la cohorte 4.

Dans la cohorte 5, la méme dose molaire réduite de 3 nmol d'IMP288 a été administrée mais
précédée d’'une dose également réduite a 60 nmol de TF2. On observait dans cette cohorte un
ralentissement de la clairance de I'lMP288 pour 2 patients avec des valeurs respectives de 0,54 et
0,70 L/h. Chez ce 2 patients les clairances lentes du TF2 étaient lentes (0,46 et 0,36 L/h
respectivement) et les concentrations circulantes de TF2 élevées au moment de l'injection de
I'IMP288. A I'opposé, la clairance de I'IMP288 du 3eme patient de cette cohorte était extrémement
rapide évaluée a 5,4 L/h avec une valeur de clairance du TF2 dans les valeurs hautes par rapport aux
autres patients (0,70 L/h pour une moyenne a 0,59 = 0,11 L/h) correspondant a une concentration

circulante de TF2 tres basse au moment de I'injection de I'lMP288 (figure 18).

En utilisant le ratio quantité molaire de peptide injecté/quantité molaire de TF2 circulant au
moment de l'injection de I'lMP288 comme covariable, il était possible de modéliser I'effet du TF2 sur
la pharmacocinétique de I'IMP288, comme dans I'étude de pRIT. En effet, une bonne correlation (R?
= 0,90) était mise en évidence entre la clairance de I'lMP288 et la quantité molaire de TF2 circulant
au moment de l'injection de I'lMP288 (Figure 20). La corrélation entre les SUVmax mesurées a 60 et
120 min et ce méme rapport était moins forte, mais on pouvait distinguer, comme attendu, une

tendance a la baisse de ces SUV avec I'augmentation du rapport (figure 20).
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Volume/m” Clearance
Paramétres ka1 (h™)  kyz (™) As Bs MR ke (h?) Ve (L)
(L/m?) (L/h)

Valeurs de la population
Estimation 2,92 1,77 0,62 0,71 NA NA 2,84 NA NA

DS 0,78 0,65 0,10 0,06 NA NA 0,22 NA NA

Valeurs individuelles

Patient 1 3,19 1,16 0,62 0,71 2,5 0,27 2,72 4,38 1,19
Patient 2 3,00 1,80 0,64 0,72 2,5 0,24 2,88 5,25 1,24
Patient 3 2,77 2,29 0,67 0,73 4,6 0,38 3,04 5,48 2,06
Patient 4 2,99 2,13 0,54 0,69 4,7 0,38 2,97 4,13 1,55
Patient 5 2,52 1,99 0,71 0,75 4,3 0,38 2,91 5,62 2,14
Patient 6 2,58 2,02 0,70 0,75 6,2 0,62 2,82 4,40 2,74
Patient 7 2,71 2,26 0,54 0,67 133 0,50 2,86 6,03 3,02
Patient 9 2,% 2,38 0,56 0,% 11,0 0,50 3,05 5,70 2,83
Patient 10 3,33 2,07 0,41 0,63 12,7 0,39 3,07 5,13 1,99
Patient 11 2,64 1,61 0,% 0,73 2,4 0,24 2,77 5,35 1,31
Patient 12 2,59 1,37 0,70 0,73 2,4 0,28 2,66 4,77 1,34
Patient 13 2,72 1,04 0,65 0,71 0,7 0,11 2,51 4,61 0,51
Patient 14 3,22 1,12 0,60 0,71 0,9 0,10 2,79 5,47 0,54
Patient 15 2,35 0,93 0,70 0,71 1,0 0,17 2,42 4,20 0,70
Patient 16 2,25 2,58 0,66 074 165 0,97 3,01 5,53 5,36
Moyenne 2,78 1,78 0,63 0,71 0,37 2,83 5,07 1,°
DS 0,32 0,54 0,08 0,03 0,22 0,19 0,61 1,25
cv 11,4%  30,3%  13,5%  4,8% 60,3% 6,9% 12,0% 65,6%

ko1 and ky,: taux de transfert, ke : taux d’élimination, Vc: Volume du compartiment central, DS : déviation

standard.

Tableau 17 : Pharmacocinétique de I'lMP288 selon les données de I’analyse bi-compartimentale.
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IMP288 concentration (nM)

Cohort 1 Cohort 2 Cohort 3 Cohort 4 Cohort 5

Time (hours)

Figure 19: Courbes pharmacocinétiques de I'lMP288 représentées pour chaque patient dans
chaque cohorte.

Les données pharmacocinétiques étaient modélisées selon un modeéle bi-compartimental par une approche
de population. Les courbes sont représentées en mode semi-logarithmique en pointillé pour I’analyse par
population et en ligne continue pour I’analyse individuelle.
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Figure 20 : Corrélation entre les valeurs de clairance de I'lMP288 et les valeurs de SUV max
mesurées a 60 et 120 min et le ratio entre la quantité molaire d’IMP288 injectée et la quantité
molaire de TF2 circulant au moment de l'injection de I'lMP288.
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IV. DISCUSSION

Cette étude clinique est la premiere démontrant la faisabilité chez I'’homme de I'immuno-TEP

utilisant I’AcBs TF2 et le hapténe IMP288 marqué au *®Ga.

En effet, si la faisabilité de 'immuno-TEP avec le systéme de préciblage TF2/IMP288 dans des
modeles précliniques avait déja été montrée par les équipes d'Immunomedics et de 'Université de
Nimegue, les précédentes études cliniques qui utilisaient ce systéme étaient des études de PRIT au
sein desquelles était systématiquement effectuée une phase pré-thérapeutique utilisant I'lMP288

marqué a I''''In (28,73,111).

Dans la premiere étude de RIT, publiée par Schoffelen et al. chez des patients porteurs de
CRC métastatiques, une fixation tumorale était visualisée en IS dés 1 h apres I'injection du hapténe et
avec un contraste optimal a 24 h. Dans cette étude, le ciblage tumoral optimal était obtenu avec
I’administration d’une dose de TF2 élevée par rapport a la dose de peptide (ratio molaire de 55) avec
un délai de préciblage de 24 h. Cette étude dont 'objectif principal était d’optimiser la PRIT (et pas
I'lS) concluait que le TF2 avait une clairance tres rapide, que la concentration sanguine de TF2
augmentait proportionnellement a la dose injectée et que la clairance de I'lMP288 était rapide mais
néanmoins ralentie par un raccourcissement du délai de préciblage et par I'augmentation du ratio
TF2/IMP288. Dans notre étude de PRIT qui étudiait les mémes réactifs chez des patients porteurs de
CBP exprimant I’ACE et en rechute, des conclusions similaires étaient obtenues sur les meilleures
conditions de préciblage, le schéma TF2 480 nmol, IMP288 24 nmol (ratio TF2/IMP de 20), délai de

préciblage 24 h étant celui qui nous paraissait optimal en termes de dose délivrée a la tumeur.

Cependant, les objectifs de I'optimisation sont différents pour la thérapie et I'imagerie. En
thérapie, I'objectif principal est de déterminer le schéma de préciblage qui permettra de délivrer une
activité maximale a la tumeur tout en évitant d’étre toxique sur les tissus sains. Le ciblage tumoral
doit donc étre le meilleur possible pendant un temps assez long, correspondant a la décroissance du
radionucléide utilisé, au prix d’une activité circulante qui peut rester significative. Ainsi pour une
efficacité maximale de la PRIT utilisant le systeme TF2/IMP288, les deux études cliniques
précédemment décrites ont recommandé d’augmenter le ratio TF2/IMP288 en réduisant au
maximum la quantité de haptene injectée. Cette quantité de hapténe devait néanmoins étre
suffisante pour effectuer le marquage avec la plus haute activité possible. Il fallait également réduire

au maximum le délai de préciblage.

Pour I'imagerie, le schéma optimal de préciblage est celui qui nous permet d’obtenir un bon ciblage

tumoral mais également un bon contraste tumoral, et donc un bruit de fond circulant le plus faible
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possible, au moment de I'enregistrement des images, c'est-a-dire, pour le %Ga , 60 3 120 minutes
aprés l'injection du hapténe, pour ne pas géner leur interprétation. Ainsi, a cause de ces finalités
différentes, les conditions optimales de préciblage ne sont pas nécessairement les mémes pour la

PRIT et I'immuno-TEP.

Nous avons dans un premier temps rapproché et comparé les résultats pharmacocinétiques
obtenus dans nos deux études utilisant les mémes réactifs pour la PRIT et I'immuno-TEP.. Les valeurs
moyennes de clairance du TF2 n’apparaissaient pas différentes entre les 2 séries de patients,
estimées respectivement a 0,59 +/- 0,11 pour I'immuno-TEP et 0,64 +/- 0,12 pour la PRIT. De la
méme facon les valeurs de T1/2 de la phase alpha étaient proches dans les 2 séries. La comparaison
des T1/2 de la phase béta était plus difficile du fait de I'impossibilité de calculer ce T1/2 pour 2
patients de la série immuno-TEP (patients 3 et 16). Ceci s’explique essentiellement par la limite de
sensibilité de la technique de mesure des concentrations de TF2 circulants par ELISA pour des faibles
quantités de TF2 administrées. En excluant ces 2 patients de I'analyse, on obtenait une différence
des valeurs T1/2 de la phase béta entre I'étude d’imagerie et celle de thérapie. Cette différence ne
doit néanmoins pas étre sur-interprétée, compte de la limite de sensibilité de la mesure de TF2 et de
I'arrét des préléevements a 24 h, 30 H ou 42 h suivant les cohortes dans I'étude immuno-TEP. La
comparaison des clairances et des profils pharmacocinétiques de I'lMP288 entre les 2 études n'est
pas réellement possible car dans I'étude PRIT la plage d'observation est longue (5 a 7 jours) alors
qu'elle est trés courte dans I'étude immuno-TEP (3 heures) a cause des différences de demi-vie des
radionucléides utilisés. Dans les deux cas, méme si les variations de pharmacocinétique du TF2
étaient assez faibles, I'impact direct de la concentration de TF2 sur la clairance de I'lMP288 expliquait
la variabilité des cinétiques de I'lMP288 observée entre patients (différentes cohortes) et entre les

deux études.

Ainsi, ces différences constatées dans nos 2 études entre les profils pharmacocinétiques du
TF2 et de I'IMP288 associées aux finalités différentes des approches d’imagerie et de PRIT
justifiaient, malgré I'utilisation des mémes réactifs, la répétition des études d’optimisation. L’objectif
de notre étude était en effet de déterminer les parameétres optimaux d’utilisation du systeme
TF2/IMP288 en imagerie TEP avec le Ga®®en faisant varier dans chacune des cohortes le délai de

préciblage ou les quantités de réactifs administrés.

A cause des limites liées au faible nombre de patients dans chaque cohorte, aux difficultés de
mesures de faibles concentrations circulantes de TF2 et a la variabilité inter-individuelle des
cinétiques, relativement faible pour le TF2 mais plus importante pour I'lMP288, il n’existait pas de

différence significative entre les différentes cohortes. Il a été néanmoins possible de dégager
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certaines tendances, e s'appuyant en particulier sur la corrélation entre clairance de I'lMP288 et
rapport quantité molaire de peptide injecté/quantité molaire de TF2 circulant au moment de son
injection. Ainsi, on constatait qu’une augmentation du délai de préciblage augmentait la clairance de
I'IMP288. A l'inverse, une baisse de la quantité molaire d’IMP288 diminuait sa clairance. Une
imagerie de bonne qualité nécessitant une fixation tumorale de bonne qualité mais aussi un bruit de
fond, en rapport avec l'activité circulante, faible, I'objectif de I’'analyse visuelle et semi-quantitative
des immuno-TEP enregistrées était de trouver un compromis entre une clairance trop rapide limitant
potentiellement le bruit de fond mais diminuant la fixation tumorale et une clairance trop lente

augmentant la fixation tumorale au prix d’un bruit de fond plus élevé.

Nous avions ainsi démontré qu’un délai de préciblage de 30 h était meilleur qu’un délai de 24
h en termes de fixation tumorale et de contraste. Le délai de 42 h, trop long, dégradait la qualité des

images. Le délai de 30 h était ainsi déterminé comme le délai de préciblage optimal dans cette étude.

Ensuite, méme si de bonnes performances d’imagerie étaient enregistrées entre les cohortes
2 et 4, le ratio molaire TF2/IMP288 de 20 testé dans la cohorte 2 semblait meilleur, dans ce contexte
de marquage au %Ga, que le ratio 40 de la cohorte 4 qui testait une plus faible quantité de hapténe.
En effet méme si la fixation tumorale semblait meilleure dans la cohorte 4 avec des valeurs de T-
SUVmax plus élevées, le contraste tumoral était moins bon du fait d’un bruit de fond vasculaire
visuellement et semi-quantitativement plus élevé. Cette élévation du bruit de fond vasculaire était
en rapport avec la baisse de la quantité molaire de hapténe qui diminuait sa clairance. Dans cette
4°™ cohorte, la fixation tumorale et le contraste étaient meilleurs sur les images enregistrées a 120
min pour les 3 patients suggérant I'intérét d’images plus tardives, potentiellement permises par le
marquage avec un émetteur de positons a % vie plus longue comme le ®*Cu par exemple. L'intérét
d’images plus tardives avait déja été suggéré par I'équipe hollandaise qui montrait que, lorsque les
quantités de hapténe étaient basses, le contraste tumoral optimal en IS était obtenu sur les images
enregistrées 24 h aprés l'injection de I'lMP288. Enfin, la réduction a 3 nmol d’'IMP288 injectées dans
la cohorte 4 posait également un probleme de radiomarquage. En effet, une tres faible quantité de
hapténe nécessitait un marquage avec une activité spécifique élevée de *Ga, ce qui était trés difficile
a obtenir avec un générateur « en fin de vie ». L'ensemble de ces données nous faisait donc conclure
que le schéma utilisé dans la cohorte 2 (120 nmol de TF2, 6 nmol d’IMP288, 30h de délai de

préciblage) semblait le plus reproductible en routine clinique.

Les données enregistrées dans la cohorte 5 étaient plus discordantes et hétérogenes. Cette
cohorte 5 était destinée a tester la possibilité d'obtenir une bonne imagerie en administrant moins

d'anticorps, composé susceptible de causer des effets secondaires. Deux des 3 patients inclus dans
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cette cohorte présentaient une bonne fixation tumorale mais également un important bruit de fond
vasculaire qui réduisait le contraste tumoral et génait l'interprétation des images. Les données
d’imagerie étaient d’ailleurs cohérentes avec les données de pharmacocinétique qui montraient des
clairances assez lentes du TF2 et de I'lMP288. Comme déja décrit et discuté dans la cohorte 4, pour
ces 2 patients, le contraste tumoral était amélioré sur les images enregistrées a 120 minutes. Le 3eme
patient de cette cohorte montrait quant a lui des résultats tout a fait opposés a ceux des 2 premiers
patients. Chez ce patient, les clairances du TF2 mais surtout de I'lMP288 extrémement rapides
expliquaient le trés faible bruit de fond vasculaire enregistré sur les images TEP. La concentration
circulante de TF2 enregistrée en cours de perfusion et peu apres chez ce patient attestait qu’il avait
recu une quantité de TF2 identique a celle des autres patients de la cohorte. L’ACE circulant dosé
chez ce patient au moment de l'inclusion était bas évalué a 3,01 ng/ml. Une élévation de I'ACE
circulant aurait pu expliquer des clairances accélérées par la formation de complexes circulants avec
le TF2 (58). Le seul événement clinique notable chez ce patient était le diagnostic d’'une polyglobulie
de Vaquez dans les semaines qui avaient suivies I'immuno-TEP. Nous n’avons donc pas trouvé

d’explication a ces différences de cinétique dans cette cohorte, mais nous avons conclu que la

réduction de la dose de TF2 a 60 nmol pouvait poser des problémes pour l'imagerie.

Enfin, dans nos précédentes études de RIT, les quantités d’Ac et de peptide administrées
n’étaient pas fixes mais adaptées a la surface corporelle de chaque patient. Dans notre étude de PRIT
qui utilisait les mémes réactifs chez des patients porteurs de CP en rechute, |'utilisation de la surface
corporelle du patient comme covariable pour le calcul du volume du compartiment central de
chaque patient réduisait la variabilité interindividuelle des valeurs de clairance du TF2, validant ainsi
a posteriori I'intérét de I'escalade des doses de TF2 dans les différentes cohortes. Nous avions choisi
dans cette étude d’'immuno-TEP, d’administrer a chaque patient des doses de TF2 préalablement
définies pour toute la cohorte sans tenir compte de la surface corporelle. L'étude pharmacocinétique
nous montrait cependant, comme pour I'étude de RIT, qu’un calcul de la dose de TF2 adapté a la

surface corporelle aurait permis une moins grande variabilité inter-individuelle des clairances du TF2.

Un autre intérét de cette étude était d'évaluer si, malgré I'injection de quantités plus faibles
de TF2, I'hypothése précédemment émise dans notre étude de PRIT sur l'intérét prophylactique
potentiel de la prémédication systématique était également valable dans cette étude d’imagerie. En
effet, tout comme dans notre I'étude de thérapie, et contrairement a ce qui était décrit par
Shoeffelen, tous les patients inclus dans cette étude d’imagerie bénéficiaient d’'une prémédication
sytématique par anti-histaminique et corticoides IV avant l'injection de TF2 (73). Aucune réaction

d’hypersensibilité n’avait été constatée pendant ou aprés l'injection de I’AcBs suggérant l'intérét
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clinique de cette prémédication prophylactique systématique. Des HAHA étaient dosées chez 2/11
patients évalués dans cette étude et chez 1/8 patient dans I’étude de RIT. Ce taux d’immunisation
cumulé de 16% entre les 2 études était moindre que celui de 50% décrit dans I’étude de Shoeffelen,
suggérant également l'effet bénéfique potentiel d’'une possible immunosuppression transitoire

induite par les corticoides administrés de fagon prophylactique et limitant la formation de HAHA.

En revanche, si aucune réaction d’hypersensibilité n’était constatée a l'injection du TF2, un
patient de la série (numéro 10) était hospitalisé apres la survenue d’une réaction d’hypersensibilité
de grade 3 immédiatement au décours de l'injection du hapténe. Des symptomes identiques
survenus au décours de la perfusion du hapténe avaient déja été décrits chez 5 patients inclus dans
une de nos étude de PRIT qui utilisait les réactifs anti-ACE de la génération précédente et notamment
le di-DTPA indium comme hapténe (69). Bien que surprenantes, ces manifestations faisaient
fortement suggérer des manifestations allergiques a I'injection du peptide. Au vue de ces données, le
protocole a été amendé: la prémédication systématique a été étendue et prescrite de fagon
systématique avant lI'injection du hapténe pour tous les patients et I'injection du haptene a été faite

en IV lente sur 30 minutes.

Quoi qu'il en soit, cette faible immunogénicité du TF2 constatée apres prémédication devrait
offrir la possibilité d'administrer plusieurs perfusions TF2 et représente un élément favorable pour
['utilisation de I'immuno-TEP comme une approche théranostique, par exemple pour sélectionner

des patients pour un traitement par PRIT.

Dans les 5 cohortes étudiées, l'immuno-TEP permettait de détecter des Iésions
pathologiques chez tous les patients inclus a une exception prés. Une lésion suspecte était
néanmoins visualisée chez ce patient. Cette lésion ganglionnaire cervicale de petite taille située au
niveau de la loge de thyroidectomie n’était pas détectée par les autres examens d’imagerie et non
accessible a un geste chirurgical donc non confirmée par le GS au moment de I'étude. Les résultats
préliminaires de cette étude donnaient a 'immuno-TEP une excellente sensibilité globale évaluée a
92%, meilleure que celle de la '®F-DOPA-TEP et du TDM pour I'analyse globale et également
meilleure que celles des IRM hépatiques et ostéo-médullaires. L'immuno-TEP permettait la
visualisation de 119 lésions dont 101 étaient confirmées par le GS. Les 18 lésions restantes n’étaient
pas confirmées par le GS au moment de l'analyse. Huit lésions étaient considérées comme
faussement négatives en immuno-TEP. Il s’agissait de 5 lésions pulmonaires infra-centimétriques sur
le TDM, de 2 lésions osseuses et d’1 lésion ganglionnaire. Les lésions osseuses et ganglionnaires
faussement négatives étaient décrites chez des patients présentant de faibles évolutivités cliniques

et biologiques du CMT (malades diagnostiqués depuis 22 ans et 9 ans respectivement, concentration
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sérique de Ct relativement stables) pouvant faire suggérer I’hypothese de lésions tumorales mais non

évolutives expliquant ainsi I'absence de fixation en immuno-TEP.

Malgré des activités injectées et des quantités molaires d’AcBs et de haptéene nettement plus
faibles qu’en IS, I'excellente résolution spatiale de la technologie TEP permettait d’obtenir une
sensibilité globale treés proche de celle décrite en IS dans notre étude de 2007 chez 33 patients
porteurs de CMT progressifs et traités dans le cadre d’'un protocole de PRIT qui utilisait les réactifs
AES d’ancienne génération (92% versus 94% en 2007) (92). Les résultats préliminaires laissaient
également supposer que 'immuno-TEP permettait de détecter plus de Iésions que I'lS. En effet, 107
[ésions étaient visualisées chez 33 patients en IS versus 101 Iésions pour seulement 15 patients dans
notre étude d’'immuno-TEP. Dans une analyse par « organe », les sensibilités de I'immuno-TEP
étaient meilleures que celles obtenues avec les examens du bilan conventionnel permettant ainsi un
meilleur staging ganglionnaire, hépatique que la TEP a la '®F-DOPA-TEP, le TDM et I'IRM. La
sensibilité de I'immuno-TEP était meilleure que celle de I'IRM ostéo-médullaire en révélant des
[ésions osseuse qui n’étaient pas dans le champ d’acquisition de I'IRM. Enfin I'acquisition corps entier
nous avait également permis de révéler une métastase cérébrale infra-centimétrique non détectée
par les autres modalités d’'imagerie. On constatait en revanche la faible sensibilité de I'immuno-TEP
(50%) pour la détection des lésions pulmonaires alors que cette sensibilité était de 100% dans notre

précédente étude d’IS.

Deux hypothéses pouvent expliquer ces discordances. D’une part, les nouvelles générations
de TDM sont nettement plus sensibles que ceux utilisés entre 2000 et 2006 permettant de
diagnostiquer des nodules pulmonaires de toute petite taille. Ainsi, notre Gold standard n’exigeant
pas de preuve histologique, nous avions validé (au méme titre que les cliniciens I'avaient fait) comme
en rapport avec le CMT, des micronodules visualisés sur plusieurs TDM de suivi et discretement
progressifs sur le plan morphologique selon les criteres RECIST (101). La tres petite taille de certaines
de ces lésions pouvait ainsi expliquer la moindre sensibilité de I'immuno-TEP. D’autre part, les
images IS de notre étude de 2007, étaient enregistrées 4 a 6 jours apres l'injection du haptene. Si
I'analyse des immuno-TEP montrait que toutes les Iésions étaient visualisées des 1 h aprés I'injection
du hapténe, on constatait une augmentation de la fixation tumorale entre 60 et 120 minutes chez
11/15 patients. Notre deuxiéme hypotheése était donc que les images d’immuno-TEP étaient peut-
étre enregistrées trop précocement apres l'injection du hapténe pour permettre la visualisation de
certains nodules pulmonaires largement infra-centimétriques. Des images plus tardives auraient
éventuellement permis une amélioration du contraste tumoral plus favorable a la visualisation

d’images de petites tailles.
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Ainsi, méme si la sensibilité de I'immuno-TEP sera I'objet de la seconde partie de I'étude
clinique qui portera sur les 24 patients inclus, ces résultats préliminaires suggerent déja largement
I'intérét de cette nouvelle modalité d’imagerie dans le CMT, permettant un examen corps entier
sensible, spécifique, faiblement irradiant (dose efficace corps entier liée a I'injection de 150 MBq de
TF2/%%Ga-IMP-288 évaluée a 0,7 mSv) et, a I'inverse de la TEP au BEpgG, indépendant du caractére

agressif ou non de la tumeur (106).

L'importance de la littérature récente sur le sujet traduit un intérét accru pour I'immuno-TEP
ces derniéres années. Ceci s’explique aisément par le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques dans la prise en charge du cancer qui reposent notamment sur I'administration de
thérapies ciblées utilisant, entre autres, des AcM (78,79). En effet, les thérapies ciblées sont des
traitements colteux et potentiellement toxiques pour lesquels la vérification de I'expression de la
cible ne peut se faire qu’a partir de données histologiques souvent obtenues au diagnostic. Dans
notre ere de médecine personnalisée, I'immuno-TEP pourrait ainsi étre utilisée pour mieux
comprendre les processus pathologiques. L'immuno-TEP pourrait ainsi offrir une solution non-
invasive pour évaluer quantitativement I'expression de la cible et adapter ainsi les stratégies de
traitement. Par exemple, les agents thérapeutiques anti-HER2 ne sont efficaces que chez les patients
ayant un cancer du sein HER2-positif, mais I'expression de la cible est déterminée par
immunohistochimie sur la piece tumorale initiale. Il a été prouvé que I'immuno-TEP utilisant les Ac
anti HER2 marqués avec du ®Ga, du **Cu ou du ¥zr pouvaient identifier les lésions HER2-positives et

donc susceptibles de répondre au traitement (86—88,112,113).

Dans un second temps, I'immuno-TEP pourrait permettre une meilleure évaluation de la
réponse thérapeutique et détecter la maladie résiduelle. Une étude préclinique portant sur des
souris xénogreffées avec des lignées de cellules de tumeurs gastriques HER2 positive et négative a
démontré d’une part la valeur discriminante de 'immuno-TEP au ®*Zr-trastuzumab pour déterminer
les tumeurs HER2 positive et d’autre par son utilité comme marqueur pharmacodynamique pour
évaluer la réponse tumorale a I'afatinib (114). Dans cette étude, s’il n’existait pas de variation
significative de fixation du '®F-FDG chez les souris traitées, une diminution de I'absorption *zr-
trastuzumab était observée dans le groupe de souris traitées par rapport au groupe témoin. De plus,
ces changements dans I'absorption du ¥Zr-trastuzumab étaient corrélés avec la diminution de la

taille de la tumeur et la régulation négative de I'activité de HER2 en immunohistochimie.

L'immuno-TEP pourrait également étre développée comme une modalité d’imagerie
spécifique pour la détection tumorale mais aussi comme une approche théranostique/compagnon

avant d’envisager une thérapie par RIT ou plus récemment par des immunotoxines (Antibody Drug
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Conjugate) conjuguée telle que les anti-Trop-2 Ac-SN-38 conjugué, Sacituzumab Govitecan,
développé pour le traitement de diverses tumeurs solides métastatiques (115). Ainsi, 'immuno-TEP
préciblée anti-ACE pourrait remplacer I'lS pour sélectionner les patients porteurs de tumeurs
exprimant I'antigéne candidats a une RIT. Une étude préclinique a également démontré que
'immuno-TEP avec [I’AcBs I'anti-TROP x anti-HSG TF12 et un hapténe-peptide marqué au Ga®™
permettait une imagerie rapide, sensible et spécifique dans un modeéle de cancer de la prostate (95).
Cette approche pourrait étre considéré comme une approche théranostique/compagnon pour

177
L

sélectionner les patients avant une RIT utilisant le méme systeme de préciblage mais marqué au u

ou a I’”°y (116).
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5.1 Conclusions
Au terme de ce travail plusieurs points de conclusion peuvent étre dégagés :

Tout d’abord, les paramétres optimaux du systéme de pré-ciblage par TF2/IMP288 ont pu
étre définis a partir des données de ces deux études. Les différences observées entre les paramétres
optimaux définis dans les 2 études démontrent I'intérét des études d’optimisation pour I'utilisation
d’'un méme systeme de pré-ciblage avec des finalités différentes. Ces résultats démontrent
également la complémentarité de I'imagerie et des études pharmacocinétiques pour Ia
détermination de ces schémas optimaux. Pour I'étude de thérapie, on a privilégié un délai de pré-
ciblage plus court (24 h) et une dose molaire d’'IMP288 la plus faible possible afin de ralentir au
maximum la clairance de I'lMP288 et favoriser la fixation tumorale. Pour I'imagerie, le délai privilégié
était de 30h et une dose molaire de 6 nmol était préférée a celle de 3 nmol. En effet, méme si ce
schéma n’était pas celui qui permettait d’obtenir la meilleure fixation tumorale selon I'analyse semi-
quantitative des images, c’est celui avec lequel le rapport signal/bruit et la qualité des images étaient
optimaux. Ce schéma d’administration (TF2 120 nmol, IMP288 6 nmol et délai 30 h) est également
celui qui semble optimal dans notre seconde étude de phase I/ll d'immuno-TEP, menée en paralléle,
qui évalue le systéme TF2/IMP288 marqué au *Ga chez des patientes en rechute de cancers du sein
exprimant I’ACE. De plus, et de fagon intéressante, les paramétres optimaux de pré-ciblage que nous
avons déterminés pour la PRIT comme pour 'immuno-TEP sont assez proches de ceux qui avaient été
validés par I'équipe hollandaise de Nimegue. Malgré une collaboration partagée avec I'équipe
américaine d’'Immunomedics®, les travaux de recherche pré-cliniques et cliniques de notre équipe et
ceux de I'équipe hollandaise sont totalement indépendants et la concordance des résultats obtenus

apporte une certaine forme de « validation externe» aux données obtenues.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence dans notre étude de PRIT le réle théranostique de la
session pré-thérapeutique sur la session thérapeutique a condition de garder un rapport molaire
AcBs/hapténe et un délai de pré-ciblage constants. Ainsi, et de fagon tout a fait innovante, notre
étude démontrait, a rapports molaires et délai de pré-ciblage constants, la possibilité d’administrer
des quantités molaires nettement moindres d’AcBs et de hapténe pour la phase pré-thérapeutique.
En effet, dans les précédentes études de PRIT et notamment dans I'étude de Schoffelen et al. (74), la
phase pré-thérapeutique de I'étude, était faite dans des conditions strictement identiques a celles de

la phase thérapeutique. Ces résultats pourraient avoir un intérét pour les études a venir, permettant
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de réduire les quantités d’AcBs et de haptene administrées dans la phase pré-thérapeutique et ainsi
de réduire, d’'une part le colt de I’'étude (en lien avec le co(t élevé de production des AcBs) et

d’autre part le risque immunogene.

En marge des études dosimétriques et pharmacocinétiques effectuées dans le cadre de cette
étude de PRIT du CBP, nous avons montré que 'analyse quantitative des images IS enregistrées a
visée dosimétrique nous permettait d’évaluer correctement les données pharmacocinétiques, c'est-
a-dire d’obtenir des profils cinétiques de biodistribution a partir des images de quantification. En
effet, I'excellente corrélation obtenue entre les valeurs obtenues a partir de I'imagerie et celles
obtenues grace aux prélévements sanguins suggérait I'intérét potentiel des profils cinétiques issus
des données d’imagerie en complément des prélévements sanguins répétés. Ces études vont se
poursuivre pour intégrer cinétiques sanguines et cinétiques de biodistribution par imagerie et définir
des protocoles optimisés permettant, avec un nombre de sessions d'imagerie minimum, une bonne
estimation des parametres pharmacocinétiques. Cette optimisation passe par une approche de
population dans laquelle tous les patients ne seront pas soumis a une séance d'imagerie aux mémes
temps apres injection de I'activité. Au contraire, les séances d'imagerie seront réparties au cours du
temps pour obtenir, sur la population des patients inclus dans I'étude, des estimations fiables des
parametres pharmacocinétiques. Il et a noter que la méme approche pourra étre appliquée aux
études précliniques et que dans une deuxiéme phase, les données obtenues sur des populations
limitées étudiées en détail au décours des phases précoces d'études cliniques pourront étre utilisées
pour définir des protocoles d'imagerie minimaux en imagerie pré-thérapeutique et en dosimétrie en

routine.

Les résultats préliminaires de I’étude d’'immuno-TEP ont démontré, d’une part, la faisabilité
de cette nouvelle modalité d’imagerie phénotypique et, d’autre part, son excellente sensibilité dans
cette entité clinique rare qu’est le CMT. En effet, la sensibilité globale de I'immuno-TEP apparait
supérieure a celle de toutes les autres modalités d’imagerie validées par les recommandations
internationales, excepté pour les localisations parenchymateuses pulmonaires de petite taille. La
deuxiéme phase de I'étude, en cours, permettra de vérifier si ces premieres conclusions sont

confirmées.
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L'analyse intermédiaire de I'efficacité thérapeutique de la PRIT sur le CBP ne montre qu’un
tres faible taux de réponses, qui s’explique aisément par les trés faibles doses effectives recues par
les tumeurs. Nous espérons que la seconde partie de I'étude en escalade de dose nous permettra
d’obtenir une efficacité thérapeutique plus importante. En effet, cette escalade de dose se fera en 4
paliers avec des activités allant de 1.85 GBg/m2 a 4.1 GBg/m2 pour le palier le plus élevé. Méme si
les résultats de cette premiére phase nous font penser que la dose tumorale restera tres faible au
progressive se justifie par la toxicité hématologique potentielle de la PRIT qui représentait, malgré le
pré-ciblage et méme en l'absence d’envahissement ostéo-médullaire métastatique, le facteur
limitant de nos études de PRIT antérieures. Les résultats de notre étude dosimétrique démontre que
5GBq d’activité injectée délivrerait 1 a 1,5 Gy a la moelle osseuse et que la dose seuil de 2Gy a la

eme

moelle osseuse serait donc presque atteinte dés le 3°"" palier (1.68 Gy pour 5.6 GBq injectés).

Enfin, les résultats de nos 2 études démontrent l'intérét d’'une prémédication systématique

par corticoides et anti-histaminiques pour réduire I'immunogénicité immédiate et retardée du TF2.

5.2 Perspectives :

La sensibilité moindre de I'immuno-TEP pour les localisations pulmonaires parfois
millimétriques et I'amélioration de la fixation tumorale constatée sur les images enregistrées a 120
minutes dans certaines cohortes suggére, malgré une excellente sensibilité, que la technique est

encore perfectible.

L’enregistrement des images immuno-TEP était effectuée en « respiration spontanée » a 60
comme a 120 min. Malgré les améliorations techniques des nouvelles caméras TEP, I'on sait, de part
notre expérience avec le FDG, que la fixation des nodules pulmonaires infra-centimétriques est sous-
estimée du fait de I'effet de volume partiel lié a I'amplitude des mouvements respiratoires. M*me si
I'impact thérapeutique n’est pas prouvé, le gating respiratoire permet de réduire le seuil de
détectabilité des nodules pulmonaires de petit taille en TEP au FDG (117,118). Il serait aisé
d’appliquer cette technique de gating respiratoire a I'immuno-TEP et ainsi de compléter notre

examen par 'acquisition d’un step supplémentaire sur le thorax en synchronisation respiratoire. Il
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s’agit la d’une solution simple et peu coliteuse qui permettrait peut-étre d’améliorer la sensibilité de

I'immuno-Tep pour la détection des nodules pulmonaires.

Nous avions également évoqué I'amélioration potentielle du rapport fixation tumorale/bruit
de fond vasculaire, par I'acquisition d’images d’'immuno-TEP plus tardives. La % vie courte du 68Ga
ne permettant I'enregistrement d’images qu’a 60 et 120 min, le marquage de I'l[MP288 avec un

émetteur de positons a % vie plus longue comme par exemple [e®*Cu pourrait &tre testé.

Récemment, deux études cliniques ont démontré la faisabilité et lI'intérét potentiel de
I'immuno-TEP utilisant le ®*Cu-DOTA-trastuzumab chez des femmes porteuses de cancers de sein
HER2+ métastatiques (88,113). Des images étaient enregistrées 24 puis 48 h aprés 'injection. D’apres
I'analyse des images et des données pharmacocinétiques, le contraste était optimal sur les images
enregistrées a 48 h. Tamura et al. concluaient néanmoins que les activités non spécifiques sanguines,
cardiaques et hépatiques génaient I'interprétation et évoquaient I'intérét potentiel de I'utilisation de
fragments d’AcM, de plus petite taille et d’élimination plus rapide qu’une IgG complete pour
diminuer I'activité circulante et les activités sanguine et cardiaque. En revanche, Mortimer et al. dont
le travail n’incluait que des patientes « naives » de trastuzumab démontraient que la fixation
hépatique de %%Cu-trastuzumab était réduite de 75 3 80% par I'administration d’une dose « froide »
de trastuzumab. En revanche, cette pré-dose de trastuzumab « froid » multipliait par 2 le bruit de

fond vasculaire génant I'interprétation des images au niveau du médiastin.

Compte-tenue d’une clairance trés rapide et d’une fixation hépatique moindre que les Ac
directement marqués, le pré-ciblage utilisant le systéme TF2/IMP288 serait potentiellement

favorable a I'obtention d’une imagerie de bonne qualité avec un marquage par le *Cu.

Un autre avantage du **Cu serait son utilisation théranostique dans le contexte d’une RIT au
®Cu. En effet, le ®’Cu présente des caractéristiques favorables pour la RIT avec une demi-vie de 3,4
jours adaptées a la pharmacocinétique des AcM et des émissions de particules béta” d'énergie
comparable a celle de "'l et du *"’Lu. De plus, | énergie et l'intensité que peut délivrer le cyclotron

Arronax permettraient de produire ce radionucléide.

C’est d’ailleurs dans ce contexte théranostique que I'immuno-TEP anti-ACE aura sans doute
le plus d’intérét clinique. En effet, la validation en routine de cette nouvelle modalité d’imagerie sera
vraisemblablement compliquée du fait d’un co(t relativement élevé de production des AcBs. En
revanche, et dans le contexte actuel de médecine personnalisé, I'immuno-TEP pré-ciblée anti-ACE

pourrait remplacer I'lS pour sélectionner les patients porteurs de tumeurs exprimant I'antigene
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candidat a une RIT. Par extension, cette nouvelle approche par immuno-TEP pourra donc étre utilisée
dans une approche théranostique ou diagnostic compagnon pour sélectionner les patients avant une
RIT utilisant le méme systéme de pré-ciblage ou que tout autre agent thérapeutique ciblant le méme

antigéne : anticorps nu, conjugué anticorps médicament cytotoxique, anticorps marqué.

La tres faible efficacité thérapeutique de la PRIT mise en évidence dans cette étude confirme
la nécessité de poursuivre les recherches afin optimiser cette approche thérapeutique chez les
patients porteurs de tumeurs solides avec des masses tumorales souvent volumineuses. Ainsi dans

Ly par I’y et I'administration fractionnée de la PRIT,

un premier temps, le remplacement du
envisageable du fait de la faible immunogénicité du TF2 apres prémédication, permettrait

probablement d’améliorer les doses absorbées par les tumeurs et ainsi I'efficacité thérapeutique. En

|,90 177

effet, la haute énergie et le parcours tissulaire de I’”"Y sont plus favorables que ceux du ""'Lu pour le
traitement des tumeurs de taille moyenne. De plus, il est apparu que la fixation tumorale de la
radioactivité avec ce systeme de préciblage décroit lentement avec le temps. Un radionucléide avec
une durée de vie plus courte que celle du lutétium 177 (6,7 jours), comme I'yttrium 90 (demi-vie : 2,7
jours) serait plus favorable. Par ailleurs, I'administration fractionnée permettrait d’administrer des
activités cumulées plus importantes qu’une seule injection. Ces 2 voies d’optimisation potentielles
seront évaluées dans notre protocole « RITcolon » en cours de recrutement. Il s’agit d’une étude de

I’°°Y et administré en 2 fractions,

PRIT qui utilise le méme systéme TF2/IMP288 marqué cette fois-ci a
a 8 jours d’intervalle, chez des patients porteurs de CCR exprimant I’ACE en rechute ou progression

apreés plusieurs lignes thérapeutiques de chimio-immunothérapie.

Enfin dans le futur, une autre voie d’optimisation potentielle pourrait étre le marquage de
I'IMP288 avec des émetteurs alpha a % vie courte comme le bismuth 213 ou l'astate 211. En effet,
I’équipe d’'immunomedics, en collaboration avec I'équipe hollandaise de Nimegue, a démontré tres
récemment au congrés de I'EANM 2015 a Hambourg, la faisabilité de la PRIT avec le complexe
TF2/IMP288 marqué au bismuth 213 dans un modéle murin de CCR (119). Ils démontrent dans ce
travail qu’une activité de 12 MBq de bismuth 213 permet d’obtenir une efficacité tumorale au moins

T Lu, avec toutefois une

identique a celle obtenue avec la dose maximale théorique de 60 MBq de
toxicité qu'il faudra maitriser. Si l'utilisation du bismuth 213 permet d’administrer des activités
nettement plus faibles que les émetteurs béta — du fait d’'une plus haute énergie, le faible parcours
dans la matiere de ces émetteurs alpha impliquerait, dans de futures études, de cibler la maladie
résiduelle et donc de proposer I'alpha-PRIT en situation adjuvante de fagon concomitante ou

immédiatement aprés un traitement ayant permis de réduire la masse tumorale. En revanche, nos

études précliniques et les résultats des études d'immuno-TEP avec le gallium 68 montrent que,
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méme si les cinétiques de fixation tumorales sont rapides, des radionucléides avec une durée de vie
plus longues que le bismuth 213 (demi-vie : 46 minutes), comme l'astate 211 (demi-vie : 7,2 h),

seraient plus efficaces.
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Résumé

Notre équipe a largement contribué a 'optimisation et a la
validation du préciblage dans différents modéles
précliniques et cliniques de tumeurs exprimant I’ACE. Des
réactifs de nouvelle génération utilisant ['anticorps
bispécifique anti-ACE humanisé TF2 et hapténe IMP288
sont disponibles et accessibles pour un transfert en clinique
mais nécessitent une phase d’optimisation afin de
déterminer les paramétres essentiels qui interférent dans
ce systéme : les doses molaires de TF2 et d'IMP288, le ratio
TF2/IMP288 et le délai de préciblage. L’objectif principal de
ce travail de these était d’optimiser |'utilisation clinique du
systtme TF2/IMP288 dans 2 modeéles de tumeurs
exprimant I’ACE a partir des données pharmacocinétiques
et des données d’'imagerie obtenues dans le cadre d’une
étude de RIT et d’'une étude d’imagerie par immunoTEP.
Les résultats préliminaires de I'essai de RIT de phase I/II
utilisant le TF2 et le 177Lu-IMP288 dans 3 cohortes de 3
patients porteurs de cancers pulmonaires en rechute et
exprimant I’ACE, nous ont permis de définir le schéma
optimal d’administration du couple TF2/IMP288 en
thérapie et de démontrer qu’a ratios molaires TF2/IMP288
identiques, les données obtenues a la phase pré-
thérapeutique avec I'111In-IMP288 étaient prédictives de
celles obtenues a la phase thérapeutique avec le 177Lu-
IMP288. Les résultats obtenus dans 5 cohortes de 3
patients inclus dans I’essai de phase I/l utilisant le systéme
TF2/68Ga-IMP288 pour I'immunoTEP des patients atteints
de récidives de CMT nous ont permis de démontrer la
faisabilité de cette nouvelle approche d’imagerie et de
déterminer le schéma optimal d’administration du couple
TF2/IMP288 pour l'imagerie.
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Abstract

Our team contributed to the optimization and
validation of pretargeting using bispecific antibodies
and radiolabeled haptens in various preclinical and
clinical models of CEA-expressing tumors. The new
generation of anti-CEA bispecific antibody (bsMAb) TF2
and IMP288 bivalent hapten are available and
accessible for transfer to clinical applications but
require optimization step to determine the optimal
pre-targeting scheme including the molar doses of TF2
and IMP288, the TF2/IMP288 ratio and the
pretargeting delay. The main objective of this work
was to optimize the clinical use of the TF2/IMP288
system in 2 models of CEA-expressing tumors using
pharmacokinetic and imaging data obtained in a RIT
study and in an imaging PET study (immunoPET). The
preliminary results obtained from the prospective
multicentric pretargeted-RIT phase I/Il optimization
study using TF2 and 177Lu-IMP288 in patients with
CEA-expressing relapsing lung tumours allowed us to
determine the optimal bsMAb dose and pre-targeting
delay for therapeutic application and to confirm the
accuracy of 111In-labeled images to predict 177Lu-
IMP288 distribution and to estimate absorbed doses to
major organs and tumours. The preliminary results
obtained from the phase I/Il immunoPET trial using TF2
and 68Ga-IMP288 in 5 cohorts of 3 patients with
progressive MTC allowed us to demonstrate the
feasibility of this new imaging approach and to define
the optimal pre-targeting scheme for immuno-PET
applications.
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Objectives: A phase | pretargeted radioimmunotherapy trial (EudractCT 200800603096)
was designed in patients with metastatic lung cancer expressing carcinoembryonic
antigen (CEA) to optimize bispecific antibody and labeled peptide doses, as well as the

delay between their injections.

Methods: Three cohorts of three patients received the anti-CEA x anti-histamine-succi-
nyl-glycine (HSG)-humanized trivalent bispecific antibody (TF2) and the IMP288 bivalent
HSG peptide. Patients underwent a pretherapeutic imaging session S1 (44 or 88 nmol/
m? of TF2 followed by 4.4 nmol/m?, 185 MBq, of ""'In-labeled IMP288) and, 1-2 weeks
later, a therapy session S2 (240 or 480 nmol/m? of TF2 followed by 24 nmol/m?, 1.1 GBg/
m?, of ""Lu-labeled IMP288). The pretargeting delay was 24 or 48 h. The dose schedule
was defined based on preclinical TF2 pharmacokinetic (PK) studies, on our previous
clinical data using the previous anti-CEA-pretargeting system, and on clinical results
observed in the first patients injected using the same system in Netherlands.

Results: TF2 PK was represented by a two-compartment model in which the central
compartment volume (Vc) was linearly dependent on the patient’s surface area. PK was
remarkably similar, with a clearance of 0.33 + 0.03 L/h/m?. ""'In- and """Lu-IMP288
PK was also well represented by a two-compartment model. IMP288 PK was faster
(clearance 1.4-3.3 L/h). The Vc was proportional to body surface area, and IMP288
clearance depended on the molar ratio of injected IMP288 to circulating TF2 at the
time of IMP288 injection. Modeling of image quantification confirmed the dependence of
IMP288 kinetics on circulating TF2, but tumor activity PK was variable. Organ-absorbed
doses were not significantly different in the three cohorts, but the tumor dose was sig-
nificantly higher with the higher molar doses of TF2 (p < 0.002). S1 imaging predicted
absorbed doses calculated in S2.
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Conclusion: The best dosing parameters corresponded to the shorter pretargeting
delay and to the highest TF2 molar doses. S1 imaging session accurately predicted PK
as well as absorbed doses of S2, thus potentially allowing for patient selection and dose

optimization.

Trial Registration: ClinicalTrials.gov NCT01221675 (EudractCT 200800603096).

Keywords: lung cancer, radioimmunotherapy, pretargeting, pharmacokinetics, scintigraphy, SPECT, SPECT/CT,

dosimetry

INTRODUCTION

Radioimmunotherapy (RAIT) is a molecular targeted therapy
whereby irradiation from radionuclides is delivered to target
tumors using monoclonal antibodies (mAb) directed to tumor
antigens. RIT delivers a heterogeneous low dose-rate irradia-
tion with an efficacy demonstrated in hematological malignan-
cies sensitive to radiation therapy (1). In solid tumors, more
resistant to radiation and less accessible to large molecules,
such as mADb, clinical efficacy remains limited and fractionated
injections, combination of RAIT with chemotherapy, as well as
pretargeting approaches, are being studied to improve antitu-
mor efficacy (2).

Pretargeted RAIT (pRAIT) was originally designed to
improve the therapeutic index (tumor-to-normal tissue ratios)
and to deliver increased absorbed doses to tumors, as compared
to directly radiolabeled antibodies or antibody fragments (3,
4). pRAIT may be achieved in several different ways. Here, a
bispecific mAb (BsmAb) is administered, followed a few days
later by a radiolabeled bivalent hapten. With this technology,
the radioactive bivalent hapten binds avidly to the BsmAb
attached to the cell surface, whereas the nontargeted radioactive
hapten clears from the circulation through the kidneys. RAIT
using directly radiolabeled anti-carcinoembryonic antigen
(CEA) mAb has shown promising clinical results in metastatic
medullary thyroid carcinoma (MTC) and metastatic colon
cancer (5, 6), but pretargeting of CEA-expressing tumors has
demonstrated a more favorable therapeutic index and antitu-
mor efficacy in preclinical MTC and colorectal cancer (CRC)
models (7, 8) and clinical feasibility in MTC and small-cell
lung cancer (SCLC) (9, 10). Two phase I clinical trials assessing

Abbreviations: ALT, alanine transaminase; AST, aspartate transaminase;
BSA, body surface area; BsmAb, bispecific monoclonal antibody(ies); CEA,
carcinoembryonic antigen; Cl, clearance; CRC, colorectal cancer; CT, computed
tomography; DOTA, 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid;
DTPA, diethylene-triamine-pentaacetic acid; EGFR, epidermal growth factor
receptor; FDG-PET, positron emission computed tomography using *F-fluoro-
deoxy-glucose; HAHA, human antihuman antibody; HAMA, human antimouse
antibody; HSG, histamine-succinyl-glycine; mAb, monoclonal antibody(ies);
MR, molar ratio of injected hapten to the amount of TF2 present in the patients’
serum; MTC, medullary thyroid carcinoma; NSCLC, non-small-cell lung cancer;
PET, positron emission computed tomography; PK, pharmacokinetic(s); pRAIT,
pretargeted radioimmunotherapy; RAIT, radioimmunotherapy; SCLC, small-cell
lung cancer; SD, standard deviation; SPECT, single photon emission computed
tomography; TF2, anti-CEA X anti-HSG bispecific monoclonal antibody; Ve,
central compartment volume; WB, whole body.

anti-CEA X anti-diethylene-triamine-pentaacetic acid (DTPA)-
indium BsmAb (murine F6 X 734 and chimeric hMN14 X 734
BsmAb) with "'I-labeled di-DTPA-indium hapten showed
encouraging therapeutic results in patients with progressive
metastatic MTC, with a significantly improved overall survival
for intermediate- and high-risk patients (11). However, murine
and chimeric BsmAb (human/mouse) used in these studies
induced in a high rate of immunization and 26% human antihu-
man antibody (HAHA) or human antimouse antibody (HAMA)
detection, as reported by Salaiin et al. (12).

New generation humanized, recombinant, trivalent BsmAb
(anti-CEA TF2) and histamine-succinyl-glycine (HSG) peptides
have thus been developed (13). TF2, composed of a humanized
anti-HSG Fab fragment derived from the 679 anti-HSG mAb
and two humanized anti-CEA Fab fragments derived from
the hMN14 mAb (labetuzumab; Immunomedics, Inc.) by the
dock-and-lock procedure, should reduce immunogenicity
and facilitate repeated injections (14, 15). Moreover, the HSG
peptide, IMP288, allows facile and stable labeling with different
radiometals, such as "’Lu and *°Y, having favorable physical
features that could improve pRAIT efficacy. However, Schoffelen
et al. (16) have shown that doses and pretargeting delays must
be entirely revisited with the dock-and-lock BsmAb because of
the very different pharmacokinetic (PK) properties of these new
agents, as compared to the chemically coupled Fab fragments
used previously (17).

A phase I/II clinical trial was designed to optimize and assess,
in CEA-expressing lung cancer patients, the new generation
pretargeting reagents, i.e., the anti-CEA X anti-HSG TF2 BsmAb,
and the radiolabeled IMP288 HSG peptide. The clinical protocol
includes two parts: the first part aims at optimizing BsmAb and
peptide molar doses and administration schedules for pRAIT in
three cohorts of three patients, using detailed PK and dosimetry
analyses, and the second part aims at determining the maximum
tolerated dose of pRAIT using escalated peptide activities and the
parameters optimized in the first study part. In the two parts of
the study, the IMP288 peptide is radiolabeled with indium-111 for
pretherapeutic imaging and lutetium-177 for therapy. Here, we
report the results of the optimization part of the study, performed
in three cohorts of patients receiving different doses of BsmAb and
peptide, the ratio of BsmAb and peptide molar doses being kept
constant between the imaging and therapy sessions, as suggested
by Schoffelen et al. (16). A population PK approach was used to
model the serum kinetics of the BsmAb and of the radiolabeled
hapten for the two sessions. Whole body (WB) planar scintigra-
phy and single photon emission computed tomography (SPECT)
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allowed the description of the biodistribution of the radiolabeled
peptide and quantitative imaging analyses. Dosimetry assess-
ment was performed together with population PK analysis of the
time-activity curves.

MATERIALS AND METHODS

Patients
The target population was male or female 18 years of age with
histological diagnosis of CEA-positive lung cancer including

- small-cell lung cancer who are in partial response or who
failed after at least two lines of standard radiation and/or
chemotherapy;

- non-small-cell lung cancer (NSCLC) without activating
mutation of epidermal growth factor receptor (EGFR) gene
and who failed after at least one line of chemotherapy.

Only patients with CEA serum level >10 ng/mL or CEA
expression by tissues staining, with at least one known tumor site
detected by computed tomography (CT) and positron emission CT
using "*F-fluoro-deoxy-glucose (FDG-PET), were eligible for the
study. All patients had an Eastern Cooperative Oncology Group
performance <2 or Karnofsky performance status >60% and a
minimum life expectancy of 3 months. For entry into the study,
patients were required to be at least 4 weeks beyond any major
surgery, external radiotherapy, chemotherapy, immunotherapy,
or angiogenesis inhibitor therapy. The patients were required to
have normal levels of transaminases (AST and ALT < 2.5 X the
upper limit of normal), total bilirubin level <30 mmol/L, creati-
nine (<2.5 X the upper limit of normal), neutrophils >1,500/mL,
and platelets >100,000/mL. Pregnant or breast-feeding women
were excluded, as were premenopausal women not willing to
practice adequate birth control methods during the study and for
3 months afterward. Patients with another known type of inter-
current cancer, uncontrolled diabetes, or a psychiatric disorder
were also excluded.

All patients gave informed written consent in accordance with
institutional guidelines, including the Declaration of Helsinki.
The trial was approved by the responsible ethics committee
and registered at ClinicalTrial.gov NCT01221675 (EudractCT
200800603096).

Investigational Products and Labeling
The trivalent TF2-humanized mAb and the IMP288 peptide,

and one 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic
acid (DOTA) moiety (13, 18), were prepared suitable for human
use by Immunomedics, Inc. (Morris Plains, NJ, USA). IMP288
(146 pg/mL in acetate buffer) was labeled with 185 MBq of ""'In
(Mallinckrodt Medical B.V., Petten, Netherlands) for the imaging
sessions. IMP288 (24 mol/m?) was labeled with 1.1 GBq/m? of
7Lu (IDB Radiopharmacy B.V., Baarle-Nassau, Netherlands)
for the therapy sessions. The radiochemical purity, determined
using high performance liquid chromatography (Eckert Ziegler,
Germany) using a C18 column (ACE 15 cm X 3 mm, France) and
a gradient of trifluoroacetic acid (0.1% in water) and acetonitrile
was greater than 90% (94.5 + 2.2%) for '''In-IMP288 and greater
than 99.0% (99.5 + 0.4%) for 7Lu-IMP288. TF2 was diluted
in 250 mL 0.9% NaCl and administered by i.v. infusion over
a period of 30-60 min. "'In- or "Lu-IMP288 was diluted in
50 mL of 0.9% NaCl in water and administered by i.v. infusion
over a period of 30 min. Median-specific activities were 24 MBq/
nmol (range 16-30) for '"'In-IMP288 and 47 (range 45-53) for
77Lu-IMP288.

Study Design and Treatment

Three different pretargeting conditions were examined in three
cohorts of three patients (Table 1). All patients underwent a
pretherapy imaging session (S1) using TF2 and '"'In-labeled
IMP288 injections before a therapy session (S2). In the first
cohort (Cl1), patients received 7 mg/m?* (44 nmol/m?) of TF2
followed 48 h later by 4.4 nmol/m* of IMP288 labeled with
185 MBq of '"In in S1 and 37.5 mg/m? (240 nmol/m?) of TF2
followed 48 h later by 24 nmol/m* of IMP288 labeled with
1.1 GBq/M2 of ""Lu in S2. Only patients with successful tumor
targeting in S1 were eligible to participate in S2. In the second
cohort (C2), TF2 doses were increased from 7 (44 nmol/m?) to
14 mg/m?* (88 nmol/m?) in S1 and from 37.5 (240 nmol/m?) to
75 mg/m? (480 nmol/m?) in S2, whereas IMP doses, '"'In and
7Lu activities, and the pretargeting delay remained identical
that in C1. In the third cohort (C3), patients received the same
TF2 and IMP doses and the same ''In and '”’Lu activities than in
C2 but with a lower pretargeting interval (24H instead of 48H).
For each cohort of patients, TF2 and IMP288 were administered
using the same pretargeting interval and the sameTF2/IMP288
molar ratio in S1 and S2.

Six French centers were allowed to include and treat patients
in this multicentric study: Nantes University Hospital Nuclear
Medicine Department, Nantes ICO Cancer Centre Nuclear
Medicine Department, Brest University Hospital Nuclear

which bears two HSG groups (hapten) recognized by the 679 mAb ~ Medicine ~ Department, ~ Angers ~ University ~ Hospital
TABLE 1 | Dosing scheme.
S1: pretherapy imaging session S2: therapy session
TF2 dose Delay (h) "n-IMP288 TF2 dose Delay (h) 7Lu-1IMP288
Cohort | 7 mg/m? 48 185 MBq 37.5 mg/m? 48 1.1 GBg/m?
44 nmol/m? 4.4 nmol/m? 240 nmol/m? 24 nmol/m?
Cohort Il 14 mg/m? 48 185 MBq 75 mg/m? 48 1.1 GBg/m?
88 nmol/m? 4.4 nmol/m? 480 nmol/m? 24 nmol/m?
Cohort Ill 14 mg/m? 24 185 MBq 75 mg/m? 24 1.1 GBg/m?
88 nmol/m? 4.4 nmol/m? 480 nmol/m? 24 nmol/m?
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Nuclear Medicine Department, Clermont-Ferrand University
Hospital Nuclear Medicine department, and Grenoble University
Hospital Nuclear Medicine Department.

Safety was assessed during infusions by monitoring vital
signs, physical examination, and adverse events. Patients were
premedicated with antihistamine (xyzall®) and corticosteroid
(intravenous dexamethasone) before each TF2 and peptide
infusion.

NCI Common Toxicity Criteria Version 3.0 were used to
evaluate toxicity. Total WBC and lymphocytes were monitored
and reported every week until 8 weeks post-'’Lu-IMP288 injec-
tion or until platelet (>100 g/L without transfusion), hemoglobin
(>10 g/dl without transfusion), and leukocyte (>2 g/L) recovery.
Assessment of hematological toxicity was only based on hemo-
globin level (Hgb), absolute neutrophil counts, and platelet
counts. Biochemical tests including serum creatinine, creatinine
clearance, AST, ALT, total bilirubin, alkaline phosphatase,
calcium, phosphorus, uric acid, sodium, potassium, and serum
electrophoresis were performed 4 weeks, 8 weeks, and then every
3 months after pRAIT.

Assessment of response was based on physical examination,
CEA serum level, CT and FDG-PET performed 4 weeks after
pRAIT, at 3 months, and then every 3 months until progression.
Responses were scored according to the Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors (RECIST 1.0) (19).

Human antihuman antibody was determined within 2 days of
the second TF2 infusion, then 4 weeks, 8 weeks, and 3 months
after the last TF2 infusion using an ELISA method. The detection
limit for positive HAHA was 50 ng/mL.

Pharmacokinetics

Blood samples were collected in separator tubes for serum
collection at the following times after TF2 injection and after
administration of "'In-IMP288 or '”Lu-IMP288: before the
beginning of the infusion, 5 min before the end of the infusion,
then 5 min, 1 h, 2-4 h, 24 h, and then at four other times over
7 days. Blood samples were collected for all patients during S1
and S2. Serum samples (at least 1 mL) were prepared from blood
samples and stored frozen. TF2 concentrations were determined
using an ELISA (Immunomedics), as described previously (18).
The indium-111 or lutetium-177 activity in each serum sample
was determined by counting 0.1-0.2 mL of serum in a calibrated
gamma counter. Counting was performed immediately after the
end of each blood collection series and corrected for radioactive
decay.

Modeling of the serum concentration PK was performed
using a two-compartment model for the bispecific antibody
(TF2) and two or three compartment models for the radiolabeled
hapten (IMP288), using a population PK software package,

TABLE 2 | """In and ""’Lu system sensitivities for both types of gamma
cameras in all centers.

System sensitivity (counts/MBq s)

Crystal thickness n 77y
3/8” 170+ 2 15+ 2
5/8” 230+ 2 18+2

developed in the laboratory and validated against Monolix (20).
Patients’ body surface areas (BSAs) were used as covariables.
In the hapten PK analyses, several covariables were tested to
represent the effect of TF2 on the kinetics of IMP288. Finally,
the molar ratio of injected hapten to the amount of TF2 present
in the patients’ serum (MR), calculated as the concentration of
TF2 extrapolated to the time of hapten injection multiplied by
the central compartment volume (Vc) obtained in the TF2 PK
analysis, was the covariable used to take the effect of TF2 on
IMP288 PK into account. Since the addition of a third compart-
ment did not improve data fitting, two-compartment models
were used. Parameters for the two-compartment model of
serum kinetics for both TF2 and IMP288 were the transfer rates
(k2,1 and ki 2), the elimination rate (ka), and the Vc per BSA unit
(volume/m?). The Vc was a dependent parameter (Vc = volume/
m?* X patient BSA). For the serum IMP288 PK, clearance was
calculated as A, X MR™, MR being the ratio of the number
of moles of injected IMP288 to the number of moles of TF2
present in the circulation at the time of IMP288 injection, As
and Bs being two adjustable parameters, and k. was calculated
as clearance/Vc.

For the WB IMP288 kinetics, the activity calculated from WB
images was modeled as the sum of the central and distribution
compartments with adjustable transfer rates (k,,; and k1) and two
additional adjustable parameters, Aws ad Bws, used to calculate
the elimination rate: k, = A, x MR"" .

For the PK analysis of tissue distribution from image quantifica-
tion, the WB kinetics was used as an input function, and the IMP288
distribution in tissues of interest was modeled using a tissue-specific
distribution compartment and a fraction of the activity in the cen-
tral compartment. The on and off rate constants, ko, and ko, and the
fraction of activity (fraction) were adjustable parameters.

TABLE 3 | Characteristics of patients.

Median age 65 (563-80)
Male/female 7/2
Histological type 6 SCLC/3 NSCLC
Karnofsky index

90-100 5
70-80 2
60-70 2

Median CEA plasma level (min—max)
Prior treatment

79 ng/mL (10-388)

Chemotherapy 100%
Radiotherapy 67%
Surgery 33%
Tyrosine kinase inhibitors 1%
Site of disease
Lung 78%
Mediastinum 78%
Liver 56%
Pancreas 22%
Adrenal 33%
Infradiaphragmatic nodes 33%
Bone 11%
Muscle 1%
Brain 1%

Median delay from initial diagnosis (min-max) 25 months (10-64)
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FIGURE 1 | Pharmacokinetics of the bispecific antibody TF2. Each patient received two infusions of TF2 at 7 or 8 days intervals (except patient 5). Blood
samples were collected at selected time intervals during and after each infusion and centrifuges. TF2 concentrations were measured using a specific ELISA. The
pharmacokinetics was then modeled using a two-compartment model and a population approach. Data collected after both infusions were fitted using a single set
of parameters. Results (open squares) are plotted as a semilog plot with the population (dashed lines) and individual (solid lines) fitted curves.
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Scintigraphy

All imaging centers were equipped with the same model of
SPECT/CT gamma-camera (Symbia T/T2, Siemens). For
pretherapeutic and therapeutic imaging sessions, three to five
images were scheduled from 1 h to 7 days after radiopharma-
ceutic injection depending on the patient’s ability to sustain
imaging procedures. Each imaging session consisted of WB
emission scan (256 X 1,024 pixels) and tomographic acquisitions
(128 x 128 pixels, 2 X 32 projections, and 30-45 s per projec-
tion). Each scans or tomographic acquisitions were performed
using medium energy collimators. Due to expected low level of
detected counts, especially at late time points, energy windows
were centered on the two major peaks (15% width). In order to
correct for Compton scattering (21), two energy windows (4%
width) adjacent to each main peak were simultaneously acquired.
CT scans (120 kVp, 100 mAs) were acquired in order to derive
CT attenuation maps. Tomographic procedures consisted of two
acquisitions to cover patients from lungs to pelvic area.

Atan initial stage, as involved centers were equipped with thin
(3/8") or thick (5/8") crystals, system planar sensitivity was evalu-
ated for these two types of equipment for "'In and ’Lu sources
of known activity (~200 and 900 MBq, respectively) poured in
a thin cylinder plate (Table 2). As tomographic reconstructions
accounted for point response function of the collimator, this fea-
ture was characterized by the full width of half-maximum of point
source images at different distances from collimator plate. Gamma
cameras and dose calibrator quality controls were performed in
accordance to each institution procedures (no crosscalibration).
Particular attention was given to patient alignment for each imag-
ing session to help image registration during processing.

Dosimetry

Quantitative imaging was performed on tomographic recon-
structions (OSEM 30 iterations, eight subsets) taking into
account attenuation, Compton scattering (correction performed

on projections), and collimator response corrections as expressed
in international guidelines (22). Initial estimated system sensitiv-
ity reported in Table 2 was used to translate detected count into
activity for "'In and ""Lu acquisitions.

Patients’ organ masses were derived from automatic or manual
CT images segmentation performed with 3D Slicer (23) software.
Trabecular bones in L2-14 lumbar vertebras were also segmented
in order to evaluate bone marrow-absorbed dose (24). Tumor
volumes were segmented on emission-reconstructed images and
performed on images where the tumor-to-background ratio was
visually designed as optimum. Tumor labeled volumes were sub-
sequently exported as DICOM-RT structure set and integrated
into the patient labeled-organs images after registration.

In order to obtain time-activity curves for volumes of interest,
labeled images were registered against CT images performed at
every imaging session using the MedlInria software (25). Then,
organ time-activity curves were adjusted with nls package of R
software (26) using mono- or biexponential functions depending
on the number of time points available to perform the regression
analysis and submitted to a population PK analysis using the
laboratory software package.

To estimate patient’s organ-absorbed doses at pretherapeutic
and therapeutic stages, MIRD S factors were scaled by patient
organ masses. Time integration of fitted functions was calculated
to derive cumulated activities at both sessions. Estimations at
pretherapeutic were scaled to take into account the difference
between physical half-lives of both radionuclides.

Statistics
Organ effective periods estimated at S1 and S2, as well as tumor-
and organ-absorbed doses for each schedule, were compared
using the Wilcoxon statistical test.

For each patient, Spearman statistical tests were conducted
to evaluate whether SI-absorbed doses were able to predict
absorbed doses during S2.

TABLE 4 | Two-compartment population analysis of TF2 pharmacokinetics.

Parameter® k21 (h™) kiz2 (h™) ke (h) Volume/m? (L/m?) Ve (L) Clearance (L/h)
Population values

Estimation 0.034 0.0075 0.182 1.86 NA NA
SD 0.002 0.0005 0.003 0.04 NA NA
Individual values

Patient 1 0.033 0.0062 0.194 2.00 4.01 0.78
Patient 2 0.033 0.0080 0.177 1.82 2.71 0.48
Patient 3 0.036 0.0081 0.169 1.83 4.93 0.84
Patient 4 0.036 0.0071 0.182 1.80 3.33 0.61
Patient 5 0.034 0.0075 0.1.83 1.81 3.05 0.56
Patient 6 0.033 0.0085 0.174 1.84 3.20 0.56
Patient 7 0.035 0.0068 0.183 1.92 3.73 0.68
Patient 8 0.035 0.0073 0.177 1.77 3.45 0.61
Mean® 0.034 0.074 0.180 1.85 3.52 0.64
SD 0.001 0.001 0.007 0.07 0.69 0.12
CV (%) 5.5 14.5 9.0 7.7 21.4 20.1

aThe transfer rates (ko; and ki,2), the elimination rate (k), and the central compartment volume per body surface area unit (m?) were adjusted to a two-compartment model. The
central compartment volume was a dependent parameter (V¢ = volume/m? x patient body surface area) as well as clearance (clearance = V¢ X k).
bThe mean, SD, and CV for each parameter were calculated from individual estimations. Note the low interindividual variability and the lower CV of the adjusted volume per square

meter compared to that of the actual central compartment volumes (Vc).
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RESULTS

Patient Characteristics and Therapy
Results

Ten patients were included in the study between June 2011 and
September 2014 (one patient included in Brest, two patients in
Angers, two patients in Nantes University Hospital, and five
patients in Nantes ICO Cancer Centre) and nine were treated;
one on the five patients included in Nantes ICO Cancer Centre
died between the inclusion and the beginning of the study.
Characteristics of the nine treated patients are summarized in
Table 3. All patients received 185 MBq of ''In-IMP288 for the
pretherapeutic session S1 and a median activity of 2,147 MBq

(1,641-3,026 MBq) of ""Lu-IMP288 for the therapeutic session
S2, one or 2 weeks later. None of the nine patients experienced an
anaphylactic reaction during TF2 or peptide infusion. One patient
died 5 days after pRAIT (not considered treatment related) and
was not evaluable for PK analysis, dosimetry, toxicity, or response
assessment.

Bone marrow toxicity was mild in most patients (grade 1
thrombocytopenia in 2/9 patients). Only one patient experienced
grade 2 anemia 3 months after "Lu administration. Three patients
with liver metastases showed transaminase enzymes (AST and
ALT) elevation during the follow-up, which was deemed to be
disease-related, since the three patients had progression of liver
metastases on CT and FDG-PET registered 4 weeks after pRAIT.
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FIGURE 2 | Continued
Each patient received TF2 infusions then 24 or 48 h after each infusion, they received an infusion of IMP288 labeled with indium-111 after the first TF2 infusion or
labeled with lutetium-177 after the second. Blood samples were collected at selected time intervals during and after each infusion, centrifuged, and counted.
Indium-111 counts were corrected to match lutetium-177 radioactive half-life, and the figure shows IMP288 activity concentrations. The pharmacokinetics was
modeled using a two-compartment model and a population approach. Results (open squares) are plotted as a semilog plot with the population (dashed lines) and
individual (solid lines) fitted curves.

None of the patients showed biological signs or symptoms of
renal toxicity.

According to RECIST criteria based on FDG-PET and CT data,
two patients were considered as stable at 4 weeks post-pRAIT but
progressive at 3 months. The six others patients were progressive
as soon as 4 weeks after pRAIT.

Human antihuman antibody elevation was detected in 1/8
patients, 1 month after the second TF2 infusion, gradually
decreasing from 2,966 ng/mL at 4 weeks to 969 ng/mL in the
follow-up period of 3 months.

TF2 Pharmacokinetics

Simultaneous modeling of the two TF2 infusions for the eight
patients who completed both S1 and S2 sessions using a two-
compartment model showed that the PK was consistent between
the two infusions, even if they were given at different TF2 molar
doses (Figure 1). The use of population PK and the simultane-
ous modeling of the S1 and S2 TF2 infusions surmounted the
problem of the limited sensitivity of the ELISA (Table 4). The
small differences observed between the population and the
individual fits showed that interindividual variability was quite
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TABLE 5 | Two-compartment population analysis of IMP288 pharmacokinetics.

Parameter® k21 (h™) kiz2 (h™) As Bs MR ke (h) Volume/m? Ve (L) Clearance
(L/m?) (L/h)
Population values
Estimation 0.027 0.019 1.42 0.182 NA NA 6.38 NA NA
SD 0.001 0.002 0.07 0.012 NA NA 0.27 NA NA
Individual values
Patient 1, indium 0.027 0.021 1.35 0.169 124.2 0.226 6.69 13.4 3.04
Patient 1, lutetium 0.024 0.021 1.37 0.172 125.5 0.241 6.50 131 3.15
Patient 2, indium 0.026 0.023 1.31 0.167 40.7 0.250 6.54 9.7 2.43
Patient 2, lutetium 0.027 0.022 1.22 0.156 4041 0.219 6.63 9.9 2.16
Patient 3, indium 0.028 0.015 1.53 0.199 35.7 0.185 6.23 16.8 3.11
Patient 3, lutetium 0.028 0.017 1.43 0.183 37.8 0.165 6.25 16.8 2.78
Patient 4, indium 0.026 0.026 0.92 0.141 22.6 0.112 6.90 12.7 1.43
Patient 4, lutetium 0.029 0.019 1.29 0.167 22.0 0.173 6.78 12.5 217
Patient 5, indium 0.027 0.017 1.53 0.196 22.5 0.235 6.15 12.0 2.82
Patient 5, lutetium 0.028 0.017 1.52 0.196 31.1 0.249 6.13 11.9 2.97
Patient 6, indium 0.027 0.019 1.41 0.179 109.0 0.291 6.44 11.2 3.25
Patient 6, lutetium 0.028 0.021 1.31 0.170 18.8 0.179 6.93 12.0 2.15
Patient 7, indium 0.027 0.022 1.41 0.181 3.3 0.146 6.21 12.0 1.76
Patient 7, lutetium 0.028 0.018 1.41 0.181 3.2 0.137 6.54 12.7 1.74
Patient 8, indium 0.028 0.018 1.44 0.182 2.3 0.161 6.18 10.4 1.68
Patient 8, lutetium 0.028 0.020 1.16 0.174 2.5 0.124 6.49 10.9 1.36
MeanP 0.027 0.020 1.35 0.176 0.193 6.47 12.4 2.37
SD 0.001 0.003 0.16 0.015 0.052 0.27 2.0 0.65
CV (%) 4.5 14.3 11.5 8.6 27.0 41 16.4 27.5

aThe transfer rates (ko; and ki), the central compartment volume per body surface area unit (m?), and the two parameters A and B were adjusted using a two-compartment
model. Estimations of the population adjusted parameters are given together with their estimated SD. The central compartment volume was a dependent parameter (V¢ = volume/
m? x patient body surface area). Clearance was calculated as As x MRPS, MR being the ratio of the number of moles of injected IMP288 to the number of moles of TF2 present in
the circulation at the time of IMP288 injection and the elimination constant ke as clearance/Vc.

bThe mean, SD, and CV for each parameters were calculated from individual estimations.

T
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FIGURE 3 | Whole body and SPECT/CT images of patient 1 (cohort I). Whole body and SPECT/CT images were acquired 24 and 48 h after injection of
"In-labeled IMP288 (A,C) and """Lu-labeled IMP288 (B,D). Patient 1 included in the first cohort had SCLC and a CEA level of 79 ng/mL. These images showed low
tumor targeting in liver, mediastinum, and lung metastases.
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small. The serum kinetics was rather fast with mean alpha half-
lives of 3.7 + 0.1 h and beta half-lives of 21.3 + 0.7 h, with very
low interindividual variability (3.2 and 3.3%, respectively). Mean
serum clearance was 0.64 + 0.12 L/h, and the use of BSA as a
covariable (by setting Vc = VBA X BSA) reduced the coefhicient
of variation of the Vc from 19 to 4.0% for the estimated parameter
(VBA). This observation validates a posteriori the dosing scheme
of the dose escalation on a BSA basis (44/88 nmol/m? for S1 and
240/480 nmol/m? for S2).

IMP288 Pharmacokinetics

Modeling the kinetics of the hapten was complicated by the
necessity to take into account the effect of the residual bispecific
antibody in serum at the time of hapten administration, which
binds the hapten and modulates its clearance. To compare the
PK of IMP288 labeled with indium-111 and with lutetium-177,
indium activities were corrected for radioactive decay and trans-
formed into equivalent lutetium-177 counts, assuming similar
PK for IMP288 labeled with the two radionuclides (16). Then,
the time-activity curves were fitted individually for all patients
to a two-compartment model, which gave a good visual fit, not
significantly improved by a third compartment according to the
Akaike criterion (not shown). In a second step, the relationship
between IMP288 PK and the pretargeting conditions was tested
by plotting the estimated clearance or the Vc against the con-
centration of TF2 at the time of IMP288 injection (interpolated
from the fitted TF2 concentration curves), or the amount of TF2
present in the circulation at the time of IMP288 (calculated as
TF2 concentration X TF2 Vc), or the molar ratio of injected
IMP288 to the amount of TF2 in the circulation (MR). Indeed,
in the circulation, TF2 binds the IMP288 hapten and slows its

clearance. It seems logical that the lower the excess of IMP288
relative to TF2, the larger the trapping of IMP288 in the circula-
tion by the bispecific antibody, and hence, the slower its clearance.
The correlation based on a power relationship was found to be
better between clearance and MR, which was used thereafter as a
covariable in the population analysis.

A population PK analysis was then performed on all 16
available kinetics, using BSA and MR as covariables. The larger
interindividual variability in the IMP288 than in TF2 kinetics,
with mean alpha half-lives of 3.4 + 0.8 h and beta half-lives of
28.9 + 2.1 h (corresponding to CV of 24 and 7.3%, respectively),
could be explained in part by the influence of TF2 predose.
The IMP288-indium-111 kinetics for patient 4 appeared as an
outlier (Figure 2) but was not excluded from the analysis. The
PK of the hapten is known to depend on the presence of TF2 in
body fluids, and a strong correlation had been described earlier
between IMP288 blood residence time and the concentration of
TF2 blood concentrations at the time of peptide injection (16).
Since the individual fitting analysis pointed to a relationship
between hapten clearance and MR, MR was introduced in the
population analysis as a covariable, and IMP288 clearance was
calculated as CI = A, x MR®» and k. as clearance/Vc (Table 5).
Parameter adjustment finally gave clearance (L/h) = 1.33 X MR™'*
(R*=0.66). As expected, IMP288 clearance was higher than that
of TF2, varying from 1.36 to 3.25 L/h, depending on MR, thus on
the pretargeting conditions.

Since IMP288 kinetics were primarily driven by MR, and given
the low interindividual variability of TF2 kinetics, pretargeting
parameters (i.e., molar injected doses of TF2 and IMP288 and pre-
targeting delay) are expected to control the hapten kinetics. This
means that the kinetics of the therapeutic session may be predicted

A

]

€

-
¥

vt #
®

FIGURE 4 | Whole body and SPECT/CT images of patient 4 (cohort I1). Whole body images (anterior view) were acquired 4, 24, 48, and 72 h after injection of
"In-labelled IMP288 (A) and """Lu-labelled IMP288 (B). Patient 4, included in the cohort Il, had NSCL and a CEA level of 275 ng/mL. These images clearly shows
lung tumor targeting in whole body and SPECT/CT images [(C) with ''"In-labelled IMP288 and (D) with """Lu-labelled IMP288]. According to RECIST criteria, the
disease was considered as stable at 4 weeks, but progressive at 3 months. Patient 4 was the only patient with HAHA against TF2 > 50 ng/mL detected 1 month
after the last TF2 injection.
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TABLE 6 | Two-compartment population analysis of whole body IMP288 activity pharmacokinetics.

Parameter? k2,1 (h) ki (h™) Aws Bws MR ke (™)
Population values

Estimation 0.0163 0.0096 0.105 0.14 NA NA
SD 0.0014 0.0009 0.004 0.01 NA NA
Individual values

Patient 1, indium 0.0152 0.0101 0.097 0.13 124.2 0.18
Patient 1, lutetium 0.0177 0.0094 0.110 0.15 125.5 0.23
Patient 2, indium 0.0126 0.0100 0.104 0.14 40.7 0.18
Patient 2, lutetium 0.0138 0.0101 0.115 0.16 40.1 0.21
Patient 3, indium 0.0178 0.0090 0.115 0.16 35.7 0.20
Patient 3, lutetium 0.0197 0.0085 0.121 0.17 37.8 0.23
Patient 4, indium 0.0136 0.0099 0.097 0.14 22.6 0.15
Patient 4, lutetium 0.0166 0.0099 0.089 0.13 22.0 0.13
Patient 5, indium 0.0146 0.0104 0.098 0.14 22.5 0.15
Patient 5, lutetium 0.0165 0.0102 0.083 0.12 31.1 0.13
Patient 6, indium 0.0141 0.0101 0.071 0.11 109.0 0.12
Patient 6, lutetium 0.0166 0.0098 0.091 0.13 18.8 0.13
Patient 7, indium 0.0143 0.0101 0.102 0.14 3.3 0.12
Patient 7, lutetium 0.0191 0.0090 0.070 0.13 3.2 0.08
Patient 8, indium 0.0141 0.0100 0.110 0.15 2.3 0.12
Patient 8, lutetium 0.0190 0.0090 0.098 0.14 2.5 0.11
Mean® 0.0160 0.0097 0.098 0.14 0.15
SD 0.0022 0.0006 0.015 0.02 0.04
CV (%) 13.9 5.8 15.2 1.6 29.0

2Whole body (WB) activity kinetics was modeled as the sum of the activities in a central compartment and a distribution compartment with transfer rates (k.,; and ki,2), and two
parameters A and B as adjustable parameters; the elimination constant ks was calculated as , MR being the ratio of the number of moles of injected IMP288 to the number of moles
of TF2 present in the circulation at the time of IMP288 injection. Estimations of the population adjusted parameters are given together with their estimated SD.

bThe mean, SD, and CV for each parameter were calculated from individual estimations.

by the imaging session, in spite of the fact that absolute molar doses
of the reagents are different, which will be confirmed hereafter.

Scintigraphy and Quantitative Analyses
Images registered after '"'In-labeled IMP288 showed targeting of
all known tumors in all patients. WB scintigraphy and SPECT/
CT images recorded after S1 and S2 were concordant (example
of patients included in C1 and C2 are shown in Figures 3 and 4)
even if tumor targeting visually appeared to be better in S2 than
in S1 images, due to the higher levels of administered activity.

Reconstructed tomographic images were quantified and
indium-111 counts were also corrected for radioactive decay to
allow for comparison with the lutetium-177 data. A two-com-
partment model was used to describe the kinetics of WB counts
(Table 6). The mean alpha half-life was 4.3 + 1.1 h and beta half-
life 80 & 7 h, corresponding to a relatively large interindividual
variability (25 and 9%, respectively).

The activity in the organs was modeled by a fraction of the
activity in the central compartment plus an organ-specific dis-
tribution compartment, as described in the literature (27). Then
the kinetics of activities in all regions of interest (WB, right and
left lungs, liver, right and left kidneys, spleen, heart, whole aorta,
and tumor), for all eight patients and for the two sessions, was
fitted simultaneously by a population analysis. As in the serum
kinetics analysis, the rate constant of elimination (ka) from the
central compartment was set as a power function of MR, and tis-
sue weights were introduced in the analysis. A reasonable fit was

obtained, except for tumors, for which variations in on rates and
off rates were too large to consider a population PK analysis and
were thus adjusted individually. This analysis demonstrated the
consistence of the measured activities and a relationship between
WB clearance, and MR was again observed [ka (1/h) = 0.095
MR*5], but with a lower correlation coefficient (R? = 0.45) than
in the serum count analysis.

This analysis showed that tissue uptake, on an organ weight
basis, as assessed by the organ compartment volume, was higher
inkidneys and liver, as expected, intermediate in lungs and spleen,
and lower in aorta and heart, whereas the fractions of activity in
fast equilibrium with the central compartment was similar in all
tissues, including tumors (Table 7). Tumor uptake was variable
and higher in patients 4, 5, 6 (C1), and 7 (C2).

Dosimetry

The PK modeling of image data was completed by a classical
dosimetry study performed as described in Section “Materials and
Methods?” Figures 5 and 6 present organ-absorbed doses normal-
izedbyinjected activity estimated at S1 and S2. Considering cohort
categorization, no significant differences in organ-absorbed
doses estimated from both sessions were observed, as shown by
Wilcoxon tests (p > 0.05). At the patient level, normalized organ-
absorbed doses at S1 were also compared against those estimated
at S2, using the Spearman test. Spearman’s rho and corresponding
p-value are reported in Table 8 and showed a good correlation
between organs-absorbed doses estimated at both sessions.

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

11

November 2015 | Volume 2 | Article 84


http://www.frontiersin.org/Medicine/archive
http://www.frontiersin.org/Medicine
http://www.frontiersin.org

Bodet-Milin et al.

Pretargeted Radioimmunotherapy in CEA-Expressing Lung Cancer

TABLE 7 | Population analysis of IMP288 activity distribution.

Parameter? Kon (1/h x 10%) kot (1/h x 10?9 Fraction (L/kg x 10?)
Lung 1.06 + 0.06 1.17 £ 0.06 3.38 + 0.19
Liver 1.45+0.11 1.14 +0.08 2.33 +0.21
Kidneys 4.35+0.28 2.22 +0.08 591 +0.37
Spleen 1.48 + 0.11 1.30 +£ 0.08 221 +0.19
Heart 0.45 + 0.04 0.94 + 0.09 3.08 + 0.21
Aorta 0.61+0.05 1.04 +0.09 3.66 + 0.26
Tumor 2.70+0.26

aIMP288 distribution in tissues of interest was modeled using a tissue-specific
distribution compartment and a fraction of the activity in the central compartment;

the on and off rate constants, k., and ko and the fraction of activity (fraction) were
adjustable parameters using the central compartment of the whole body kinetics as the
input function.

For all patients, 24 tumors were delineated on reconstructed
SPECT or CT images. They were mostly located in lungs (37%)
and liver (29%). Median tumor mass was 19.3 g (1.1-1,364 g).
Median normalized tumor-absorbed doses in the three cohorts
ranged from 0.05 to 0.25 mGy/MBq in S1 and from 0.10 to
0.54 mGy/MBq in S2. Extreme normalized tumor-absorbed
doses for each cohort ranged from 0.02 to 0.12 mGy/MBq in S1
and from 0.52 to 1.08 mGy/MBq in S2. These absorbed doses
not appeared to be significantly different as shown by a Wilcoxon
test conducted on previous values (p > 0.13). Nevertheless, a
Spearman test conducted on previous data showed a good cor-
relation (rho = 0.85, p < 107") between tumor-absorbed doses
estimated at both sessions.

Kruskal-Wallis tests were performed to compare organ-
absorbed doses at each different dosage level and for both
sessions. Statistical tests did not exhibit significant difference
between groups for organs (p > 0.07). The same analysis was
conducted on tumor-absorbed doses and showed significantly
higher tumor-absorbed doses in patients included in cohort IT or
III than in cohort I (p < 0.002) as illustrated by Figure 6.

DISCUSSION

The main objectives of this study were to assess whether an
imaging session may be predictive of absorbed doses in therapy
(IMP288 labeled with indium-111 in the imaging session and
with lutetium-177 in the therapy session) and to find the best
pretargeting parameters (molar doses of TF2 and IMP288 and
pretargeting delay) for cancer therapy. The imaging sessions were
performed using molar doses 5.4 times lower than in the therapy
session, to reduce exposure of the patients to the pretargeting
reagents. This was assumed feasible without compromising the
predictive character of the imaging session, based on the earlier
preclinical assessment of the compounds and in view of the results
obtained by Schoffelen et al. (16). It was, however, important to
confirm this result in a different clinical setting.

To this end, PK modeling of TF2 serum concentration kinetics,
IMP288 serum activity kinetics (adjusted to the physical half-life
of lutetium-177 to allow comparisons), and of IMP288 activities
measured by SPECT in WB and regions of interest corresponding
to major tissues and tumors was performed using a population PK

modeling software developed in our laboratory (available upon
request) that allowed for simultaneous multicompartment and
multitissue analyses. The population approach allowed a more
consistent modeling of data, ensuring convergence of parameter
estimations even in cases where the number of data points was
small due to assay sensitivity (TF2) or number of imaging ses-
sions. In addition, the population approach allowed us to confirm
that calculating individual TF2 or hapten doses on the basis of
BSA reduced the variability of circulating TF2 concentrations
and also allowed us to define a relationship between circulating
TF2 concentrations at the time of hapten administration and
the kinetics of the hapten. This relationship is complex, but it is
expected that TF2 binds the hapten in the circulation and slows
down its clearance, as already observed in many preclinical
studies and in earlier clinical studies with chemically coupled
bispecific antibodies (17).

The population PK analyses showed that molar ratios and
time intervals must be kept constant, but that there is no need to
perform the imaging and therapy sessions with the same molar
doses, in order to obtain comparable hapten serum and tissue
uptake kinetics in both imaging and therapy sessions. Indeed,
quantitative assessment of the images showed that not only the
serum kinetics, but also the distribution of activity in normal tis-
sues and tumors in the therapy session may be predicted from the
imaging session, as shown by the very high degree of correlation
obtained. Being able to predict dosimetry, and avoiding treatment
of patients whose tumor lesions do not bind the activity, using a
low dose, pretherapy, imaging session, according to the theranos-
tic approach, is a significant advantage in clinical practice.

The very different PK behavior of TF2 as compared to chemi-
cally coupled BsmAb requires pretargeting optimization studies.
The pretargeting parameters must be finely tuned to avoid high
circulating activities, detrimental to normal tissue dosimetry in
therapy, and background in imaging, while keeping tumor uptake
as high as possible. In this study, in spite of the small number
of patients in each cohort, some conclusions can be drawn. In
cohort I, comparatively low doses of TF2 were administered
(7 and 37.5 mg/m?) with a delay of 48 h. This results in a fast
clearance of the hapten and a low tumor uptake. In cohort II,
the higher doses of TF2 (14 and 75 mg/m?) resulted in slower
clearance of activity and significantly increased tumor uptake.
Reduction of the delay to 24 h further increased the amount of
TF2 present in the circulation and tissues at the time of hapten
injection but did not significantly increased tumor uptake over
cohort III, probably because of the high observed variability and
because lutetium-177 data were available for only two patients.

Although serum and organ PK showed a correlation between
MR and clearance, it must be noted that between cohort I and
cohort III, clearance is only reduced by a factor of approximately
two. In contrast, a significant difference in tumor-absorbed
doses is found between cohort I and cohorts II and III, showing
that increase of the TF2 dose and reduction of the pretargeting
delay had a positive impact on tumor uptake without increasing
significantly the doses delivered to normal tissues.

In line with the dosimetry assessment, hematological toxicity
was quite limited, and non-hematological toxicity was observed
onlyinliver involved with tumor in three cases. To further increase
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FIGURE 5 | Normalized organ-absorbed doses per cohort assessed in the pretherapeutic (A) and therapeutic sessions (B). No significant statistical
differences were found between groups. Abbreviations: WB, RL, LL, RK, LK, and RM stand, respectively, for whole body, right lung, left lung, right kidney, left kidney,
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FIGURE 6 | Tumor normalized-absorbed doses per cohort assessed in
the pretherapeutic (A) and therapeutic sessions (B). Cohort | was
significantly (p < 0.002) different from cohorts Il and Il.

tumor-absorbed doses, the shorter pretargeting delay of 24 h thus
appears superior to 48 h. Since in preclinical models (28), shorter
delays started to increase the doses delivered to normal tissues,
this 24-h delay may be considered optimal. On the other hand,
increasing the administered amount of TF2 could be problematic
in terms of cost, even if there is no indication of tumor binding
site saturation. Thus, to improve treatment efficacy, which was
minimal in this optimization study with only two cases of disease
stabilization for short periods of time, the injected activity should

be increased for the second part of the study, which is planned
with an activity escalation. Indeed, it was not expected that a
single therapy cycle would be sufficient to deliver therapeutic
doses that would show tumor shrinkage.

It has been shown that pretargeting performance strongly
depends on the injected hapten to BsmAb molar ratio which
should be kept as small as possible (1:20 or 1:40), as in this study.
Then the hapten should be labeled to a high specific activity in
order to target enough activity for therapy. This specific activity
issue and the fact that tumor accretion is slower but significantly
reversible make the use of shorter half-life and higher intrinsic
toxicity radionuclides, such as yttrium-90, preferable to that of
lutetium-177. The use of pairs of beta + /beta-emitting radio-
nuclides (e.g., *Y/**Y) could also be a promising theragnostic
approach with a same distribution both for dosimetry imaging
using immunoPET and therapy. Short half-life alpha-emitting
radionuclides, such as bismuth-213 or astatine-211, could also
be considered.

Finally, the immune response and the number of patient devel-
oping human antibody against TF2 were lower than described
previously by Schoffelen and coworkers (16) in a population of
patients with CRCs, and grade 2 acute infusion reactions were
observed in one-third (7/21) of the patients during the second
TF2 infusion. These immune reactions were attenuated by add-
ing antihistamine and corticosteroid premedications before the
second TF2 infusion but did not disappear (immune response
occurred in 2/5 premedicated patients). In our study, all patients
were premedicated with an antihistamine and corticosteroid
before each TF2 and peptide infusion, and none of them presented
immune response symptoms. Moreover, Schoffelen and cowork-
ers (16) described an immunization rate of 50% with HAHA
against TF2 detected in 11/21 patients as soon as 1 week after the
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TABLE 8 | Spearman tests for the correlation between organ-absorbed doses estimated during pretherapeutic and therapeutic sessions?.

Spearman test 1 2 3 4 5 6 7 8
Rho 0.986 0.827 0.904 0.725 0.918 0.836 0.891 0.727
p-Value 0.000 0.031 0.000 0.007 0.000 0.003 0.001 0.015

#Patient 9 was not able to sustain therapeutic imaging session due to an altered condition.

second infusion gradually increasing in the follow-up period of
8 weeks. HAHA against TF2 > 50 ng/mL was detected in only one
of our eight patients evaluated, starting 1 month after the second
TF2 infusion and gradually decreasing in the follow-up period
of 3 months. If the use of an antiallergic premedication partially
explained the absence of immune reactions at the time of second
injection of TF2 in our study, this did not explain the lower number
of patients developing HAHA. The explanation did not come from
the TF2 injection schemes which were identical or from the TF2
doses that were close. Our main hypothesis to explain this dis-
crepancy could reside in the different histological types of tumors
included in the two studies. While in the two studies, patients have
already been treated with multiple lines of treatment, relapsing
lung cancer is often more aggressive than relapsing CRC. This
could explain poorer general conditions (7/9 patients died in the
year following the study) and thus a more compromised immune
system. It may also be that metastatic NSCLC patients are more
heavily pretreated with cytotoxic chemotherapy than patients

REFERENCES

1. Larson SM, Carrasquillo JA, Cheung NK, Press OW. Radioimmunotherapy of
human tumours. Nat Rev Cancer (2015) 15(6):347-60. doi:10.1038/nrc3925

2. Kraeber-Bodéré F, Bodet-Milin C, Rousseau C, Eugene T, Pallardy A, Frampas
E, et al. Radioimmunoconjugates for the treatment of cancer. Semin Oncol
(2014) 41(5):613-22. doi:10.1053/j.seminoncol.2014.07.004

3. Barbet J, Kraeber-Bodéré F, Vuillez JP, Gautherot E, Rouvier E, Chatal JF.
Pretargeting with the affinity enhancement system for radioimmuno-
therapy. Cancer Biother Radiopharm (1999) 14(3):153-66. doi:10.1089/
cbr.1999.14.153

4. Goldenberg DM, Sharkey RM, Paganelli G, Barbet ], Chatal JE. Antibody pre-
targeting advances cancer radioimmunodetection and radioimmunotherapy.
J Clin Oncol (2006) 24(5):823-34. d0i:10.1200/JC0O.2005.03.8471

5. Juweid M, Sharkey RM, Behr T, Swayne LC, Herskovic T, Pereira M, et al.
Radioimmunotherapy of medullary thyroid cancer with iodine-131-labeled
anti-CEA antibodies. ] Nucl Med (1996) 37(6):905-11.

6. Liersch T, Meller J, Kulle B, Behr TM, Markus P, Langer C, et al. Phase II trial
of carcinoembryonic antigen radioimmunotherapy with *'I-labetuzumab
after salvage resection of colorectal metastases in the liver: five-year safety
and efficacy results. J Clin Oncol (2005) 23(27):6763-70. doi:10.1200/
JCO.2005.18.622

7. Kraeber-Bodéré F, Faivre-Chauvet A, Sai-Maurel C, Gautherot E, Fiche M,
Campion L, et al. Bispecific antibody and bivalent hapten radioimmunother-
apy in CEA-producing medullary thyroid cancer xenograft. ] Nucl Med (1999)
40(1):198-204.

8. Gautherot E, Rouvier E, Daniel L, Loucif E, Bouhou J, Manetti C, et al.
Pretargeted radioimmunotherapy of human colorectal xenografts with
bispecific antibody and 131I-labeled bivalent hapten. J Nucl Med (2000)
41(3):480-7.

9. Kraeber-Bodéré E, Bardet S, Hoefnagel CA, Vieira MR, Vuillez JP, Murat A,
et al. Radioimmunotherapy in medullary thyroid cancer using bispecific anti-
body and iodine 131-labeled bivalent hapten: preliminary results of a phase I/
II clinical trial. Clin Cancer Res (1999) 5(10 Suppl):3190s-8s.

with metastatic CRC, and this needs to be evaluated. In any case,
the low immunogenicity and the low toxicity observed should
offer the possibility of administering several courses of treatment
to deliver tumor-killing irradiation levels.

ACKNOWLEDGMENTS

This work has been supported in part by grants from the French
National Agency for Research, called “Investissements d’Avenir”
IRON Labex n° ANR-11-LABX-0018-01 and ArronaxPlus
Equipex n° ANR-11-EQPX-0004; the proprietary TF2 and
IMP288 reagents were provided by Immunomedics, Inc., and
IBC Pharmaceuticals, Inc.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Supplementary Material for this article can be found online at
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmed.2015.00084

10. Vuillez JP, Kraeber-Bodéré F, Moro D, Bardiés M, Douillard JY, Gautherot E,
et al. Radioimmunotherapy of small cell lung carcinoma with the two-step
method using a bispecific anti-carcinoembryonic antigen/anti-diethylenetri-
aminepentaacetic acid (DTPA) antibody and iodine-131 Di-DTPA hapten:
results of a phase I/II trial. Clin Cancer Res (1999) 5(10 Suppl):3259s-67s.
Chatal JE, Campion L, Kraeber-Bodéré F, Bardet S, Vuillez JP, Charbonnel B,
etal. Survival improvement in patients with medullary thyroid carcinoma who
undergo pretargeted anti-carcinoembryonic-antigen radioimmunotherapy:
a collaborative study with the French endocrine tumor group. J Clin Oncol
(2006) 24(11):1705-11. doi:10.1200/JCO.2005.04.4917

Salatin PY, Campion L, Bournaud C, Faivre-Chauvet A, Vuillez JP, Taieb D,
et al. Phase II trial of anticarcinoembryonic antigen pretargeted radioimmu-
notherapy in progressive metastatic medullary thyroid carcinoma: biomarker
response and survival improvement. J Nucl Med (2012) 53(8):1185-92.
doi:10.2967/jnumed.111.101865

Rossi EA, Goldenberg DM, Cardillo TM, McBride W], Sharkey RM, Chang
CH. Stably tethered multifunctional structures of defined composition made
by the dock and lock method for use in cancer targeting. Proc Natl Acad Sci U
S A (2006) 103(18):6841-6. doi:10.1073/pnas.0600982103

Goldenberg DM, Rossi EA, Sharkey RM, McBride W], Chang CH.
Multifunctional antibodies by the dock-and-lock method for improved
cancer imaging and therapy by pretargeting. ] Nucl Med (2008) 49(1):158-63.
doi:10.2967/jnumed.107.046185

. Sharkey RM, Rossi EA, McBride WJ, Chang CH, Goldenberg DM.
Recombinant bispecific monoclonal antibodies prepared by the dock-and-
lock strategy for pretargeted radioimmunotherapy. Semin Nucl Med (2010)
40(3):190-203. doi:10.1053/j.semnuclmed.2009.12.002

Schoffelen R, Woliner-van der Weg W, Visser EP, Goldenberg DM, Sharkey
RM, McBride WJ, et al. Predictive patient-specific dosimetry and individu-
alized dosing of pretargeted radioimmunotherapy in patients with advanced
colorectal cancer. Eur J Nucl Med Mol Imaging (2014) 41(8):1593-602.
doi:10.1007/500259-014-2742-6

Kraeber-Bodéré F, Faivre-Chauvet A, Ferrer L, Vuillez JP, Brard PY, Rousseau
C, et al. Pharmacokinetics and dosimetry studies for optimization of

11.

12.

13.

14.

16.

17.

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

14

November 2015 | Volume 2 | Article 84


http://www.frontiersin.org/Medicine/archive
http://www.frontiersin.org/Medicine
http://www.frontiersin.org
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmed.2015.00084
http://dx.doi.org/10.1038/nrc3925
http://dx.doi.org/10.1053/j.seminoncol.2014.07.004
http://dx.doi.org/10.1089/cbr.1999.14.153
http://dx.doi.org/10.1089/cbr.1999.14.153
http://dx.doi.org/10.1200/JCO.2005.03.8471
http://dx.doi.org/10.1200/JCO.2005.18.622
http://dx.doi.org/10.1200/JCO.2005.18.622
http://dx.doi.org/10.1200/JCO.2005.04.4917
http://dx.doi.org/10.2967/jnumed.111.101865
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0600982103
http://dx.doi.org/10.2967/jnumed.107.046185
http://dx.doi.org/10.1053/j.semnuclmed.2009.12.002
http://dx.doi.org/10.1007/s00259-014-2742-6

Bodet-Milin et al.

Pretargeted Radioimmunotherapy in CEA-Expressing Lung Cancer

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

anti-carcinoembryonic antigen x anti-hapten bispecific antibody-mediated
pretargeting of lodine-131-labeled hapten in a phase I radioimmunotherapy
trial. Clin Cancer Res (2003) 9(10 Pt 2):3973S-81S.

McBride WJ, Zanzonico P, Sharkey RM, Norén C, Karacay H, Rossi EA, et al.
Bispecific antibody pretargeting PET (immunoPET) with an 124I-labeled
hapten-peptide. ] Nucl Med (2006) 47(10):1678-88.

Eisenhauer EA, Therasse P, Bogaerts J, Schwartz LH, Sargent D, Ford R, et al.
New response evaluation criteria in solid tumours: revised RECIST guideline
(version 1.1). Eur ] Cancer (2009) 45(2):228-47.d0i:10.1016/j.ejca.2008.10.026
Lavielle M, Mentré F. Estimation of population pharmacokinetic parameters
of saquinavir in HIV patients with the MONOLIX software. ] Pharmacokinet
Pharmacodyn (2007) 34(2):229-49. doi:10.1007/s10928-006-9043-z

Ogawa K, Harata Y, Ichihara T, Kubo A, Hashimoto SA. Practical method for
position-dependent Compton-scatter correction in single photon emission
CT. IEEE Trans Med Imaging (1991) 10:408-12. d0i:10.1109/42.97591
Dewaraja YK, Frey EC, Sgouros G, Brill AB, Roberson P, Zanzonico PB,
et al. MIRD pamphlet No. 23: quantitative SPECT for patient-specific
3-dimensional dosimetry in internal radionuclide therapy. ] Nucl Med (2012)
53(8):1310-25. doi:10.2967/jnumed.111.100123

Kikinis R, Pieper S. 3D Slicer as a tool for interactive brain tumor segmen-
tation. Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc (2011) 2011:6982-4. doi:10.1109/
IEMBS.2011.6091765

Ferrer L, Kraeber-Bodéré F Bodet-Milin C, Rousseau C, Le Gouill S,
Wegener WA, et al. Three methods assessing red marrow dosimetry in
lymphoma patients treated with radioimmunotherapy. Cancer (2010) 116(4
Suppl):1093-100. doi:10.1002/cncr.24797

25.

26.

27.

28.

Toussaint N, Souplet J-C, Fillard P. MedINRIA: medical image navigation
and research tool by INRIA. Proc. of MICCAI ‘07 Workshop on Interaction in
Medical Image Analysis and Visualization. Brisbane, QLD (2007).

R: A Language and Environment for Statistical Computing. R Foundation for
Statistical Computing. Vienna. Available from: http://www.R-project.org/
Lammertsma AA, Bench CJ, Hume SP, Osman S, Gunn K, Brooks DJ, et al.
Comparison of methods for analysis of clinical ["'C]raclopride studies. ] Cereb
BloodFlowMetab(1996)16(1):42-52.d0i:10.1097/00004647-199601000-00005
Frampas E, Maurel C, Remaud-Le Saéc P, Mauxion T, Faivre-Chauvet A,
Davodeau E et al. Pretargeted radioimmunotherapy of colorectal cancer
metastases: models and pharmacokinetics predict influence of the physical
and radiochemical properties of the radionuclide. Eur ] Nucl Med Mol Imaging
(2011) 38(12):2153-64. doi:10.1007/500259-011-1903-0

Conflict of Interest Statement: The proprietary TF2 and IMP288 reagents were
provided by Immunomedics, Inc., and IBC Pharmaceuticals, Inc. (Dr. David M.
Goldenberg and Robert M. Sharkey).

Copyright © 2015 Bodet-Milin, Ferrer, Rauscher, Masson, Rbah-Vidal, Faivre-
Chauvet, Cerato, Rousseau, Hureaux, Couturier, Salaiin, Goldenberg, Sharkey,
Kraeber-Bodéré and Barbet. This is an open-access article distributed under the
terms of the Creative Commons Attribution License (CC BY). The use, distribution or
reproduction in other forums is permitted, provided the original author(s) or licensor
are credited and that the original publication in this journal is cited, in accordance
with accepted academic practice. No use, distribution or reproduction is permitted
which does not comply with these terms.

Frontiers in Medicine | www.frontiersin.org

15

November 2015 | Volume 2 | Article 84


http://www.frontiersin.org/Medicine/archive
http://www.frontiersin.org/Medicine
http://www.frontiersin.org
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejca.2008.10.026
http://dx.doi.org/10.1007/s10928-006-9043-z
http://dx.doi.org/10.1109/42.97591
http://dx.doi.org/10.2967/jnumed.111.100123
http://dx.doi.org/10.1109/IEMBS.2011.6091765
http://dx.doi.org/10.1109/IEMBS.2011.6091765
http://dx.doi.org/10.1002/cncr.24797
http://www.R-project.org/
http://dx.doi.org/10.1097/00004647-199601000-00005
http://dx.doi.org/10.1007/s00259-011-1903-0
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

l'université

LU

nantes
nam ;..

le mans
COMMUNAUTE D'UNIVERSITES ET ETAEBLISSEMENTS

Ll

UNIVERSITE DE NANTES

These de Doctorat

Caroline BODET-MILIN

Titre de these Optimisation clinique du pré-ciblage utilisant I’anticorps anti-ACE humanisé trivalent
TF2 et le hapténe bivalent IMP288 dans 2 modéles de tumeurs exprimant I'ACE, pour une application
thérapeutique en radioimmunothérapie et pour une application en imagerie par émission de positon

appelée immuno-TEP.
Title of thesis

Optimization of the pretargeting system using the anti-CEA bispecific antibody TF2 and the IMP288
bivalent hapten in 2 models of CEA-expressing tumors using pharmacokinetic and imaging data obtained
in a phase I/Il RIT study and in a phase I/1l PET imaging study.

Résumé

Notre équipe a largement contribué a I'optimisation et a la
validation du préciblage dans différents modeles
précliniques et cliniques de tumeurs exprimant I’ACE. Des
réactifs de nouvelle génération utilisant I'anticorps
bispécifique anti-ACE humanisé TF2 et hapténe IMP288
sont disponibles et accessibles pour un transfert en clinique
mais nécessitent une phase d’optimisation afin de
déterminer les parametres essentiels qui interférent dans
ce systeme : les doses molaires de TF2 et d’'IMP288, le ratio
TF2/IMP288 et le délai de préciblage. L’objectif principal de
ce travail de these était d’optimiser I'utilisation clinique du
systeme TF2/IMP288 dans 2 modeéles de tumeurs
exprimant I’ACE a partir des données pharmacocinétiques
et des données d’'imagerie obtenues dans le cadre d’'une
étude de RIT et d’une étude d’imagerie par immunoTEP.
Les résultats préliminaires de I'essai de RIT de phase I/II
utilisant le TF2 et le 177Lu-IMP288 dans 3 cohortes de 3
patients porteurs de cancers pulmonaires en rechute et
exprimant I’ACE, nous ont permis de définir le schéma
optimal d’administration du couple TF2/IMP288 en
thérapie et de démontrer qu’a ratios molaires TF2/IMP288
identiques, les données obtenues a la phase pré-
thérapeutique avec I'111In-IMP288 étaient prédictives de
celles obtenues a la phase thérapeutique avec le 177Lu-
IMP288. Les résultats obtenus dans 5 cohortes de 3
patients inclus dans I’essai de phase I/Il utilisant le systeme
TF2/68Ga-IMP288 pour I'immunoTEP des patients atteints
de récidives de CMT nous ont permis de démontrer la
faisabilité de cette nouvelle approche d’imagerie et de
déterminer le schéma optimal d’administration du couple
TF2/IMP288 pour l'imagerie.

Mots clés

Pré-ciblage, Radioimmunothérapie, Immuno-TEP,

-1-

Antigéne carcino-embryonnaire, immunociblage tumoral

Abstract

Our team contributed to the optimization and
validation of pretargeting using bispecific antibodies
and radiolabeled haptens in various preclinical and
clinical models of CEA-expressing tumors. The new
generation of anti-CEA bispecific antibody (bsMAb) TF2
and IMP288 bivalent hapten are available and
accessible for transfer to clinical applications but
require optimization step to determine the optimal
pre-targeting scheme including the molar doses of TF2
and [IMP288, the TF2/IMP288 ratio and the
pretargeting delay. The main objective of this work
was to optimize the clinical use of the TF2/IMP288
system in 2 models of CEA-expressing tumors using
pharmacokinetic and imaging data obtained in a RIT
study and in an imaging PET study (immunoPET). The
preliminary results obtained from the prospective
multicentric pretargeted-RIT phase I/ll optimization
study using TF2 and 177Lu-IMP288 in patients with
CEA-expressing relapsing lung tumours allowed us to
determine the optimal bsMAb dose and pre-targeting
delay for therapeutic application and to confirm the
accuracy of 111In-labeled images to predict 177Lu-
IMP288 distribution and to estimate absorbed doses to
major organs and tumours. The preliminary results
obtained from the phase I/Il immunoPET trial using TF2
and 68Ga-IMP288 in 5 cohorts of 3 patients with
progressive MTC allowed us to demonstrate the
feasibility of this new imaging approach and to define
the optimal pre-targeting scheme for immuno-PET
applications.
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