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INTRODUCTION GENERALE

En pharmacologie, la pharmacocinétigue de population (PK-POP) est
particulierement intéressante pour ses capacités de prédictions du devenir du
médicament dans I'organisme. Elle participe aux méthodes d’adaptation individuelle
de posologie et d'optimisation de la prise en charge des patients qui sont des
thématiques en plein essor dans le domaine de l'oncologie. Cette méthodologie
s’appligue a de nombreux médicaments anticancéreux (molécules cytotoxiques,
thérapies ciblées, immunothérapies), mais reste encore peu exploitée en médecine
nucléaire. Malgré des réponses cliniques différentes, I'administration des
médicaments radiopharmaceutiqgues (MRP) ne prend pas en compte les variabilités
pharmacocinétiques interindividuelles. Avec I'approche PK-POP, lidentification et la
guantification de l'origine de ces variabilités permet, par I'estimation de parameétres
pharmacocinétiques individuels, une individualisation de dose. Face a I'émergence de
la médecine personnalisée et de [lutilisation (diagnostic et thérapeutique) des
radiotraceurs en oncologie, le développement de modeles mathématiques décrivant
la pharmacocinétique des MRP et les facteurs l'impactant est ainsi essentiel a la

médecine nucléaire.

Ce manuscrit illustre des exemples de I'apport de la modélisation pharmacocinétique
appliquée aux radiotraceurs. |l débutera par une revue bibliographique résumant les
applications diagnostiques et thérapeutiques des MRP en médecine nucléaire. Par la
suite, l'approche de pharmacocinétique de population sera développée. Elle
correspond a la méthodologie des modeles non linéaires a effets mixtes utilisée pour

'analyse des données dans les travaux personnels.
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Ayant des applications cliniques différentes, les travaux personnels se décomposeront
en deux sous-parties. Chaque sous-partie comportera une revue bibliographique
spécifique, des travaux sous forme d’articles (publiés ou soumis a publication) et une

discussion associée.

La premiére partie des travaux personnels s’articulera autour du >!Cr-EDTA utilisé lors
de bilans exploratoires de la fonction rénale. L’objectif de cette partie sera de décrire
le plus précisement possible, I'élimination plasmatique du >!Cr-ETDA a l'aide de
caractéristiques morpho-biologiques d’enfants traités par chimiothérapies
néphrotoxiques. L’équation obtenue permettra d’estimer le débit de filtration
glomérulaire dans cette population pédiatrique. In fine, cette équation, sera comparée
a celles actuellement utilisées en pratique hospitaliere et validée sur une cohorte

externe.

La seconde partie des travaux personnels s’intéressera au '’’Lu-Dotatate qui est une
radiothérapie interne vectorisée (RIV) utilisée dans le traitement des tumeurs
neuroendocrines gastroentéropancréatiques. Le "’Lu-Dotatate présente une
importante variabilité interindividuelle dans les réponses cliniques (efficacité et
toxicité). De plus, des relations dose-effet sont décrites mais restent controversées
dues aux protocoles non standardisés de dosimétrie. Dans cette partie, la modélisation
va permettre de décrire la pharmacocinétigue du ’’Lu-Dotatate dans différentes
matrices ainsi que les variabilités associées. De plus, l'approche de PK-POP
contribuera a mettre en place une nouvelle méthode de calcul de la dose absorbée,

facilitant ainsi la prise en charge des patients.
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l. ETAT DES CONNAISSANCES

[.1. Utilisation des radiotraceurs en médecine

I.1.1 Définitions et cadre juridique

= | es autorités compétentes

Les radiotraceurs utilisés en médecine sont soumis a une double législation. D’une
part, ils sont sujet a la législation des rayonnements ionisants. lls doivent par
conséquent, répondre aux réglementations relatives a la radioprotection des
travailleurs, des patients, du public et de [l'environnement. D’autre part, ils
appartiennent au monopole pharmaceutique et sont ainsi définis selon le code de la
santé publique (CSP) depuis le 8 décembre 1992, (article L.5121-1) comme : « tout
médicament qui lorsqu’il est prét a I'emploi, contient un ou plusieurs isotopes
radioactifs, dénommés radionucléides, incorporés a des fins médicales » (1). Ces
spécialités pharmaceutiques peuvent étre soit prétes a I'emploi, soit issues de
préparations radiopharmaceutiques. Les MRP sont inscrits sur la liste | des substances

vénéneuses, sous prescription obligatoire, disponibles uniquement a I'hépital (2).

De par leur statut, les radiotraceurs sont ainsi dépendants des autorités compétentes
dans le domaine du médicament : 'Agence Nationale de Sécurité du Médicament et
des produits de santé (ANSM), ’Agence Régionale de Santé (ARS) et dans le domaine
du nucléaire : I'Autorité de Sureté Nucléaire (ASN). L’Institut de Radioprotection et de
Sureté Nucléaire (IRSN) possede un réle indirect dans l'utilisation des radiotraceurs,

et représente un appui technique pour ’ASN.
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= Autorisations de détention et d’utilisation

Les activités comportant des risques d’exposition des personnes aux rayonnements
ionisants doivent satisfaire les principes de justification, optimisation et limitation (CSP,
article L.1333-1) (3). Ces activités, soumises a autorisation déléguée par le ministere

de la santé sont composeées de :

- La gestion, 'approvisionnement, la préparation extemporanée et la dispensation
effectuées par la radiopharmacie
- L’administration aux patients a des fins diagnostiques ou thérapeutiques effectuée

par le service de médecine nucléaire.

La radiopharmacie fait partie intégrante de la pharmacie a usage interne de I'hépital
ayant un service de médecine nucléaire. L’ensemble des activités concernant les MRP
est sous la responsabilité du radiopharmacien. L’arrété du 1¢" décembre 2003 (parution
au J.O 30 janvier 2004), permet une reconnaissance spécifique de la qualification de
radiopharmacien (4). En effet, depuis le 31 décembre 2005 selon 'ANSM, le
radiopharmacien est obligatoirement titulaire d’un Diplédme d’Etude Spécialisée

Complémentaire en radiopharmacie afin de pouvoir manipuler les MRP.

La médecine nucléaire est la spécialité médicale qui utilise les rayonnements ionisants
émis par des radionucléides en source non scellée (2). L’autorisation de détention et
d’utilisation de radiotraceurs est sous la responsabilité du directeur de I'établissement,
qui la délegue au chef de service de médecine nucléaire et au radiopharmacien. Cette
autorisation est renouvelable et valable 5 ans. De plus, le chef de médecine nucléaire
doit également définir une personne compétente en radioprotection au sein de son

service.
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Par ailleurs, chaque établissement de santé doit assurer la tragabilité des MRP et doit
pouvoir spécifier a tout moment I'origine, la destination et le stock des radionucléides
dont il dispose. Afin d’assurer la tragabilité, chaque radionucléide posséde un numéro
d’enregistrement @ IRSN et un bon de commande spécifigue en fonction du
radionucléide et de son utilisation hospitaliere. Enfin, I'établissement de soin est
également responsable de la gestion en décroissance au niveau du tri et de
I'élimination des déchets radioactifs généreés (circulaire DGS/DHOS n° 2001-323 du 9

juillet 2001) (5).

1.1.2 Composition et radiomarquage

Les MRP sont des isotopes radioactifs utilisés seuls ou associés a un vecteur (aussi

appelé trousse radiopharmaceutique).

Dans 30% des cas, la prescription d'un MRP par la médecine nucléaire est une
spécialité pharmaceutique préte a I'emploi (conditionnement unitaire avant
'administration) (2). Dans ce cas, le fournisseur est responsable du radiomarquage et
du contréle de qualité. Une simple étape de reconstitution définie par les BPP (2022)
comme (6) : « une opération de mélange simple notamment d’'une solution, d’'une
poudre, d’un lyophilisat, etc. avec un solvant pour usage parentéral ou non selon le
RCP du produit ou le protocole de recherche » pourra étre effectuée par les services
de soins ou la radiopharmacie.

A contrario, dans 70% des cas, les MRP sont des préparations magistrales ou
hospitalieres (2). Ces préparations correspondent a des radiomarquages effectués a

Ihépital.
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Le radiomarquage consiste au couplage entre le vecteur et I'isotope radioactif afin de
donner un MRP par liaison covalente ou par complexation (Figure 1). La liaison
covalente est utilisée pour les atomes halogénes (*8F, 123]). La complexation basée sur
plusieurs liaisons pour forme une cage (chélateur), est utilisée pour les métaux
cationiques. Le radiomarquage doit étre stable (aucune dissociation in vivo entre le
vecteur et le radioélément) et ne doit pas modifier le comportement de la molécule

vectrice.

Chelator

Linker / Spacer

Radiometal

Biomolecule
(vector)

Figure 1 : Principe du radiomarquage (Brandt et al. 2018)

Les marqueurs ou radionucléides sont des atomes avec un noyau instable possédant

un excés d’énergie qui sera libéré par désintégration radioactive.
lls proviennent d’un éluat de générateur ou d’un précurseur radiopharmaceutique.

- Selonle CSP (art. L.5121-1) (1), un générateur est défini comme : « tout systéme
contenant un radionucléide parent déterminé servant a la production d’'un
radionucléide de filiation obtenu par élution ou par toute autre méthode et utilisé
dans un médicament radiopharmaceutique ». L’exemple le plus connu est le
9Molypdene (radionucléide parent) donnant par élution du *°™Technétium (**MTc)

(radionucléide fils).
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- Un précurseur radiopharmaceutique est défini comme : « tout autre radionucléide
produit pour le marquage radioactif d'une autre substance avant administration ».

Un exemple de précurseur est le >1Chrome (°Cr).

Selon le CSP (1), le vecteur ou trousse radiopharmaceutique est « toute préparation
qui doit étre reconstituée ou combinée avec des radionucléides dans le produit
radiopharmaceutique final ». Il peut étre composé d’une molécule, d’'un peptide, d’un
anticorps, de cellules, ou d’agrégat de particules. Il possede une AMM et est
commercialisé sous forme stérile et apyrogéene. Le vecteur va permettre de cibler
spécifiguement un organe, une cellule ou un métabolisme d’intérét pour le diagnostic

ou la thérapeutique.

1.1.3 Applications en oncologie

[.1.3.1 Radiobiologie et choix du radionucléide

La médecine nucléaire s’intéresse au diagnostic et a la thérapeutique. Le choix du
radionucléide va conditionner son utilisation. En effet, chaque radioélément est
caractérisé par sa période radioactive, la nature et 'énergie du rayonnement ionisant
émis (B, B*, y, a). Il en découle un transfert d’énergie et un parcours spécifique du
rayonnement ionisant dans la matiere. Ces deux variables sont retrouvées dans un
parametre : le Transfert Linéique d’Energie (TLE), représentant le dép6t d’énergie par
unité de longueur de la trajectoire parcourue. Plus le TLE est grand, plus I'énergie
cédée sur une courte distance est importante et plus les nuisances biologiques sont

importantes.
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La radiobiologie évalue, suite a des réactions physico-chimiques et des lésions
moléculaires, la survenue de réponses cellulaires et tissulaires. L’ADN est la cible
moléculaire principale des radiations dans la cellule. Son atteinte (par irradiation de la
cellule elle-méme ou a distance) fait intervenir des systemes de réparations et des
cascades de signalisation conduisant a la survie cellulaire, a 'oncogenése ou a la mort
cellulaire. Ces lésions peuvent entrainer, plusieurs années plus tard, des effets

déterministes et/ou stochastiques sur des cellules somatiques ou germinales.

Pour le diagnostic, des radioéléments fortement pénétrants, faiblement ionisants et de
demi-vie courte a faible activité sont utilisés afin de limiter l'irradiation du patient. Les
rayonnements X ou y impliqués ont donc une TLE faible (énergie déposée faible et

parcours long).

A contrario, pour la thérapeutique, les radioéléments utilisés sont fortement ionisants
et faiblement pénétrants. lls ont une longue demi-vie et sont administrés avec une forte
activité afin d'obtenir une action antitumorale. En pratique, les émetteurs - ontun TLE
faible par rapport aux autres rayonnements utilisés en thérapeutique. lls agissent via
une irradiation diffuse de '’'ADN, entrainant des Iésions simples a réparer contrairement
aux rayonnements a. De plus, le parcours des rayonnement (- dans la matiere est
également plus long, leur permettant de traverser plusieurs cellules (Figure 2). Il
favorise ainsi les effets cross-fire, potentialisant I'efficacité au niveau tumoral mais

pouvant étre également a l'origine d’effets indésirables (7).
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Figure 2 : Radiobiologie en thérapeutique (Pouget et at., 2011)

1.1.3.2 Applications a visée diagnostique
1.1.3.2.1 Imagerie fonctionnelle

A la différence de I'imagerie anatomique qui permet une visualisation de I'organe,
'imagerie fonctionnelle (aussi appelée imagerie métabolique ou scintigraphie) met en
avant la biochimie et la physiologie de I'organe. Le principe repose sur une imagerie
de transmission ou le rayonnement ionisant provient du patient aprés injection d’un

radiotraceur.

Deux grands types d'imageries fonctionnelles sont actuellement utilisés: la

tomographie d’émission photonique (SPECT pour single photon emission computed
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tomography) pour la détection de rayonnement y et la tomographie a émission de
positions (PET pour positron emission tomography) pour la détection de positons.
Grace a la détection de I'énergie par des gamma-cameras, elles permettront d’obtenir
des images tridimensionnelles. Ces deux imageries peuvent étre utilisées en
association avec la tomodensitométrie (CT) afin d’améliorer la précision de détection

des rayonnements émis par les MRP (imagerie hybride : SPECT/CT et PET/CT).

1.1.3.2.1.1 Scintigraphie SPECT

La SPECT repose sur la détection par une caméra rotative des photons émis
directement par un radionucléide. Elle est utilisée dans différentes aires
thérapeutiques dont I'oncologie avec des radiotraceurs comme le *°™Tc (représentant
80% des SPECT) et le In dans le diagnostic ou le suivi post-thérapeutique.
Actuellement, 'imagerie PET est préférée car elle présente une meilleure résolution et

une meilleure sensibilité de détection de la décroissance radioactive (8,9).

[.1.3.2.1.2 Scintigraphie PET

La PET repose sur la détection de deux photons d’énergie de 511 KeV de directions
opposées suite a I'annihilation entre un positon au repos émis par un radionucléide et
un électron du milieu (10,11). Les radioéléments les plus utilisés sont le %8Ga, le 18F,
le 89Zr et le %4Cu. Le fluorodésoxyglucose (FDG) marqué au 8F représente 90% des
PET (11). Il permet de mettre en avant le métabolisme glycolytique. Les cellules
cancéreuses métabolisant davantage de glucose que les cellules saines, le 8F-FDG

révele ainsi les foyers tumoraux. Il reste cependant aspécifique et est utilisé dans
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différents types de cancers pour la mise en évidence de récidives (12). La PET est
également utilisée pour des ciblages plus spécifiques, comme par exemple dans les
tumeurs neuroendocrines gastroentéropancréatiques (TNE-GEP). L'utilisation au
diagnostic du DotaToc marqué au %8Ga (°Ga-DotaToc) met en évidence les TNE-GEP
dites positives aux récepteurs a la somatostatine (SSTR). Si la scintigraphie PET est
négative au SSTR, une PET a base de dopa marquée au 8F (*8FluroDopa) est réalisée
en cas de suspicion avérée de TNE-GEP. Dans le cas de ciblage spécifique,
l'utilisation du PET permet une approche dite théranostique, orientant la prise en

charge thérapeutique du patient (paragraphe 11.2.1.2).

1.1.3.2.1.3 Quantification a partir de I'imagerie

A patrtir de la scintigraphie, des quantifications sont possibles :

- Quantification absolue : concentrations en radiotraceurs dans une région d’intérét

- Quantification relative : variations du signal entre des régions ou dans le temps
Plusieurs index sont utilisés afin d’obtenir des analyses semi-quantitatives (13) :

- SUV : Standardized Uptake Value. Il correspond a l'intensité de fixation standard
normalisée et représente le rapport de la concentration du radiotraceur rapportée
a l'activité injectée et a la masse du patient.
SUVnmax : Intensité maximale de fixation d’'un voxel dans un volume d’intérét (VOI).
SUVmean : Intensité moyenne de fixation d’'un voxel dans un VOI.

- VMT : Metabolic Tumor Volume. Il correspond au volume tumoral biologique cible.

- TLG : Total Lesion Glycolysis. Il est obtenu par le calcul : TLG = SUVmean x VMT.
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1.1.3.2.2 Exploration biologique

Outre leur utilisation en imagerie, les radiotraceurs peuvent étre utilisés dans des
examens d’explorations fonctionnelles isotopiques. Par exemple en hématologie, ils
servent a mesurer le volume sanguin et la durée de vie des populations circulantes.
La mesure des volumes sanguins (via le 51Cr ou ®®™Tc pour le volume globulaire et 129
pour le volume plasmatique) se base sur le principe de dilution. Une fois le radiotraceur
injecté et sa distribution homogéne dans I'espace mesuré, on mesure sa concentration
pour calculer les volumes. Cette technique a notamment un intérét dans le diagnostic
des polyglobulies. La mesure de la durée de vie des plaquettes et des hématies permet
de donner des informations sur la production, la répartition et la destruction cellulaire
dans l'organisme, via le radiomarquage direct des cellules sanguines. La mesure de
la durée de vie des hématies évalue la nécessité d’'une splénectomie dans la prise en
charge des anémies hémolytiques immunologiques et la mesure de la durée de vie

des plaquettes aide dans le diagnostic des thrombocytopénies (14).

Une autre exploration fonctionnelle isotopique fréquente est I'évaluation de la fonction
rénale. Les radiotraceurs dits « dynamiques » sont fortement excrétés par le rein et
permettent une étude cinétique. A contrario, les radiotraceurs dits « statiques », se
fixent au parenchyme rénal permettant une imagerie. L’élimination rénale est la
somme de trois processus physiologiques : la filtration glomérulaire, la réabsorption
tubulaire et la sécrétion tubulaire. Les radiotraceurs dynamiques mesurant le débit de
filtration glomérulaire (DFG) sont exclusivement filtrés au niveau du glomérule rénal :
I'iothalamate marqué a 23| (*23l-iothalamate), I'éthylénediamine tétraacétate marqué
au 51Cr (5Cr-EDTA) et le diéthylénetraimine pentaacétate marqué au *°"Tc (**™Tc-
DTPA). Le DFG étant directement corrélé au nombre de néphrons (unité fonctionnelle
du rein, composé d’'un glomérule et d’'un tubule), il permet d’évaluer les capacités du
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rein a remplir ses fonctions d’élimination (15). Les radiotraceurs dynamiques tubulaires
comme le mercato-acétyl-glycine marqué au *°"Tc (**"Tc-MAG3) permettent de
mesurer le débit effectif plasmatique rénal. Enfin, I'acide di-mercapto-succinique
marqué au *MTc (*®"Tc-DMSA) est un radiotraceur statique permettant d’évaluer la

guantité de parenchyme rénal fonctionnel (16-18).

1.1.3.3 Applications a visée thérapeutique

En médecine nucléaire, la thérapeutique reste une activité moindre par rapport au
diagnostic mais représente un domaine en pleine expansion. Dans cette partie et pour
la suite de ces travaux, seules les radiothérapies internes vectorisées (RIV) (sources

non scellées) seront développées.

Les RIV se basent sur le méme mécanisme d’action que la radiothérapie externe.
L’énergie des rayonnements ionisants détruit les cellules tumorales par effet direct ou
indirect (radiolyse de I'eau) sur ’ADN. L’intérét des RIV par rapport aux radiothérapies
externes est d’obtenir une irradiation prolongée, plus hétérogéne a bas débit qui
décroit selon la période effective du radioélément. De plus, elles présentent 'avantage
de cibler spécifiquement un type cellulaire et ainsi d’atteindre des tumeurs de petites

tailles, des métastases et d’éviter I'irradiation de tissus sains.

Actuellement, 4 cancers (hors essais cliniques) sont traités par des RIV en France :
les cancers de la thyroide, les cancers de la prostate, les tumeurs neuroendocrines et
les lymphomes. Dues a la radioactivité, les RIV ne sont jamais indiquées en 1° ligne

de traitement.

L'irathérapie a base d’''3!| est indiquée dans I'hnyperthyroidie et les cancers thyroidiens.

Elle est administrée en per os sous forme de gélule en ambulatoire a faible dose pour
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I'hyperthyroidie ou a forte dose nécessitant une courte hospitalisation pour les
cancers. C’est un double émetteur B- ainsi qu'un émetteur y permettant une
scintigraphie SPECT post thérapeutique. Parmi les émetteurs 3- et y, on retrouve
également la lutathérapie a base de '’’Lu, qui est utilisée dans les TNE-GEP SSTR
positifs et dans le cancer de la prostate. Contrairement a [lirathérapie, ici un
radiomarquage est nécessaire afin de coupler le ’/Lu a un complexe chélateur-
vecteur : Dotatate pour les TNE-GEP et PMSA dans les cancers de la prostate. La
lutatherapie a base de ’’Lu-Dotatate constituant une partie de ces travaux de thése,
elle sera détaillée dans le paragraphe 11.2. Dans le cancer de la prostate, une RIV est
également utilisée a base de ??°Ra, seul émetteur a ayant une AMM en France depuis
2017. Enfin, le °0Y est administré dans le cadre de radioembolisation (ou Selective
Internal Radiation Therapy) dans les tumeurs hépatiques et dans les lymphomes non
hodgkiniens. Il est vectorisé a un anticorps pour former [libritumomab-tiuxetan

(Zevalin®).

Les RIV nécessitent des précautions de radioprotection du patient spécifiques et plus
intenses que pour le diagnostic. Elles sont dépendantes de la nature du radioélément.
Si une hospitalisation est nécessaire, elle se fait en chambre « protégée » a base de

plomb avec un recueil des urines en cuve de décroissance.
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[.2. Méthodologie de pharmacocinétique de population (PK-POP)

La pharmacométrie ou model-informed drug development (MIDD) est le domaine
étudiant la pharmacologie clinique quantitative. Elle permet d’appliquer des modéles
mathématiques pour décrire, comprendre et prédire la pharmacocinétique (PK) et/ou
la pharmacodynamie (PD). Au sein de la pharmacométrie, la pharmacocinétique de
population (PK-POP) fait partie de l'approche dite top down modeling ou des

observations sont utilisées afin d’obtenir des prédictions.

Depuis plusieurs années, la PK-POP occupe une place essentielle dans le
développement du médicament en intervenant dans les différentes phases pré
cliniques, cliniques et post AMM. Les premieres directives encadrant son utilisation ont
été publiées en 1999 par la Food and Drug Administration (FDA) (19), suivies de celles
de I'European medecines Agency (EMA) en 2007 (20). Du fait de I'essor de cette
meéthodologie, les autorités de santé ainsi que les industries actualisent ces
recommandations pour plus de transparence et d’homogénéité dans les pratiques

(derniére version FDA, Février 2022) (21).

[.2.1 Modeéle non linéaire a effet mixte

La PK-POP a été introduite par Sheiner et al. en 1972 (22). Contrairement a la
pharmacocinétique classique dite en deux étapes, la PK-POP permet une méthode
one stage avec l'analyse simultanée de l'intégralité des données provenant d'un
ensemble d'individus. Elle associe I'obtention de paramétres pharmacocinétiques de
population a une étape post-hoc utilisant la méthode bayésienne pour estimer les

parametres individuels.
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Cette approche permet, notamment, de compenser un nombre limité de prélévements
(et donc de concentrations) disponibles pour certains patients (dit sparses sampling).
De plus, il n’est pas nécessaire que les patients aient des prélevements a des temps
précis. Cependant, I'intégralité de la cinétique du médicament doit étre couverte par

'ensemble des données des patients.

La PK-POP utilise la modélisation « non linéaire a effet mixte ». Le terme de « non
linéarité » provient du fait que la variable dépendante (i.e., les concentrations
plasmatiques) évolue de facon non linéaire en fonction du temps. Le terme « effets
mixtes » décrit les deux types d'effets présents dans un modele : I'effet fixe et I'effet
aléatoire. Les effets fixes désignent des parametres qui ne varient pas au sein d’une
population, alors que les effets aléatoires décrivent les différentes sources de
variabilités (interindividuelle et résiduelle). La construction d'un modele de PK-POP
se base dans un premier temps sur l'identification d'un modele structurel, puis d'un

modele statistique et enfin de I'analyse des covariables.

[.2.1.1 Modéle structurel

Le modele structurel est une représentation simplifiée des concentrations d'un
médicament en fonction du temps (Figure 3). Pour cela, I'organisme est divisé en un
ensemble de compartiments (espace virtuel ou les concentrations en médicament sont
homogenes), pour lesquels les vitesses d'entrées et de sorties de chaque

compartiment sont décrites par des équations différentielles :

dQ
G = Somme des vitesses des entrées — Somme des vitesses des sorties

avec Q = guantité de médicament dans le compartiment
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Les systémes pharmacocinétiques les plus utilisés sont des systemes ouverts (entrée
et sortie de médicament dans I'organisme) décrivant une cinétique linéaire d'ordre 1
(vitesses d'entrée et de sortie proportionnelles a la quantité de médicament présente
dans chaque compartiment), et mamillaire (tous les transferts se font via le
compartiment central ou les prélevements ont été réalisés). Dans le cas ou I'organisme
est représenté par un seul compartiment, il est décrit par un systeme dit mono-
compartimental se composant uniquement du compartiment central. Dans les
systemes bi- ou tri- compartimentaux l'organisme est divisé en plusieurs

compartiments comprenant le compartiment central et un ou deux compartiment(s)

périphérique(s).
( Dose
__________________ i X T
[ I __ I [
Vpéri]:hériquel ‘"”: """"""""""" > C(t) = Q(t) * A" + "'"""'""""”’".L”"* VpériphériqueZ
ke

Figure 3 : Représentation d’un modeéle tri-compartimental aprés administration 1V bolus

ou C(t) représente les concentrations de médicament au cours du temps, Q(t) les
guantités de médicament au cours du temps, ke la constante d'élimination du
compartiment central, V le volume de distribution du compartiment central, V périphérique1
le volume de distribution du compartiment périphérique 1 et Vperiphériquez le volume de

distribution du compartiment périphérique 2.
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L'obtention des parametres pharmacocinétiques, par exemple pour une administration
intraveineuse (IV) bolus monocompartimental, se fait par la résolution de I'équation

différentielle suivante au moyen de la transformation de Laplace :

dc Dose CL
Ez—ke.C(t) - C(t)=C0.e*t S (C(t) = eV

* €

ou CL représente la clairance du médicament et V son volume de distribution

A ce modele structurel correspondent les parameétres PK et leurs valeurs moyennes

de population aussi appelés parametres typiques de population (15,23).

[.2.1.2 Modele statistique

Aprés l'identification d'un modele structurel adéquat, le modele statistique permet de
décrire les variables aléatoires et de quantifier les variabilités. Ce modele est divisé en
trois composantes : la variabilité interindividuelle (11V), la variabilité interoccasion (IOV)

et la variabilité résiduelle () (23-25).

= Variabilité interindividuelle (11V)

Chaque patient présentant des parametres PK différents, I'llV va permettre de décrire
la distribution de ces parameétres PK individuels autour de la valeur typique moyenne

du parametre concerné selon I'équation :

0; = Opop * exp (1;) avec 7;~N(0,w?
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ou Bi le paramétre PK individuel, Bpop le paramétre PK typique de population, ni

représente I'écart entre 6i et Bpop et W? la variance qui quantifie I'llV.

La distribution des paramétres PK individuels est supposée suivre une loi log-normale
afin d'obtenir des parametres PK individuels positifs. Pour revenir a une variance a

I'échelle initiale du parametre PK, le coefficient de variation (CV) peut étre calculé :

CV(%) = /exp(a)z) —1%100

L'ensemble des variances des parametres PK est regroupé dans la matrice Q. Une
covariance peut étre modélisée pour montrer la relation entre deux variables
aléatoires. Cette matrice est qualifiee de diagonale lorsqu'aucune covariance n'est

inclue dans le modéle.

= Variabilité interoccasion (I0V)

La variabilité interoccasion, aussi appelée variabilité intraindividuelle, décrit un
changement des parametres PK au cours du temps (entre deux occasions) pour un

méme individu. Elle est décrite par :

0; = Opop +exp (n; + k1 *0CC1+ Kk, x 0CC2)

ou K1 et K2 représentent I'écart entre 6i et Bpop & I'occasion 1 (OCC1 =1 et OCC2 =0)

et I'occasion 2 (OCC2 =1 et OCCL1 = 0) respectivement pour un individu i.
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= Variabilité résiduelle (g)

La variabilité résiduelle représente ['écart entre les concentrations prédites
individuelles (Cpred,ij) par le modéle et les concentrations observées (Cobs,ij). Cet écart
est dd aux erreurs analytiques, aux erreurs de renseignements (horaires
d'administration et de prélevements), a la variabilité intraindividuelle si celle-ci n'est
pas inclue dans le modéle et a l'inadéquation du modele structurel choisi. En fonction

des données, la variabilité résiduelle peut étre modélisée de plusieurs facons :

- Additive : modéle homoscédastique ou la variance de I'erreur est constante

Cobsiij = Cpreaij + &ij

- Proportionnelle : modele hétéroscédastique ou la variance de l'erreur dépend du

niveau de concentrations

Cobsij = Cprea,ij * (1 + &)

- Mixte : combinaison de I'erreur additive et de I'erreur proportionnelle

Cobsij = Cpreaij* (1+ €j1)+ &ija

1.3.1.3 Analyse de covariables

Les covariables sont des facteurs (caractéristiques démographiques, génétiques,
physiopathologiques, environnementaux, co-administration de médicament...) qui
peuvent potentiellement influencer la pharmacocinétigue d'un médicament.

L'identification et la quantification de la relation entre un paramétre PK et une
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covariable permettant de diminuer et d'expliquer en partie I'llV est I'un des intéréts de

la PK-POP.
Les covariables sont continues ou catégorielles et sont représentées par :
- continues (i.e., age) :

Différents codages sont possibles pour mettre en évidence les relations entre les
paramétres PK et les covariables continues. Nous prendrons I'exemple ici, d’'un

codage allométrique :

age individu_,
0; = Opop * (——————)

age median
ou Bi est le parameétre PK individuel, Bpop €st le parametre PK typique de la population
pour un individu ayant un age median, Bcov est I'effet de la covariable sur le parametre

PK.
- catégorielles (i.e., sexe) :

— Ooul
Hi - Hpop * ecov

ou Bi est le parametre PK individuel, Bpop €st le parametre PK typique de la population
lorsque Bcov est a la puissance 0, Bcov est I'effet de la covariable sur le parametre PK

lorsque la puissance est égale a 1.

L'analyse des covariables commence par une représentation graphique des
correlations entres les n, de chaque parametre PK considére et les covariables. Les
covariables seront retenues pour étre analysées dans le modele si une corrélation

significative ou une tendance est observeée.
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L'analyse s'effectue par la suite en deux étapes :

- Analyse univariée foward inclusion qui consiste a inclure au modele une a une les
covariables précédemment sélectionnées sur les différents parametres PK et d'évaluer

leur significativité (p<0,05, loi du x?, degré de liberté = 1)

bY

- Analyse multivariée backward deletion qui consiste a supprimer du modeéle
intermédiaire (comprenant I'ensemble des covariables significatives sélectionnées a
I'étape précédente) chaque covariable une a une avec des critéres de significativité

plus stricte (p<0,01, loi du ¥?, degré de liberté = 1) afin d'éviter la redondance entre

certaines covariables.

En plus de leur significativité, les covariables incluses dans le modéle final doivent étre

cliniguement pertinentes et diminuer I'llV du parametre PK.

En résumé, pour une population de n individus, I'expression de la concentration

prédite Yj par le modeéle a la j*™e concentration pour I'individu i est :
Yij = £(8; xij i3 &5, 2i7)
0 = vecteurs des parameétres pharmacocinétiques du modele a estimer ; x;; = variables

explicatives (temps et dose) ; n;; = effets aléatoires interindividuels ; &;;,= erreur

résiduelle (incluant variabilité interoccasion) ; z;; = vecteur de covariables
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[.2.2 Outils d’estimation et d’évaluation d’'un modele

L’estimation des parameétres PK a partir du modéle nécessite un critere afin d’ajuster
au mieux les concentrations prédites aux concentrations observées. Ce critére est la
fonction objective (OFV pour Objective Function Value). Il est utilisé par le logiciel

comme une méthode d’approximation du calcul du maximum de vraisemblance :

n

obs; pred] n Z 91 - pop

i=1

OFV = —=2log (likelihood)

IIM:

Selon I'équation, pour maximiser la vraisemblance du modele, il faudra donc avoir une
OFV minimale, représentant la valeur la plus faible de la somme des écarts des

résidus.

L’OFV permet ainsi de comparer et de sélectionner le meilleur modéle parmi des
modeéles emboités (ou un modéle est considéré comme un cas particulier de I'autre).
Le modeéle sera considéré comme significativement meilleur si la diminution de 'OFV

est supérieure a 3,84 (p<0,05, loi du x?, degré de liberté = 1).

Dans le cas de modeles non-emboités, un critére d’estimation basé uniquement sur la
qualité d’ajustement des données n’est pas suffisant. Il est recommandé d’utiliser des
outils se basant en plus sur le nombre de parametres estimés par le modéle. Un
compromis entre le biais et le principe de parcimonie est alors pris en compte, afin
d’éviter un ajustement excessif ou insuffisant par le modéle. Deux criteres sont
utilisés : I'’Akaike Information Criterion (AIC) et le Bayesian Information Criterion
(BIC) :

L’AIC permet de pénaliser la vraisemblance par 2 fois le nombre de parametres.
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AIC = —2log (likelihood) + 2k
ou k = nombre de parameétres estimés par le modele

Le BIC permet de pénaliser la vraisemblance par le nombre de paramétres et le

nombre d’observations.

BIC = —2log (likelihood) + k log (n)

avec k = nombre de paramétres et n = nombre d’observations
Le modele avec le plus faible AIC ou BIC sera considéré comme meilleur.

Le logiciel de référence en pharmacocinétique de population est le logiciel NONMEM®
pour Nonlinear Mixed Effects Model (NLMEM). Il comprend plusieurs méthodes
d’estimations, ainsi qu’un algorithme itératif qui, a partir de valeurs initiales prédéfinies,
va déterminer les valeurs des parametres en minimisant les criteres de sélection (24).
L’utilisation des critéres entre différents modéles tout en respectant le principe de
parcimonie est essentielle au développement de modéle PK et a la sélection du

modele le plus adéquat.

La précision d’estimation des paramétres est également appréciable grace aux
standard error of estimate (SE) générés par NONMEM® que I'on représente sous
forme de pourcentage par une relative standard error (RSE) ou un intervalle de

confiance IC :

SE
RSE (%) = 100 *

IC = 6 + 1,96 * SEg pour p < 0,05 (loi du x?, degré de liberté = 1)
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Est considéré comme acceptable un RSE < 30 % pour les paramétres fixes et la

variabilité résiduelle, et un RSE < 50% pour les variabilités interindividuelles.

D’aprés I'’équation de I'OFV, lors de données sparses (dites pauvres), I'estimation

individuelle est d’avantage influencée par le paramétre de population que par les

observations du patient. Ce phénoméne correspond au shrinkage. Lorsque la valeur

du shrinkage est supérieure a 30%, les estimations individuelles tendent vers la valeur

du parameéetre moyen de population, et sont certainement médiocres pour un grand

nombre d’individus.

Des méthodes de graphiques diagnostiques (GOF) pour Goodness of fit sont

également utilisées (23,24):

Concentrations prédites de population (PRED) et concentrations prédites
individuelles (IPRED) versus les concentrations observées (DV). Les
concentrations doivent se rapprocher au maximum de la droite d’identité y=x
avec une répartition homogéne. L'analyse des PRED contribue a valider le
modéele de structure et celle des IPRED le modéle statistique.

Résidus (RES = DV — PRED) et résidus conditionnels pondérés (CWRES)
versus le temps ou les PRED. Les résidus suivent une loi normale centrée
réduite avec une aire totale de distribution égale a 1. lls doivent donc étre
répartis de maniere homogene, avec 95% des résidus compris entre -1,96 et
+1,96 (p<0,05) et une ligne de tendance égale a 0. Ces graphes permettent
d’écarter la présence de biais du modeéle de structure en fonction des PRED ou
du temps.

IPRED et DV versus le temps pour chaque individu. Ces graphes permettent

d’apprécier I'ajustement individuel.
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[.2.3 Outils de validation d’'un modéle

Le choix entre les différents outils de validation d’'un modéle se fait en fonction de
I'utilisation prévue pour le modéle. Certaines méthodes s’orientent sur le diagnostic et
I'acceptation du modéle (Visual predictive check, NPDE), alors que d’autres évaluent
la valeur prédictive d’'un modéle pour une utilisation clinique (datasplitting, validation

externe).

= Validation interne d’'un modele PK

La validation interne d’'un modéle PK final utilise les mémes données que celles qui
ont servi pour construire le modéle. Plusieurs méthodes basées sur des simulations,

du datasplitting ou du ré-échantillonage sont généralement utilisées.

Concernant les simulations, la méthode recommandée est le Visual Predictive Check
(VPC). Des prédictions simulées sont générées a partir des données observées (n =
1000 fois) puis une comparaison est faite entre les 5°™¢, 50, 95¢me percentiles des
DV versus les intervalles de prédiction des mémes percentiles des concentrations
simulées. Le modéle est validé si les percentiles des concentrations observées sont
encadrés par les intervalles de prédiction des concentrations simulées correspondant.
Lors de covariables significatives ou de concession de dose importantes, I'utilisation
de prediction corrected VPC (pcVPC) est préférable (26). En effet, une correction des
concentrations observées et simulées par les concentrations prédites de population
permet de garder la valeur diagnostique de ce graphe. D’autres graphiques peuvent
étre utilisées comme les NPDE pour Normalised Prediction Distribution Errors. lls
permettent d’étudier I'exactitude des prédictions du modéle en représentant I'écart
entre les DV et les concentrations simulées. La distribution des NPDE doit étre

normale, centrée sur 0 avec 95% des NPDE compris entre + 1,96.
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De plus, une évaluation du modéle peut étre faite par ré-échantillonnage. La technique
standard est le bootstrap. Il consiste a créer une nouvelle base de données par n ré-
échantillonnage avec replacement des individus a chaque échantillonnage a partir de
la base de données initiale. Les moyennes des n valeurs typiques obtenues et leur
écart-type doivent étre proches des résultats obtenus lors du modele réalisé avec la

base de données initiale, pour justifier de la robustesse du modéle.

Enfin, un datasplitting peut étre réalisé. Il consiste a fractionner les données en une
partie utilisée pour la construction et une partie pour la validation du modéele.
Cependant, les résultats de cette méthode dépendent de la taille de la population et
de la division des données. Pour pallier a cela, une méthode alternative appelée cross-
validation consistant en un fractionnement répété des données est recommandée.
Chaque patient est alors utilisé dans I'estimation des paramétres et dans la validation

du modele (27).

= Validation externe

La validation externe consiste en l'utilisation d’'une nouvelle base de données pour
valider le modele PK. Cette approche est plus convaincante et plus puissante que les
méthodes de validation interne. Cependant elle reste difficile a mettre en place et
nécessite une phase d’inclusion de nouveaux patients. De plus, si les résultats ne sont
pas satisfaisants, les biais observés peuvent étre imputables aux paramétres PK du

modele initial ou au nouvel ensemble de données (28).
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|.2.4 Estimation bayésienne des paramétres individuels

L’estimation bayésienne consiste en I'obtention de paramétres pharmacocinétiques
individuels. Elle se base sur le théoreme de Bayes ou la probabilité initiale d’'un
évenement est modulée par la connaissance d’une autre information. Appliquée a la
médecine, I'estimation bayésienne permet une individualisation des traitements. A
partir de la distribution des paramétres d’'un modeéle PK, on va pouvoir déterminer les
parametres PK individuels les plus probables chez un patient, connaissant les
observations faites chez ce méme patient. Plusieurs combinaisons de paramétres PK
individuels étant possibles, un estimateur bayésien est utilisé pour retenir la probabilité
la plus élevée chez ce patient. Cet estimateur bayésien est le maximum a postériori
(MAP). Il s’appuie sur les informations connues a priori (modele PK), les
concentrations individuelles et covariables du patient afin d’obtenir les paramétres PK
individuels a postériori les plus probables, en maximisant la vraisemblance (Figure 4)

(29).

Likelihood s
!

value

Figure 4 : Principe de I'estimation bayésienne (conférence GPCO Laurent Bourguignon)
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.  TRAVAUX PERSONNELS

[I.1. Apport de |la PK-POP dans I’évaluation de la néphrotoxicité
glomérulaire en oncopédiatrie

Dans ces travaux, nous avons modélisé des concentrations plasmatiques en 'Cr-
EDTA grace au logiciel NONMEM®. Puis, par I'analyse de covariables, nous avons
établi une équation mathématique estimant au mieux le débit de filtration glomérulaire
(DFG). Cette équation a été validée prospectivement et comparée aux formules
actuellement recommandées en clinique. L’objectif de ces premiers travaux de thése
est d’évaluer l'impact de facteurs morpho-biologiques, en particulier celui de la
cystatine C plasmatique, sur I'estimation du DFG en oncopédiatrie. Dans cette revue
bibliographique, nous détaillerons, pour la pédiatrie, les difféerentes méthodes de
mesure du DFG, ainsi que les formules d’estimation du DFG a partir de la créatinine

plasmatique et/ou de la cystatine C plasmatique.

11.1.1 L’exploration de la fonction glomérulaire rénale en pédiatrie

La clairance rénale d’'une substance x correspond a I'excrétion de cette substance
sous forme inchangée dans les urines. Elle résulte de trois processus : la filtration
glomérulaire, la réabsorption tubulaire et la sécrétion tubulaire. La clairance de filtration
glomérulaire correspond a I'urine préformée en aval du glomérule. Cette urine primitive
est constituée du plasma exempt de toutes protéines ayant un poids moléculaire
supérieur a 70 kDa. Ainsi, le DFG correspond au volume de plasma filtré par la capsule
de Bowman par unité de temps. Il est dépendant du débit du flux sanguin rénal et de

l'intégrité du glomérule rénal.
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La clairance rénale de certaines substances peut servir & explorer la fonction rénale
en déterminant le DFG. Ces substances doivent présenter les caractéristiques

suivantes :

- Elles doivent étre exclusivement éliminées par le rein sous forme inchangée
(aucune métabolisation)

- Au niveau rénal, elles doivent étre uniquement filtrées (aucune réabsorption ou
sécrétion tubulaire) et totalement filtré (la liaison aux protéines plasmatiques
doit étre nulle ou tres faible) : le débit filtré sera donc égal au débit excrété.

- Elles doivent étre facilement dosables et non toxiques (inertes) a la dose

administrée (pas d’altération du processus de filtration glomérulaire).

Ainsi, pour une substance exogene x ayant toutes les caractéristiques requises, a

I'équilibre (administration par perfusion intraveineuse), on obtient (30):

avec CL = clairance rénale, P, = concentration plasmatique, V = débit urinaire, U,

concentration urinaire et DFG = débit filtration glomérulaire

Le DFG est souvent exprimé en mL/min/1,73m?2 (valeur indexée a la surface corporelle
(BSA) de 1,73m32). En valeur absolue, le DFG (mL/min) et la BSA étant fortement
corrélés, I'ajustement est essentiel pour faciliter la comparaison entre les individus et

pour obtenir des valeurs de référence (31).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour déterminer le DFG (32) :

- Mesures de la valeur vraie du DFG : non-isotopique ou isotopique

- Estimation du DFG : clairance de la créatinine, formules d’estimations
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[1.1.1.1 Mesure du débit de filtration glomérulaire

Aucune molécule endogéne ne répondant a I'ensemble des criteres (paragraphe
[1.1.1), 'injection de traceurs exogénes isotopiques (radiotraceurs) ou non-isotopiques

(inuline, iohexol) est nécessaire pour mesurer le DFG.

La clairance rénale étant égale a la clairance plasmatique lorsque la clairance non-
rénale est négligeable, la mesure du DFG peut étre obtenue par deux méthodes : la
clairance urinaire (nécessitant une perfusion continue, des recueils urinaires et un
prélevement plasmatique a I'équilibre, cf formule précédente) ou la clairance

plasmatique.

En pratique clinique, la mesure de la clairance urinaire est laborieuse et imprécise
notamment en pédiatrie. Le recueil des urines est difficile & mettre en place en
particulier chez les nouveau-nés ou les enfants ayant des affections rénales. De plus,
un recueil incomplet des urines entraine une sous-estimation du DFG et ainsi des

résultats erronés, justifiant 'utilisation de la méthode plasmatique (31,33).

La clairance plasmatique évalue le taux de disparition d’une substance exogene dans
le plasma apres son injection IV bolus. La cinétique d’élimination du marqueur est
ensuite déterminée uniquement a partir de prélévements plasmatiques. Dans la
littérature (30,34,35), les marqueurs du DFG sont généralement modélisés par un
modele bi-compartimental décrivant une distribution rapide dans le compartiment
interstitiel et une élimination rénale lente. Cependant, ce modele bi-compartimental est

peu utilisé en pratique clinique en raison des prélevements sanguins multiples.
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Selon les derniéres recommandations (36,37), des simplifications via un modele PK
mono-compartimental ouvert (paragraphe 1.2.1.1) sont utilisées pour calculer la

clairance plasmatique rénale (slope-intercept method, distribution volume method).

= Méthode slope-intercept

La méthode slope intercept est largement établie et utilisée en pratique clinique. Par
cette méthode, le DFG est mesuré de maniére satisfaisante a partir de 2,3 ou 4
prélevements plasmatiques (selon les institutions) pour déterminer uniquement
I'exponentielle terminale correspondant a la filtration glomérulaire. Le 1°" préléevement
doit ainsi étre réalisé au plus tét 90 minutes aprées l'injection afin d’éviter la contribution
de la distribution dans le compartiment interstitiel. Le dernier préléevement doit étre

réalisé 3h a 4h aprés l'injection.

i - — Phase d'élimination

. . k3e)
{'.P = C,;. e

0,1 1

|_|
=

'
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Figure 5 : Mesure du DFG par la méthode slope intercept (M. Alonso)

D’apres la Figure 5, I'équation décrivant un modéle mono-compartimental : C(t) =

C0.e~*¢t permet d’obtenir CO correspondant & I'intersection de I'ordonnée a l'origine
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au temps zéro. A partir de la demi-vie (T12), on obtient ke la constante d’élimination.
Le DFG correspond ensuite au produit de ke et du volume de distribution Vd avec (Vd
étant le ratio de la dose injectée (D) sur C0). Une surestimation du DFG de l'ordre de
10% liée au modele mono-compartimental peut étre corrigée par des équations
publiées comme celles de Chantler et al. (38) ou plus récemment de Brochner-

Mortensen et al (39,40).

= Méthode distribution volume

D’aprés les derniéres recommandations de la British Nuclear Medecine Society de
2018 (36) et celles du comité pédiatrique de I'association européenne de médecine
nucléaire (37), une méthode alternative distribution volume basée sur un seul
prélevement plasmatique est également utilisée. L’approche recommandée est celle
de Fleming et al. (41). Sur I'hypothése d’'un modéle mono-compartimental, un
prélevement plasmatique est recueilli a un temps précis (120 minutes dans les travaux
en pédiatrie d’Hamphrey et al. (42)) aprés I'administration permettant de calculer un
volume de distribution apparent (37). Ce volume de distribution apparent est obtenu
en faisant le rapport de I'activité administrée sur la concentration mesurée dans
'échantillon 2h aprés I'administration. Le DFG est ensuite calculé a partir d’'une
équation linéaire incluant les données de BSA et le volume de distribution apparent.
Les travaux de McMeekin et al. (43) ont permis de valider cette approche en montrant

une exactitude et une précision équivalente a celle de la méthode slope-intercept.

Pour les patients présentant un 3™ compartiment (ascite, cedéme) I'approximation
par un modéle mono-compartimental n’est pas applicable du fait d’'un retard de

'équilibre de distribution avec le compartiment extravasculaire entrainant une
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surestimation du DFG (31,35,38,44). De méme pour les patients ayant un DFG < 25
ml/min/1,73m2, il est recommandé de mesurer le DFG par un recueil urinaire sur 24h

(35).

[1.1.1.1.1 Mesure non-isotopique

Des mesures de clairances urinaires et plasmatiques sont possibles avec des
méthodes non-isotopiques. L’inuline est un polymeére végétal de 5 kDa répondant a
toutes les caractéristiques (paragraphe 11.1.1) nécessaires pour étre un marqueur idéal
du DFG. La clairance urinaire de I'inuline est le gold standard pour mesurer le DFG.
La méthode de référence consiste aux recueils de prélevements urinaires et sanguins
obtenus a I'équilibre a la suite d’'une dose de charge et d’une perfusion intraveineuse
continue (30,33). En raison des contraintes de recueils urinaires précédemment
évoquées et par manque de disponibilité de linuline, cette technique n’est plus
pratiquée en cliniqgue. En 2018, du fait de la survenue de chocs anaphylactiques,
Iinuline a été retiré du marché par TANSM (Inutest®, Proinuline serb®) (45). Une
alternative prometteuse dans les méthodes non-isotopiques est l'utilisation d’un
produit de contraste iodé : I'iohexol. D’aprés la littérature, de bonnes corrélations ont
été mises en évidence entre la clairance plasmatique de l'iohexol et la clairance
urinaire de l'inuline (chez I'enfant: r2=0.92 et r2=0.83) (46,47). Lorsqu’il est utilisé
comme marqueur de la fonction rénale, I'iohexol est administré a faible dose évitant
ainsi les effets indésirables et un risque allergique. Cependant d’aprés son RCP,
l'iohexol posséde uniquement des indications en imagerie (urographie, angiographie,

tomodensitométrie) mais pas dans la mesure du DFG (48).
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[1.1.1.1.2 Mesure isotopique

Dans les années 1970, le dosage plasmatique de radiotraceurs commence a étre
utilisé dans I'évaluation de la fonction rénale. Il se base sur les travaux de Garnett et
al. (44) qui ont montré une excellente corrélation (R2=0,995) entre la clairance urinaire
de l'inuline et la clairance mesurée a partir de prélevements plasmatiques réalisés 2h
et 4h aprés 'administration du >!Cr-EDTA. Cette approche repose sur I'administration
d’'un MRP par voie IV bolus unique a dose connue (le MRP respectant toutes
caractéristiques précédemment citées (paragraphe 11.1.1)). Il est recommandé
d’utiliser des sites d’injections et de prélévements différents. L’activité de chaque
préléevement plasmatique est ensuite déterminée par un compteur gamma et le DFG
est calculé par approximation d’'un modéle mono-compartimental (35,40). Des
corrections spécifiques aux radionucléides incluant la dose réelle injectée (déduction
de l'activité restante dans la seringue d’injection), le bruit de fond du compteur gamma,
et la décroissance radioactive des isotopes sont également a prendre en compte dans

la mesure du DFG (49).

Les avantages de la méthode isotopique par rapport au gold standard sont la simplicité
et la reproductibilité. Malgré une irradiation faible et répétée du patient, la mesure

isotopique est la méthodologie la plus utilisée actuellement en pratique clinique.
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Actuellement, trois MRP correspondent a ces critéres :

- L’iothalamate marqué a I'iode 125
- L’éthylénediamine tétraacétate marqué au chrome 51 (>!Cr-EDTA)
- Le diéthylenetraimine pentaacétate marqué au technétium 99 métastable

(*°"Tc-DTPA)

L’iothalamate (radiomarqué ou non), peu disponible en France et présentant
'inconvénient de surestimer le DFG (due a sa sécrétion tubulaire et une élimination

extra-rénale), ne sera pas détaillé dans ces travaux.

11.L1.1.1.2.1 51Cr-ETDA et ®*™Tc-DTPA

Ces MRP sont composés d’'un marqueur (°*Cr ou *°™Tc) et d’'un vecteur (EDTA ou
DTPA) (paragraphe 1.1.2). La désintégration physique de chacun de ces isotopes
entraine I'émission de rayonnements y permettant la détection du vecteur et ainsi que
le comptage de l'activité. Le Tableau 1 ci-dessous compare les caractéristiques

physiques et pharmacocinétiques de ces deux MRP :
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Production Réacteur nucléaire Générateur
fission de l'uranium 235 décroissance du Molypdéne 99
Filiation En vanadium 51 stable En technétium 99 stable par

par capture électronique

transition isomérique

Emission gamma

320 Kev (9,9%)

140,5 Kev (99%)

Période effective 27,7 jours 6,02 heures
EDTA DTPA
Poids moléculaire 292 Da 393 Da

Agents chélateurs

complexation hexadente
6 sites basiques

complexation octadente
8 sites basiques

51Cr-EDTA 9mMTc-DTPA
Liaison protéines plasma
- In vitro (50) 12,15% 10,99%
- In vivo (50) 12,54% 11,85%
Elimination rénale en 24h 99,9 % 95%

Dose administrée

Basée sur le poids
Maximale : 3,7 MBq

Basée sur le poids
Maximale : 37 MBq

Dose efficace

0,011 mSV/examen

0,1mSv/examen

Tableau 1 : Comparaison des caractéristiques physiques et pharmacologiques entre le >1Cr-EDTA et
le ®°"TC-DTPA

Plusieurs travaux (38,51,52) ont montré l'intérét du 5'Cr-EDTA en pratique clinique
dans la mesure du DFG et ont permis de développer son utilisation en Europe.
Cependant, depuis octobre 2018, le 5!Cr-EDTA n’est plus commercialisé par le
laboratoire GE-Healthcare®. Devant la nécessité de maintenir la mesure du DFG
comme examen de diagnostic, il a été remplacé en clinique par le ®®"Tc-DPTA qui a

également 'AMM dans cette indication.

Plusieurs études comparatives ont montré une bonne corrélation entre la clairance
plasmatique au >!Cr-EDTA et au *®"Tc-DTPA malgré une surestimation systématique
et significative de la clairance au °°™Tc-DTPA. Cette surestimation étant faible (de
I'ordre de 5%), aucun impact clinique n’a été mis en évidence (35,40,53-55). Le ®"Tc-
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DTPA possede également une meilleure efficacité de comptage permettant une
utilisation a moindre co(t que le 51Cr-EDTA (40). Cependant, sa période effective de
quelgues heures engendre un comptage du *°™Tc-DTPA le jour méme contrairement
au S1Cr-EDTA. La correction par la décroissance radioactive dans la mesure du DFG
a également plus d’'importance pour le *®"Tc-DTPA que pour >1Cr-EDTA (37,49). De
plus, il a été recensé dans certaines préparations commerciales une dissociation entre
le ®°*"Tc et le DTPA, entrainant une augmentation de la liaison aux protéines
plasmatiques et ainsi une sous-estimation du DFG. Cette dissociation n’est pas
prévisible entrainant un biais et une imprécision de mesure notamment due a I'absence
de normalisation des techniques de chélation et de générateurs au *°"Tc (56,57).
Selon la Société Francaise de Radiopharmacie (SOFRA), le **™Tc-DPTA est une
alternative possible au >Cr-EDTA. Il s’agit également de l'isotope de référence utilisé

dans la mesure du DFG aux Etats-Unis.

11.1.1.1.3 Indications en pédiatrie

Chez le nouveau-né, les fonctions rénales sont immatures. Cette immaturité est
caractérisée par un développement incomplet du néphron et une faible pression de
perfusion rénale. Le DFG augmente progressivement en post-natal pour atteindre les
valeurs adultes vers I'age de 2 ans (15,58,59). Les techniques de mesures du DFG
par des substances exogenes précédemment citées présentant des inconvénients, les

indications en pédiatrie sont ainsi limitées a certaines situations (37,40) :

- Evaluation et suivi lors de traitements néphrotoxiques dont les chimiothérapies
- Evaluation et suivi d’'insuffisance rénale lors de discordance entre le DFG
estimé et le DFG mesuré : poids extrémes, pathologies métaboliques

- Evaluation et suivi des glomérulopathies chroniques (diabéte sucré, SHU)
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- Estimation de la fonction rénale pour un rein unique

[1.1.1.2 Estimation du débit de filtration glomérulaire

Afin d’avoir acces plus aisément a la fonction rénale, des méthodes d’estimation du
DFG basées sur des substances endogenes ont été développées et sont également

utilisées en pratique clinique.

[1.1.1.2.1 Créatinine et clairance de la créatinine

La créatinine est une petite molécule issue du catabolisme musculaire de la créatine.
Son élimination est majoritairement rénale (faible excrétion extra-rénale dans les
feces). Elle est entierement filtrée au niveau du glomérule et non réabsorbée.
Cependant, elle est sécrétée a 10% (pour un individu sain) au niveau du tubule
contourné distal. Cette sécrétion est d’autant plus importante que la fonction rénale est
altérée. Avec la diminution du DFG, la sécrétion tubulaire de la créatinine augmente,
entrainant une surestimation du DFG de 10 a 40%, voir plus en cas de
glomérulopathies (60,61). De plus, d’autres fluctuations sont a prendre en compte. En
effet, sa production est dépendante de la masse musculaire, elle-méme dépendante
de l'age, du sexe, de la race, de I'activité physique et du régime alimentaire (62). La
créatininémie (SCR) est donc un marqueur peu représentatif du DFG. Outre un dosage
plasmatique, I'estimation du DFG peut étre obtenue par la clairance urinaire de la
créatinine sur 24h. Cependant, en plus des fluctuations précédemment évoquées, le

recueil des urines est invasif en pédiatrie.
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11.1.1.2.2 Les formules dérivées de la créatinine plasmatique

Les variabilités interindividuelles et intraindividuelles de la créatinine plasmatique sont
d’autant plus importantes en pédiatrie. Il est donc nécessaire d’associer les
caractéristiqgues morpho-biologiques des enfants a la SCR afin de prédire au mieux le

DFG.

11.1.1.2.2.1 Formules de Schwartz

La formule de Schwartz est la plus utilisée en pédiatrie pour estimer le DFG. Elle se
base sur la créatininémie et la taille afin de compenser 'augmentation de la masse

musculaire pendant I'enfance. La formule « générale » est représentée ci-dessous :

DFG = k. 0
e =X SeR

avec eDFG = DFG estimé, HT = taille, SCR = créatininémie, k = constante

BN

En 1976, Schwartz et al. (63) ont été les premiers a associer des données
anthropomeétriques a la SCR. Sur 186 patients, les auteurs ont calculé par la méthode
des moindres carrés, des régressions entre la SCR versus I'age, la taille, le sexe et la
BSA. La taille et la créatininémie ont montré le meilleur coefficient de corrélation,
indiquant le ratio HT/SCR comme le meilleur estimateur du DFG. Cette formule a été
validée chez 223 patients par corrélation avec la clairance urinaire a linuline
(R?=0,905), pour un coefficient k = 0,55. En 1984, Schwartz et al. (64) ont testé leur
formule dans une population de nourrissons nés a terme ayant une fonction rénale
normale. Ils ont montré une surestimation de 24% du DFG estimé dans cette cohorte

par leur précédente formule et ont calculé une nouvelle constante k = 0,45. En 1987,
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ils ont affiné leurs travaux (62,65) en proposant une constante k variant en fonction de
'age et du sexe avec : k = 0,33 pour les prématurés durant leur premiere année de
vie, k = 0,45 pour les nourrissons nés a terme, k = 0,55 pour les enfants et adolescents
de sexe féminin et k = 0,70 pour les adolescents de sexe masculin. Par la suite, le
dosage de la SCR par la méthode colorimétrique de Jaffe a été remplacé par une
méthode enzymatique, considérée comme plus précise avec moins d’interférence. La
méthode enzymatique a permis une standardisation des mesures de la SCR par
spectrométrie de masse en dilution isotopique (IDMS pour Isotopic Dilution Mass
Spectroscopy). En 2009, Schwartz et al. (66) ont donc mis a jour leur formule chez 349
enfants (1 — 16 ans) en considérant la nouvelle méthode de dosage IDMS donnant un
k = 0,413. Cette formule a été élaborée chez des enfants ayant des insuffisances
rénales modérées de 15 a 75 mL/min/1,73m? (clairance de I'iohexol). Cette derniére

version appelée « bedside » est actuellement recommandée en pratique clinique (67) :

HT

eDFG = 0,413.
SCR

pour HT en cm et SCR en mg/dL

eDFG = 36,5. s}é_:{ pour HT en cm et SCR en pmol/L

11.1.1.2.2.2 Autres formules

= Formule de Counatan-Barrat (1976)

Basée sur les mémes principes de proportionnalité que la formule générale de
Schwartz, Counatan et al. (68) ont cherché a déterminer la constante k en utilisant
pour référence la clairance plasmatique au >'Cr-ETDA. La SCR a été déterminée par

la méthode colorimétrique de Jaffe. Ces travaux ont été réalisés sur une cohorte de
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103 enfants atteints d’affections rénales, agés de 5 mois a 14 ans et validés sur une
cohorte de 83 patients. Une trés bonne corrélation (R2=0,953) a été trouvée pour un k
= 0,43. D’autres travaux, tels que ceux d’Hari et al. (69) ont cherché a mettre a jour ce
ratio de la taille sur la créatininémie, en utilisant le **™Tc-DTPA comme DFG de

référence.

= Formule de Léger (2002)

Léger et al. (70) ont utilisé pour la premiere fois la méthodologie de PK-POP pour
améliorer la prédiction du DFG en pédiatrie. Quatre-vingt-dix-sept enfants (64 pour la
construction du modéle PK et 33 pour la validation) &gés de 1 an a 18 ans ont été
inclus dans I'étude. Ces enfants étaient soit des transplantés rénaux, soit suivis aprés
avoir regu un traitement néphrotoxique, soit avaient une atteinte diverse de la fonction
rénale. La formule comprenait le poids, la taille et la SCR mesurée selon la méthode
de Jaffe. Dans leur population, la corrélation (R?2=0,83) par rapport a la clairance
plasmatique au °!Cr-ETDA était meilleure que celle obtenue par la formule de
Schwartz et al. (62). L’age et le sexe n’étaient pas ressortis comme impactant
significativement le DFG. L’avantage majeur de ces travaux, outre la nouvelle
méthodologie utilisée, résidait dans I'utilisation d’une seule formule quels que soient

'age et le sexe.

= Formule BCCH1 et BCCH2 (2006)

Mattman et al. (71) ont utilisé les données de 266 patients ayant une fonction rénale
normale ou diminuée issus du British Columbia’s Children’s Hospital afin estimer le
DFG a l'aide de méthodes statistiques. La clairance de référence était la clairance
plasmatique au *°®"Tc-DTPA. La formule BCCH1 comprenait le poids, la taille et la SCR
dosée par méthode enzymatique. Les résultats de cette étude suggérent que la

formule de Schwartz (avec une constante k ré-estimée) offrait une meilleure précision

Page 54 sur 170



associée a une moindre complexité mathématique. Elle permettait également un
meilleur suivi de la fonction rénale par rapport aux formules précédentes. lls ont
également développé une formule indépendante de la taille qui est parfois difficile a
obtenir en pratique clinique. Cette derniére était basée uniquement sur I'age, le sexe

et la SCR (BCCH2).
= Meétadonnées des Flandres (2009)

Basé sur les travaux de Schwartz, Pottel et al. (72) ont confirmé que la constante de
proportionnalité k était dépendante de I'age. La constante k variait de 0,30 pour les
enfants agés de 1 an a 0,41 pour les enfants agés de 15 ans. |l s’agit du premier
travail, dans une grande population d’enfants ayant une fonction rénale normale,

proposant leur formule dans le diagnostic des atteintes glomérulaires.
= Formule de Gao (2013)

Gao et al. (73) ont proposé en alternative du DFG mesuré, une équation quadratique
basée sur la taille, la SCR, le sexe et I'age. lls ont validé cette formule par une cross-
validation et une validation externe chez 127 enfants. D’aprés leur résultats et leur
comparaison a la formule de Schwartz « bedside » (66), cette nouvelle formule permet
une bonne estimation du DFG pour les patients ayant une insuffisance rénale faible
ou une fonction rénale normale. En accord avec différents travaux, ils ont montré que
pour des DFG > 60 mL/min/1,73m2, la formule de Schwartz « bedside » surestimait le

DFG mesuré (72-74).
= Formule FAS (full age spectrum) (2016)

Basé sur leurs travaux de 2012 (75), Pottel et al. (76) ont proposé une équation ou la
SCR était normalisée en fonction du facteur Q. Ce facteur Q représentait la valeur

meédiane de la SCR selon I'age et le sexe, chez des enfants de plus de 2 ans ayant
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une fonction rénale normale (DFG médian = 107,3 mL/min/1,73m?2). Le DFG estimé
était alors le DFG médian multiplié par Q sur la SCR observée du patient. Cette
approche permettait notamment la continuité de prise en chargelors du passage d’un

DFG pédiatrique a un DFG adulte.

= Formule de Millisor (2017)

Dans une population onco-pédiatrique, Millisor et al. (77) ont montré que leur formule
basée sur la taille et la SCR avait une meilleur performance que les formules de
Schwartz « bedside » (66) et de Brant et al. (78). Leurs résultats ont été validés sur

une cohorte externe, puis utilisés en application clinique.

[1.1.1.2.3 La Cystatine C

La cystatine C est une protéine non glycosylée basique de 13 kDa composée de 122
acides aminés. Elle appartient a la famille des inhibiteurs de cystéines protéases et
permet le maintien de I'homéostatie protéique. Elle est synthétisée et sécrétée de
maniére constante par toutes les cellules nucléées. C’est une molécule librement
filtrée par le glomérule rénal qui est totalement réabsorbée et catabolisée au niveau
du tubule contourné proximal. Elle n’est, par conséquent, quasiment pas excrétée
dans les urines. Ainsi, a partir de 1985, cette protéine est présentée comme un
marqueur endogene alternatif de la SCR dans I'évaluation de la filtration glomérulaire.
Par rapport a la créatinine, elle présente certaines spécificités: production
indépendante de I'dge, de la masse musculaire et de la nutrition, ainsi qu’aucun
passage de la barriére placentaire. Cela permet son utilisation préférentielle dans des
situations spécifiques, comme pour les enfants < 2 ans ou ayant une masse

musculaire réduite. De plus, la présence de quantité importante de cystatine C urinaire
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pourrait suggérer un défaut de réabsorption, mettant ainsi en évidence des
tubulopathies. Cependant, des études ont également montré que la cystatine C était
influencée par de nombreux facteurs indépendants de la fonction rénale comme
I'élévation du taux de protéine sérique réactive, des dysthyroidies ou la prise de
corticoides (52,59,79). Le dosage plasmatique est effectué par des meéthodes
immunologiques a base d’anticorps polyclonaux dirigés contre la cystatine C. En
fonction du signal quantifié, les deux méthodes utilisées sont la turbidimétrie (PETIA
pour particle enhanced turbidimetric immuno-assay) et la néphélémétrie (PENIA pour

particle enhanced nephelemetric immuno-assay) (79).

11.1.1.2.4 Les formules dérivées de la Cystatine C plasmatique

Le Tableau 2 résume les différentes formules utilisant la cystatine C plasmatique
(PcysC) dans I'estimation du DFG + associée a la SCR. Il résume de maniere non
exhaustive les formules générées a partir uniguement de populations pédiatriques

caucasiennes.
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[1.1.2 Travaux de thése : étude CysPed
[1.1.2.1 Article scientifique

L’étude CysPed (Cystatine Pédiatrique) se base sur les données de 40 enfants
hospitalisés au CHU de Toulouse ayant recus des chimiothérapies cytotoxiques
(ifosfamide et/ou cisplatine) pouvant présenter une toxicité rénale cumulative. Cette
toxicité survient de maniere précoce au niveau tubulaire ou de maniére tardive au
niveau du glomérule. Pour ces enfants, le suivi néphrologique prolongé prend ainsi
toute son importance. Cependant, comme vu précédemment, la mesure du DFG par
recueil urinaire ou par dosage plasmatique de radiotraceurs reste lourde notamment
en pédiatrie. De plus, la SCR et I'estimation du DFG par la formule de Schwartz

« bedside » ne sont pas des méthodes complétement fiables.

L’objectif de ces travaux est d’estimer le DFG en se basant sur les critéres morpho-
biologiques de ces enfants via une approche PK-POP. Il s’agit de la 1¢¢ étude
prospective évaluant la cystatine C urinaire comme marqueur de la néphrotoxicité
tubulaire et la PcysC comme marqueur de la néphrotoxicité glomérulaire en

oncopédiatrie.
Ces travaux ont été publiés dans Pediatric Blood & Cancer en 2021.

Supplementary material : Les résultats supplémentaires cités dans la publication

(Table S1, Fig S1 et Fig S2) sont représentés page 68 et 69.
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Abstract

Background: Plasma cystatin C is a potential marker of the glomerular filtration rate
(GFR), and urinary cystatin C has been proposed as a marker of tubular dysfunction.
Procedure: A prospective study (NCT02822404) was conducted to assess the ben-
efit of considering cystatin C plasma and urinary levels to better evaluate cisplatin
and/or ifosfamide renal toxicity in children with cancer. Plasma **Cr-EDTA clearance as
a marker of GFR and urinary markers of tubular toxicity were monitored in 40 children
treated by cisplatin and/or ifosfamide. Several equations previously proposed to esti-
mate GFR, with or without inclusion of plasma cystatin C level, were compared. A pop-
ulation pharmacokinetic approach was also used to analyze plasma *1Cr-EDTA data,
and evaluate the relationship between patient covariates (including plasma cystatin C
level) and GFR during the course of chemotherapy treatment.

Results: Equations including plasma cystatin C described GFR changes during
chemotherapy better than those without this variable. An equation based on plasma
cystatin C, serum creatinine, and body weight enabled us to accurately describe
the evolution of GFR during chemotherapy. The urinary cystatin C/creatinine ratio
was compared between children with or without tubular toxicity, according to a
standard assessment of tubular dysfunction. However, although the urinary cystatin
C/creatinine ratio was increased in children with tubular toxicity, this marker does not
provide additional information to the well-known markers of tubulopathy.
Conclusions: Monitoring of plasma cystatin C may be substituted to radionucleide

glomerular exploration in children treated by cisplatin and/or ifosfamide.

KEYWORDS
chemotherapy, cystatin C, nephrotoxicity, pediatrics

Abbreviations: BSA, body surface area; BUN, blood urea nitrogen; CL, clearance; CICr,
creatinine clearance; CysC, cystatin C; GFR, glomerular filtration rate (mL/min); GFRn, body
surface area-adjusted glomerular filtration rate, calibrated to 1.73 m2 (mL/min/1.73 m?); HT,
height; OFV, objective function value; PcysC, plasma cystatin C; RMSE, root mean square
error; Schwartz-PcysC, Schwartz’s equation using cystatin C; Schwartz-Scr, Schwartz’s
equation using creatinine; Scr, serum creatinine; TO, time just before cycle 1 of chemaotherapy;

T1, time just before cycle 2 of chemotherapy; T2a, T2b, time of evaluation halfway through the
chemotherapy (once or twice depending on the protocol); T3, time at the completion of
chemotherapy; T4, time at 2 years postdiagnosis; TVCL, typical value of clearance; UCysC,
urinary cystatin C; UCysC/UCreat, ratio of urinary cystatin C concentration over urinary
creatinine concentration

Pediatr Blood Cancer. 2021;68:¢28747.
https://doi.org/10.1002/pbc.28747
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1 | INTRODUCTION

Over recent decades, chemotherapy treatment of childhood malignant
tumors has resulted in a significant increase in survival, bringing it up
to 80%.! It has become crucial to detect such malignancies early on,
in order to reduce long-term side effects in this population. Cisplatin
and ifosfamide are anticancer drugs widely used in the treatment
of several pediatric tumors, with a cumulative nephrotoxicity that
constitutes their dose-limiting toxicity. A decrease in glomerular
filtration rate (GFR) may be observed, as well as tubular toxicity. A
study in more than 180 pediatric patients described an incidence of
25% of renal impairment 5 years after cisplatin-based chemotherapy.?
Arecent systematic review on early and late renal adverse effects after
nephrotoxic treatment reported an incidence of drug-induced chronic
renal damage of 1.4-30% in ifosfamide use and of 10-80% in cisplatin
use.® Major risk factors in the pediatric population included being less
than 5 years old, use of an association of several nephrotoxic drugs,
pre-existing renal damage, prior nephrectomy, and pre-existing renal
malformations. Several methods have been suggested to evaluate the
renal functions of children before, during, and after chemotherapy.
For GFR, the *1Cr-EDTA clearance (CL) method represents the gold
standard, but it is often replaced by an estimation of the creatinine
clearance (CICr), since >1Cr-EDTA CL measurement represents a
cumbersome and invasive procedure consisting of the injection of
a radiolabeled compound followed by multiple blood samples. Sev-
eral equations have been proposed to estimate CICr. The Schwartz
equation based on serum creatinine (Scr), height, and age* remains
widely used, but more recently other equations also including plasma
cystatin C level (PcysC) have been proposed.”® Cystatin C (CycC) is a
120-amino acid basic protein with a molecular weight of 13 kDa,
produced at a constant rate, freely filtered at glomerular level, not
secreted, and reabsorbed by tubule epithelial cells where it is subse-
quently catabolized. The population pharmacokinetic approach is a
powerful methodology widely used in drug development for studying
quantitative relationships between pharmacokinetic parameters and
patient covariates. Using this methodology, we previously analyzed
plasma 51Cr-EDTA concentrations versus time data from 100 children
(most of them had had kidney transplant or a renal pathology) and
showed that the inclusion of PcysC in a formula with Scr, body weight,
and age improves GFR estimation.” More recently, Schwartz et al pro-
posed two equations based on five patient characteristics (Scr, PcysC,
blood urea nitrogen [BUN], sex, and height [HT]), with different coef-
ficients and exponents depending on the assay used for PcysC mea-
surement. The better performance of the equations including PcysC
is explained by the fact that the interpatient variability of production
of creatinine by skeletal muscular tissue is not completely taken into
account by the characteristics combined to Scr within the original
Schwartz equation. However, the performance of these equations has
not been assessed specifically in children undergoing chemotherapy.
For the assessment of tubular toxicity, classical blood and urine mark-
ers of tubular functions are used in common practice. New urinary
biomarkers such as N-acetyl-3-D-glucosaminidase, isoenzyme B, ala-
nine aminopeptidase, glutathione-S-tranferase, although very promis-

ing, are still infrequently used. All these methods present certain
limitations. The tubular tests present wide normal values. The pres-
ence of cystatin C in the urine has been reported as a marker of tubular
injuries.8-10

For all these reasons, this study prospectively evaluates the
Schwartz equations with or without PcysC in children with can-
cer treated by cisplatin and/or ifosfamide to monitor the change of
GFR during chemotherapy. Moreover, the population pharmacokinetic
approach was applied to analyze the plasma >1Cr-EDTA concentrations
versus time data in order to evaluate the relationship between 51Cr-
EDTA CL and demographical, biological, and morphological character-
istics in this specific pediatric population treated by chemotherapy.
Urinary cystatin C (UCysC) was also evaluated as a marker of
chemotherapy tubular toxicity in these children.

2 | METHODS
2.1 | Inclusion criteria

Patients were between 0 and 18 years old, with a body-weight
greater than 4 kg, and received cisplatin and/or ifosfamide. Patients
were excluded if they could not follow the whole treatment or had a
contraindication in the achievement of >1Cr-EDTA CL. The protocol
was approved by the ethical committee “Comité de Protection des
Personnes Sud-Ouest et Outre-Mer” on November 11,2011. Informed
signed consent was obtained from parents or the legal representative.
An information letter was also given to children who were old enough
to understand. This study (clinical trial NCT02822404) was conducted
in accordance with Good Clinical Practice and the Declaration of
Helsinki.

2.2 | Blood and urine monitoring

Blood and urine samples were collected just before cycle 1 (T0), just
before cycle 2 (T1), one (T2a) or two (T2a and T2b) evaluations halfway
through the chemotherapy period (depending on the protocol), after
completion of the chemotherapy (T3), and 2 years postdiagnosis (T4).
The second evaluation during chemotherapy (T2b) was not required
in all the protocols involved. The following parameters were deter-
mined at each visit: electrolytes, creatinine, uric acid, phosphorus,
and cystatin C levels in plasma; electrolytes, creatinine, proteinuria,
B2 microglobulin, uric acid, magnesium, phosphore, glycosuria, and
CysC levels in urine samples. Creatinine levels were determined by
enzymatic method using creatininase on cobas 8000 analyzer (Roche
France, Meylan). Cystatin C levels were measured by an automated
particle-enhanced nephelometric immunoassay. The method was cal-
ibrated using serial dilutions of standard consisting of purified urinary
CysC with an assigned value of 1.51 mg/L. The intra-assay and interas-
say coefficients of variation ranged between 2% and 3% depending on
the CysC level and the matrix of the control sample. The analyzer (BN-
ProSpec) as well as the controls, standards, and kits (N Latex Cystatin
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C) were provided by Dade-Behring (Marburg, Germany). The quantifi-

cation limit is 0.062 mg/L for urine cystatin C level.

2.3 | 31Cr-EDTA clearance and pharmacokinetic
analysis

51Cr-EDTA plasma CL was assessed in the Medical Physics Depart-
ment according to the method proposed by Chantler et al.!! 21Cr-
EDTA (2072 MBg) was administered intravenously as a bolus dose, and
four blood samples were taken from the opposite arm at 90, 110, 130,
and 150 min after injection. All plasma >1Cr-EDTA concentrations ver-
sus time (n = 568 obtained from 40 patients, range 52-2129 cpm/mL)
were analyzed using the nonlinear mixed effects modeling software
(NONMEM) program (version VI, level 1.1 running on Pentium 200
pro) according to a one-compartment pharmacokinetic model and first-
order method. A proportional error model was used for residual and
interpatient variabilities. The 31Cr-EDTA CL of each patient at each
occasion (TO, T1, T2a, T2b, T3, and T4) was obtained by independent
analysis of data of the corresponding occasion and Bayesian estimation
using the POSTHOC option for a run without covariates on CL. These
values of individual clearance were considered as the actual GFR. The
typical values of the distribution volume (V) were proportional to the
patients’ body weight.

A covariate analysis was performed on the whole dataset (data
for every occasion from all included children) in order to explain
the interindividual variability on >1Cr-EDTA CL. Interoccasion vari-
ability corresponding to the change in ®1Cr-EDTA CL between TO,
T1, T2a, T2b, T3, and T4 was included. The seven covariates con-
sidered were those included in the previously reported equations:
PcysC, Scr, BUN, age, body weight (WT), body height (HT), and sex.
The influence of each covariate was tested according to the allo-
metric relationship for continuous covariates: typical value of clear-
ance (TVCL) = THETA(1) x (covariate/mean value of covariate)?,
where @ corresponds to the estimated influential factor of the
covariate, and was coded as follows for categorical covariates (cov):
TVCL = THETA(1) x THETA(2). The objective function values (OFV)
were compared between the null model (without covariate) and the
model obtained by adding each covariate separately. A covariate was
considered significant if the OFV's decrease was greater than 3.84
(P-value < .05, 1 degree of freedom, assuming the difference in OFV
is x2 distributed). The full model containing all covariates found signifi-
cant in the univariate step was then tested using backward elimination
(removal of each covariate separately). Only covariates associated with
an increase of OFV of more than 6.635 (P < .01) were kept in the final
maodel.

Bland-Altman-Krouwer plots'? were used to evaluate the ability of
the final equation to estimate the GFR at TO (baseline) and at the last
GFR measurement for each child.

The bias, precision, and accuracy (root mean square error, RMSE)
of the final equation, the original Schwartz equation (Schwartz-Scr),*
and that including PcysC (Schwartz-PcysC)® were determined at

each occasion. The Schwartz-Scr and Schwartz-PcysC equations
used for this analysis were: GFR (mL/min/1.73 m2) = 41.3 x (body
height/serum creatinine) and GFR (mL/min/1.73 m?2) = 39.8 x (body
height/serum creatinine)t%4%6 x (1.8/serum cystatin C)*0418 x
(30/BUN)+007? 5 1.076™ale i (hody height/1.4)*%17? respectively.

A cross-validation analysis of the final equation was performed
as previously proposed?® by randomly splitting the dataset into five
groups of eight patients. A new dataset was formed, referred to as
“training dataset 1,” comprising 32 patients from four groups. This was
used to estimate population parameters of the final model. The remain-
ing eight patients were used for validation and referred to as “valida-
tion dataset 1.” This process was repeated four times, forming datasets
2-5, each with a different group removed each time for validation pur-
poses (validation datasets 2-5).

2.4 | Evaluation of tubular toxicity

One of the authors (Arnaud Garnier), a pediatric nephrologist, eval-
uated the presence or absence of tubular toxicity using only uri-
nary markers blinded to UCysC and clinical data. Tubular toxicity was
defined by the presence of one of the following items: hypokaliema
with hyperkaliuria, hypophosphatemia with decreased tubular reab-
sorption of phosphate or isolated decreased tubular reabsorption of
phosphate, hypouricemia with hyperuraturia or isolated hyperura-
turia, metabolic acidosis with normal anion gap, hyperglycosuria in the
absence of hyperglycemia, elevated g2 microglobulinuria, hypercalci-
uria, or hypermagnesuria.

The possibility of using the ratio of UCysC concentrations over
urinary creatinine concentrations (UCysC/UCreat) as a biomarker
of tubular toxicity was examined in relation to the expert’s clas-
sification. A Wilcoxon test was used to compare the distributions
of UCysC/UCreat according to tubular toxicity. This test was also
performed using UCysC concentrations alone in order to determine

whether this could be a suitable biomarker of toxicity.

3 | RESULTS
3.1 | Patients

A total of 40 patients from 1.4 to 16.6 years old were included
in the study between February 2012 and September 2015. They
were treated with ifosfamide (n = 23), cisplastin (n = 13), or both
(n = 4). The patients’ characteristics are shown in Table 1. Twenty-
one patients showed a decrease of body surface area-adjusted
glomerular filtration rate, calibrated to 1.73 m? (mL/min/1.73 m?2)
(GFRn) between TO (baseline) and their last available evalua-
tion after the final chemotherapy course. Their mean change of
S1Cr-EDTA CL was —13.6 mL/min/1.73 m?, and 11 of these 21
patients presented a percentage of decrease greater than 30% of
S1Cr-EDTACL.
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TABLE 1 Characteristics at baseline of the 40 children included in
the study

Characteristics Abbreviation Mean (range)

Age (years) AGE 10.62 (1.40-17.80)
Gender (male/female) 18/22

Body weight (kg) WT 34.30(9.07-72)
Height (cm) HT 138 (48-186)
Body surface area (m?) BSA 1.13(0.37-1.89)
Serum creatinine (umol/L) Scr 42.25(11-102)

Serum cystatin C (mg/L) PcysC 0.76(0.26-1.36)

Glomerular filtration rate GFR 77.15(3.54-153.60)
(mL/min)
Glomerular filtration rate GFRn 120.02 (5.34-226.17)

(mL/min/1.73 m?)

Chemotherapy:

Cisplatin 13
Ifosfamide 23
Cisplatin and ifosfamide 4

Type of malignancy

Osteosarcoma 21
Neuroblastoma 6
Germinal tumor 4
Rhabdomyosarcoma 3
Others 6

3.2 | Plasma cystatin C as a marker of GFR change

The covariate analysis confirmed the benefit of considering
PcysC for GFR evaluation. The univariate analysis showed that
all the covariates tested except for BUN and Sex (ie, Scr, PcysC,
WT, AGE, and HT) were associated with a significant decrease
of the OFV (—99.1, —246.6, —278.5, —123.2, and —111.698,
respectively). Deletion of each covariate from the full model
was associated with a significant increase of OFV, except for
age and body height. The final equation was: °'Cr-EDTA CL
(mL/min/1.73 m2) = 77.5 x (Scr/42.25)79423 x (PcysC/0.76)~0267 x
(WT/34.3)*0-934  (1.73/BSA). The confidence intervals corresponding
to each value together with alternative models are shown in Table 2.
The final model describes the data accurately as shown by the visual
predictive check (VPC) based on 500 simulations of the original
dataset using the final model (Figure 51).

Figure 1 shows very good correlation between actual and predicted
51Cr-EDTA CL (mL/min) using this final equation to actual GFR at base-
line (Figure 1A) and at the last measurement (Figure 1B). Similarly,
on the same figure, the Bland-Altman-Krouwer plots comparing esti-
mated and actual GFR showed that most values fell within the limits
of agreement. Results were consistent between patients who received
only cisplatin and those treated by ifosfamide alone or in combination

with cisplatin.

The bias, precision (interquartile range), and accuracy (RMSE) of
the estimation of GFRn using the Schwartz-Scr, Schwartz-PcysC, or
the final equation at each available occasion are shown in Table 3.
The precisions of Schwartz-PcysC and of the final equation were sig-
nificantly better than that of the Schwartz-Scr equation at several
occasions. The final equation had no significant bias, whereas overes-
timation was observed for the Schwartz-Scr and underestimation for
the Schwartz-PcysC equation. The results of the cross-validation illus-
trate the robustness of the final model. Most of the twenty 6 values
(four 6 x 5 datasets) were consistent with those of the final model:
percentages of difference ranged between —10% and +10%, except
for one (—11%) for 82 corresponding to Scr, and three (—19%, —21%,
and +53%) for 83 corresponding to CysC (Table S1). Moreover, bias
and accuracy between actual clearance and estimated clearance corre-
sponding to this cross-validation (for each patient, GFRn was estimated
using the equation obtained using the dataset that did not include this
patient) were comparable to those obtained with the final model and
also better than that of Schwartz-Scr equation (Table 3).

In order to compare the ability of the three equations to estimate
the change of GFRn before (TO) and after completion of the chemother-
apy (T3), the percentage of difference between estimated GFRn ratio
T3/T0 and actual ratio were compared (Figure 2S). All equations tend
to underestimate the decrease in GFRn, but the Schwartz-Scr equa-
tion gives the worse estimates with 10/18 patients outside the (—20%;
+20%) range, versus seven of 18 and eight of 18 for the Schwartz-
PcysC and final equations.

3.3 | Urine cystatin C as a marker of tubular
toxicity

A urine collection was performed just before cycle 1 (T0), just before
cycle 2 (T1), halfway through the chemotherapy (T2), after completion
of the chemotherapy (T3), and 2 years postdiagnosis (T4), but since too
few values were available for T2, only data from times TO, T1, T3, and
T4 were included in the analysis. Figure 2 shows the values of the ratio
of UCysC/UCreat according to the expert classification of tubular tox-
icity at times TO, T1, T3, and T4. Before the start of treatment (at time
TO), 18 patients in the no toxicity group had nonzero cystatin C values
(and hence nonzero UCysC/UCreat), 11 of these had values greater
than 0.1 mg/L (values below this threshold are considered normal®©),
the highest value being 0.47. There was no significant difference in
the UCysC/UCreat ratio between the “tubular toxicity” and “no tubu-
lar toxicity” groups (classified according to expert opinion) at any occa-
sion after baseline (P > .05 for T1, T2, and T3), except for T4 which was
close to significance (P = .05) with a median ratio of O in the “no toxic-
ity” group (n = 3) versus .043 in the “toxicity” group (n = 7). At time T1,
the median ratio was 0 in the “no toxicity” group (n = 24) versus .0079
in the “toxicity” group (n = 10), but this difference was not statistically
significant. Results were similar using UCysC alone (without standard-
ization by creatinine): there was no significant difference in UCysC val-
ues between the tubular toxicity and no tubular toxicity groups at any
occasion after baseline (P> .05 for T1, T2, T3, and T4).
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A

Actual EDTA clearance at baseline (mL/min)

Actual EDTA clearance at last GFR measurement (mL/min)

FIGURE 1
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TABLE 2

Equation to estimate *1Cr-EDTA clearance

Final model

81.(Scr/42.25)°2.(PcysC/0.76)°%.(BW/34.30)%4

Alternative model

01.(Scr/42.25)72 (PeysC/0.76)%3 (HT/138)°4

Model without body weight
61.(Scr/42.25)°2 (PcysC/0.76)%2

Model without serum creatinine
81.(PcysC/0.76)°2.(BW/34.30)°4

Model without plasma cystatin C
£1.(Scr/42.25)°2 (BW/34.30)%4

Abbreviations: BW, body weight; HT, height; PcysC, plasma cystatin C; Scr, serum creatinine.
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Final and alternative covariate equations to estimate 31 Cr-EDTA clearance

Estimate mean (+95% Change in objective function value

confidence interval) RSE (%) compared to the final model P-value

61=77.5(+3.30) 2.2 -

682 =-0.423(+£0.11) 14.4

83=-0.267 (+0.17) 339

04 =0.934 (+0.11) 6.9

01=72.83(+3.95) 28 +74.582 <.001

62 = —0.374 (+0.28) 38.8

03 =—-0.264 (+0.24) 46.2

64 =2.04(+0.81) 201

61=41.67 (+£16.0) 19.7 +225.061 <.001

62 = —0.00001 (+0) 6.0

83 =-0.308 (+0.25) 412

01 =77.66(+3.6) 2.4 +42.857 <.001

83 =-0.504 (+0.18) 19.2

04 =0.702 (+0.12) 9.4

081=78.0(+3.63) 24 +11.494 <001

02 =-0.531(+0.14) 135

64 =0.972 (+0.14) 7.4

FIGURE 2 Ratio of urinary cystatin over urinary creatinine according to expert classification of tubular toxicity at times TO, T1, T3, and T4 (at
each time outliers were not represented on the graph as they made representation of the other points difficult). Values of median and box-plot
limits remained unchanged. Outliers not represented had the following values: TO: UCysC/UCreat = 0.27 in NoTox group; T1: UCysC/UCreat =
0.40 in Tox group; T3: UCysC/UCreat = 0.05, 1.05, and 5.50 in Tox group; T4: UCysC/UCreat = 0.40 in Tox group

4 | DISCUSSION

Ifosfamide and cisplatin are widely used in the treatment of child-

hood cancer. Short-term nephrotoxicity could be a limiting factor in the

dose of chemotherapy the oncologist can give to each individual. Long-

term nephroprotection is mandatory in this young population. In this

field, the gold standard has so far remained the evaluation of glomeru-

lar function by 51Cr-EDTA plasma CL and tubular function by urine
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TABLE 3 Bias, precision, and accuracy of the Schwartz-Scr, Schwartz-PcysC, final, and cross-validation equations estimating GFRn as compared to the actual GFRn value (51Cr-EDTA clearance)

Accuracy (RMSE’) (mL/min/1.73 m2)

Precision’ interquartile range (mL/min/1.73 m?)

Bias’ (mL/min/1.73 m?)

Schwartz- Final Cross-

PcysC
354

Schwartz- Final Cross-

Schwartz-Scr  PcysC

Occasion

validat.
27.8

equation
25.7

Schwartz-Scr
37.9
49

Cross-validat.
[-24.5; +11.8]

[-6.3; +16.0]

Schwartz-PcysC Final equation

[-40.3; -9.2]

Schwartz-Scr

validat.
-8.4
+4.5

equation
-9.6

(number)

[-27;+13.5]
[-7.1;+16.3]

[-1.1,+36.5]
[+21.4; +53.9]

—24.3
-12.5°
-17.6°
-124

+20.9°

+34.9°

TO(nh=233)

19.8"
316

18.6°

w7

il

[-19.3; -0.6]

+3.7

T1(n=234)
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Corresponding to estimated GFRn — actual GFRn.

a

RMSE, root mean square error = \/[[sum (estimated GFRn — actual GFRn)2}/n].

‘Bias significantly (P < .05) different from 0.

b
d

Accuracy significantly better (unilateral test, P < .05) than Schwartz-Scr.

WILEY-**

tubular markers, which means repeated and lengthy evaluations in
young and ill children. PcysC and UCysC represented interesting mark-
ersin a pediatric population with cancer, as they are independent from
age and muscle mass.”810

Our study is the first prospective study to evaluate cystatin C as a
marker of both short- and long-term nephrotoxicity in the field of pedi-
atric oncology.

The toxicity of cisplatin and ifosfamide observed in this study
is consistent with that previously reported in larger cohorts,® with
11/40 patients presenting a percentage of decrease greater than 30%
of 1Cr-EDTACL.

Several equations have previously been proposed to estimate GFR
in pediatrics. They were initially based on Scr as the only biological
characteristics and body height. Lately PcysC was associated with Scr
together with other characteristics: body height, sex, and BUN,? based
on the fact that PcysC and Scr are far from being completely redun-
dant. Our comparison of the performance of these equations for the
monitoring of GFR among children treated by ifosfamide and cisplatin
shows that considering PcysC really improves GFR estimation at all
times during their chemotherapy (Table 3). Indeed, the equation pro-
posed by Schwartz et al based on Scr, PcysC, BUN, HT, and sex was
associated with better accuracy and precision than that based on only
Scr and height. Moreover, the covariate analysis of the present 31Cr-
EDTA data confirms that the best way to estimate GFR from biolog-
ical, morphological, and demographical patient characteristics is an
equation including both PcysC and Scr together with body weight.
However, the final equation does not exactly match the previously
proposed Bouvet equation’: age was significant in the initial part (ie,
univariate testing) of the current PK analysis but appeared to be redun-
dant with body weight when the full model was tested, and thus was
removed in the final model. Moreover, the exponents corresponding to
each covariate of the current final model were not exactly the same
as those in the previously proposed equation.” These discrepancies
might be explained by the difference in the child populations between
the two datasets: half the patients in our previous work were children
with kidney transplants. Also, BUN and sex, which are included in the
Schwartz-PcysC equation,® were not significant in our model. The final
equation obtained in this study was associated with the best precisions
and the lowest bias compared to both Schwartz equations; however, it
should be emphasized that this is to be expected as it was derived from
the data on which it was assessed. However, the results of the cross-
validation analysis suggest our final model is robust. In any case, this
equation will now be evaluated prospectively in an independent popu-
lation, especially since fluctuations of PcysC may occur independently
of renal function due to various factors, including tumor malignancy. 14

In terms of tubular toxicity, at time T1 (just before cycle 2),
10 patients out of 34 were assessed as having tubular toxicity accord-
ing to the expert. Our analysis did not find that UCysC (normalized
to creatinine) could be used as a potential marker of cisplatin tubu-
lar toxicity as the ROC analysis showed its insufficient discrimina-
tory power. Herget-Rosenthal et al’ had previously shown that a ratio
of urinary mass concentrations of cystatin C and creatinine greater

than 11.3 mg/mmol was not an accurate marker to detect GFRn less
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than 60 mL/min/1.73 m? in a population of 72 children and adults
with a variety of renal disorders. In our study, at each timepoint, chil-
dren with tubular toxicity (expert opinion) had higher median values of
CysU/CreatU ratio than those without tubular toxicity; however, this
difference was not significant. Similarly, UCysC concentrations alone
did not prove to be a satisfactory predictive marker of tubular toxicity.
This is in accordance with the meta-analysis performed by Nakhjavan-
Shahraki et al,> which showed that urine concentrations of cystatin C
did not have a satisfactory diagnostic value compared to serum concen-
trations of cystatin C.

Hence this study enabled us to determine an accurate equation
using PcysC to better predict glomerular toxicity in children with can-
cer treated either by cisplatine or ifosfamide. Children will benefit
from shorter renal explorations and faster results, which should enable
oncologists to start dose-adapted treatments in time. Last but not least,
we used a simple and less expensive marker as compared to the mea-
surement of >1Cr-EDTA CL.
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Article CysPed : TableS1

Equation to estimate >'Cr EDTA clearance

Estimate mean (x95%

confidence interval)

Final model (all data: n = 40)
01.(Scr/42,25)%.(PcysC/0,76)%.(BW/34,30)%

01 =775 (£3,3)

02= -0,423(+0,119)
03=-0,267(+0,177)
04= 0,934 (0,127)

Datasetl (n=32)
01.(Scr/42,25)%.(PcysC/0,76)%.(BW/34,30)*

01 =772 (+4,1)
02= -0,386 (+0,149)
03=-0,409 (+0,231)
04= 0,946 (+0,144)

Dataset 2 (n=32)
01.(Scr/42,25)%.(PcysC/0,76)%.(BW/34,30)%

01 = 78,3 (x4,0)

02 = -0,378 (0,132)
03 =-0,270 (0,174)
04= 0,858 (+0,152)

Dataset 3 (n=32)
01.(Scr/42,25)%.(PcysC/0,76)%.(BW/34,30)%

01 = 76,3 (£3,2)

02 = -0,461 (0,115)
03 =-0,277 (0,185)
04= 0,960 (+0,131)

Dataset 4 (n=32)
01.(Scr/42,25)%.(PcysC/0,76)%.(BW/34,30)%

01= 77,6 (£3,5)

02 = -0,421 (0,139)
03 =-0,210 (0,198)
04 = 0,956 (+0,133)

Dataset 5 (n=32)
01.(Scr/42,25)%.(PcysC/0,76)%.(BW/34,30)%

01 = 78,3 (x3,8)

02 = -0,449 (0,143)
03 = -0,216 (£0,174)
04 = 0,929 (+0,158)

[1.1.2.2 Validation externe

Les travaux concernant la validation externe sur une nouvelle cohorte de patients sont

représentés ci-dessous sous forme d’une « short communication » en cours de

soumission dans le journal Cancer Chemotherapy and Pharmacology.
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Abstract

We recently proposed an equation to estimate the glomerular filtration rate (GFR) in children
with cancer based on plasma cystatin C and serum creatinine levels together with body weight
(the “CysPed equation”). The current clinical study reports a prospective evaluation of this
equation in 18 children treated by nephrotoxic chemotherapy. The CysPed equation resulted in
less bias and greater precision compared to two equations previously proposed equations by
Schwartz, with or without plasma cystatin C. Moreover, the decrease in GFR due to
chemotherapy was clearly identified by the CysPed equation. This equation deserves to be

evaluated by other teams and routinely used in childhood cancer units.

Introduction

Currently, >1Cr-EDTA or " Tc-DTPA clearance represents the gold standard for monitoring
renal glomerular filtration rate (GFR) in children treated by nephrotoxic chemotherapy, but they
are routinely replaced by a simple estimation of creatinine clearance (CICr). Indeed, measuring
these isotopes is a cumbersome and invasive procedure consisting of injecting a radiolabeled
compound and then taking multiple blood samples. Using a population pharmacokinetic
approach and *!Cr-EDTA data from 40 children, we recently proposed a formula® based on
plasma cystatin C (PcysC) together with serum creatinine (Scr) and body weight (BW) that
estimates GFR more precisely than Schwartz et al.'s previously proposed equations based on
Scr and body height, with? or without® PcysC. Cystatin C is a 120—amino acid basic protein
with a molecular weight of 13 kDa, produced at a constant rate, freely filtered at glomerular
level, not secreted, and reabsorbed by tubule epithelial cells where it is subsequently
catabolized. Several studies, in both adults and children, have shown that PcysC associated with
Scr and other patient characteristics offers valuable information to estimate individual GFR*.
The aim of this study was to prospectively evaluate the previously obtained PcysC (“Cysped”)

equation and the feasibility of its replacing isotopic measurement in daily practice.

Methods and Results

Eighteen children were included in the “CysPedVal” clinical study (Clinicaltrial
NCT02822404) between December 2020 and June 2022. Eleven had a sarcoma, three a
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neuroblastoma, three a germinal germ tumor, and one an undifferentiated carcinoma of the
nasopharynx. They were treated with ifosfamide (n=11), cisplastin (n=6) or both (n=1).
Informed signed consent was obtained from parents or the legal representative. The main patient
characteristics (mean [range]) considered at baseline were age (years) = 9.5 [1.9 — 15.9], for
PcysC (mg/L) = 0.82 [0.56 — 1.04], Scr (umol/L) = 38.3 [8 - 68] and BW (kg) = 40 [10.5 —
92.6]. Due to the discontinued marketing of >!Cr-EDTA, %™Tc-DTPA plasma clearance was
the method chosen; its accuracy and precision, compared to *!Cr-EDTA®®, have been validated
by several studies. Assessment was carried out in the Medical Physics Department according
to Chantler et al.'s” method. Examination was set up at baseline (before chemotherapy) and then
at the end of treatment. **™Tc-DTPA was administered intravenously as a bolus dose, with four
blood samples being taken from the opposite arm at 90, 110, 130, and 150 min after injection.
Three doses were determined according to patient’s BW: 6, 9, or 12 MBq for <10 kg, 10-20
kg, or >20 kg, respectively.

Fourteen patients of these eighteen patients showed a decrease in GFR between baseline and
post-chemotherapy. Their mean change in **™Tc-DTPA clearance was -35.3 ml/min/1.73m?,
and five of these 14 patients presented a decrease greater than 30% of **™Tc-DTPA clearance.
Creatinine levels were measured by an enzymatic method using creatininase on Cobas 8000
analyser (Roche France, Meylan). Cystatin C levels were measured by an automated particle-
enhanced nephelometric immunoassay (PENIA). GFR (ml/min/1.73m?) was estimated through
three equations: (i) the CysPed equation': GFR = 77.5.(Scr / 42.25) %423 (PcysC /0.76)%2¢" (BW
/34.3)*9934 (1.73 / Body surface area), (ii) the Schwartz equation®: = 41.3*(Body Height / Scr),
or (iii) Schwartz-PcysC equation?: = 39.8*(Body Height / Scr)*4%6 * (1.8 / PcysC)*%418* (30 /
Blood urea nitrogen)*®%7°* 1,076™ * (Body Height / 1.4)*%7°,

Table 1 shows the bias, precision, and accuracy (root mean square error, RMSE) of three
equations at baseline and during or after chemotherapy to estimate the actual GFR value
obtained by *™Tc-DTPA CL. Overall, the CysPed equation resulted in less bias and greater
precision than the other two equations. Among the 28 available values, 25 showed an absolute
percentage of difference lower than 30%. Figure 1 shows estimated values using the CysPed
equation versus actual GFR and allows us to follow the evolution of both actual and estimated

values from baseline to post-chemotherapy for nine children.
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Discussion

This prospective evaluation confirms that considering PcysC together with Scr improves GFR
estimation in children. Moreover, the equation recently obtained® by analyzing plasma °'Cr-
EDTA concentrations versus time in 40 children using a population pharmacokinetic approach,
results in less bias and greater accuracy compared to the Schwartz-PcysC equation?. The main
differences between these two equations are (i) the power of PcysC: less for our equation since
its exponent is -0.267 versus -0.418 for the Schwartz-PcysC equation, and (ii) the use of body
weight in our equation as opposed to body height in Schwartz-PcysC. These differences have a

measurable impact on results.

It should be noted that our initial study leading to the CysPed equation was based on °'Cr-
EDTA data. This prospective evaluation was, in turn, based on ®™Tc-DTPA clearance. Now,
9MTc-DPTA clearance is described as being significantly higher than >!Cr-EDTA clearance by
less than 10%%%'! This methodological noise may contribute to the -22.7% value

corresponding to the bias of the baseline CysPed equation.

The decrease in GFR due to chemotherapy is clearly identified by the CysPed equation, as seen
in the line segments of Figure 1. most of them are roughly parallel to the identity line. This
indicates that the CysPed equation is a valuable tool to monitor glomerular function in children
treated by chemotherapy, and could be used routinely as a less invasive method. However,
additional evaluations by other teams having plasma cystatin C levels together with isotopic

GFR measurements in children would further confirm our current results and recommendations.

Conflict of Interest statement: none.
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Table 1. Bias, precision, and accuracy of the Schwartz-Scr, Schwartz-PcysC, and CysPed
equations estimating GFR (mL/min/1.73m2) as compared to the actual GFR value (*"Tc
DPTA clearance, mL/min/1.73m?2) at baseline and post-chemotherapy

Occasion . .
. . Precision? Interquartile range Accuracy (RMSEP)
a 2
(number of Bias (mL/min/L.73m?) (mL/min/L.73m?) (mL/min/L.73m?)
patients)
Schwartz- | Schwartz- Schwartz- Schwartz- Schwart Schwartz-
Scr PcysC CysPed Scr PcysC Cysped z-Scr PcysC CysPed
B(is_ell'fge +24.9% | +45.4% 227% | [+16:+74] | [54;-29] | [34:-6] | 525 52.6 33.9
Post-
chemother | +44.4* +10.4 +10.4 [+39;+96] | [-16;-1] | [+4;+21] | 537 18.6** 16.7**
apy (n=10)

4corresponding to Estimated GFR — Actual GFR
PRMSE=Root Mean Square Error= v [{sum (Estimated GFR —Actual GFR)?)}/n]

* bias significantly different from 0 (p < 0.05)
** accuracy significantly better than Schwartz-Scr (unilateral test, p < 0.05)
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Legends of Figure:

Fig.1. GFR values estimated using CysPed equation: GFR (ml/min/1.73m?) = 775 *
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11.1.2.3 Discussion

Dans une premiére partie de ces travaux, 568 concentrations plasmatiques en >'Cr-
EDTA ont été analysées dans NONMEM® afin d’évaluer la relation entre la clairance
plasmatique de ce radiotraceur et les caractéristigues démographiques, biologiques et
morphologiques de 40 enfants traités par chimiothérapies néphrotoxiques. Des
cinétiques de décroissance plasmatique ont été réalisées a 6 occasions (de l'initiation
du traitement jusqu’en post-thérapeutique) et ont permis I'élaboration d’une équation
mathématique estimant au mieux la clairance au >'Cr-EDTA. Par la suite, I'équation
finale obtenue a été comparée aux formules actuellement utilisées en pratique
clinique : Schwartz « bedside » (Schwartz-SCR) et Schwartz 2012 (Schwartz-PCysC)
afin d’évaluer la valeur prédictive de notre formule et la PcysC comme marqueur de la

néphrotoxicité glomérulaire.

Dans la population initiale (n=40) et dans la population de validation externe (n=20),
notre formule finale a montré une supériorité par rapport aux autres formules, avec
une diminution du biais ainsi qu’'une amélioration de la précision et de I'exactitude dans
I'estimation du DFG mesuré. En comparaison aux différentes formules de la littérature
(Tableau 2), notre formule présente plusieurs avantages. Tout d’abord, la construction
de I'équation finale a été réalisée via la méthodologie PK-POP. Cette approche est
connue pour étre robuste et performante dans I'étude des relations entre les
covariables des patients et les paramétres PK. Différentes équipes, dont la notre, ont
déja elaboré et validé des formules par cette méthodologie pour estimer le DFG
mesuré chez I'enfant (formule de Léger, formule de Bouvet). L’analyse de covariables
est une méthode documentée et régie par des criteres de sélection précis. Dans nos
travaux, cette analyse a été effectuée selon une approche « manuelle ». Une autre

analyse de covariables automatisées appelée SCM pour Stepwise Covariate Model-
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building aurait également pu étre utilisée pour sélectionner les covariables d’intérét.
Par rapport aux précédents travaux de Bouvet al. (76), 'age n’a pas été retenu dans
notre modele final (redondante a I'étape de backward elimination). Ceci peut
s’expliquer par une population étudiée différente entre les deux études. Chaque
formule étant élaborée sur un ensemble de patients spécifiques (Tableau 2), la
généralisation et la comparaison des formules sont difficilement accessibles. Un autre
atout majeur de nos travaux résidait dans les différentes méthodes permettant
d’évaluer la valeur prédictive du modeéle. Aprés 'acceptation du modéle par VPC, une
cross-validation a montré des résultats satisfaisants justifiant la robustesse de
'équation finale. Les résultats de la validation externe sur une nouvelle cohorte
prospective ont renforcé de maniere considérable la puissance de notre formule. Enfin,
notre formule utilise des variables pour I'estimation du DFG (SCR, PcysC et le poids)
mesurées selon les méthodes standards de référence facilitant ainsi son utilisation

dans des centres d’oncopédiatrie.

En pratique clinique, la mesure du DFG diverge selon les institutions, dans I'utilisation
du marqueur exogene mais également dans la méthodologie de calcul des clairances.
Dans la construction de notre modéle, les DFG de référence ont été obtenus via
NONMEMP® et correspondaient aux valeurs bayésiennes de clairances plasmatiques
en %1Cr-EDTA issues du modéle mono-compartimental sans covariable et d’analyses
séparées par occasions. Cette approche a permis d’évaluer le plus fidélement possible
I'effet des covariables. La méthodologie PK-POP permettant I'utilisation de données
sparses (faible nombre de prélevements plasmatiques par patient) pourrait étre une
alternative plus robuste aux méthodes actuelles slope-intercept ou distribution volume
dans la mesure du DFG. En effet, grace au modéle mono-compartimental

préalablement établi dans NONMEM® (sans covariable, sans IOV) et a
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lincrémentation d’'un faible nombre de concentrations plasmatiques en 5'Cr-EDTA
pour un patient donné, il est possible d’obtenir par méthode bayésienne, sa clairance

plasmatique en 51Cr-EDTA correspondant a son DFG mesuré.

L’'une des limites de la validation externe de ces travaux est le changement de
méthode du DFG de référence, passant de la clairance plasmatique au *'Cr-EDTA a
celle au *MTc-DTPA. D’aprés la littérature, I'élimination rénale du *°"Tc-DTPA est
supérieure a celle du °1Cr-EDTA, mais sans différence cliniquement significative. Notre
formule finale ayant été élaborée a partir de concentrations en >!Cr-ETDA puis validée
prospectivement sur des clairances plasmatiques au *°"Tc-DPTA, un biais était
attendu. Ce changement pourrait notamment expliquer en partie le biais significatif
négatif observé avant l'initiation du traitement (11.1.2.2, Tableau 1). Notre équation
finale est applicable aux enfants de 2 ans a 18 ans traités par chimiothérapie
néphrotoxique. Dans une perspective d'application clinique, I'équation développée
pourrait étre évaluée sur une population pédiatrique plus grande et atteinte de

différentes affections rénales.

Nos travaux ont également confirmé l'intérét de la PcysC comme marqueur de la
néphrotoxicité glomérulaire dans le suivi en oncopédiatrie. Ce résultat est par exemple
illustré par la Figure 1 de la validation prospective (11.1.2.2, Fig.1) ou les diminutions
de clairances glomérulaires (lignes entre 2 occasions) concordent entre le DFG
mesuré et celui estimé par I'équation CysPed. La prise en compte de la PcysC
associée a la SCR (formule Schwartz-PcysC et dans notre équation finale) permettait
une meilleure estimation dans le suivi du DFG au cours de la chimiothérapie par

rapport a la formule de Schwartz-SCR.

La comparaison entre la SCR et la PcysC a débuté en 2002. Dans une méta-analyse,

Dharnidharda et al. (92) ont montré une meilleure corrélation moyenne (r=0,816, n=54
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études) et une meilleure AUC-ROC (r?2=0,926, n=14 études) pour la PcysC dans
I'évaluation de la fonction rénale. Ces résultats ont été confortés par une autre méta-
analyse, plus récente, confirmant une détection plus précise des lésions rénales par
la PcysC (93). En revanche, Bacchetta et al. (74) ont montré que les formules
univariées de Larsson (94) et Le Bricon (95), a base uniquement de PcysC, étaient
équivalentes a la formule de Schwartz « bedside ». Dans leur population, ils ont
également montré que l'association SCR et PcysC n’apportait pas d’amélioration dans
lestimation du DFG. Cependant, de nombreuses autres formules ont
recommandé cette association (83-85,87). Dans les travaux de Bouvet et al. (85), la
PcysC avait méme un impact sur I'estimation du DFG plus fort que celui de la SCR.
Cependant, leur formule prenait en compte également I'effet de 'age, ce qui a pu
minimiser 'effet de la SCR. Dans nos 2 populations (article et validation prospective),
la formule Schwartz-SCR surestimait le DFG. Cette surestimation a également été
soulignée dans d’autres études (73,74) lorsque la SCR était utilisée seule. Enfin, lors
de la construction du modéle, I'analyse de covariables avec I'étape de backward
elimination a permis de montrer que la SCR et la PcysC n’étaient pas redondantes
entre elles. L’'impact de la PcysC sur I'estimation du DFG était ainsi significatif, mais

moindre que celui de la SCR.

Actuellement, la formule de Schwartz « bedside » basée uniquement sur la
créatininémie est la référence dans 'estimation du DFG en pédiatrie. L’utilisation de
formule a base de cystatine C (Schwartz 2012) est recommandée en alternative
lorsque la créatininémie est imprécise (ex : enfants ayant des masses musculaires
faibles). Au vu des changements morphologiques pendant I'enfance et de ses
caracteéristiques, la PcysC a un grand intérét dans l'estimation de la fonction

glomérulaire. Nos travaux sont en accord avec les résultats de la méta-analyse de
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Nakhjavan-Shahraki et al. (96) incluant 1948 enfants (n = 24 études) montrant une
meilleure précision d’évaluation de la fonction rénale par la PcysC par rapport a la
cystatine C urinaire (UcysC). Par leurs travaux, ils ont également montré que les
concentrations en PcysC augmentaient plus précocément que celles de la UcysC et
de la SCR lors d’insuffisance rénale aigue. Cependant, il existe des limites dans
I'utilisation de la PcysC : sa variation due & la prise de corticoides et aux dysthyroidies,
le manque de consensus sur la méthode de dosage (PENIA ou PETIA), son prix plus
onéreux et sa disponibilité plus restreinte par rapport a la créatinine (97). L’étude de
Grubb et al. (98) en 2010 a été la premiére étude a publier un matériel de référence

(ERM-DA471/IFCC) pour le dosage de la PcysC en PENIA ou PETIA.

En paralléle, notre étude a montré que la UcysC seule ou normalisée par la créatinine
urinaire ne présentait pas de réelle valeur diagnostic de la toxicité tubulaire.
Cependant, une tendance non significative (p=0.05) a été observée 2 ans apres
traitement avec des concentrations de UcysC augmentées lors de toxicité tubulaire.
Herget-Rosenthal et al. (99) ont montré chez 73 patients I'intéret diagnostic de la
UcysC lors d’atteintes rénales (AUC-ROC = 0.92, sensibilité (1IC95%) = 92% (83-96),
spécificité (1IC95%) = 83% (73-90)). Des études supplémentaires évaluant la UcysC
dans le diagnostic et le suivi de la toxicité tubulaire chez un nombre plus important de

patients seraient nécessaires.

Pour finir, d’autres biomarqueurs sont intéressants dans I'estimation du DFG, comme
la B-Trace protéine. Par exemple, Witzel et al. (100) ont publié en 2015, une formule
d’estimation du DFG combinant la SCR, la taille et la B-Trace protéine, montrant une
meilleure estimation du DFG que la formule de Schwartz « bedside ». Cependant, la
place de ces biomarqueurs dans la prise en charge en pédiatrie reste a définir car ils

ont des caractéristiques tres similaires a la PcysC.
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[I.2 Apport de la PK-POP dans la médecine théranostique : exemple
de la Lutathérapie

L’objectif de ces travaux est d’évaluer I'apport d’'un modele PK-POP dans la prise en
charge des patients traités par 1’’Lu-Dotatate. Un premier modéle a été établi pour
comparer I'effet des solutions d’acides aminés co-administrées en pratique clinique
sur I'élimination du '’’Lu-Dotatate. Par la suite, des relations PK/PD ont été étudiées
pour explorer I'exposition au traitement en fonction des réponses cliniques. Enfin, en
alternative a la dosimétrie actuellement utilisée, un modele combinant des données
plasmatiques et d'imageries a été réalisé pour calculer des doses absorbées au niveau

de la moelle osseuse.

11.2.1 1""Lu-Dotatate — Lutatherapie

Le Lutathera® (*’Lu-Dotatate) est indiqgué dans le traitement des tumeurs
neuroendocrines  gastroentéropancréatiques  (TNE-GEP)  inopérables ou
métastatiques, progressives, bien différenciées (grade 1 ou grade 2) surexprimant des
récepteurs a la somatostatine (SSTR). Il intervient en 2°™ intention aprés les
analogues a la somatostatine non radiomarqués (Lanréotide autogel, Octréotide LAR)

ou des thérapies ciblées (Evérolimus,Sunitinib) (101,102).

11.2.1.1 Concept de radiothérapie interne vectorisée

La radiothérapie interne vectorisée (RIV) consiste en I'administration systémique d'un

médicament radiopharmaceutique de forte activité entrainant une irradiation spécifique
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et ciblée de la tumeur. Les radioisotopes sont chélatés et vectorisés a des molécules

permettant I'action localisée. Dans la Lutathérapie, le MRP est le *’’Lu-Dotatate (103).

Il est composé de trois éléments avec pour formule CesHs7LUN14019S2 (104) :
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Figure 6 : Structure chimique du "’Lu-Dotatate (Hennrich et al. 2019)

= Le radioélément : 177 Lutétium (*""Lu)
Le 1"7Lu se désintegre par trois niveaux d'excitations en *’"Hafnium stable (*’"Hu) par
émissions 3-, la plus abondante (78,6%) présentant une énergie maximale de 0,497
MeV. Il y a également I'émission de 4 rayonnements y dont les 2 principaux permettent
I'imagerie fonctionnelle par scintigraphie post-thérapeutique. Le Tableau 3 résume les
émissions émises par le "7Lu. Il est faiblement pénétrant (par rapport aux
rayonnements utilisés en diagnostic) avec un parcours maximum des électrons de 2,2
mm et un parcours moyen de 0,67 mm. La période physique du '’’Lu est de 6,647

jours (102,105).
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Données sur les principaux ravonnements émis par le
lutétium ('""Lu)

Type de

Encrgie (keV)* Abondance (%)
rayonnement
Béta ([) 47.66 11,61
Béta ([) 111.69 9.0
Béta () 149,35 79.4
Gamma 112,9498 6,17
Gamimna 2083662 10,36

* les énergies moyennes sont mentionnées pour les particules béta

Tableau 3 : Désintégration du "’Lutétium (RCP Lutathera®)

= Le chélateur : acide tétra-aza-cyclo-dodécane-tétra-acétique (DOTA)
Le DOTA est un chélateur cyclique bifonctionnel permettant de faire le lien entre le

radionucléide et le vecteur.

= Le vecteur : analogue a la somatostatine ([Tyr3]-octréotate)
La partie [Tyr3]-octréotate est un analogue a la somatostatine (SSA) ayant une grande
affinité pour le sous-type SSTR2 des récepteurs a la somatostatine. Il permet de cibler
spécifiguement les TNE-GEP SSTR positifs. Le vecteur étant un peptide, cette RIV fait

partie des peptide receptor radionuclide therapy (PRRT).

11.2.1.2 Concept de médecine théranostique

L'approche théranostique consiste en ['utilisation d'une méme cible moléculaire
radiomarquée a des fins diagnostiques et thérapeutiques (106,107). Dans la

Lutathérapie, la cible moléculaire est un analogue a la somatostatine.
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Grace a l'imagerie fonctionnelle, le ciblage spécifique du tissu tumoral se fait via un
SSA associé soit a un isotope émetteur y (*'1In ou*®™Tc dans le cas de la SPECT/CT),
soit a un émetteur B+ (58Ga ou 8F pour le PET/CT). En pré-thérapeutique, le plus
utilisé en Europe est le %Ga-DotaToc (°®Galium-Dota-Tyr-Octréotide, %8Ga-
édotréotide, Somakit®) composé d'un radionucléide le %8Gallium associé a un SSA :

I'édotréotide (108). L'émission B+ du %8Ga va rencontrer un électron, entrainant une

annihilation avec émissions de deux rayonnements y détectables par PET/CT.

Lors du diagnostic, I'avidité in vivo d'un SSA pour ses récepteurs surexprimés dans les
TNE-GEP permettra I'éligibilité du patient a recevoir du ’’Lu-Dotatate. Ce concept de
théranostique permet une pré-sélection des patients présentant des tumeurs dites a
SSTR positif afin d'optimiser leur réponse au traitement (Figure 7). Selon les
recommandations (109), la positivité de la cible est définie comme une intensité
d’absorption par les sites d’intéréts dépassant l'intensité de fixation par les SSTR
exprimés au niveau du foie. Cette approche a permis une amélioration de la prise en

charge personnalisée des patients durant les derniéres décennies (106,107).
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Figure 7 : Sélection des patients a la Lutatherapie par les récepteurs a la somatostatine
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11.2.1.3 Développement clinique

Depuis les années 90 et le diagnostic par ciblage indirect radiomarqué dans les TNE,
différentes combinaisons de radioélément/chélateur/vecteur ont été testées jusqu'a
obtenir le ’7Lu-Dotatate. Le premier SSA était I'octréotide, qui fut rapidement remplacé
par le [Tyr]-octréotide puis le [Tyr3]-octréotate permettant d'augmenter la fixation aux
SSTR et donc d'améliorer le ciblage et la pénétration dans les cellules tumorales (110).
L'ajout du vecteur DTPA a permis le radiomarquage par des métaux mais fut remplacé
par le DOTA qui présente une meilleure stabilité in vivo. Enfin, parmi les radioéléments
testés, le 1’Lu présente l'avantage d'émettre des particules B- et y, et d'avoir une

longue demi-vie (111).

L'étude ERASMUS de phase I/ll (112) est une étude monocentrique menée au
Erasmus medical center de Rotterdam visant a évaluer la tolérance et I'efficacité du
7Lu-Dotatate  dans les tumeurs neuroendocrines  bronchiques et
gastroentéropancréatiques. L'étude a inclus 1214 patients entre 2000 et 2015. Leurs
résultats étaient encourageants et ont montré une survie sans progression (PFS) de
29 mois. Cette PFS était supérieure a celles observées dans les études RADIANT-3
(113) et RADIANT-4 (114) qui étaient de 11 mois pour I'évérolimus. La majorité des
effets indésirables étaient réversibles a court terme, et seulement 2 % des patients ont

présenté des effets indésirables graves a long terme.

L'étude NETTER-1 (115) est une étude de phase Il internationale multicentrique
randomisée comparative chez des patients atteints de TNE de lintestin moyen
meétastatiques inopérables en progression a SSTR positifs. Elle compare 116 patients
ayant recu 4 cycles de "’Lu-Dotatate a 7,4 GBq a intervalle de 8 semaines et de

l'octréotide-LAR 30mg toutes les 4 semaines a 113 patients ayant recu de I'octréotide-
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LAR 60mg toutes les 4 semaines. Le '’’Lu-Dotatate diminue de 79% le risque de
progression de la maladie ou de décés par rapport au groupe contréle (Figure 8). Les
effets indésirables sont réversibles et représentent moins de 10% des patients du

groupe '’’Lu-Dotatate.
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Figure 8 : Survie sans progression des patients sous 177Lu-Dotatate (Etude Netter-1)

Les résultats définitifs concernant la survie globale (OS) de I'étude de phase lli
NETTER-1 ont été communiqués en juin 2021 au congrés de I'American Society of
Clinical Oncology et ont permis de conclure a une amélioration non significative de
I'OS médiane (48 mois versus 36 mois) sous ’’Lu-Dotatate par rapport a I'octréotide
LAR 60 mg (116). L'étude NETTER-2, actuellement en cours a pour but d'évaluer
I'efficacité et I'innocuité du *’’Lu-Dotatate dans les TNE-GEP de grade 2 et de grade

3 (NCT03972488).
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Le Lutathera® est commercialisé par Advanced Accelerators Applications Novartis
compagny. Il a été enregistré par la US Food and Drug Administrations aux Etats-Unis
en Janvier 2018. Il a recgu l'autorisation de mise sur le marché le 26 septembre 2017
en Europe dans le cadre du traitement des TNE-GEP inopérables ou métastatiques,
progressives, bien différenciées (grade 1 ou 2) surexprimant des récepteurs a la
somatostatine chez les adultes (101-103). La commission de transparence a
également évalué un service médical rendu important dans cette indication et une
amélioration du service médical rendu modéré de grade 3 par rapport a l'octréotide

LAR 60mg (117).

11.2.1.4 Pharmacologie du '’’Lu-Dotatate
11.2.1.4.1 Administration

L'administration du Lutathera® se fait par des professionnels de médecine nucléaire. |l
est administré par voie IV lente de 30 minutes. La posologie recommandée est une
dose cumulée de 29,6 GBq répartie en 4 cycles de 7,4 GBg a intervalle de 8 semaines
(102,115). La posologie peut étre ajustée en fonction de la survenue d'effets
indésirables par une augmentation de l'intervalle de perfusion et/ou une diminution de
I'activité administrée. Le Lutathera® est un MRP prét a I'emploi, a usage unique qui est
perfusé directement de son flacon d'origine. La perfusion se fait par méthode de
gravité. Une solution de NaCl 0,9% est connectée au flacon de ’’Lu-Dotatate via une
aiguille courte, permettant une dilution et une surpression dans le flacon. Cette
surpression va faciliter I'écoulement et I'administration du ’’Lu-Dotatate via une

aiguille longue reliée par un cathéter intraveineux au patient.
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Afin d'éviter la néphrotoxicité induite par le ’’Lu-Dotatate, une solution d’acides
aminés doit étre débutée 30 minutes avant le début de la perfusion par voie IV
controlatérale. Cette derniere entrainant des nausées et vomissements, une
prophylaxie antiémétique devra également débuter 30 minutes avant le début de la

perfusion d’acides aminés (102,118).

11.2.1.4.2 Pharmacocinétique

L'administration IV permet au !’’Lu-Dotatate d'étre totalement et immédiatement
disponible dans le compartiment sanguin. Les données de distribution montrent une
fixation rapide au niveau des Iésions tumorales, du rein, du foie et de la rate (dans les
quatre heures apres le début de 'administration). Une fixation de 50% aux protéines
plasmatiques a également été mise en évidence. Plusieurs études in vitro et in vivo
ont montré une absence de métabolisme et une élimination se faisant principalement
sous forme inchangée dans les urines (102). Grace a son faible poids moléculaire (<
25 kDa) il est entierement filtré au niveau du glomérule pour étre ensuite partiellement
réabsorbé au niveau du tubule proximal. Les essais cliniques ERASMUS phase 1/l
(112) et NETTER-1 phase Il (115) ont montré une élimination du '’’Lu-Dotatate

d'environ 60% en 24h et de 65% en 48h dans les urines.

[1.2.1.4.3 Radiobiologie sur la tumeur : efficacité

Le Y"’Lu-Dotatate utilise le concept de Peptide Receptor Radionuclide Therapy. Par sa
partie agoniste a la somatostatine ([Tyr®]-octréotate), il va se fixer spécifiquement sur
les SSTR des TNE-GEP, puis étre internalisé par endocytose dans la cellule tumorale
(Figure 9). L'émission de rayonnements (3- par le radionucléide entraine des cassures

simple/double brins de I'ADN engendrant la mort cellulaire (103).
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Figure 9 : Mécanisme d'action du "’Lu-Dotatate (Geenen et al., 2021)

De plus, en raison de la pénétration tissulaire des rayonnements 3-, un effet cross fire
pourra étre observé (7). Il consiste en une irradiation indirecte par le rayonnement ou
ses électrons secondaires sur des cellules environnantes de la cellule cible (103,119).
Un autre effet, I'effet bystander peut également intervenir. Dans ce cas, l'effet est
causé par des messages de stress cellulaire envoyés par les cellules initialement
irradiées. Ainsi, certaines cellules non irradiées pourront également présenter des
dommages biologiques (120). Ces effets permettent de compenser en partie
'hétérogénéité cellulaire observée dans les TNE-GEP mais sont minoritaires par

rapport au mécanisme de PRRT.

11.2.1.4.4 Radiobiologie sur les tissus sains : toxicité dose limitante

Le traitement par Lutathera® est généralement bien toléré. Cependant, I'administration

systémique du ’’Lu-Dotatate entraine une irradiation d'organes radiosensibles.

La toxicité hématologique est la conséquence d'une irradiation de I'ensemble de la

moelle osseuse par le 17’Lu-Dotatate. Elle concerne I'ensemble des lignées cellulaires
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hématopoiétiques. Il a également été montré un mécanisme d’action de ciblage
spécifique sur des cellules progénitrices différenciées dans certaines voies li€, par
exemple, a 'expression de récepteurs SSTR sur des leucocytes activés (lymphocytes
et monocytes) (105). A court terme, I'hématotoxicité est transitoire et réversible.
L'étude de phase Ill NETTER-1 (115) a montré pour lI'ensemble des grades (CTCAE
v.3.0) une survenue de thrombocytopénies et lymphopénies chez, respectivement,
25% et 18% des patients. Parmi eux, 2% et 9% ont eu, respectivement, des
thrombocytopénies et des lymphopénies de grade 3/4. D'autres études ont montré des
pourcentages de survenues d'hématotoxicité de grade 3/4 Iégérement supérieures aux
alentours de 10 a 15% (121-123). L'étude de Sabet et al. (123) a montré une
majoration de I'hnématotoxicité au fur et a mesure des cycles de '’’Lu-Dotatate, avec
un retour aux valeurs pré-thérapeutiques sur une période moyenne [min - max] de 14
mois [3 - 24 mois] apres l'arrét du traitement. La corrélation entre la dose absorbée au
niveau de la moelle osseuse ou de la rate avec I'hnématotoxicité reste discutée, mais
certains facteurs de risques ont pu étre mis en évidence comme un age supérieur a
70 ans, une atteinte de la fonction rénale, une masse tumorale importante, des
métastases osseuses ou une atteinte au préalable de la numération de la formule
sanguine. De plus, il a été montré que les femmes avaient un risque supérieur de
développer des thrombopénies sévéres (124). Des hématotoxicités irréversibles a long
terme peuvent également survenir comme un syndrome myélodysplasique (MDS) et
des leucémies aigues (LA). Ces complications tardives sont observées chez 1 a 2%
des patients. Elles sont favorisées par les facteurs de risques d’hématotoxicité cités
précédemment, ainsi que par l'exposition au préalable a des chimiothérapies par

agents alkylants ou des radiothérapies (115,125).
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La néphrotoxicité est due a une réabsorption non-spécifique du '’’Lu-Dotatate par les
cellules tubulaires proximales (Figure 10) (126). Une atteinte rénale aigue se manifeste
dans les 6 mois a 1 an aprés I'administration de la RIV par une symptomatologie
typique (protéinurie, anémie, hypertension). Des néphropathies chroniques peuvent
survenir plusieurs années apres le traitement entrainant des dommages vasculaires et
une perte du parenchyme rénal. Cette néphrotoxicité est actuellement rare, grace a
I'existence de plusieurs méthodes néphroprotectrices. En clinique, la plus utilisée est

la co-administration d’acides aminés.
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Figure 10 : Mécanisme de néphrotoxicité du 17’Lu-Dotatate (Geenen et al., 2021)
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[1.2.1.5 Co-administration d’acides aminés
11.2.1.5.1 Réle et mécanisme d’action

La réabsorption du *’“Lu-Dotatate au niveau du tubule proximal se fait majoritairement
par endocytose, grace au transporteur mégaline/cubiline (M/C). La partie [Tyr3]-
octréotate chargée positivement va venir interagir avec la charge négative du
complexe M/C, favorisant ainsi I'endocytose et l'internalisation dans la cellule du *"Lu-
Dotatate. Les acides aminés (AA) chargés positivement vont entrainer une inhibition
compétitive de cette réabsorption rénale. lls ont pour but de saturer le transporteur
M/C afin de limiter I'endocytose et ainsi de diminuer 'accumulation rénale du '’’Lu-
Dotatate, responsable de la néphrotoxicité. Il a été montré une diminution de la dose
absorbée variant de 9 a 53% (126) au niveau du rein lors de la co-administration en

AA.

11.2.1.5.2 Composition et administration

Jusqu’en 2017, en France, une solution composée de 20 AA (Priméne®) était utilisée
en co-administration du *’’Lu-Dotatate. Le Priméne® était dilué dans 2L de NaCl 0,9%
avant d’étre administré pendant environ 8h (débit de perfusion 250mL/h). Cependant
dd a son importante osmolarité et a son grand volume administré, il entrainait pour la
majorité des patients des nausées et des vomissements de grade supérieur ou égal a
2, nécessitant une prophylaxie antiémétique importante et une adaptation du débit de

perfusion.

Depuis 2017, une nouvelle solution d’AA (Lysakare®) composé uniqguement de 25g
d'Arginine et de 25g de Lysine diluée dans 1L de NaCl 0,9% (débit de perfusion

250mL/h) est proposée au patient. Elle présente une meilleure tolérance (10 % d'effets
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indésirables versus 63 % d'effets indésirables pour Primene®) (127,128) et une

prémédication antiémétique uniquement a base d'antagoniste 5-HT3. Le Lysakare®

est soit préparé selon les bonnes pratiques de préparation hospitaliere, soit est

directement disponible dans une solution commerciale. La co-administration 1V

controlatérale en AA (Priméne® ou Lysakare®) débute 30 minutes avant le début de la

perfusion en '7’Lu-Dotatate. Le Tableau 4 ci-dessous permet de comparer la

composition et I'administration de ces deux solutions d'acides aminés (129,130):

PRIMENE®

LYSAKARE®

Composition pour

1L de solution IV

L-Isoleucine 6,70 g
L-Leucine 10,00 g
L-Valine 7,60 g
L-Lysine 11,00 g
L-Méthionine 2,40 g
L-Phénylalanine 4,20 g
L-Thréonine 3,70 g
L-Tryptophane 2,00 g
L-Arginine 8,40 g

Chlorhydrate de L-Arginine 25¢g
Chlorhydrate de L-Lysine 259

Nature et | L-Histidine 3,80 g
guantité | L-Alanine 8,00 g
d'AA L-Acide aspartique 6,00 g
L-Cystéine 1,89 g
L-Acide glutamique 10,00 g
Glycine 4,00 g
L-Proline 3,00 g
L-Sérine 4,00 g
L-Tyrosine 0,45 g
Chlorhydrate de L-Ornithine 3,18 g
L-Taurine 0,60 g
Quantité 100g/L 50g/L
totale d'AA
pH 55 51-6,1
Osmolarité 780 mOsm/L 420 — 480 mOsm/L
Volume co- 2L 1L
administré avec
177|_u-Dotatate
Excipients Acide L-malique Eau ppi

Eau ppi

Eau ppi = eau pour préparation injectable ; AA = acides aminés ; IV = voie intraveineuse

Tableau 4 : Composition des solutions d’acides aminés : Priméne® et Lysakare®
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[1.2.1.6 Dosimétrie a la moelle osseuse

Selon les recommandations (101), le suivi des patients ayant recu du *’’Lu-Dotatate
inclut un bilan clinique, un bilan des parametres biochimiques spécifiques
(Chromogranine A, 5-hydroxy indole acide acétique) et biologiques conventionnels
(numérotation formule sanguine, fonction rénale et hépatique). La dosimétrie des
organes radiosensibles n’est pas systématiquement réalisée en pratique clinique
(105). Elle a pour but d’obtenir une représentation in vivo du radiotraceur, de
déterminer le dépbt d’énergie di a cette source radioactive dans l'organisme et
d’évaluer la relation dose/effet. Les effets pharmacodynamiques (efficacité, toxicité)
sont en relation avec la dose absorbée exprimée en gray qui est la quantité d’énergie
(joules) libérée pour une masse définie (kg). L’hématotoxicité étant I'effet indésirable
le plus fréquent, la suite de ces travaux concernera I'imagerie quantitative réalisée au

niveau de la moelle osseuse.

La dosimétrie au niveau de la moelle osseuse est réalisée a partir de scintigraphies
(planaire 2D, SPECT/CT 3D) ou de prélevements sanguins. En imagerie, a partir de 2
a 4 temps de prélevements, un nombre de coups par acquisition est obtenu puis
ramené a un volume d’intérét. Ce VOI est défini par le manipulateur afin d’obtenir une
concentration dans un organe ou une partie de celui-ci. Pour la moelle osseuse, les
vertebres étant de petites structures difficiles & délimiter, une moyenne des coups sur
3 vertébres adjacentes est communément réalisée. A partir d’'une courbe temps-
concentrations, une intégration (généralement par un modéle bi-exponentiel) est

réalisée afin d’obtenir des aires sous la courbe (AUC).

Plusieurs logiciels et outils dosimétriques sont commercialisés (QDose®, PlanetDose®,

MIM Sureplan MRT®, HDM®, Olinda/EXM®, IDAC-Dose®). lIs incluent différents
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protocoles d’acquisitions et de traitements des images (131). La méthode la plus
utilisée et celle recommandée par TEANM reposant sur le formalisme MIRD (Medical
Internal Radiation Dose) Comittee (105). Le formalisme MIRD se base sur une
représentation simplifiée du corps humain basée sur des fantdmes mathématiques
anthropomorphes standards. Elle permet d’estimer la dose absorbée suite a I'émission
de rayonnements issus d’'un organe source (rg) sur un organe cible (rt ). En effet, elle
est considérée comme la somme des self absorbed dose (quand l'organe source
correspond a l'organe cible) et des cross absorbed dose (quand I'organe source est
différent de I'organe cible) de 'ensemble de I'organisme.

D(ry, 1) = j

0

DGy, )t = ) Aty 0+ S(rrery)
Ts

Avec D(rr, 1) la dose absorbée sur une période t, D(r7, t)dt la dose absorbée a un
instant t sur une cible ry, 4 (rs, T) représentant I'activité issue d’une source radioactive
rs¢ Sur une période 1, et S(rp«<rg) le facteur S représentant le débit moyen absorbé

délivré a ry par unité d’activité dans rs.
Appliqué a la moelle osseuse, le formalisme MIRD correspond a :

Dgy = Agy * S(BM <« BM) + Apone * S(BM < bone) + Z A, * S(BM «h) + Ag,g * S(BM « RoB)
b

avec D, la dose absorbée moyenne a la moelle osseuse, Agy I'activité a la moelle
osseuse, Ay, I'activité dans I'os, A, I'activité des organes ayant regu une importante
exposition, Ag,p l'activité sur le reste du corps, S(BM < BM) facteur S de la self
absorbed dose a la moelle osseuse, S(BM « bone) facteur S de la cross absorbed

dose de I'os a la moelle osseuse, S(BM < h) facteur S de la cross absorbed dose des
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organes ayant une grande activité sur la moelle osseuse, et S(BM « RoB) facteur S de

la cross absorbed dose du reste du corps sur la moelle osseuse.

Selon les recommandations (105), la captation des RIV par les cellules de la moelle
osseuse est aspécifique. La distribution dans la moelle osseuse est considérée comme
homogene et correspond uniquement a une self absorbed dose. Par approximation on

obtient donc :
D(BM«BM) = Agy * Mppmper * S(BM—BM)
Si préléevements sanguins : Agy = Agp, * RMBLR

avec D(BM«<BM) représentant la self absorbed dose a la moelle osseuse, Asm est
lactivité cumulée a la moelle osseuse, mgys €St la masse de la moelle osseuse
(Homme = 1170 g, Femme = 900g), S(BM«<BM) est le facteur S pour la self absorbed
dose a la moelle osseuse, Ag;, est I'activité cumulée dans le sang et RMBLR = 1 (ratio

de l'activité de moelle osseuse sur I'activité sanguine).

Le facteur S est le débit de dose moyen absorbé a un instant t délivré a un organe
cible par unité d’activité injectée. Il est spécifique de chaque radioélément, de 'organe
source et de I'organe cible. Il est calculé directement par des programmes (ex : Olinda®

ou IDAC-Dose®) en fonction du sexe et de 'dge en mGy.MBq2.h™.

1

*
my..

S (rperg) =

Z Ei xY; * p(rperg, E;)
i

avec m,.. la masse de la région cible, E; le facteur spécifique du radionucléide, Y;

'énergie moyenne émise par une transition nucléaire donnée et le rendement

correspondant et ¢ (rp < rg, E;) la fraction absorbée émise par rr.
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11.2.2 Etats des lieux du MIDD en théranostique

Bien que les radiotraceurs répondent a la législation du médicament, trés peu d’études

de pharmacométrie (ou MIDD) sont développées sur les MRP.

Siebinga et al. (132) ont publié une revue en novembre 2022 résumant les applications
PK-POP et PBPK (physiologically based pharmacokinetic) en théranostique. Sept
articles ont été recenseés utilisant I'approche PK-POP sur les radiotraceurs. La majorité
de ces travaux concerne l'iode radiomarqué (2%l ou 311). Le premier datant de 2005
(133), avait pour but de décrire la pharmacocinétique et d’évaluer l'influence des
covariables sur cette derniére. Par la suite, Taprogge et al. (134) ont développé le
premier model PK-POP incluant des données plasmatiques et d’imagerie dans un

modele multi-compartimental.

Concernant le 1’’Lu-Dotatate, Devasia et al. (135) ont montré, a partir des données de
scintigraphies rénales chez 10 patients, que la méthodologie NLMEM permettait de
diminuer le nombre d’'images nécessaires pour calculer la dose absorbée rénale. De
plus, une étude récente publiée en mai 2023 (136) s’est basée uniquement sur des
données d’imageries SPECT/CT issues de la moelle osseuse et de l'aorte pour
remplacer les prélevements plasmatiques (d’habitude non réalisés en pratique
clinique). Les auteurs ont obtenu des paramétres PK du méme ordre de grandeur que
ceux recueillis sur prélevements sanguins par 'lEPAR (137), validant ainsi I'utilisation
seule de concentrations tissulaires en PK-POP. De plus, ils ont montré une corrélation
positive entre le poids et le volume sanguin expliquant en partie la variabilité

interindividuelle de ce dernier.

Outre 'approche PK-POP, la méthodologie de PBPK semble plus utilisée actuellement

pour la modélisation des radiotraceurs. Selon Siebinga et al., 17 articles ont été
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recensés depuis 2009 (132), dont une grande partie dans la prise en charge des TNE-
GEP. La PBPK se base sur la physiologie et les caractéristiques physico-chimiques
des médicaments pour faire des prédictions grace a des modeles multi-compartiments
complexes. Cette méthodologie a notamment déja permis d’évaluer la combinaison
optimale pour le radiomarquage entre la quantité de peptides et le radioélément, de
réduire le nombre d’imageries post-thérapeutiques, ou encore de décrire et prédire la

distribution des radiotraceurs.

[1.2.3 Travaux de thése : étude PrePacLuNet

[1.2.3.1 Comparaison de deux solutions d’acides aminés

Selon les recommandations du Lutathera® (102,137), la préparation de solution
d’acides aminés composée uniquement de Lysine 25g et d’Arginine 25¢g dilués dans
1L de NaCl est a privilégier, mais des solutions commerciales contenant entre autres,
18 a 25 g de Lysine et 18 a 25 g d’Arginine avec une osmolarité < 1200 mOsmol/kg
peuvent étre utilisées en alternative. Cependant, peu d’études ont évalué I'effet de la
composition des solutions d’acides aminés au niveau rénal et leur interaction avec le
177 u-Dotatate. De plus, les études publiées sont difficilement comparables. En effet,
elles sont souvent in vitro ou précliniques et utilisent des PRRT de composition
différente (en radioélément, chélateur ou en analogue a la somatostatine) au *’’Lu-
DOTA-[Tyr3]-octréotate. A notre connaissance et malgré leur utilisation en clinique,
aucune étude chez 'Homme n’a comparé l'effet des différentes solutions d’acides
aminés, notamment entre Primeéne® et le Lysakare® sur la pharmacocinétique du "’Lu-
Dotatate. Par exemple, I'étude NETTER-1 (115) qui a permis I'obtention de la mise sur

le marché du Lutathera® a été réalisée avec une co-administration en Aminosyn® Il
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10% (219 Lysine et 20,49 Arginine dilués dans 2L de NaCl) et de Vamin-18® (18g de

Lysine et 22,6g d’Arginine dilués dans 2L de NaCl).

L’objectif de ce premier travail est donc de comparer I'effet de ces solutions d’acides
aminés sur la pharmacocinétigue du 17’Lu-Dotatate ainsi que leur variabilité
interindividuelle et intraindividuelle en utilisant la méthodologie de PK-POP. Ces
résultats sont présentés sous la forme d’un article publié en 2022 dans Current
Radiopharmaceuticals.

Supplementary material : La Table S1 mentionnée dans l'article est reprise page 94.
Les figures S1, S2 et S3 sont présentent a la suite de I'article de la page 110 a la page

112.

Résultats supplémentaires :

L’obtention du modéle PK-POP nous a permis de simuler les trois conditions
suivantes : une absence de co-administration en acides aminés, une co-administration
de Primene® et une co-administration de Lysakare® chez chacun des 100 patients
virtuels, alors que nous ne disposions, pour chaque patient de I'étude, que de données
en présence d'une des deux solutions en acides aminés. Ainsi, nous avons pu
comparer les concentrations plasmatiques de !’’Lu-Dotatate en présence et en
absence d’acides aminés. De plus, nous avons comparé I'implication du Priméne® et
du Lysakare® dans la survenue des toxicités dose limitante : 'hnématotoxicité et la
néphrotoxicité. Enfin, a partir des AUC plasmatiques obtenues par l'analyse
NONMEM®, nous avons évalué les corrélations entre I'exposition plasmatique et les

réponses cliniques (efficacité et toxicite).
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11.2.3.1.1 Article scientifique
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Abstract: Background: '"'Lu-Dotatate is used in the treatment of somatostatin-receptor-positive in-
operable progressive gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors. A co-infusion of amino acids
(AAs) is administered to prevent renal toxicity.

Objective: This study aimed to quantify the impact of two types of AA cocktails on the pharmacoki-
netics and toxicity of 'Lu-Dotatate.

Metheds: Four injections of 7400 MBq '"Lu-Dotatate were given per patient with administration
of either Primene” 10% (containing a cocktail of 20 AAs with 22g of Lysine and 16.8 g of
Arginine) or Lysakare” (containing 25 g of Lysine and 25 g of Arginine). Nine blood samples were
collected at each cycle. Radioactivity-time data were analyzed according to a population-based
model using NONMEM (version 7.4.1). Renal and hematological toxicity was evaluated after each
cycle.
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Results: 1,678 ""Lu-Dotatate plasma concentrations versus time were analyzed from 83 consecu-
tive patients with Primene” (n= 45 pts) or Lysakare” (n= 36 pts). Population pharmacokinetic analy-
sis showed that Primene” significantly increased the elimination rate constant of '"Lu-Dotatate as
opposed to Lysakare”. Primene” also significantly lowered Lutathera” plasma exposure (AUC) by
34%, whereas Lysakare” increased AUC by 7%. There was no renal toxicity in either case. Lym-
phopenia significantly correlated with AUC (p=0.021) with a trend towards higher toxicity with

Lysakare”.
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Conclusion: Unlike Primene”, Lysakare” does not increase '’ 'Lu-Dotatate elimination. This differ-
ence is associated with a significant impact on AUC. The latter parameter has a high interpatient
variability but a low intrapatient variability, which could have important clinical implications for
treatment tailoring.

Keywords: Somatostatin analogs, population pharmacokinetics, pharmacokinetics/pharmacodynamics relationship, "' Lu-Dota-
tate, theragnostic compound, neuroendocrine tumor.

1. INTRODUCTION

Lutetium-177 ('”"Lu)-Dotatate (Lutathera”) is a radio-la-
beled peptide somatostatin receptors agonist used to treat un-
resectable or metastatic somatostatin-receptor-positive gas-

troenteropancreatic neuroendocrine tumors (GEP NETSs).
The drug has become a major therapeutic modality for this
type of cancer [1-3]. Its two dose-limiting toxicities are he-
matopoietic and renal. In the kidney, '"Lu-Dotatate is reab-
sorbed at the proximal tubule of the nephron, resulting in an
excessive radiation dosing in the cortex, leading to a de-
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gie, Institut Claudius-Regaud, Institut Universitaire du Cancer Toulouse -
Oncopole; CRCT, Cancer Research Center of Toulouse, Inserm U1037,
Université Paul Sabatier, 1 avenue Iréne Joliot-Curic F-31059 Toulouse,
France; Tel: +0531155250; E-mail: chatelut.etienne@iuct-oncopole.fr
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crease in the glomerular filtration rate and even renal failure
[4]. This reabsorption process is due to the affinity of '"Lu-
Dotatate for the tubular megalin/cubilin system that trans-
ports amino acids (AAs). It has been demonstrated in rat
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studies that co-administration of AAs during radio-labelled
peptide therapy results in reduced kidney uptake due to
blocked saturation of the megalin/cubulin system [4, 5]. In
humans, this renal protective effect seems primarily at-
tributable to the AA L-Lysine and L-Arginine [6-8]. Until re-
cently in France, however, the only approved AA solution
for co-administration in daily practice was a cocktail of 20
AAs containing L Lysine and L Arginine (2L of Primene
10%", a cocktail of 20 AAs). We have previously reported
the impact of Primene” on '"Lu-Dotatate pharmacokinetics,
showing that the AA cocktail increases the '"Lu-Dotatate
elimination constant rate by 1.5 on average [9]. This study al-
so highlighted a large interindividual variability on this ef-
fect. Moreover, cocktail administration results in grade 3/4
nausea for the majority of patients. This poor digestive toler-
ance led to the approval of the Lysakare” AA solution, con-
taining only chlorhydrate L-Lysine and chlorhydrate L-Argi-
nine and having a far better tolerance profile. To our knowl-
edge, no study has been performed to evaluate the clinical
pharmacological impact of this switch in AA solutions.

The objective of the current study was thus to compare
the effect of Lysakare” and Primene” on '""Lu-Dotatate phar-
macokinetics, to determine the inter- and intra-individual
variability of "Lu-Dotatate exposure based on a population
pharmacokinetic analysis, and to evaluate the potential im-
pact on ""Lu-Dotatate toxicity. The benefit of the population
approach is to allow for simultaneous analysis of all data to
quantify the impact of several covariates: the nature of the
AA infusion, Lysakare“ﬁtvemus Primene” on '""Lu-Dotatate
plasma exposure (AUC), and particularly the elimination
constant of '"Lu-Dotatate.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Patients and Treatment

Data were derived from consecutive GEP NET patients
starting treatment with '""Lu-Dotatate in the University Can-
cer Institute of Toulouse between May 2015 and December
2020. Primene” solution was used from May 2015 to Novem-
ber 2017, Lysakare” became available in December 2017,
Patient characteristics were as follows: age > 18 years, pres-
ence of histologically confirmed, progressive metastatic or
unresectable GEP NET. If a patient had been treated with so-
matostatin analogues, this treatment was stopped at least six
weeks prior to the metabolic irradiation. Following the
IAEA, EANM, and SNMMI guidelines, post-treatment
scans and blood samples were performed (details below) dur-
ing the four cycles of """Lu-Dotatate treatment in order to as-
sess absorption of organ-specific radiation doses as well as
the risk of delayed organ toxicity, particularly to kidneys
and bone marrow in the eventuality of retreatment or unex-
pected toxicity. At each of the four cycles, patients received
"Lu-Dotatate (Lutathera”) at the recommended activity of
7.4 GBq for a 30-min intravenous (IV) infusion [10]. The in-
terval scheduled between each cycle was eight weeks. A con-
comitant IV infusion of Primene” (22.0 g of Lysine and 16.8
g of Arginine and 18 other AAs in a 2 L solution, at 500
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mL/h) or of Lysakare® (25.0 g of Lysine and 25.0 g of Argi-
nine in a 1L solution at 250mL/h) was administered, respec-
tively, 1 h and 30 min prior to '"'Lu-Dotatate TV. The Pri-
mene" co-perfusion required maximal anti-emetic treatment
(aprepitant, granisetron, and corticosteroids), continuous pa-
tient monitoring during administration, and in most cases,
perfusion rate adjustment. For the Lysakare® perfusion, only
granisetron was administered 5 min before the AA perfu-
sion. The beginning and end times of the AA infusion were
noted. Biological parameters, ie., creatinine clearance
(CL(g, calculated using the Cockeroft-Gault equation),
platelets, and lymphocytes- were determined at baseline, at
the inter-cycle visit (15 days after '"Lu-Dotatate treatment),
and just before the following cycle. Each patient provided
written consent to participate in the study according to the
ethical standards established by the Declaration of Helsinki,
and the study was approved by our institute (no
2212946V0).

2.2. Blood Sampling and Assay

Nine blood samples (5 mL) were collected through an in-
travenous catheter at each cycle: at the end of " Lu-Dotatate
infusion and 1, 2, 4, §, 16, 24, 72, and 144 h post-dose.
Blood samples were centrifuged at 1000 x g for 10 min at
ambient temperature. Radioactivity was measured in 0.5 mL
aliquots of plasma using a WIZARD 2 2480-0010 Gamma
Counter (PerkinElmer, MS, USA). A calibration curve was
prepared by serial dilutions (1:10, 1:100, 1:1000, and
1:2000) from the same vial of ""Lu-Dotatate that was in-
fused to the patient. The radioactivity-time data expressed in
MBq/L were corrected for radioactive decay between the
time of ""Lu-Dotatate administration and the time of sample
measurement according to the following equation: C(t)corr
= C(t)measured x exp(-Ln2/t,, ;;,, X (TO-T?)) where C(t)corr
is '"Lu-Dotatate concentration at time t corrected for ra-
dioactive decay, C(t)measured is the ' Lu-Dotatate concen-
tration measured at time 17, t,,,,,,,, 18 the t,, of "’Lu disinte-
gration to Hafnium177 ('""Hu) by emission of B-rays (6.7

days), and TO is the time of ""Lu-Dotatate injection [11].

2.3. Pharmacokinetic Analysis

""Lu-Dotatate radioactivity-time data were analyzed by

non-linear mixed-effects modeling (also called “population
approach”) with NONMEM version 7.4.1 (ICON Develop-
ment Solutions, Ellicott City, MD, USA) using Pirana” soft-
ware (version 2.9.9) as an interface. The analyses were per-
formed using the First-Order Conditional Estimation with
the Interaction (FOCE-I) option.

2.3.1. Base and Covariate Model Development

The population model previously established [9] utilis-
ing data from all cycles served as the starting point for the
pharmacokinetic (PK) study, which is a three-compartment
model with an AA effect whose parameters are: first-order
elimination rate constant (k,,) with an effect on k,, (BAA) in-
cluded as a categorical covariate (i.e., AA = 1 during con-
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comitant AA infusion or AA = 0 thereafter), the volume of
distribution of the central compartment (V,), transfer rate
constant from central to second (k,,) or third compartment
(k,,), transfer rate constant from second or third to the cen-
tral compartment (k,, or k;,, respectively) and covariance be-
tween k,, and V,. Alternative models have also been tested:
the two-compartment model with or without the AA covari-
ate and the three-compartment model deleting the AA covari-
ate. The structural model selection was based on objective
function value (OFV= -2 log likelihood), confidence inter-
vals (CI 95%) of the estimated parameters obtained by NON-
MEM, residual error estimates, shrinkage values, visual eval-
uation of goodness-of-fit plots, and model stability. Further-
more, the inter-cycle variability of PK parameters quantify-
ing random intrapatient variability between cycles was evalu-
ated using the inter-occasion variability (IO0V) model on k,,
and ©AA. The effect of the following covariates on the elim-
ination rate constant (k,,) were tested: “type of AA” (TAA
with TAA =0 if Lysakare® and =1 if Primene"), sex, age,
body weight (BW), body surface area (BSA), serum creati-
nine (Scr) and creatinine clearance (CL, calculated using ei-
ther the Cockeroft-Gault or CKD-EPI equation). Sex, age,
BW, and BSA covariates were tested on the central distribu-
tion volume (V). The covariates were modelled according
to ©,= 9, x (6,,)"" for categorical covariates (e.g., sex)
and according to either linear function [©; = O,,.(1 +
0,,,(cov; - coV,4.,)] or power function [€, = O, (cov/cov,,.
6) "] for continuous covariates (e.g., CL), where O, is
the individual PK parameter predicted by the model, @, is
the population means of the PK parameter, O, represents
the effect of the covariate on the PK parameter, cov, is the in-
dividual value of the covariate, and cov,,.,, 1S the median
value of the covariate in the population. In the forward analy-
sis, a covariate was considered significantly correlated with
the PK parameter if its inclusion in the model resulted in a
decrease in OFV of at least 3.84 (p<0.03, i’ test). Additional-
ly, a change in interindividual variability (IIV) of the corre-
sponding PK parameter after the inclusion of a covariate
was considered. Following this, an intermediate model in-
cluding all significant covariates was obtained, and a step-
wise backward elimination procedure was carried out. A co-
variate remained in the final model if its removal resulted in
an increase of OFV of at least 6.63 (p<0.01). For all analys-
es, IIV and intrapatient variability (IOV for “interoccasion”
= intercycle) were modeled using an exponential model. The
proportional model was used to estimate residual variability.

2.3.2. Model Evaluation

In the process of model development, goodness-of-fit
plots were generated to evaluate how the base model fits the
data. Generated plots were: observed (OBS) vs. population
(PRED) and individual (IPRED) predicted concentrations,
conditional weighted residuals (CWRES) vs. PRED and
TIME, and normalized prediction distribution errors (N-
PDE) vs. PRED and TIME. A non-parametric bootstrap anal-
ysis with resampling (n=500) was performed. A prediction--
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corrected visual predictive check (pcVPC) was performed
for the final model using 1,000 simulations of the original da-
ta set described by Bergstrand ef al. [12]. The 95% predic-
tion intervals for the 5", 50", and 95™ percentiles of the simu-
lated concentrations were generated and plotted with the 5™,
50", and 95" percentiles of the observed concentrations. The
evaluation of the final model was performed using Perl
Speaks NONMEM version 5.0.0 and with R (version 4.0.3)
coupled with RStudio (version 1.3.1093).

2.4. Pharmacokinetic/Pharmacodynamic Analysis

Area-under-the-curve of '"Lu-Dotatate plasma concen-
trations versus time from 0 to infinity (AUC) was calculated
for each patient with NONMEM by integrating the amounts
of the drug in a dummy compartment (using the ADVANG6
subroutine) [0tCt x dt. Renal toxicity was evaluated by the
percentage of change in Scr and CL; between baseline and
before the following cycle. Hematologic toxicity was evalu-
ated as the percentage of change in biological variables
(platelets and lymphocytes) between baseline and the inter--
cycle visit (Day 15). The Wilcoxon-Mann-Whitney test was
used to determine significant changes in biological variables
between Lysakare” and Primene”. Linear regression was
used to examine the relationship between hematologic and
""Lu-Dotatate AUC. Logarithmic transformation was per-
formed for the variables that were not normally distributed.
Statistical analysis was performed with R (version 4.0.3)
coupled with RStudio (version1.3.1093).

3. RESULTS
3.1. Patients and Observed '"Lu-Dotatate Plasma Con-
centrations

The main demographic and baseline biological charac-
teristics of the 83 patients are shown in Table 1. Forty-five
received Primene” (cycle | of 42 patients corresponded to
those of our previous study [9]), 36 received Lysakare”. The
two remaining patients received Primene” for their first four
cycles and Lysakare” for the following cycle. The median
amount of """Lu-Dotatate administered was 7279 MBq, rang-
ing from 3237 to 7989, due to either existing dose modify-
ing criterion [10] or dose modifications during treatment be-
cause of previous significant toxicity. Before ' "Lu-Dotatate
IV infusion, the AA administration began on average 2.30
hours (range: 0.5-6.25) for Primene and 0.84 hours
(0.52-1.25) for Lysakare. It continued for a median time of
5.67 h (0.38 - 12.5) for Primene” and 3.40 h (2.33 - 4.72) for
Lysakare® in co-infusion with 'Lu-Dotatate. The median
time of '"Lu-Dotatate infusion was 0.67 h (range 0.22 -
1.00). A total of 1,782 blood samples were collected over
0.3 - 175 h following IV '"Lu-Dotatate administration. This
corresponds to a median number of three (range 1 - 5) cycles
per patient and a median of seven (range 3 - 9) observations
per patient and per cycle. Thirty-two plasma concentrations
corresponding to blood samples obtained from the same arm
used for '"Lu-Dotatate administration were excluded from
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the analysis. Comparison of ""’Lu-Dotatate plasma concentra-
tions normalized to the dose corresponding to the two pa-
tient subgroups indicates overall higher concentrations in pa-
tients treated by Lysakare” (Fig. 1).

3.2. Pharmacokinetic Model and Covariate Analysis

The three-compartment model with an AA (©OAA) effect
on the first-order elimination rate constant (k) described
the data better than any alternative model. The IIV was in-
cluded on kyy, V,, k5, and ks,. Fixing ITV for k,, and k, at ze-
ro improved model stability. Inclusion of the AA type effect
(with its specific interindividual variability) on ©AA signifi-
cantly 1mproved (OFV decrease of 26.5 p<0.001) adjust-
ment: ©,, ,,,mm = 1.86 (IIV of 92.1%) versus GQALW“H =
0.597 (IIV of 63.2%), respectively, with Primene” or
Lysakare® administration. This showed that Primene” in-
creased "'Lu-Dotatate k,,, whereas Lysakare® decreased on
average, with a larger 11V for Primene”. Intercycle variabili-
ty (corresponding to intrapatient variability) on k,, was
21.9%. Intercycle variability on the effect of each AA, re-
spectively, was 34.4% for Primene” and 49.1% for
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Lysakare®. The parameters of the final model with respec-
tive precision estimation (expressed as relative standard er-
ror, %RSE) are summarized in Table 2. Concerning renal
function, statistical analysis confirmed a significant correla-
tion between Scr and CL, (the latter, to a lesser extent) and
ko

Table 1. Patients’ characteristics (n = 83).

Characteristics Median (Range) oun
Sex
Male 50
Female 33
Age (years) 71 (26-83)
Body Weight (kg) 65 (39-108)
Body Surface Area (m’) 1.8 (1.4-2.2)
Serum creatinine (umol/L) 87.5 (40-474)
Creatinine clearance' (mL/min) 65 (11-148)
Amino-acids
Primene 10%" 45
Lysakare" 36
Primene 10%" then Lysakare" 2

"calculated using the Cockerofi-Gault equation.

1000 1

750 1

500 1

250 1

Mean +/- SD normalized plasmamLu-Dotaie concentrations (MBg/L)

Co infusion amino acids

O Lysakare®

®  Primene®

0 5 10

15 20 25

Time (hours)

Fig. (1). Mean + SD normalized plasma '""Lu-Dotatate concentrations corresponding to patients receiving Primene” (45) versus Lysakare"

(36). * p < 0.05.
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Table 2. Pharmacokinetic parameter estimates of the final model and mean (CI 95%) of 500 non-parametric bootstrap analyses were

obtained using the final model.
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Parameters Units Final Model (%RSE) (Shrinkage) Bootstrap (95% CI)
K, h' 0265 (13.9) 0.266 (0.212 - 0.317)
v, L 5.97(13.9) 6.02 (5.08-7.10)
K, ' 0.539 (32.1) 0.534 (0.399 - 0.673)
K, h' 0.624 (17.0) 0.621 (0.499 - 0.740)
K, h'! 0278 (10.6) 0.279 (0.221 - 0.332)
K, h' 0.026 (3.3) 0.026 (0.024 - 0.029)
'O vsarare - 0597 (21.4) 0.611 (0.365-0.912)
[STPR— - 1.86 (45.1) 1.90 (1.16 - 2.99)
O cgear - -0.761 (26.3) -0.689 (-0.976 - -0.192)
v K, % 58.6 (13.7)[7.7] 58.4(42.2-72.5)
v v, % 48.5(15.2) [4.2] 50.0 (34.4 - 61.1)
VK, % 50.9 (57.1) [17.6] 50.8 (29.9 - 67.1)
1IVK,, % 33.8(42.0)[19] 34.6 (21.8-50.0)
1 L/ % 92.1 (15.5)[31.6] 91.0 (544 - 120.3)
IV ysakars % 63.2 (23.6) [53.7] 62.5(28.8 - 94.2)
IOV on K10 % 21.9(25.7) 22.6 (124 -34.6)
10V on effect of Primene" % 34.4(21.9) 36.7(203-55.2)
TOV on effect of Lysakare”® % 49.1(24.3) 51.6(23.6 - 78.9)
Covariance between K,, et V, % -52.1(16.3) -52.4(-23.15--93.3)
Proportional residual error % 19.0 (12.3) [14.9] 18.8 (16.7-20.8)

K., Elimination rate constant, V, volume of distribution of central compartment, K, transfer rate constant from first to second compartment, K,, transfer rate constant from second to
first compartment, K, transfer rate constant from first to third compartment K;,, transfer rate constant from third to first compartment, ©AA effect of amino acids on K, ©¢ppsp im-
pact of serum creatinine on K ,, [TV interindividual variability, IOV inter-occasion variability, CI confidence interval, %RSE relative standard error. 'AA = 1 or = 0 during or after

the end of AAs infusion, respectively.

Goodness-of-fit plots show that the population and indi-
vidual predicted concentrations concurred with observed da-
ta (Supplementary material, Fig. S1). Mean values and confi-
dence intervals of the parameters obtained by 500 non-para-
metric bootstrap analyses with resampling were consistent
with those obtained using the original data set (Table 2).

A pcVPC performed with 1,000 simulations based on
the original data set is shown in (Supplementary material,
Fig. 82). In general, the model was sufficient to describe
""Lu-Dotatate PK. The median, 5th, and 95th percentiles of
the observed concentrations were consistent with the simulat-
ed data.

3.3. Determination of Individual Pharmacokinetic Pa-
rameters

The individual k,, values changed during concomitant
AA infusion by a factor ranging from 0.37 to 31.4 for the 45
patients receiving Primene®vs. 0.22 to 2.90 for the 36 pa-

tients receiving Lysakare”. The impact of the AA infusion
was calculated by comparing the observed AUC to the value
that would have been obtained if the AA infusion had not
been administered (obtained with NONMEM, as described
in Section 2.4, by simulating a second administration of
""Lu-Dotatate on a separate occasion without concomitant
AA infusion). Primene” significantly lowered AUC by 34%
(p<0.0037), whereas Lysakare” increased AUC by 7% (NS).
Radioactivity-time profiles of all data (Fig. 1) showed high-
er plasma ""Lu-Dotatate concentrations on average in pa-
tients receiving Lysakare” compared with those receiving
Primene" despite an overlap between the two subgroups. In-
dividual radioactivity-time profiles for the two patients re-
ceiving Primene” for four cycles and Lysakare” for the last
cycle are shown in (Supplementary material, Fig. 8§3).

Table 3 compares, respectively, the mean AUC normal-
ized for drug administration (AUCn) and shows a higher ex-
posure of ''Lu-Dotatate with co-infusion of Lysakare”.
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Table 3. Comparison of mean inter-individual variability of normalized AUC,,,,,,s between Primene” and Lysakare”.

Mean AUCn MBq.h.L"' (CV%) (n)

- Cycle 1 Cycle 2% Cycle 3 Cycle 4
Primene” 4101 (58.9) (44) 3828 (55.5) (40) 3819(49.2) (27) 4161 (45.3) (26)
Lysakare” 4501 (38.4) (31) 4768 (45.6) (27) 4312 (35.8) (21) 4141 (34.1) (16)

*significant difference (Wilcoxon test bilateral).
AUCn = (AUC/Dose)*7400.
CV=(SD/mean)*100.
y=03-0.21x n=75
R?=0.072, p=0.021
5= . Co infusion of
22 0% amino acids
© 3 o
f_ = Lysakare
g = | Primene
o2®
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Fig. (2). Linear regression plots showing an association between AUC ., of ""Lu-Dotatate and percentage decrease in lymphocyte count

between baseline and inter-cycle visit at Day 15.

3.4. Relationship between Pharmacokinetics and Toxic-
ity

The percentage of change in CL, between baseline and
prior to all following cycles showed no renal toxicity. Hema-
totoxicity was limited solely to the lymphocyte hematopoiet-
ic cell line. The mean percentage decrease of lymphocyte
count after cycle 1 was 45.6% (range: 0 - 71%) from base-
line to inter-cycle visit (Day 15). This individual decrease in
lymphocyte count correlated with ""Lu-Dotatate AUC,.
(»=0.021, n=75, Fig. 2). Lysakare tended to cause a greater
reduction in lymphocytes than Primene, but the difference
was not significant.

4. DISCUSSION

The present study represents a PK analysis comparing
the effect of Lysakare” and Primene” on patient exposure to
""Lu-Dotatate. We based the study on our previously pub-
lished population analysis model [9], validating it in a larger
population. It was thus possible to quantify the mean effect
of two AA solutions on '""Lu-Dotatate exposure, its rate of
elimination, and the inter- and intrapatient PK variability.
We showed that AUC depends on the type of AA cocktails
used. This is an important result as different teams use differ-
ent AA solutions, of which the impact remains to be estab-
lished.
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""Lu-Dotatate plasma concentrations were significantly

higher in patients treated by Lysakare” between 1h and 8h af-
ter beginning ''Lu-Dotatate infusion, although the large in-
terindividual variation (IIV) was associated with overlap-
ping individual concentrations (Fig. 1). This observation
was also apparent in the two patients successively receiving
both solutions (Supplementary material, Fig. $3). It was also
possible to quantify the mean effect of each of the two AA
solutions on the elimination rate of '"’Lu-Dotatate (k,,): k,,
increased by 1.73 for Primene” but decreased by 1.67 for
Lysakare”. Consistent with our previous results, evaluating
the impact of AA solutions on '""Lu-Dotatate plasma concen-
trations showed Primene” to significantly decrease total
AUC by 34% (p<0.0037), while Lysakare® increased it by a
non-significant 7%. However, it should be emphasized that
all of these values correspond to the averaged changes. A
large 1TV was observed on the OAA term corresponding to
the impact of AA solutions on k,,, particularly for Primene”
(92.1% IV vs. 63.2% for Lysakare"). For both AA solu-
tions, IOV on the OAA term was more limited. The paradox-
ical effect (i.e., decreased of ""Lu-Dotatate elimination rate
during AA infusion) observed in patients receiving
Lysakare” may be explained by the fact that AAs, and partic-
ularly Lysine and Arginine, may interact with ""'Lu-Dotatate
at some other level than the tubular reabsorption process
[13]. The difference between effect of Primene” and
Lysakare® may be explained by their composition and their
chemical characteristics which are summarized in (supple-
mentary materail, Table S1). It should also be emphasized
that the osmolarity of the two AA cocktails differs: 780 mOs-
m/L for Primene"vs. 420-480 mOsm/L for Lysakare". Over-
all, the reabsorption process by human proximal tubular
cells is not yet fully elucidated in terms of both the trans-
porters invelved and their contribution to """Lu-Dotatate
pharmacokinetics [13],[14]. It has been reported that the
change in amino acid sequence involves a change in charge
distribution and the structure that can affect renal uptake
[14, 15].

The remaining key question is thus whether the differing
effect of AA solutions on '“Lu-Dotatate pharmacokinetics
has an impact on clinical endpoints. This requires a suffi-
cient follow-up of each patient with appropriate criteria for
interpretation of efficacy and toxicity and a larger number of
patients. The only significant toxicity observed in our group
of patients was lymphopenia on Day 15 following " 'Lu-Do-
tatate administration. Lymphocyte count decrease between
Day 0 and Day 15 significantly correlated with individual
plasma '""Lu-Dotatate exposure up to Day 15. A trend was
observed of more severe lymphopenia in patients receiving
Lysakare”, the difference between the two subgroups was
not significant for any cycle. This could explain the large
IV of the AA effect associated with a large 11V of the '"Lu--
Dotatate elimination rate, thereby showing our study inca-
pable of detecting a significant difference between the two
AA solutions. Among the possible explanations for the large
IV of ""Lu-Dotatate plasma concentrations, our analysis
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confirms the impact of renal function: the higher the creatine-
mia, the lower the elimination of rate of ""’Lu-Dotatate.

While we acknowledge that the change in the number of
circulating lymphocytes is not an accepted dose-modifying
toxicity criteria [1], our analysis does show that lymphope-
nia is related to patient exposure to "'Lu-dotatate [1]. Fur-
ther, studies with a larger number of patients are necessary
to further explore the PK/PD relation between AUC and sub-
acute or delayed hematological toxicity. We believe that our
approach could pave the way for a more personalized treat-
ment scheme by providing a predictive factor possibly im-
proving image-based dosimetry, which thus far is not part of
standard clinical practice [16]. This situation is indeed very
paradoxical since '"'Lu-Dotatate pharmacodynamics rely ex-
clusively on ionizing irradiation absorbed dose. Dosimetry
computations are usually based on single patient time-activi-
ty curve determination with a limited number of time point
collections [17].

CONCLUSION

The current study validates our pharmacokinetic popula-
tion approach model by comparing the mean effect of con-
current amino acid infusions of Lysakare and Primene on
""Lu-Dotatate exposure and elimination rate in a large popu-
lation of patients with metastatic neuroendocrine tumours
with reasonable precision. Lysakare” does not increase
'""Lu-Dotatate elimination, contrary to Primene”. We ob-
serve significantly higher plasmatic exposure with
Lysakare® with a lower, but still significant, interpatient vari-
ability and a non-significantly different overall low intrapa-
tient variability. Based on these findings and the fact that
Lysakare® is significantly better tolerated by patients, we re-
commend continuing with Lysakare® or a magistral solu-
tion while maintaining the Lysakare® concentrations and
volume. We can also confirm, after one cycle, a significant
impact on lymphocyte hematological toxicity as well as a
significant correlation with '"Lu-Dotatate plasma exposure.
According to our results, the large pharmacokinetic interindi-
vidual variability associated with a lower intrapatient varia-
bility of this radiolabeled compound justifies the possibility
of individually tailoring '"Lu-Dotatate administration for
this indication. More significantly, this type of research
might lead to a better understanding of the efficacy and
toxicity of this therapeutic modality.
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11.2.3.1.2 Résultats supplémentaires

= Simulations sans co-administration de solutions d’acides aminés

Les simulations permettent d'utiliser le modéle PK-POP en changeant les conditions
de I'étude ou les caractéristiques de la population étudiée. Dans ces travaux, elles ont
permis de comparer l'effet de la présence ou de I'absence de la co-administration
d’acides aminés sur I'élimination du *’“Lu-Dotatate. Elles ont été réalisées dans R
(version 4.0.3) avec le package « mrgsolve » (138). En se basant sur le modele PK-
POP de l'article, des concentrations en !7’Lu-Dotatate ont été simulées pour 100
patients sans co-administration d’acides aminés, pour 100 patients recevant une co-
administration a base de Priméne® et pour 100 patients recevant une co-administration
a base de Lysakare®. La SCR médiane a été attribuée pour 'ensemble de la
population. La Figure 11 représente les 5°me 50eme et 95¢me percentiles des
concentrations simulées pour chaque sous-groupe.

Les résultats obtenus confirment I'effet moyen des solutions d’acides aminés estimé
par le modeéle PK-POP. En effet, par rapport a I'absence de co-administration d’acides
aminés, le Priméne® diminue les concentrations en 77Lu-Dotatate contrairement au
Lysakare® pour lequel les concentrations en 177Lu-Dotatate sont similaires (en
moyenne). De plus, la variabilité interindividuelle de I'effet des acides aminés s’ajoute
a celle déja présente sur I'élimination du *’“Lu-Dotatate, notamment pour le Primene®.
Un « rebond » des concentrations simulées est observé a l'arrét de la perfusion
d’acides aminés. Il s’explique par une diminution de I'élimination du '’’Lu-Dotatate due
a larrét des acides aminés associée aux transferts issus des compartiments de
distribution vers le compartiment central. |l est d’autant plus visible pour les patients

ayant un effet important du Priméne® (5™ percentile) mais reste plus discret pour le
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Lysakare® confirmant son effet moindre sur I'élimination du 1’’Lu-Dotatate. Cependant,

ce « rebond » des concentrations reste cliniquement non significatif.

Sans acides aminés Primene® Lysakare®

1000 4

100 4

104

Concentrations plasmatiques simulées en '’ Lu-Dotatate (MBg/L)

v

0 5 10 15 20 250 5 10 15 20 250 5 10 15 20 25
Temps (h)
Co-administration d'acides aminés Sans acides aminés E, Primene® E| Lysakare®

Figure 11 : Simulations de I'effet des solutions en acides aminés sur I'élimination du *’"Lu-Dotatate

= Effets de la co-administration de solutions en acides aminés et impact clinigue

Afin de déterminer I'impact clinique de I'augmentation moyenne de I'exposition au
177 u-Dotatate lors d’une co-administration du Lysakare® par rapport au Priméne®, les
toxicités dose limitante et I'efficacité ont été recueillies et comparées selon le type de

solution en acides aminés.
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Concernant I'hématotoxicité, les lymphocytes et les plaquettes sont les lignées

hématopoiétiques les plus touchées. La Figure 12 représente les pourcentages de

différence en plaquettes (A) et en lymphocytes (B) entre la valeur a la visite inter-cycle

au 15 jour de chaque cycle et la valeur a la baseline.
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Figure 12 : Hématotoxicité et effet des solutions en acides aminés

Nous observons une agravation des lymphopénies et des thrombopénies au fur et a

mesure des cycles. Les lymphopénies sont en moyenne plus séveres et plus précoces

gue les thrombocytopénies. Pour les lymphocytes, la valeur médiane du pourcentage
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de diminution au 1°' cycle est de -47,3 % et s’accentue pour atteindre -73,9% au 4°™me
cycle. Pour les plaquettes, cette médiane débute a -2,3% au 1°' cycle et diminue a -
26,9% au cycle 4. Aucune différence significative n’est observée entre l'effet du
Primene® ou du Lysakare®sur la diminution des lignes hématopoiétiques. Cependant,
le Lysakare® entraine des lymphopénies plus profondes notamment au cycle 4
(médiane de -79% pour le Lysakare® versus -68% pour le Primene®). Cette tendance
est en accord avec 'augmentation de I'exposition et la diminution de I'élimination du
177Lu-Dotatate lors d’une co-administration en Lysakare®. Les grandes variabilités
interindividuelles de I'effet des solutions en acides aminés contribuent a expliquer la
différence non-significative observée entre Priméne® et Lysakare®.

Concernant la néphrotoxicité, la Figure 13 représente le pourcentage de différence du

DFG calculé selon la formule CKD-EPI la veille de chaque cycle par rapport a la

baseline.
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Figure 13 : Néphrotoxicité et effet des solutions en acides aminés
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En considérant une diminution inférieure & -20% comme cliniquement significative, la
Figure 13 montre I'action néphroprotectrice du Priméne® et du Lysakare®. De plus,
aucune différence significative n’est observée entre les deux types de solutions en
acides aminés. Dans NONMEM®, I'impact de la présence d’une insuffisance rénale (IR
= 1 si clairance CKD EPI < 40 mL/min/m2) ou non (IR = 0 si clairance CKD EPI > 40
ml/min/m?) a également été testé comme une covariable catégorielle sur I'effet des
acides aminés. Elle n’a pas été retenue dans le modele, car elle s’est avérée non
significative, montrant 'absence d’impact de la fonction rénale sur I'effet des acides

aminés.

Enfin, concernant l'efficacité, un test du Khi-deux n’a révélé aucune différence
significative de la réponse a 6 mois selon les criteres RECIST (version 1.1) entre le

Priméne® et le Lysakare® (p = 0,19).

» Relation PK/PD du ’’Lu-Dotatate au niveau plasmatique

La présence de relations PK/PD permet d’expliquer I'efficacité et/ou la toxicité grace
aux parameétres pharmacocinétiques. Ici, le paramétre PK utilisé est I'exposition
plasmatique jusqu’'au 15°™e jour aprés administration de 1’’Lu-Dotatate de chaque

cycle.

Pour I'efficacité, la réponse a 6 mois a été évaluée selon les critéres RECIST (version
1.1). Parmi les 83 patients de l'article, 8 ont présenté une progression tumorale
(progression disease, PD), 49 une maladie stable stable disease (SD), 12 une réponse
partielle partial reponses (PR). Pour 14 patients aucune information n’était disponible

(imagerie non realisée, imagerie en attente ou déces du patient). Aucune relation entre
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I'exposition plasmatique et la réponse a 6 mois n’a été mise en évidence. La moyenne
des AUC de l'ensemble des cycles avec une dose compléte a été calculée
(AUCmoyenne). En regroupant les patients « répondeurs » (PR + SD) et «non
répondeurs » (PD), le Tableau 5 montre une AUCmoyenne Similaire chez les patients en
progression et les patients répondeurs. La comparaison des moyennes observées
entre les 2 groupes n’a montré aucune différence significative (Wilcoxon bilatéral, p =

0,34).

« Non répondeurs » « Répondeurs »
AUCmoyenne (MBQ@.h/L) = SD (n) 4335 £ 2070 (7) 4066 £ 2776 (57)

Tableau 5 : Exposition plasmatique au ’’Lu-Dotatate et efficacité

Pour I'hématotoxicité précoce, le pourcentage de différence en lymphocytes et
I'exposition au cycle 1 sont significativement corrélés (article, Figure 2). En revanche,
pour les autres cycles, les corrélations se sont révélées non significatives. De plus,
aucune corrélation significative n’a été mise en évidence entre I'exposition plasmatique
et la thrombopénie. Concernant ’hématotoxicité tardive, 3 patients ont eu un syndrome
myélodysplasique dans les 6 mois suivant le traitement. Parmi eux, 2 ont eu une AUC
particulierement élevée (23 785 MBq.h.L* et 16 717 MBg.h.L1). Une patiente ayant
fait une pancytopénie sévere a également eu des AUCs de 10 396 MBg.h.Ltet 12 500
MBg.h.L'ta deux cycles consécutifs. Ces patients avaient respectivement 82, 83 et 71

ans et des clairances de la créatinine de 74, 88 et 55 mL/min/1,73m3.

Enfin, nous avons évalué les relations PK/PD pour les toxicités dose limitante.
L’ensemble des toxicités ayant nécessité une concession de dose ou un arrét de

traitement par Lutathera® ont été considérées dans cette partie. L’AUCmoyenne de
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'ensemble des cycles avec une dose compléete en '’’Lu-Dotatate a été calculée.
D’aprés les résultats du Tableau 6, I'exposition moyenne des patients ayant fait une
toxicité est supérieure a celle des patients n'ayant pas eu de toxicité. Cependant,
'importante dispersion des données entraine une différence non significative entre les

2 groupes (Wilcoxon bilatéral, p = 0,66).

Pas de Toxicité Toxicité
AUCmoyene (MBQ.h/L) + SD (n) | 3845 + 1316 (46) 4511 + 2669 (26)

Tableau 6 : Exposition plasmatique au 7’Lu-Dotatate et toxicité dose limitante

[1.2.3.1.3 Discussion

Nos différents résultats confirment que la clairance et I'exposition au 1’’Lu-Dotatate
dépendent des solutions d’acides aminés co-administrées. Dans l'article, la Figure 1
montre des concentrations observées moyennes significativement supérieures lors
d'une co-administration en Lysakare® par rapport a une co-administration en
Priméne®. Ce résultat est également retrouvé au niveau des parameétres moyens du
modele PK-POP (article, Table 2) ainsi que dans les expositions moyennes par cycle
(article, Table 3).

Une grande variabilité interindividuelle est également retrouvée au niveau
pharmacocinétique et clinique. Lors de la modélisation PK-POP (article, Table 2) et
des simulations (Figure 11), une importante variabilité interindividuelle est observée
au niveau I'élimination du '7’Lu-Dotatate ainsi que sur l'effet des acides aminés,
notamment pour le Primene®. Ces grandes variabilités interindividuelles se traduisent
par un intervalle de valeurs extrémes de I'effet des AA sur Kio trés large montrant des
patients avec un effet paradoxal des acides aminés. Dans notre étude, en considérant
un effet inférieur a 0,85, 9% des patients ayant recu du Primene® et 69% des patients
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ayant recu du Lysakare® présentent un effet paradoxal entrainant une diminution de la
clairance du "’Lu-Dotatate d’au moins 15%. Ces grandes variabilités interindividuelles
et la présence d'un effet paradoxal soulévent différentes hypothéses. Tout d’abord,
différents mécanismes (autre que la Lysine et I'Arginine sur le complexe transporteur
M/C) pourraient étre impliqués dans la réabsorption tubulaire du '’’Lu-Dotatate. En
effet, Barone et al. (139) ont montré in vitro la contribution égale entre le complexe
M/C et la pinocytose dans la réabsorption tubulaire. Dans des études précliniques chez
le rat, ce mécanisme d’endocytose passive a également été mis en évidence en
complément de lI'endocytose par le complexe M/C (140,141). Chez 10 patients,
Rolleman et al. (142) ont montré que la réabsorption de PRRT serait inhibée de 18%
par I'ajout de SSA froid, suggérant I'implication des SSTR, présents également au
niveau des tubules proximaux. Enfin, Stahl et al. (143) ont reporté une réduction de
20% de la réabsorption rénale des PRRT par le Probénécide qui est un bloqueur de
transporteurs anioniques. Par conséquent, 'hypothése d’une inhibition compétitive
basée uniquement sur les charges positives des AA interagissant avec les charges
négatives du complexe M/C n’expliquerait que partiellement (40-50%) la réabsorption
tubulaire (142,144,145).

Une autre hypothése serait I'implication de polymorphisme génétique du géne LRP2
codant pour le transporteur mégaline. |l a été reporté in vitro, que des mutations du
géene LRP2 pourraient affecter la fonction de ce récepteur au niveau rénal (146,147).

Pour finir, la différence d’effet entre le Priméne® et le Lysakare® pourrait s’expliquer
par leur différence de composition et de schéma d’administration. Des études ont
montré que des changements de structure et de distribution des charges des acides
aminés affectent leur réabsorption tubulaire rénale (148,149). De plus, leur

composition décrite dans la Table 4 montre que Primene® est composé de 20 acides
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aminés avec une osmolarité de 780 mOsm/L alors que le Lysakare®, composé
uniqguement de Lysine et d’Arginine posséde une osmolarité de moitié. Le débit de
perfusion plus long, en fonction de la tolérance du patient au Priméne® par rapport au
Lysakare® peut également expliquer leur différence d’effet et la grande variabilité
interindividuelle sur la pharmacocinétique du ’’Lu-Dotatate.

Malgré I'utilisation du Lysakare® comme référence en clinique pour sa meilleure
tolérance, ses conditions d’administration restent discutées. Une étude récente a
montré un maximum d’efficacité a 509/50g de Lysine/Arginine pendant 180min
débutant 30min avant le début de la RIV (150), soit presque le double des
recommandations actuelles. Outre les concentrations plasmatiques de 1’’Lu-Dotatate,
des données urinaires obtenues pendant et apres la perfusion d’acides aminés
ajoutées au modele PK auraient été intéressantes pour mieux comprendre I'effet de
ces acides aminés sur la réabsorption au niveau tubulaire rénal du '’’Lu-Dotatate.
Concernant 'hnématotoxicité, nos travaux incluant les données de I'étude de Puszkiel
et al. (151), confirment la corrélation significative entre TAUC au cycle 1 et le
pourcentage de différence du taux de lymphocytes. Cependant le coefficient de
détermination r2=0,072 est faible. Néanmoins, il est probable qu’une forte exposition
plasmatique puisse expliquer les MDS. En effet, deux patients sur les trois ayant fait
une MDS ont eu une AUC bien supérieure aux AUCs moyennes. L'utilisation de seuils
d’exposition plasmatique pourrait &tre une premiere approche dans la prise en charge
individualisée des patients. Cependant d’autres facteurs sont également a prendre en
compte. Kesavan et al. (125) ont montré différents facteurs de risque de la survenue
de MDS et de LA, comme un age avancé supérieur a 70 ans, une fonction rénale
altérée, une cytopénie initiale, des anomalie cytogénétiques et traitements antérieurs

par chimiothérapie ou radiothérapie.
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Concernant l'efficacité, les patients répondeurs et non répondeurs ont une exposition
plasmatique moyenne similaire en ’/Lu-Dotatate. Ces résultats sont difficilement

interprétables du fait du faible nombre de patients et des importants écart-types.

La lutathérapie consiste en I'administration, sur 4 cycles, d’une activité fixe de 7,4 GBq
de '’Lu-Dotatate par cycle. Ce schéma, basé sur [linnocuité, n’est pas
nécessairement le plus efficace pour les patients. Selon les résultats de I'étude de
phase 3 NETTER-1 (115), 20% des patients sont en progression tumorale a 6 mois et
seulement 20% sont en réponse partielle. De plus, les PRRT sont généralement bien
tolérés, avec des doses absorbées au niveau des organes radiosensibles largement
inférieures aux seuils de toxicité dose limitante. Ces seuils (rein = 23Gy, moelle
osseuse = 2Gy) sont issus des données de radiothérapie externe (152). Dans le
cancer de la thyroide, il a été montré qu’'un traitement a base d’3!l pouvait étre
administré avec des doses absorbées allant jusqu’a 3 Gy, sans effet néfaste sur la
moelle osseuse (153). L’extrapolation des données de radiothérapies externes a la
RIV est donc insuffisante, et suscite I'intérét d’études radiobiologiques spécifiques du
177 u-Dotatate (154).

Outre les seuils a redéfinir, une optimisation de I'administration (activité injectée,
fractionnement de dose) est nécessaire. En effet, ces résultats corroborent I'hypothése
d’'une dose cumulée de 29,6 MBq infra-thérapeutique. Les importantes variabilités
interindividuelles, les variabilités intraindividuelles limitées et les tendances aux
relations PK/PD notamment pour prédire 'hnématotoxicité a long terme suggerent
lintérét potentiel d'une individualisation des doses administrées. Cette
individualisation des doses pourrait étre mise en place grace a un suivi thérapeutique

pharmacologique. L’objectif serait, a partir d’'une approche bayésienne, d’obtenir une
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exposition plasmatique individuelle ne dépassant pas un seuil maximal préalablement
défini, afin de minimiser le risque d’hématotoxicité tardive. Ainsi, les posologies
pourraient étre adaptées en fonction de I'exposition et de la clinique du patient. Dans
l'optique d’une utilisation clinique a I'lUCT Oncopole, une application Shiny via le
logiciel R a été réalisée. Basée sur notre modele PK-POP, elle permet I'obtention de
'exposition plasmatique pour un patient donné via une interface web plus simple
d’utilisation que NONMEM® pour les cliniciens (155).

Dans un modéle PK-POP, I'ajout de données d’'imageries au niveau des tumeurs et/ou
des organes radiosensibles associées a des données plasmatiques permettrait de
mieux décrire la biodistribution du ’“Lu-Dotatate. De plus, pour mieux comprendre la
réponse au traitement, des facteurs individuels comme la radiobiologie et la
radiosensibilité doivent également étre pris en compte. Par exemple, Delbart et al.
(152) ont montré dans leur étude in vitro des mécanismes communs de radiobiologie
associés a des cinétiques différentes entre les RIV et les radiothérapies externes. lls
ont montré une différence dans l'induction des dommages sur 'ADN, dans les
meécanismes d’apoptose et d’autophagie. Ceci pourrait étre expliqué par la différence
dans la nature du rayonnement et le débit d’administration lent des RIV entrainant une
distribution hétérogéne dans la tumeur. Bodei and al. (156) ont proposé un test
pronostique, le PPQ (PRRT predicted quotient) correspondant a la somme de
'expression de 8 génes spécifiques des TNE et de I'histologie de la tumeur. Ce test
donne une réponse binaire : predictied responder (1) ou non predictied responder (0).
Cependant le colt de ce test le rend inutilisable en clinique. L’inclusion dans le modéle
de la densité des SSTR et de la variation radio-induite par le ’’Lu-Dotatate sur des
genes de radiosensibilité et de réparation de 'ADN permettrait une sélection de

marqueurs de toxicité et d’efficacité.
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[1.2.3.2 Modélisation PK de données plasmatiques et d’'imageries
SPECT/CT de la moelle osseuse

En terme de suivi des patients traités par ’’Lu-Dotatate, la dosimétrie rénale fait I'objet
de beaucoup d’études. Cependant, moins d’attention est accordée au calcul de la dose
absorbée au niveau de la moelle osseuse, alors que cette derniere représente I'organe
dose-limitant pour 70% des patients (110). L’évaluation de ces doses absorbées
meédullaires est ainsi primordiale dans la prise en charge des patients afin d’éviter la

survenue d’hématotoxicité.

Cependant, la littérature reste controversée sur la corrélation entre la dose absorbée
et la réponse clinigue au 7Lu-Dotatate. Ceci est en partie d0 au manque de
standardisation et de consensus entre les institutions sur les méthodologies (logiciels,
protocoles d’acquisition, calculs) qui rend l'approche de dosimétrie actuelle peu
reproductible (157-159). De plus, malgré les logiciels commercialisés, I'obtention des
doses absorbées reste lourde pour le patient, 'acquisition de données SPECT/CT
pouvant durer jusqu’a 1h. Une simplification et une homogénéisation du calcul des
doses absorbées permettraient d’améliorer la prise en charge des patients et les

connaissances sur la biodistribution du 1’’Lu-Dotatate.

Ainsi, I'objectif de ces travaux est de déterminer des doses absorbées au niveau de la
moelle osseuse par une nouvelle approche en analysant simultanément des

concentrations plasmatiques et des données d’'imagerie dans un modele PK-POP.

Ces travaux se basent sur notre modele PK du *’7Lu-Dotatate (160). Il a été incrémenté
avec des données plasmatiques issues de nouveaux patients et contient dorénavant
111 patients. Parmi ces 111 patients, des données d’'imageries SPECT/CT au niveau

de la moelle osseuse ont été recueillies chez 15 d’entre eux.
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Introduction

Lutetium-177 (*'’Lu)-Dotatate (Lutathera®) is a peptide receptor radionucleide therapy (PRRT)
used to treat unresectable or metastatic somatostatin-receptor-positive (SSTR)
gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors (GEP-NET). It is composed of a vector linking
171_u to a somatostatin analog making it possible to target tumor cells. 1'"Lu is a B- emitter with
a tumorocidal effect and a y-emitter used for efficacious imaging and toxicity monitoring. Its
two dose-limiting toxicities are hematopoietic and renal. Nephrotoxicity is induced by
reabsorption of ’’Lu-Dotatate at the proximal tubule of nephron leading to an excessive
radiation in the cortex (1,2). In clinical practices, a co-administration of amino acids (AA)
solution induces a competitive inhibition of '’’Lu-Dotatate reabsorption and avoid renal
failures. Bone marrow represents the dose limiting organ for 70% of patients and may induce
early and late hematological toxicity with severe lymphopenia, thrombopenia, an acute
leukemia and a myelodysplastic syndrome (3,4). The exact mechanism which causes the late
toxicity is not well understood. Current standard practice consists in quantifying the individual
bone marrow absorbed dose via single-photon emission computed tomography (SPECT/CT)
where regions of interest (count and volume) are defined over time to obtain time curve activity.
With specific softwares using dose computation models, cumulated activity quantification is
obtained and converted to absorbed dose. However, compared to the external beam radiation
therapy (EBRT), the dosimetry for ’’Lu based therapy has less impact and it presents very
practical inconveniences for the patient. The main inconvenience for the patient is that it is a
very time-consuming procedure requiring the patient to return for the different image
acquisitions until 6 or 7 days after the treatment for acquisitions that can take up to 1h.
Moreover, the dosimetric analyses remain controversial due to a lack of standardization and
consensus among institutions (e.g., type of software, methodology, acquisition protocol) (5-7).
The thresholds of absorbed dose leading to a dose concession as referred to in the latest
recommendations still need to be confirmed for ’Lu-based therapies as these thresholds are
in analogy to the experience with 1'% therapy or extrapolated from EBRT (23 or 28 or 40 Gy
in the kidneys and 2 Gy in the bone marrow), while the mechanisms of action of these
radiotherapies are very different (8-10). Lastly, dosimetric approaches do not take into account
pharmacokinetics of PRRT and especially of inter- and intra-patient variability to calculate
individual absorbed dose. A population pharmacokinetic (PK-POP) methodology can represent
a more reliable and practical approach to estimate and predict or study bone marrow absorbed

dose.
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In pharmacometrics, the PK-POP approach allows simultaneous analysis of all the data from a
group of individuals. It consists of models using compartments connected by differential
mathematical equations describing the pharmacokinetic (PK) of drug. These models quantify
and identify different sources of variability (between patients and between cycles of treatment).
Thus, from observations it allows obtaining mean population and individual pharmacokinetic
parameters. This methodology has played a key role in drug development for several years. Its
use is governed by American and European guidelines (11, 12).

Given this background, the aims of the current study were to estimate bone marrow absorbed
dose by simultaneous analysis of plasma and imaging data with PK-POP modeling and to
compare them with the obtained absorbed doses based on our standard practice using image-

based dosimetry with PlanetDose®.

Patients and Methods

1. Patients and treatment

Patients with GEP-NET were treated by '’’Lu-Dotatate (Lutathera®) in the University Cancer
Institute of Toulouse between May 2015 and December 2021 (n=111). Patient characteristics
were as follows: age > 18 years, presence of histologically confirmed, progressive metastatic
or unresectable GEP-NET. If a patient had been treated with somatostatin analogues, this
treatment was stopped at least six weeks prior to the metabolic irradiation. Based on the EANM
recommandations (2,11,12), Y’’Lu-Dotatate was administered by 30-min iv infusion at the dose
of 7.4 GBq per cycle for a total of four cycles with an intercycle interval of 8 weeks. A
concomitant AA (Primene® or Lysakare®) solution was administered 30 minutes before
starting ’’Lu-Dotatate administration. Primene® solution was used from May 2015 to
November 2017, and Lysakare® became available in December 2017. Anti-emetic treatment
and AA perfusion rate adjustement were performed according to the tolerance of AA solution.
Following the IAEA, EANM, and SNMMI guidelines (9,13,14), post-treatment scans and blood
samples were performed (details below) during the treatment in order to assess absorption of
organ-specific radiation doses as well as the risk of delayed toxicity, particularly to bone

marrow. Each patient provided written consent to participate in the study according to the
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ethical standards established by the Declaration of Helsinki, and the study was approved by our
institute (number : 2212946V0).

2. Sampling and assay

For 15 of theses 111 patients, blood samples and SPECT/CT imaging were available and made
it possible to describe the '’Lu-Dotatate distribution in bone marrow. The remaining 96
patients who had only plasma concentrations were included in the model to improve the model
stability.

Nine blood samples (5 mL) were collected through an intravenous catheter at each cycle: at the
end of Y"Lu-Dotatate infusion and 1, 2, 4, 8, 16, 24, 72, and 144 h post-dose. Blood samples
were centrifuged at 1000 x g for 10 min at ambient temperature. Radioactivity was measured
in 0.5 mL aliquots of plasma using a WIZARD 2 2480-0010 Gamma Counter (PerkinElmer,
MS, USA). A calibration curve was prepared by serial dilutions (1:10, 1:100, 1:1000, and
1:2000) from the same vial of 1"’Lu-Dotatate that was infused to the patient. The radioactivity-
time data expressed in MBgq/L were corrected for radioactive decay between the time of ¥'"Lu-
Dotatate administration and the time of sample measure according to the following equation:
C(t)corr = C(t)measured x exp(-Ln2/T12,Y"Lu x (TO-T’)) where C(t)corr is *’’Lu-Dotatate
concentration at time t corrected for radioactive decay, C(t) measured is the ’’Lu-Dotatate
concentration measured at time T, T12,2""Lu is the T12 of Y’Lu disintegration to Hafnium177

(**"Hu) by emission of B-rays (6.7 days), and TO is the time of ’’Lu-Dotatate injection (2).

For SPECT/CT images, four acquisitions were acquired at 4h, 24h, 72h, and 144h at cycle 1
and cycle 4. All imaging acquisitions were performed using the SPECT/CT GE Discovery NM
CT 670 system. Medium-energy general purpose collimators were used. All images were
acquired with a 20% energy window around the main photopeak of *’Lu of 208 keV. Images
were reconstructed with OSEM ALGORITHM (5 iterations, 10 subsets) with correction of
attenuation with low-dose CT images, scatter and resolution recovery. After SPECT/CT image
acquisition, the data were exported to the dosimetry software PlanetDose® (DOSIsoft S.A,
France). For bone marrow evaluation, regions of interest were delineated on the vertebral bodies

of L2 to L4 excluding those with bone metastases. At each time point, the volumic activity
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(Bg/cc) inside the bone marrow delimitation was quantified. The counts’ number were

converted into activity using our calibration factor.

3. Study analyses

First of all, a PK-POP model was build with NONMEM® software (details below) using plasma
concentrations and bone marrow concentrations from SPECT/CT images. Plasma exposures
(AUCpL) and bone marrow exposure (AUCgm) were obtained. Using these results, AUCBM
were subsequently convert to bone marrow absorbed dose (ADpk-por). A correlation was
performed between ADpk-pop and absorbed dose obtained by standard practice with image-
based dosimetry using PlanetDose® (ADpianetbose). Based on our model and a cross validation,
the final step was to obtain predictions of bone marrow exposures from blood samples up to 3

days post treatment.

Building population pharmacokinetic model

A part of the model corresponding to plasma data was the model we previously developed from
the data of 83 of these 111 patients (15). Plasma data corresponded to the central compartment.
Another compartment corresponding to bone marrow data was added. Alternative models (i.e.,
two- and three compartments) have been tested with general linear models. The choice of the
structural model retained was made by a comparison of selection criterion as the objective
function value (OFV) with (OFV = -2 x log likelihood) and the Akaike information criterion
(AIC) with (AIC = OFV + 2 x number of parameters). For both of these criteria, the lowest
value was chosen because of its greater likelihood. For each of the PK parameters, the inter-
patient variability (I11VV) was quantified and assumed to follow log-normal distribution.
Furthermore the interoccasion varibility (I0V) quantifying the random intrapatient variability
between cycles was evaluated on PK parameters. The residual errors not explained by the PK-
POP were estimated for plasma and bone marrow compartments and were assumed
proportional. The effect of the following morpho-biological characteristics (called covariates) :
sex, age, body weight, body height, body surface area, serum creatinine and creatinine clearance
calculated using the CKD-EPI equation (CLckp-er) were performed on PK parameters to
explain their 11VV. The dichotomous categorical covariates were modelled according to power

function, and allometric function was used for continuous covariates (e.g., CLckp-er1). A
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covariate was retained in the final model if it was considered significantly correlated with the
PK parameter (forward inclusion, OFV decrease at least 3.84, p > 0.05, 2 test) and not
redundant with others covariates (backward elimination, increase OFV at least 6.63, p < 0.01,
x2 test). Final model selection was based on confidence intervals, residual error, estimates, and

shrinkage values.

To validate the final PK-POP model, goodness-of-fit plots were generated in order to evaluate
how the base model fit the data. Generated plots were observed (OBS) versus population
(PRED) and individual (IPRED) predicted concentrations, conditional weighted residuals
(CWRES) versus PRED and TIME. A nonparametric bootstrap analysis with resampling (n =
500) was performed to assess the robustness of model. A prediction-corrected visual predictive
check (pcVPC) was performed for the final model using 1000 simulations of the original dataset
as described by Bergstrand et al. (16), to compare simulations from our model and observed

concentrations of patients.

The building of PK-POP model was performed by NONMEM® software version 7.4.1 (ICON
Development Solutions, Ellicott City, MD, USA) using Pirana® software (version 2.9.9) as an
interface, with the First Conditional Estimation with Interaction (FOCE-I) option. The

evaluation of final model was performed using Perl Speaks NONMEM (PsN) version 4.7.0.

Obtention of individual absorbed doses

Absorbed dose in the bone marrow was determined by two methods.

(i) In NONMEM®, area-under-the-curve (AUC) of }""Lu-Dotatate plasma and bone marrow

concentrations versus time from 0 to infinity was calculated for each patient by integrating the
amounts of the drug in a compartment (using the ADVAN 6 subroutine) fot Ct x dt. Using

these data, we applied the Medical Internal Radiation Dose (MIRD) formalism to convert

AUCsgwm in absorbed dose in bone marrow (Gy/GBq) based on the following equation (9) :
AD = AUCgy * mgy * S(BM—BM)

with AD representing the self absorbed dose at the bone marrow, Agswm is the cumulative activity
at the bone marrow estimated by NONMEM®, mgw is the bone marrow mass (male = 1170g,

female = 900g), S(BM<BM) is the S factor used for self absorbed dose to bone marrow. The
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S factor was given by the OLINDA®?2.1 program (for male: 4.14 x 107, for female: 5.37 x 10-
5).
(ii) In PlanetDose®, the absorbed dose is calculated using reconstructed images and L2-L4

regions of interest.

A correlation between ADpk-pop and ADpianetbose Was assessed to compare absorbed doses
obtained by these both methods. Statistical and graphical results were performed with R

(version 4.2.2) coupled with RStudio (version 1.4).

Prediction of bone marrow exposure from plasma data

To predict AUCgm based on the plasma concentrations a cross-validation analysis was
performed (17) by randomly dividing patients with bone marrow data into three groups of five
patients. A new dataset was created, referred to as « training dataset 1» including all plasma
data and 10 patients with bone marrow concentrations from two group. This was used to
estimate PK-POP parameters of final model. The remaining five patients (their bone marrow
data were not included in model) were used to validation and referred to as « validation
dataset 1». For theses 5 patients, bone marrow concentrations were predicted from only their
plasma concentrations. This process was repeated two time forming dataset 1-3, each with
different group removed each time for validation purposes (validation dataset 1-3). The AUCgm

predicted in each validation group were compared to the AUCgwm predicted in final model.

Improvement of the sampling scheme by limitation to 3 days after treatment

Currently, the last blood and imaging samples being taken a 144h. However, theses last points
require the patients return to the hospital. A simplifying sampling procedure would improve
patient’s monitoring and reduce in particular time-consuming procedure of imaging in nuclear
medecine. Thus, based on plasma concentrations, the ability to reduce the sampling period to
72 hours instead 144 hours was tested in NONMEM®. For patients with all their blood
sampling, a percentage of difference was determined between their plasma exposures with and

without their lasted blood sample.
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Results

1. Patients and observed *’’Lu-Dotatate plasma and bone marrow concentrations

Main demographic and baseline biological characteristics of the 15 patients with plasma and

bone marrow data and for 96 patients with only blood samples are shown in Table 1.

Table 1. Patients’ baseline characteristics

Plasma (n=96) Bone marrow (n=15)
Characteristics Median [range] or n

Sex

Female 57 7

Male 39 8
Age (years) 70 [26 — 83] 75 [60 — 80]
Body weight (kg) 68.2 [38 — 108] 59 [43 - 80]
Serum creatinine (umol/L) 89 [40 —474] 86 [40 — 120]
CLckp-ep1 (ML/min) 77 [8 — 125] 72.6 [53.1-107]
Amino acids solution

Primene 45 0

Lysakare 51 15

ClLckp-eri creatinine clearance calculated using CKD-EPI equation

The median amount of ’Lu-Dotatate administered was 6868 MBq, ranging from 3237 to
7989, due to either existing dose modifying criterion (2) or dose modifications during treatment
because of previous significant toxicity. For the 15 patients with imaging dosimetries, forteen
AUC at cycle 1 and six AUC at cycle 4 were estimated by NONMEM® and by PlanetDose®.
For 9/20 AUC, no acquisition SPECT/CT was available at the last time of 144h. Unlike,
individual PK, for those patients, using population PK analysis, their sparse data can be
included in the model to obtain their individual bone marrow exposures. Figure 1 shows the
mean =* standard error plasma and bone marrow concentrations over the time for all patients.
The elimination of Y’Lu-Dotatate was faster in blood, suggesting a }’’Lu-Dotatate retention in

bone marrow cells.
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Mean + SD' ' Lu-Dotatate concentrations (MEBqg/L)

Figure 1. Mean * SD plasma and bone marrow 1’’Lu-Dotatate concentrations (MBg/L) from

111 patients and 15 patients, respectively
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2. Building of population pharmacokinetics model

Two thousand one hundred and thirty nine plasma concentrations and 71 bone marrow data
were included in the PK-POP model. The three-compartment model (i.e., Vi=central, V.=bone
marrow, and a peripheral compartment) described data better than the bi-compartment model
(A AIC = - 366). Figure 2 represents the final ’’Lu-Dotatate PK-POP model.
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Figure 2. Final PK-POP model
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Kio : elimination rate constant ; Vi : distribution volume of central compartment ; Kis: transfert
constant between central and peripheral compartment ; Ks; : transfert constant between peripheral and
central compartment; Q:: inter compartment clearance between central and bone marrow
compartment ; V- distribution volume of bone marrow compartment ; 6AA : effect of amino acids
solution (Primene® or Lysakare®) on Kio ; CL CKD-EPI : effect of creatinine clearance calculated by

CKD-EPI equation on Kio ; Age : effect of age on V> and Q:

Fixing 11V for Ka1 (corresponding to the transfer constant from the peripheral compartment to
plasma) at zero improved model stability. CLckp-gr1 Was a significant covariate on (decrease of
OFV by -29.9, p < 0.001) with 6ckp-eri mean [C195%] = 0.739 [0.3; 1.1] on Kyo (elimination
rate constant). This effect confirms the positive significative correlation between elimination of
7LLu-Dotatate and renal function. The inclusion of the age effect on intercompartment
clearance between plasma and bone marrow (Q2) (mean [CI95%] = -1.63 [-2.7; - 0.5]) and on
V> (mean [CI95%] =-0.93 [-1.6; - 0.2]) significantly improved adjustment. These results show
a negative correlation between age and distribution of *’’Lu-Dotatate, with a decrease of
transfert constants between plasma and bone marrow when age of patient increase. A large
pharmacokinetic 11V (11V Kio= 47%, 11V Q2 = 61%), associated with a limited IOV (I0V Kio
=20%, IOV Q2 = 25%), was estimated by the model. The parameters of the final PK-POP model
with respective precision estimation (expressed as relative standard error, %RSE) are

summarized in Table 2.
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Table 2. Final PK-POP model

Parameters Units | Final model (%RSE) [Shrinkage] Bootstrap (C195%)
Kio ht 0.272 (5.1) 0.272 (0.244 - 0.298)
V1 L 6.98 (4.6) 6.99 (6.41 — 7.59)
Kis ht 0.465 (5.4) 0.462(0.414 —0.529)
Ka ht 0.609 (4.5) 0.606(0.569 — 0.679)
Q: L.h? 1.84 (6.9) 1.85 (1.57 — 2.12)
V, L 755 (5.9) 75.3 (64.5 — 85.3)
OLysakare 0.555 FIXED 0.555 FIXED
Oprimene -2.79 FIXED -2.79 FIXED
Ockp-eri 0.739 (31.7) 0.680 (0.213 - 1.26)
Oage_q2 -1.63 (33.3) -1.55 (-3.16 — -0.555)
Oage V2 -0.934 (36.7) -0.811 (-1.78 — - 0.112)
V10 % 44.8 (14.9) [15.5] 46.0 (34.0 - 55.7)
Vvs % 40.9 (12.7) [5.1] 40.8 (30.9 - 51.9)
V13 % 25.8 (29.2)[42.7] 25.8 (11.8-37.7)
Vg, % 56.5 (14.9) [7.5] 54.9 (39.6 — 70.9)
V2 % 27.3(23.7) [37.4] 24.9 (9.6 — 33.9)
1V Lysakare % 97.9 FIXED 97.9 FIXED
11V primene % 90.8 FIXED 90.8 FIXED
IOVkio % 20.3 (23.2) 20.2 (12.9 - 29.6)
IOV Lysakare % 35.5 FIXED 35.5 FIXED
IOVerimene % 44.5 FIXED 44.5 FIXED
IOVq2 % 24.9 (19.1) 24.6 (12.2—44.2)
IOVv2 % 26.2 (21.5) 26.8 (12.3-39.9)
Covariance Ky - V1 % -30.6 (45.4) -31.8 (-43.8 - -17.5)
Proportional residual % 15.3 (11.4) [18.7] 15.2 (13.4-16.9)
error plasma
Proportional residual % 34.9 (50.8) [5.6] 35.3(23.9-55.7)
error bone marow

Kio : elimination rate constant; Vi : distribution volume of central compartment ; Kis: transfert
constant between central and peripheral compartment ; Ks; : transfert constant between peripheral and
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central compartment; Q.: inter compartment clearance between central and bone marrow
compartment ; V> distribution volume of bone marrow compartment ; Giysakare - €ffect of Lysakare on
K1o ; Bprimene - ffect of Primene on Kuo ; fckoepi : effect of creatine clearance calculated by CKD-EPI
equation on Kig ; fage g2 : effect age on Q: ; Oage v2 - effect age on V,: 11V inter patient variaibility ;
IOV : inter occasion variability ; RSE : relative standard error ; Cl : confidence interval

Goodness-of-fit plots show that the PRED and IPRED concentrations were consistent with OBS
data for plasma and bone marrow concentrations (Supplementary material, Figure S1). Mean
values and confidence intervals of the parameters obtained by 500 non-parametric bootstrap
analyses with resampling were quite similar with those obtained using the original data set,
showing the robustness of the PK-POP model (Table 2). A pcVPC performed with 1,000
simulations based on the original data set is shown (Supplementary material, Figure S2). In
general, the model was sufficient to describe *”’Lu-Dotatate pharmacokinetics. The median, 5%,
and 95" percentiles of the observed concentrations were consistent with the simulated data.
However, there was a slight overestimation of variability by the model for plasma

concentrations over the time.

Figure S1. Goodness-of-fit of final PK-POP model
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OBS : observed concentration ; PRED : population predicted concentrations ; IPRED : individual

predicted concentrations ; CWRES : conditional weighted residuals
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Figure S2. Prediction-corrected visual predictive check (pcVPC) of final final PK-POP model
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3. Individual absorbed doses

For 15 patients with plasma and bone marrow data, the mean [range] of AUC at cycle 1 was:
AUCp = 4547 MBg/L.h [1987 — 7036] for plasma and AUCgm = 4362 MBq/L.h [1907 — 6389]
for bone marrow. At cycle 4 there were respectively AUCpL = 4977 MBg/L.h [3219 — 7154]
and AUCgm = 4742 MBg/L.h [3200 — 6498]. As for the bone marrow absorbed dose the mean
[range] obtained by PlanetDose® and by NONMEM® were respectively : ADpjanetbose= 0.046
Gy/GBq [0.021 -0.087] and ADpk-por = 0.029 Gy/GBq [0.012 — 0.042]. The bone marrow
absorbed dose obtain by NONMEM® were less than those obtain with PlanetDose® with a
mean [range] percentage of change: -29.2 % [-75; +20].

A significant correlation was observed (R? = 0.48, p < 0.01, n = 14) between ADpk-ror and
ADpianetbose at cycle 1 (Figure 3). For only one patient, the ADpk-pop Was poorly predicted with
a low ADpk-por in relation to ADpianetbose. This correlation was confirmed at cycle 4 with a high
coefficient of correlation (R2=0.74, p = 0.029, n = 6).
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Figure 3. Correlation between bone marrow absorbed dose obtain by NONMEM® and by
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4. Prediction of bone marrow exposures from plasma samples using the PK-

POP model

Figure 4 shows a very strong linear correlations and high agreements between AUCp. and

AUCgnm (R?=0.98 at cycle 1 and R?=0.98 at cycle 4). All patients had a percentage of change
between these two AUC less than 20% with mean [range] of -3.76 % [-11.8 — -0.078].
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Figure 4. Correlation between plasma and bone marrow exposure obtain in NONMEM®
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During the cross-validation, for each « Training dataset », PK-POP parameters obtained were

close to those obtained by the final model. This result shows the robustness of the model. Figure

5 represents the percentage of change between bone marrow exposures predict in the three

« validation dataset » and bone marrow exposures in the final model for cycle 1 and cycle 4. A

percentage of difference between + 20% was considered as not clinically significant. There

were mostly in this range, except for one patient with a percentage at — 44%. The mean [range]
percentage of change was -1.7 % [-44.0 — +9.2]. Most of AUCgm were overestimated (less than

10%) when bone marrow data were not included in the model. These results suggest a good

prediction of bone marrow exposure based only on plasma concentrations from blood sampling.
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Figure 5. Cross-validation in NONMEM® to predict bone marrow exposure based on plasma

concentrations from blood sampling

Frequency

(8]
1

40% 30% 0% 0% 0% 10% 20% 30% 40%
Percentage of change between individual bone marrow AUC
obtained in cross-validation models and final model

Data WValidation 1 Validation 2 Validation 3

5. Improvement of the sampling scheme by limitation to 3 days after treatment

A strong correlation was also obtained (R? = 0.98) between plasma exposures with and without
last sample at 144h. Plasma AUC estimate with blood samples for up to day 3 was
underestimated in average [range] by : - 5% [-16 ; + 2] compared to plasma AUC with all blood

samples up to day 6.
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Discussion

The current study represents a PK-POP model simultaneously analysing blood sampling and
bone marrow SPECT/CT imaging dosimetry after PRRT treatment. To our knowledge, it is the

first PK-POP model including plasma and tissu concentrations in 1’ Lu-Dotatate treatment (18).

Table 2 shows good estimation accuracy of PK-POP parameters, and low residual errors in both
the compartments of plasma and bone marrow. We confirm the important inter-patient
variability and a relative small intra-patient variability estimated for elimination of 1’’LLu-Dotate
allready reported upon in a larger number of patients (15,19). A large inter-individual variability
is also estimated for the 1"’Lu-Dotatate distribution in bone marrow. The PK-POP model shows
that a part of this large inter-individual variability can be explained by the age of the patients
with a negative correlation on the distribution and the volume of bone marrow. Thus, the age
impact is consistent with poorer bone marrow in the elderly population. In addition, some
important covariates should have been included in the study as previous haematopoietic

impairments or comedications (20).

The significant correlation between bone marrow absorbed dose estimated by NONMEM® and
that by PlanetDose® shows coherent results suggesting PK-POP approach as a new
methodology to obtain dosimetry results for PRRT. Moreover, our results indicate that the
radioactivity in the plasma is very well correlated with the radioactivity present in the bone
marrow. This result is in accordance with study of Forrer et al. (21) and the ratio of bone marrow
activity to blood activity (RMBLR = 1) used in EANM guidelines (10) (where the distribution
in the bone marrow is considered to be homogeneous and corresponded solely to a dose-
absorbed self). The most likely explanation of this strong correlation is the hypervascularisation
of the bone marrow. Thus blood radioactivity can be a substitute to the bone marrow
radioactivity. Lastly, based on a percentage of change between + 20% as not clinically
significant range, the results of intern validation by cross-validation and plasma exposures
suggest an ability to predict bone marrow exposure based on only plasma concentrations. This
presents a very important practical and logistic advantage. For the patient with -44% of
percentage of change between AUCgwm obtained with and without bone marrow concentrations,
this high percentage might be in link with her low plasma concentrations. Moreover, our results
comparing plasma AUC with and without last sample a 144h suggests the ability to reduce the

sampling period at 72 hours.
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Finally, in PlanetDose®, using individual PK, an under-estimation of AUC is expected when it
was obtained only based on three SPECT/CT images the first 3 days post treatment. Using
population based approach, we proposed in our study an estimation of AUCgm for those 9
patients having only 3 images up to 72h. This opens a new avenue of research that would allow

to limit the required post therapeutic images using the PK-POP model.

However, we acknowledge certain limitations of this study. The standard practice based on
imaging have important measurement uncertainty. These imprecisions in SPECT/CT imaging
are mainly due to the manual delimitation of the region of interest in the bone marrow, and to
the partial volume effect. Finally, it is a retrospective study. A prospective external validation
(which is ongoing) on a new cohort of patients is required to validate these results.

In perspective, based on our results, the large inter-individual variability associated with limited
intra- individual variability confirms an interesting opportunity to monitor treatment (10,22)
and to tailor treatment based on blood sampling. The PK-POP methodology without need of
SPECT/CT imagery, would presents severals benefits as a more accurate biodistribution model,
less analytical variability, and more reproducible results with considerable practical and

logistical advantages in clinical pratices.

Conclusion

These results suggest that the population pharmacokinetic approach can be used to estimate
bone marrow absorbed dose. Moreover, this model can be based on plasma data over a period
of 3 days post treatment only, and does not require imaging data. This new approach could
allow for more robust and practical monitoring of plasma and bone marrow exposure for
patients with GEP-NET treated by "’Lu-Dotatate.
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11.2.3.2.2 Discussion

Le but de ces travaux est de décrire la distribution du *’’Lu-Dotatate dans la moelle
osseuse ainsi que de calculer les doses absorbées médullaires via la méthodologie
PK-POP.

La construction du modéle s’est basée sur le modéle tri-compartimental
précedemment établi & partir des données plasmatiques de 83 patients (160) décrivant
I'élimination du '"’Lu-Dotatate (paragraphe 11.2.3.1.1). Suite a l'incrémentation de
nouvelles données (n = 28 patients, pour un total de 111 patients) et une nouvelle
analyse de covariables, la créatininémie a été remplacée par la CLckp-epi sur Kio dans
le modéle. Parmi les 111 patients, 15 d’entre eux avaient des données d’imagerie
SPECT/CT disponibles au niveau de la moelle osseuse au cycle 1 et au cycle 4. Le
nouveau modeéle est ainsi composé d’'un compartiment plasmatique central, d’un
compartiment médullaire et d’'un compartiment périphérique. A notre connaissance, il
s’agit du premier modéle PK-POP incluant simultanément des données plasmatiques
et des données médullaires chez des patients traités par '’’Lu-Dotatate. Grace a ce
modele, des expositions individuelles médullaires ont été obtenues puis converties en

doses absorbées via le formalisme MIRD.

D’apres le graphe des concentrations moyennes observées en fonction du temps, le
177 u-Dotatate subit une élimination plasmatique rapide et une rétention médullaire.
Cette rétention est due a linternalisation du '’’Lu-Dotatate dans les cellules
hématopoiétiques (161,162). Dans notre modéle, elle est estimée en moyenne par une
constante de transfert de la moelle osseuse vers le plasma : K21 = Q2/V2= 0,024 ht
qui est 10 fois inférieure a Ki2= Q2/V1= 0,26 h'! (constante de transfert du plasma vers

la moelle osseuse), montrant un retour dans le plasma 10 fois plus lent. Le Tableau 2
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du draft scientifigue montre une bonne précision d’estimation des parametres du
modéle PK-POP. Les graphiques d’ajustement montrent une absence de biais en
fonction des concentrations et du temps dans les deux compartiments. Par rapport au
modéle précédent (160), nous confirmons une importante variabilité interindividuelle
et une variabilité intraindividuelle limitée de I'élimination du '’’Lu-Dotatate. Ces mémes
tendances sont retrouvées au niveau de la distribution du 1’’Lu-Dotatate.

Ce modele PK-POP présente cependant certaines limites. Tout d’abord, d’apres les
erreurs résiduelles et le shrinkage du volume médullaire, les données sparses au
niveau de la moelle osseuse entrainent des estimations individuelles influencées
majoritairement par les parametres de population, notamment ceux du compartiment
plasmatique. Pour vérifier cette hypothése, une modélisation de la moelle osseuse
seule, sans les données plasmatiques, a été réalisée. L'erreur résiduelle médullaire
était alors de 25,4%, contre 34,9% dans le modele complet incluant les données
plasmatiques. Les données d’'imagerie SPECT/CT intégrées dans le modele PK-POP
sont sujettes a d'importantes imprécisions de mesures. Elles sont notamment liées a
la définition de la région d’intéret par le manipulateur. Cette variabilité est d’autant plus
importante pour la moelle osseuse qui est une petite structure par rapport aux autres
organes radiosensibles.

La PK-POP est une approche innovante dans le domaine des PRRT. Elle présente
lavantage par rapport a PlanetDose® de prendre en compte les variabilités
pharmacocinétiques inter- et intra- individuelles pour estimer les AUCs meédullaires
individuelles. Dans notre modele, la fonction rénale a un impact significatif sur
I'élimination du '’’Lu-Dotatate, tout comme I'age sur sa distribution au niveau de la
moelle osseuse. Par I'approche PK-POP, nous avons ainsi montré I'impact de facteurs

morpho-biologiques sur la pharmacocinétique du ’’Lu-Dotatate. Des covariables
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supplémentaires pourraient étre testées afin d’expliquer au mieux les importantes

variabilités interindividuelles estimées par le modeéle.

Les doses absorbées obtenues par NONMEM® (conversion des expositions
médullaires via la formule MIRD) sont significativement corrélées avec celles obtenues
dans PlanetDose®. Ce résultat appuie I'utilisation de 'approche PK-POP dans le calcul
de la dose absorbée médullaire et ouvre un nouvel axe de recherche dans le suivi des
patients traités par '’’Lu-Dotatate. De plus, une tres forte corrélation est retrouvée
entre les expositions plasmatiques et les expositions médullaires obtenues par
NONMEM®. Cette forte corrélation est expliquée par I'hypervascularisation de la
moelle. Les travaux de Forrer et al.(162) ont également mis en évidence ce résultat,
suggérant que l'activité plasmatique pouvait étre un substitut de I'activité médullaire.
Enfin, la cross-validation a permis de montrer dans notre population qu’une prédiction
de l'activité médullaire est possible a partir des seules concentrations plasmatiques.
Nous proposons ainsi une nouvelle méthode de calcul des doses absorbées
médullaires plus robuste et facilitant le suivi des patients traités par *’’Lu-Dotatate. En
effet, les prélévements plasmatiques moins contraignant que I'imagerie suffirait a
obtenir I'exposition médullaire. Cependant, une validation externe sur une nouvelle

cohorte de patients est nécessaire pour valider notre hypothése.
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ll. Conclusion générale

Ces travaux sont un exemple de l'intérét de la méthodologie PK-POP dans I'utilisation
diagnostic et thérapeutigue des médicaments radiopharmaceutiques. Dans I'étude
CysPed, la modélisation apporte une technique robuste dans la sélection de
covariables impactant la fonction rénale. De plus, elle met en évidence I'importance
de la cystatine C plasmatique dans I'estimation du DFG en oncopédiatrie. Dans I'étude
PrePacLuNet, I'approche PK-POP a permis d’évaluer I'impact de solutions d’acides
aminés sur I'élimination du 1’’Lu-Dotatate, d’évaluer les relations PK/PD, de décrire la
biodistribution du *’7Lu-Dotatate dans différentes matrices et de proposer une nouvelle
méthode de calcul des doses absorbées au niveau de la moelle osseuse. Un point
fondamental de la modélisation des radiotraceurs est la prise en compte des
particularités de ces molécules (demi-vie effective, décroissance radioactive) ainsi que

leur stabilité in vivo (radiomarquage) dans l'interprétation des résultats.

En clinique, l'approche PK-POP s’inscrit dans le domaine de la médecine
personnalisée. Elle est essentielle a 'oncologie ou les variabilités interindividuelles et
intraindividuelles peuvent entrainer une perte d’efficacité et/ou une survenue de
toxicité. La maitrise de ces variabilités et des relations PK/PD sont ainsi un nouvel
enjeu dans le domaine des radiotraceurs, notamment pour les radiothérapies internes
vectorisées. Elles ont un profil de toxicité limité par rapport aux chimiothérapies, mais
une meilleure connaissance de leur mécanisme d’action est nécessaire. Enfin, outre
les approches de modeélisation, les simulations explorent différents scénarii (schéma
d’administration optimale, dose administrée) qui sont d’autant plus importants pour la

radioprotection du patient.
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ANNEXE 1 : code NONMEM étude Cysped

$INPUT ID OBS TIME DV AMT EVID MDV AGE HT WAT BSA PCR CYST UREE
$DATA data.PRN IGNORE=@ NULL-=.

$SUBROUTINES ADVAN1 TRANS2

$PK

OCC1=0

0CC2=0

0OCC3=0

0OCC4=0

0OCC5=0

0CC6=0

IF(OBS.EQ.0) OCC1=1

IF(OBS.EQ.1) OCC2=1

IF(OBS.EQ.2) OCC3=1

IF(OBS.EQ.25)0CC4=1

IF(OBS.EQ.3) OCC5=1

IF(OBS.EQ.4) OCC6=1
TVCL=THETA(1)*(PCR/42.25)*THETA(3)*(CYST/0.7639)* THETA(4)*(WAT/34.30)* THETA(5)

CL=TVCL*EXP(ETA(1)+ETA(2)*OCC1+ETA(3)*OCC2+ETA(4)*OCC3+ETA(5)*OCCA4+ETA(6)*OCC5
+ETA(7)*OCCB8)

TVV=THETA(2)*WAT
V=TVV*EXP(ETA(8))

S1=v

$THETA (3000,3500,5000)(100,120,400)(-0.5,-0.2,-0.05)(-0.9,-0.6,-0.1)(0.6,0.8,1)
$OMEGA 1

$OMEGA BLOCK(1) 1
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA .1

$ERROR
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DEL=0
IF (F.EQ.0) DEL=1

W=F+DEL

Y=F+W*EPS(1)

IPRED=F

IRES=DV-IPRED

IWRES=IRES/W

$SIGMA .05

$EST MAXEVAL=4000 METHOD=1 POSTHOC NOABORT
$CoV

$TABLE ID MDV OBS TIME DV ETA1 ETA2 ETA3 ETA4 ETAS5 ETA6 ETA7 CL TVCL V VPO NOPRINT
FILE=patab

$TABLE ID MDV OBS TIME DV IPRED PRED IRES IWRES CWRES NOPRINT FILE=sdtab
$TABLE ID MDV OBS TIME DV AGE WAT HT PCR CYST UREE NOPRINT FILE=cotab
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ANNEXE 2: code NONMEM étude PrePacLuNet données

plasmatiques

$INPUT ID CYCLE TIME DV AMT RATE AA AAP MDV EVID SEX AGE BW HT BSA CREA CLCR

$DATA Data.csv IGNORE=@ NULL=.
$SUBROUTINES ADVAN11 TRANS1
$PK

0CC1=0

0CC2=0

0CC3=0

0CC4=0

IF(CYCLE.EQ.1) OCC1=1
IF(CYCLE.EQ.2) OCC2=1
IF(CYCLE.EQ.3) OCC3=1
IF(CYCLE.EQ.4) OCC4=1
A=(ETA(9)*AA+(1-AA)*ETA(13))*OCC1
B=(ETA(10)*AA+(1-AA)*ETA(14))*OCC2
C=(ETA(11)*AA+(1-AA)*ETA(15))*OCC3
D=(ETA(12)*AA+(1-AA)*ETA(16))*OCC4

TVCOV_AA = THETA(7)*(1-THETA(8)*AA)
COV_AA=TVCOV_AA*EXP((ETA(7)*AA+(1-AA)*ETA(8))+A+B+C+D)
TVK=THETA(1)*(CREA/88)**THETA(9)*COV_AA*AAP

K=TVK*EXP(ETA(L)+ETA(17)*OCC1+ETA(18)*OCC2+ETA(19)*OCC3+ETA(20)*OCC4)

TVV1=THETA(2)
V1=TVV1*EXP(ETA(2))
TVK12=THETA(3)
K12=TVK12*EXP(ETA(3))
TVK21=THETA(4)
K21=TVK21*EXP(ETA(4))
TVK13=THETA(5)
K13=TVK13*EXP(ETA(5))
TVK31=THETA(6)
K31=TVK31*EXP(ETA(6))
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S1=Vv1

$THETA (0,0.2,5)

$THETA (0,5,20)

$THETA (0,0.4,5)

$THETA (0,0.5,5)

$THETA (0,0.3,5)

$THETA (0,0.03,0.1)
$THETA (-5,0.1,3)
$THETA (-5,0.1,5)
$THETA (-1,-0.1,)
$OMEGA BLOCK (2)

0.5

0.10.5

$OMEGA 0.1

$OMEGA 0 FIX

$OMEGA 0 FIX

$OMEGA 0.1

$OMEGA 0.1

$OMEGA 0.1

$OMEGA BLOCK(1) 1
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) 1
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) 1
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$ERROR

DEL=0

IF (F.EQ.0) DEL=1
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W=F+DEL

Y=F+W*EPS(1)

IPRED=F

IRES=DV-IPRED

IWRES=IRES/W

$SIGMA 0.04

$CoV

$EST MAXEVAL=4000 METHOD=1 INTERACTION POSTHOC NOABORT

$TABLE ID CYCLE TIME DV MDV AMT RATE EVID PRED IPRED IRES CWRES AA AAP NOPRINT
NOAPPEND ONEHEADER FORMAT=s1PE16.8E3 FILE=sdtab008

$TABLE ID CYCLE TIME DV MDV AMT RATE EVID K V1 K12 K21 K13 K31 AA AAP COV_AA
NOPRINT NOAPPEND ONEHEADER FORMAT=s1PE16.8E3 FILE=patab008

$TABLE ID CYCLE TIME DV MDV AMT RATE EVID ETA1 ETA2 ETA3 ETA4 ETAS5 ETA6 ETA7 ETA8
ETA9 ETA10 ETA11 ETA12 ETA13 ETA14 ETAL15 ETA16 ETA17 ETA18 ETA19 ETA20 NOPRINT
NOAPPEND ONEHEADER FORMAT=s1PE16.8E3 FILE=patabeta008

$TABLE ID CYCLE TIME DV MDV AMT RATE EVID SEX AGE BW HT BSA CREA CLCR NOPRINT
NOAPPEND ONEHEADER FORMAT=s1PE16.8E3 FILE=cotab008
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ANNEXE 3 : code NONMEM étude PrePacLuNet données
plasmatiques et médullaires

$INPUT ID CYCLE TIME DV AMT RATE AA AAP MDV EVID CMT CREA AGE WT SEX CG CKD
MDRD

$DATA Data.csv IGNORE=@ NULL=.

$SUBROUTINES ADVANS5

$MODEL NCOMP=3

COMP=(PLASMA)

COMP=(MO)

COMP=(PERIPH)

$PK

0CC1=0

0CC2=0

0CC3=0

0CC4=0

IF(CYCLE.EQ.1) OCC1=1

IF(CYCLE.EQ.2) OCC2=1

IF(CYCLE.EQ.3) OCC3=1

IF(CYCLE.EQ.4) OCC4=1
X=(ETA(9)*AA+(1-AA)*ETA(13))*OCC1
B=(ETA(10)*AA+(1-AA)*ETA(14))*OCC2
C=(ETA(11)*AA+(1-AA)*ETA(15))*OCC3
D=(ETA(12)*AA+(1-AA)*ETA(16))*OCC4

TVCOV_AA = THETA(7)*(1-THETA(8)*AA)
COV_AA=TVCOV_AA*EXP((ETA(7)*AA+(1-AA)*ETA(8))+X+B+C+D)
TVK10=THETA(1)*(CKD/76.7)*THETA(9)*COV_AA**AAP
K10=TVK10*EXP(ETA(1)+ETA(17)*OCC1+ETA(18)*OCC2+ETA(19)*OCC3+ETA(20)*OCCA4)
TVV1=THETA(2)

VI=TVVI*EXP(ETA(2))

TVK13=THETA(3)

K13=TVK13*EXP(ETA(3))

TVK31=THETA(4)
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K31=TVK31*EXP(ETA(4))

TVQ2=THETA(5)*(AGE/71)*THETA(10)
Q2=TVQ2*EXP(ETA(5)+ETA(21)*OCC1+ETA(22)*OCC4)
TVV2=THETA(6)*(AGE/71)*THETA(11)
V2=TVV2*EXP(ETA(6)+ETA(23)*OCC1+ETA(24)*OCC4)

S1=Vv1

S2=V2

K12=Q2/V1

K21=Q2/V2

$THETA (0,0.2,5)

$THETA (0,5,20)

$THETA (0,0.4,5)

$THETA (0,0.5,5)

$THETA (0,3)

$THETA (0,150,)

$THETA (0.555256) FIX
$THETA (-2.79234) FIX
$THETA (-1,0.1,)

$THETA (-5,0.1,)

$THETA (-5,0.1,)

$OMEGA BLOCK (2)

0.5

0.10.5

$OMEGA 0.1

$OMEGA 0 FIX

$OMEGA 0.1

$OMEGA 0.1

$OMEGA 0.823680 FIX
$OMEGA 0.958506 FIX
$OMEGA BLOCK(1) 0.126190 FIX
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) 0.197782 FIX
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$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) 1
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) 1
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$OMEGA BLOCK(1) 1
$OMEGA BLOCK(1) SAME
$ERROR

DEL=0

IF(F.EQ.0) DEL=1

W=F+DEL

IF(CMT.EQ.1) Y= F+W*ERR(1)
IF(CMT.EQ.2) Y= F+W*ERR(2)
IPRED = F

IRES = DV-IPRED
IWRES=IRES/W

$SIGMA 0.04 0.1

$CovV

$EST MAXEVAL=4000 METHOD=1 INTERACTION POSTHOC NOABORT

$TABLE ID CYCLE TIME DV MDV AMT RATE EVID PRED IPRED IRES CWRES IWRES NPDE AA
AAP CMT NOPRINT NOAPPEND ONEHEADER FORMAT=s1PE16.8E3 FILE=sdtab

$TABLE ID CYCLE TIME DV MDV AMT RATE EVID K10 V1 K12 K21 K13 K31 Q2 V2 AA AAP COV_AA
CMT AGE WT SEX CG CKD MDRD ETA1 ETAZ ETA3 ETA4 ETAS ETAG6 ETA7 ETA8 ETA9 ETA10
ETA11 ETA12 ETA13 ETA14 ETA15 ETA16 ETA17 ETA18 ETA19 ETA20 ETA21 ETA22 ETA23
ETA24 NOPRINT NOAPPEND ONEHEADER FORMAT=s1PE16.8E3 FILE=patab

$TABLE ID CYCLE TIME DV MDV AMT RATE EVID ETAL1 ETA2 ETA3 ETA4 ETAS ETA6 ETA7 ETAS
ETA9 ETA10 ETA11 ETA12 ETA13 ETA14 ETA15 ETAL16 ETA17 ETA18 ETA19 ETA20 ETA21 ETA22
ETA23 ETA24 NOPRINT NOAPPEND ONEHEADER FORMAT=s1PE16.8E3 FILE=patabeta

$TABLE ID CYCLE TIME DV MDV AMT RATE EVID CREA AGE WT CG CKD MDRD NOPRINT
NOAPPEND ONEHEADER FORMAT=s1PE16.8E3 FILE=cotab
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